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RESUMO

Um dos grandes desafios da industria farmacéutica ¢ a baixa biodisponibilidade dos novos
ingredientes farmacéuticos ativos, sendo que até 90% dos novos medicamentos recebem a
classificacdo BCS II. Neste contexto encontra-se a curcumina, que ¢ um polimorfo
hidrofobico bioativo, e tem sido estudada pelo seu potencial antinociceptivo e anti-
inflamatério, entre outros. Para melhorar a solubilidade e, consequentemente, a
biodisponibilidade de substancias, varias metodologias podem ser aplicadas. Entre elas, vem
recendo destaque, nos Uultimos anos, a utilizacdo de metodologias utilizando fluido
supercritico. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi produzir um cocristal de curcumina,
utilizando n-acetilcisteina como coformador, através da metodologia de gas antissolvente,
empregando dioxido de carbono supercritico como antissolvente, e avaliar a solubilidade do
cocristal, assim como seu potencial antinociceptivo e anti-inflamatério. Para comprovar a
formag¢do da forma cristalina, os seguintes testes de caracterizagdo foram realizados:
calorimetria exploratdria diferencial, difratometria de raios-X de pd e microscopia eletronica
de varredura. A analise de solubilidade e de atividade anti-quimiotaxica também foram
realizadas. A partir da comprovagdo da melhoria na solubilidade e da potencializagdo da
atividade anti-quimiotéxica do cocristal em relagdo a curcumina pura, testes in vivo foram
realizados para avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria: ensaio de contorgdes
abdominais induzidas por 4cido acético e edema de pata induzido por carragenina em
camundongos Swiss machos. Os testes de open field e rota-rod foram realizados no intuito de
verificar possiveis efeitos indesejados do cocristal na integridade da coordenagdo motora e
performance locomotora e exploratdria. Os resultados de caracterizagdo demonstram a
formag¢do de uma nova estrutura cristalina, comprovando que a formagao do cocristal ocorreu
com sucesso. Os resultados do teste de solubilidade demonstram um aumento significativo na
solubilidade do cocristal, em comparagdo a curcumina pura. No ensaio de quimiotaxia, o
cocristal inibiu a migracdo de neutrofilos em todas as concentragdes testadas, diferentemente
da curcumina e do coformador quando testados isoladamente. Os testes in vivo demonstraram
que o cocristal teve uma potencializacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria
quando comparado a curcumina pura, visto que a dose efetiva do cocristal foi 166,67 vezes
menor que a dose efetiva de curcumina pura. O cocristal ndo demonstrou efeitos negativos na
coordenagdao motora e performance locomotora e exploratoria. Possivelmente, devido ao
aumento da solubilidade do cocristal em agua e diferentes pHs, houve favorecimento da
absor¢do da curcumina no trato gastrointestinal e, assim, aumento de sua biodisponibilidade e
poténcia farmacoldgica.

Palavras-chave: Cocristal. Curcumina. Tecnologia Supercritica. CO» supercritico.



ABSTRACT

One of the major challenges faced by the pharmaceutical industry is the low bioavailability of
new active pharmaceutical ingredients. It is known that up to 90% of new drugs are included
in the BCS 1I classification. In this context, curcumin, which is a bioactive hydrophobic
polymorph, belongs to BCS class II. Curcumin has been studied on its antinociceptive and
anti-inflammatory potential, among others. To improve the solubility and, consequently, the
bioavailability of substances, several methodologies can be applied. Among them, the use of
methodologies using supercritical fluid has been highlighted in recent years. Thus, the aim of
this work was to produce a curcumin cocrystal, using n-acetylcysteine as coformer, by the
anti-solvent gas methodology, using supercritical carbon dioxide as an anti-solvent, and to
evaluate the cocrystal solubility, as well as its antinociceptive and anti-inflammatory
activities. To attest the formation of the crystalline form, the following characterization tests
were carried out: differential scanning calorimetry, powder X-ray diffraction and scanning
electron microscopy. The analysis of solubility and anti-chemotactic activity were also
performed. Based on the evidence of the improvement in solubility and the potentiation of the
anti-chemotactic activity of cocrystal in relation to pure curcumin, in vivo tests were carried
out to evaluate the anti-nociceptive and anti-inflammatory activities of the cocrystal: acetic
acid-induced writhing test and carrageenan-induced paw oedema in male Swiss mice. The
open field and rota-rod tests were carried out in order to verify possible undesired effects of
the cocrystal on the integrity of motor coordination and locomotor and exploratory
performance of the animals. The characterization results demonstrate the formation of a new
crystalline structure, proving that the formation of the cocrystal successfully occurred. The
results of the solubility test demonstrate a significant increase in the solubility of the
cocrystal, compared to pure curcumin. In the chemotaxis assay, the cocrystal inhibited the
migration of neutrophils at all concentrations tested, unlike pure curcumin and the coformer,
when tested isolated. /n vivo tests demonstrated that the cocrystal presented increased potency
in the antinociceptive and anti-inflammatory activity when compared to pure curcumin, since
the effective dose of cocrystal was 166.67 times lower than the effective dose of pure
curcumin. The cocrystal did not impair the motor coordination and locomotor and exploratory
activities of mice. Possibly, due to the increased solubility of the cocrystal in water and
different pHs, the absorption of curcumin in the gastrointestinal tract was favored and, thus,
its bioavailability and pharmacological potency were improved by the cocrystallization.

Keywords: Cocrystal. Curcumin. Supercritical technology. Supercritical CO».
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da industria farmacéutica ¢ a baixa solubilidade e/ou baixa
permeabilidade de novos ingredientes farmacéuticos ativos (API), o que dificulta ou
impossibilita sua utilizacdo como um novo farmaco/medicamento. A biodisponibilidade dos
farmacos esté ligada a solubilidade e permeabilidade, sendo um fator chave para obter efeitos
benéficos de compostos bioativos. Até 90% dos novos farmacos recebem a classificacdo BCS
I, ou seja, sdo substancias que apresentam baixa solubilidade em 4gua e alta permeabilidade
(KAVANAGH et al., 2019; RIBAS et al., 2019; HOMAYOUNI et al., 2019)

Neste contexto, encontra-se a curcumina, um polifenol denominado 1,7-bis (4-
hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, que existe do também na forma tautomérica
enol, e ¢ o principal polifenol natural encontrado no rizoma de Curcuma longa (agafrao). Foi
demonstrado que a curcumina possui propriedades sobre a sindrome metabdlica (KELANY;;
HAKAMI; OMAR, 2017), antidiabéticas (TAVAF et al., 2020), antimutagénicas
(PARVATHY; NEGI; SRINIVAS, 2010), antibacterianas (SINGH et al., 2010), anti-HIV
(SHARMA et al., 2019), antinociceptivas (ZHAO et al., 2012), antioxidantes (KHARAT et
al., 2020) e anti-inflamatérias (SORASITTHIYANUKARN et al., 2019). Encontra-se na
classificagdo BCS II, e, portanto, tem sua solubilidade em 4agua abaixo de 0,6 pg / mL.
(KURIEN et al., 2007; (HEWLINGS; KALMAN, 2017).

A inflamacdo ¢ a resposta fisiologica adaptativa desencadeada pelo sistema
imunologico, inclui uma longa cadeia de reagdes moleculares e atividade celular, sendo o
inico mecanismo identificado para restaura¢io de tecido apés lesdo (HE et al., 2015). E
caracterizada por um conjunto de reagdes que ocasionam diversos eventos vasculares, como
vasodilatagcdo, acimulo de leucocitos e liquidos intersticiais, sensibilizagdo de terminais
nociceptivos, além de eventos celulares, como sintese e liberacio de mediadores pro-
inflamatoérios, como cininas, 6xido nitrico e citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF-a)
e interleucinas (ILs), como IL-1f e IL-6, que sdo ativadas pelo fator nuclear kB (NF-«xB) para
defesa do organismo contra estimulos nocivos, que podem ser enddgenos ou exdgenos
(NENNIG; SCHANK, 2017; OLIVEIRA-TINTINO, 2018).

Os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes da curcumina sdo observados pela

modulagdo de multiplas vias de sinalizagdo, como proteinas envolvidas na replicagdo e
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sobrevivéncia molecular, fatores de transcri¢do (como NF-kB) e citocinas inflamatorias
(LELLI et al., 2017). A inibigcdo da ligacdo NF-kB-DNA leva a supressao da expressdo de
genes pro-inflamatorios, além disso, o efeitos anti-inflamatérios da curcumina estendem-se a
redugdo da expressdao da enzima cicloxigenase-2 (COX-2), que ¢ responsavel pela conversao
de acido araquidonico em prostaglandinas. Também, inibe a atividade da araquidonato 5-
lipoxigenase (5-LOX) e a sintese de leucotrienos (GOEL; BOLAND; CHAUHAN, 2001;
LIU; SMART; PANNALA, 2020). Apesar da atividade biologica promissora, a curcumina ¢
pouco absorvida e rapidamente metabolizada depois de administrada oralmente, o que a torna
pouco biodisponivel e dificulta o alcance dos efeitos farmacoldgicos, devido as baixas
concentragdes plasmaticas e teciduais. Assim, seu uso como agente terapéutico eficaz ¢
limitado por seus pardmetros farmacocinéticos (SINJARI et al., 2019; ROCHA et al., 2020).

Para melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de substancias, diversas técnicas
vém sendo empregadas, entre elas a cocristalizagdo, que surgiu como uma nova maneira de
melhorar a solubilidade e a taxa de dissolu¢do de APIs fracamente soluveis (SHEKHAWAT;
POKHARKAR, 2017). A cocristalizagdo pode ser definida como um sistema
multicomponente que contém um API e um coformador numa propor¢do estequiométrica
especifica que estdo ligados através de interacdes intermoleculares, tais como ligagdoes de
hidrogénio, ligagdes 7 - 7 € for¢as de Van der Waals (REN et al., 2019).

A cocristalizagdo representa uma maneira conveniente de alterar as propriedades
fisico-quimicas dos APIs, incluindo taxa de dissolucdo, solubilidade intrinseca, ponto de
fusdo, higroscopicidade e compressibilidade (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017).
A estrutura basica que une API ao coformador ¢ denominada sinton supramolecular. Estes
sintons supramoleculares sdo arranjos especiais de interagdes intermoleculares, que podem ser
formados por operacdes vidveis conhecidas (DESIRAJU, 1995).

A tecnologia de fluido supercritico ou gas denso ¢ um campo emergente € promissor
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e tem sido explorada como um método
alternativo para produzir cocristais de alta qualidade (RODRIGUES et al., 2018), sobretudo
quando utilizado didxido de carbono supercritico (scCOz) que tem condigdes criticas
relativamente baixas (T. = 31,1 °C ep . = 73,8 bar), que podem ser facilmente atingidas
(COCERO et al., 2009).

Para tal pesquisa, o laboratorio de termodinamica e tecnologia supercritica
(LATESC), esta equipado para prover todo equipamento necessario para o desenvolvimento
dos processos de producdo do cocristal. Destaca-se que nos ultimos anos teses de mestrado e

doutorado forma desenvolvidas na area de cocristalizagdo, onde sdo apalicadas diversas



técnicas utilizando scCO; para producdo de cocristais. Entre os artigos publicados pelo
laboratorio se destaca para esta pesquisa os seguintes: Precipitation of resveratrol-isoniazid
and resveratrol-nicotinamide cocrystals by gas antisolvent, (Pessoa et al. 2019) proveniente
dos seu trabalho de doutorado, Curcumin cocrystals using supercritical fluid technology
(Ribas et al. 2019) e Curcumin-nicotinamide cocrystallization with supercritical solvent
(CSS): Synthesis, characterization and in vivo antinociceptive and anti-inflammatory
activities (Ribas et al. 2019b) Proveniente do seus trabalhos de pesquisa no mestrado.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a producdo de cocristais de
curcumina e n-acetilcisteina utilizando tecnologia supercritica através da metodologia de gas
antissolvente (GAS), com scCO2 como antissolvente, visando aumentar a solubilidade da
curcumina em d4gua e em diferentes pHs, o que pode potencializar as atividades
antinociceptivas e anti-inflamatorias in vivo. Apoés a producdo, o cocristal foi caracterizado
por calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracdo de raio-X de p6é (DRXP) e
microscopia eletronica de varredura (SEM). Apds a caracterizacdo, foram realizados testes de
solubilidade e de atividade antiquimiotaxica in vitro, para analisar a solubilidade e o potencial
de inibi¢do da migracao de neutrofilos, indicador de possivel atividade anti-inflamatoéria. Os
cocristais entdo foram testados in vivo com intuito de verificar se o potencial antinociceptivo e
anti-inflamatério da curcumina foi aumentado, com wuma possivel melhoria da

biodisponibilidade proveniente da cocristalizacao.

B oBIETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo aplicar o cocristal de curcumina e n-
acetilcisteina, produzido através de tecnologia supercritica e caracterizado, aplicando em
modelos in vivo, (camundongos: Mus musculus; linhagem: Swiss), in vitro e ex vivo, a fim de

avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio.

1.1.2  Objetivos Especificos
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Produzir um cocristal de curcumina com o coformador n-acetilcisteina,
utilizando técnica de Gas Antissolvente (GAS);

Verificar a formacdo de cocristais através de diferentes métodos de
caracterizacdo, calorimetria diferencial de varredura (DSC), difragdo de raio-
X de p6 (DRXP);

Realizar a analise morfologica e de tamanho de particulas do cocristal
formado, a partir de microscopia eletronica de varredura (SEM);

Avaliar o perfil de dissolucao do cocristal, através da comparagao do espectro
do cocristal e curcumina pura por espectroscopia de ultravioleta;

Mensurar o potencial de inibi¢do da migracdo de neutréfilos do cocristal e
compara-lo com o efeito da curcumina pura e do coformador, através do teste
de atividade anti-quimiotaxica in vitro.

Avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio do cocristal, a partir dos
testes de contor¢des abdominais induzidas por acido acético e edema de pata
induzido por carragenina, in vivo, comparando a atividade do cocristal com
curcumina pura, coformador e mistura fisica de curcumina e coformador.
Avaliar o efeito do cocristal sobre a atividade de Mieloperoxidase (MPO), ex
vivo, no tecido plantar de camundongos apds a administra¢dao de carragenina,
comparando a atividade do cocristal com curcumina pura, coformador e
mistura fisica de curcumina e coformador

Avaliar os efeitos motores adversos do cocristal no teste de campo aberto e
barra rotativa, de modo a descartar possiveis resultados falsos positivos nos

testes de nocicepcao in vivo.

[l ESTRUTURA DO DOCUMENTO

1.2.1

Este documento estd estruturado em 5 capitulos

Capitulo 1 — introducio

Este capitulo apresenta uma breve descricdo dos tdpicos abordados no presente

trabalho, apresentacdao dos objetivos e da estrutura do projeto desenvolvido.



1.2.2  Capitulo 2 — Revisao bibliografica
Apresentacdo de uma revisao da literatura sobre a curcumina, cocristais € a

metodologia utilizada para produgdo do cocristal.

1.2.3  Capitulo 3 — Materiais e métodos
Apresentacdo dos materiais utilizados e das metodologias empregadas neste estudo,

incluindo a descri¢ao do equipamento utilizado nos processos

1.2.4 Capitulo 4 — Resultados
A apresentacdo dos resultados encontra-se feita no formato de artigo, o qual foi

submetido a revista Acta Pharmaceutica Sinica B.

1.2.5 Capitulo 5 — Conclusdes e sugestoes

Apresentacdo da conclusdo geral sobre o trabalho e sugestdes para trabalhos futuros.



CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serd apresentada uma revisdo bibliografica sobre o tema da
dissertacdo. Nela contém dados de trabalhos cientificos que embasam esta pesquisa.
Inicialmente, sera apresentada uma revisdo sobre a substancia alvo deste trabalho, a
curcumina, detalhando suas caracteristicas ¢ dando motivos para sua utilizagdo na produgao

de cocristais por tecnologia supercritica.

Entdo, serd relatado o que ¢ um cocristal, como sdo produzidos por métodos

supercriticos, de forma a embasar a metodologia utilizada para produgao.

B curcuma

A Curcuma longa, conhecida como acafrdo ou acafrdo da terra ¢ uma das plantas
pertencentes a familia Zingiberaceae. Faz parte da antiga medicina tradicional chinesa e
indiana, e tem sido amplamente utilizada como conservante de alimentos e na culinaria do
todo sudoeste da Asia. E utilizada hd muitos anos no tratamento de diversas doencas devido
as suas propriedades farmacoldgicas. Sua composi¢ao contém 8,6% de proteina, 60 a 70% de
carboidratos, 2 a 7% de fibra, 5 a 10% de gordura, 3 a 5% de curcuminoides e até¢ 5% de dleos
essenciais e resinas. Os curcuminoides consistem em quase 70% de curcumina, 17% de
desmetoxicurcumina, 3% de bis-desmetoxicurcumina e o restante (10%) ¢ chamado de
ciclocurcumina. Assim, seu principal componente ¢ a curcumina, um composto fitoquimico

hidrofébico polifendlico (KURIEN et al., 2007; HEWLINGS; KALMAN, 2017).



B curcuMINA
2.2.1 Caracteristicas fisico quimicas

A curcumina ¢ um composto cristalino de cor caracteristica amarelo-laranja, mas
muda em diferentes pHs, formando uma solu¢do de cor amarela brilhante na faixa de pH 2,5—
7,0 com a cor mudando para vermelho escuro quando o pH ¢ superior a 7 (LIU et al., 2020).
Sua forma molecular ¢ composta por 21 atomos de carbono, 20 4&tomos de hidrogénio ¢ 6
atomos de oxigénio (C21H200s), possui massa molecular de 368,37 g / mol e ponto de fusdo
proximo a 183° C, possuindo dois anéis de arila em suas extremidades e contém grupos orfo-
metoxifenolicos que estdo simetricamente ligados a uma porgao p-dicetona, coexistindo entre
suas duas formas, apresentando tautomerismo nas formas ceto e enol (Figura 1). A forma ceto
¢ predominante em solugcdes acidas e neutras e a forma enol estavel em meio alcalino. Tem
nome quimico 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona, também chamado
de diferuloilmetano. (KURNIAWANSYAH et al., 2017; SU et al., 2015; HEWLINGS;
KALMAN, 2017; KHOR et al., 2019; HOMAYOUNI et al., 2019; AKBARI et. al. 2020).
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Figura 1 - Representagcdo da molécula de curcumina, apresentando as formas ceto e enol, as
regides de possibilidade de ligacdo de hidrogénio e as regides hidrofobicas da molécula.

Fonte: RIBAS, (2019)

Na literatura estdo relatadas as propriedades bioativas da curcumina (ANAND et.al.,
2007), como apresentado na Figura 2. Entre essas propriedades, destacam-se o combate a

doengas cronicas, como Parkinson (MYTHRI; BHARATH, 2012) e



Alzheimer (HAMAGUCHI; ONO; YAMADA, 2010), atividade antibacteriana (SINGH et al.,
2010), anti-mutagénica (SHISHU; KAUR, 2008), antidiabética (TAVAF et al., 2020),
(JAVIDI et al., 2019), anti-HIV (SHARMA et al., 2019), antinociceptiva (ZHAO et al.,
2012), antioxidante (KHARAT et al., 2020), anti-inflamatéria (SORASITTHIYANUKARN

et al., 2019), entre outras.

Doengas
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ex.: Alzheimer

Parkinson
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anti- S s A
: - ‘ O anti-diabético
inflamatario o o
e ONen

antioxidante antinociceptivo anti-HIV

Figura 2 - Propriedades biologicas da curcumina

Fonte: desenvolvido pelo autor.

2.2.2 Atividade anti-inflamatoria

2.2.2.1 Inflamagdo

Conforme j& destacado anteriormente, a curcumina apresenta efeito anti-
inflamatorio. A inflamagdo ¢ a resposta fisioldgica adaptativa desencadeada pelo sistema
imunolégico, inclui uma longa cadeia de reagdes moleculares e atividade celular, sendo o
unico mecanismo identificado para restauragao de tecido apos lesdo. Em nivel celular e
tecidual, inclui dilatagdo das vénulas e arteriolas, aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos e fluxo sanguineo, com infiltracdo de leucdcitos nos tecidos. A cronificagdo do

processo inflamatério pode causar uma disfuncdo do tecido, pela atividade proteolitica. A



regeneragdo da producdo humoral para o crescimento celular e reforma do novo tecido
funcional e conjuntivo sdo observadas por meio de uma resposta inflamatoria tipica (HE et al.,
2015). Além disso, ocorrem eventos como sintese e liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios, como cininas, 6xido nitrico e citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF-
a), ¢ interleucinas (ILs), como IL-1B e IL-6, para defesa do organismo contra estimulos
nocivos, que podem ser endogenos ou exogenos (OLIVEIRA-TINTINO, 2018).

A inflamagao pode ocorrer em dois estagios, dependendo do tempo de duragdo para
atingir sua resolucdo. O primeiro estagio (inflamacdo aguda) ¢ medido pela ativacdo do
sistema imunoldgico (imunidade inata), que persiste apenas por um curto periodo de tempo,
sendo, geralmente, benéfica para o organismo. Quando ndo se tem a resposta esperada, devido
ao acumulo de proteinas pré-inflamatorias, € provavelmente o resultado de um alto "estado
inflamatorio" adquirido, a inflamagdo pode durar mais tempo, iniciando o segundo estagio
(inflamagdo cronica), que pode estar relacionado com varias doencas cronicas, entre elas,
obesidade, diabetes, artrite, pancreatite, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e
metabolicas (ARULSELVAN et al., 2016; WATSON et al., 2017)

A resposta inflamatdria € coordenada por uma grande variedade de mediadores que
formam redes regulatérias complexas. Uma resposta inflamatdria aguda bem-sucedida resulta
na elimina¢do dos agentes infecciosos, seguida por uma fase de resolucdo e reparo, que ¢
mediada principalmente por macrofagos residentes em tecidos e recrutados. A mudanga nos
mediadores lipidicos das prostaglandinas pro-inflamatoérias para as lipoxinas, que sdo anti-
inflamatoérias, € crucial para a transi¢do da inflamagdo para a resolucdo. As lipoxinas,
responsaveis por inibir o recrutamento de neutrdfilos, promovem o recrutamento de
monocitos, que removem as células mortas e iniciam a remodelacdo do tecido. Resolvinas e
protectinas, que constituem outra classe de mediadores lipidicos, assim como o fator de
crescimento transformador-f e os fatores de crescimento produzidos pelos macrofagos,
também tém um papel crucial na resolu¢do da inflamacdo, incluindo o inicio da reparagao
tecidual (MEDZHITOV, 2008).

Um fator de transcricdo ubiquo bem conhecido por seu papel na resposta imune € o
fator nuclear kappa de células B ativadas (NF-kB). O NF-kB ¢ um ativador transcricional de
mediadores inflamatérios, como as citocinas (NENNIG; SCHANK, 2017). Em resposta ao
estresse fisico, fisioldogico ou oxidativo, esta associada a ativacdo da via de sinalizacdo

canonica do NF-xB, que ¢ conservada em todos os animais multicelulares. A ativagdo do NF-
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kB geralmente resulta na regulacdo positiva de genes antiapoptéticos, proporcionando, assim,
mecanismo de sobrevivéncia celular para suportar o estresse fisiologico que desencadeou a
resposta inflamatéria. Além disso, o NF-kB induz citocinas que regulam a resposta imune
(como, IL-1, IL-6 e IL-8) e o TNF-a, bem como moléculas de adesdo, que levam ao
recrutamento de leucocitos para locais de inflamag¢ao (HOESEL; SCHMID, 2013).

Os marcadores citosolicos da resposta inflamatoria, sdo os membros da familia de
receptores IL-1. Este dominio estad envolvido na resposta funcional, parte fundamental da
imunidade inata. Adicionalmente, entre a familia de proteinas das citocinas, a interleucina-6
(IL-6) ¢ outro marcador de inflamagdo comum. IL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatéria que, em
conjunto com outros indicadores, tem sido usada em uma ampla variedade de estudos de
imagem para avaliar a presenga e extensdo de processos inflamatorios (WATSON et al.,
2017).

Os anti-inflamatorios e analgésicos mais utilizados no tratamento de inflamagao e
dor leve e moderada sdo os anti-inflamatdrios nao-esteroides (AINES). O mecanismo de agao
estd associado a inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), que pode ser encontrada em duas
isoformas, chamadas de ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2). (DAVIES et
al., 2004; RANG, 2012). A COX-1 ¢ uma enzima essencial fisiolégica ou constitutiva,
presente na maioria das cé€lulas e tecidos como ¢ o caso do endotélio, monocitos, plaquetas,
tubos coletores renais ou nas vesiculas seminais (RAO; KNAUS, 2008). Essa enzima ¢
relacionada a inimeras fungdes fisioldgicas, modulando a formacdo de secrecdes gastricas
protetoras e desempenhando uma funcdo homeostatica. A enzima COX-2, por sua vez, €
induzida pelo processo inflamatério e responsdvel pela producdo de prostaglandinas, que
estdo relacionadas aos sintomas classicos como dor, edema, rubor e febre (RAO; KNAUS,
2008). A absor¢do desses farmacos ¢ quase completa pelo intestino. No entanto, os AINEs
possuem efeitos adversos podendo levar a um espectro de gastropatia, incluindo dispepsia,
gastrotoxicidade, lesdo e hemorragia subepitelial, erosao da mucosa gastrica, ulceragao franca
e necrose da mucosa gastrica (RANG, 2012; GOLAN, 2014). Desta forma, o estudo de
candidatos a farmacos com mecanismos diferentes de acdo e menor toxicidade ¢ importante

para o tratamento de processos inflamatdrios.

2.2.3 Curcumina como anti-inflamatorio
A curcumina tem demonstrado ser uma substincia farmacodinamicamente
pleiotropica (¢ efetiva sobre muitos alvos farmacolégicos), mas com potencial

farmacocineticamente fraco (ndo atinge seus alvos especificos) (NELSON et al., 2017). Este
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fato estd associado a baixa absor¢do, rapida metabolizagdo e, consequentemente, baixa
biodisponibilidade, o que limita seu uso como agente terapéutico eficaz, dificultando que o
efeitos farmacoldgicos possam ser alcancados, devido a baixas concentracdes plasmaticas e

teciduais (SINJARI et al., 2019; ROCHA et al., 2020).

Os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes da curcumina sd3o observados pela
modulagdo de multiplas vias de sinalizagdo, como proteinas envolvidas na replicagdo e
sobrevivéncia molecular, fatores de transcrigdo (como o NF-kB) e citocinas inflamatérias
(como TNF-a, IL-6 e Proteina Inflamatéria de Macrofago 2 (MIP2) (LELLI et. al. 2019;
KHOR et al., 2019). Destaca-se o efeito associado a sua capacidade de inibir a ligacdo do NF-
kB ao DNA. A inibi¢do da ligacdo NF-kB-DNA leva a supressdo da expressdo de moléculas
pro-inflamatoérias, como a metaloprotease da matriz 3 (MMP-3) e metaloprotease da matriz 9
(MMP-9). Essa inibicdo resulta também na reducdo da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8. Além disso, os efeitos anti-inflamatdrios da
curcumina estendem-se a inibi¢do da expressao de ciclooxigenase 2 (COX-2), responsavel por
catalisar a conversdo de acido araquidonico em prostaglandinas. Também, inibe a atividade da
araquidonato S5-lipoxigenase (5-LOX) e a sintese de leucotrienos (GOEL; BOLAND;
CHAUHAN, 2001; LIU; SMART; PANNALA, 2020).

Segundo JOBIN et al., (1999), a curcumina inibe a expressdo génica de ICAM-1 e
IL-8, mediada por IL-1B, em células IEC-6, HT-29 e Caco-2, bloqueando a atividade de
ligacdo ao DNA de NF-«B induzida por citocina, translocacao nuclear RelA, degradacao de

IxBa, fosforilacdo de serina 32 de IkB e atividade de quinase kB (IKK).

2.2.4 Propriedades farmacocinéticas da curcumina e a melhoria da biodisponibilidade

A administragdo da curcumina em estudos in vivo ¢ feita de diversas formas, entre
elas estdo injecdo intravenosa (i.v.), administracdo intranasal, administracdo tdpica,
distribuicdo subcutanea, administragdo intraperitoneal (i.p.) e administracdo oral (v.o.)

(PRASAD; AGGARWAL, 2014).

Sua reduzida solubilidade em &gua faz com que ela seja pouco absorvida, e a

presenca de sitios labeis ao metabolismo faz com que a mesma sofra metabolismo hepatico de
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primeira passagem, sendo agravada pelo fato de seus metabolitos serem inativos. O tipo de
metabolismo envolvido estd diretamente ligado a via de administracdo da curcumina.
Administragdes por via parenteral, como i.p. ou i.v., geram preferencialmente metabolitos de
redugdo, como tetraidrocurcumina e hexaidrocurcuminol, enquanto a administragao oral leva
a formagao direta de metabolitos de fase 2, como conjugacao com acido glicurénico e/ou com

sulfato (SUETH-SANTIAGO et al., 2015), como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo dos principais metabodlitos da curcumina formados a partir de sua

administracao por diferentes vias.
Fonte: SUETH-SANTIAGO et al. (2015)

Por ser mais econdmico, estadvel e facil para a administragdo, a maioria dos produtos
farmacéuticos modernos ¢ fornecida a pacientes no estado solido (comprimidos, capsulas,

p6s) (SHAIKH et al., 2018).

Diversas técnicas para melhorar a solubilidade e biodisponibilidade da curcumina
vém sendo empregadas. Entre elas, pode-se citar: adicdo de adjuvantes como piperina,
inibindo a enzima UDP-glucuroniltransferase no figado, limitando assim a extensdo da
glicuronidag¢do da curcumina; producdo de nanoparticulas, lipossomas, micelas e complexos

fosfolipidicos; nano e microemulsdes; dispersdo soélida; administragdo concomitante com



13

lecitina, quercitina, genistina, eugenol e terpinol (WANG et al., 1997; ANAND et al., 2007;
ANTONY et al., 2008; LIU et. al. 2020).

Entre os métodos mais utilizados para aumentar a solubilidade e biodisponibilidade
de um API pouco solivel em agua, destaca-se a formacao de sais. Para compostos ionizaveis
(anidnicos ou catidnicos), a formagao de sal ¢ a estratégia mais barata e simples para melhorar
a solubilidade com extrema pureza, capacidade de fabricacao (propriedade de fluxo) e
estabilidade (SHEKHAWAT; POKHARKAR, 2017). Este método, porém, nao pode ser
utilizado em moléculas como a curcumina, que ndao possuem grupos apropriados para
ionizagdo, assim nao sendo possivel a formacao de sal (SATHISARAN; DALVI, 2017).

Com compostos nao ionizaveis e com aqueles que apresentam pKa em uma faixa
onde a formagdo de sal ndao ¢ possivel, um cocristal farmacéutico ¢ uma boa alternativa. A
cocristalizagdo farmacéutica surgiu como uma nova maneira de melhorar a solubilidade ¢ a

taxa de dissolugdo de APIs fracamente soluveis (SHEKHAWAT; POKHARKAR, 2017).

B coCRriSTAIS

Os cocristais podem impactar significativamente a indistria farmacéutica devido a
sua capacidade de ajustar a estabilidade, solubilidade, taxa de dissolucao, biodisponibilidade e
propriedades mecanicas do API. Em revisdo, KAVANAGH et al. (2019), demonstram o
aumento linear do nimero de artigos publicados e de pedidos de patentes relativos aos
cocristais. A Figura 4 demonstra os resultados gerados a partir de pesquisa no banco de dados

da Web of Science®.

450
400
350
300
250
200
150
10

TLhﬂﬂﬂﬂmh

N O D O A DO 0N D Lk L0 W0 LA LD
o %“QQJ‘L“Q P FF FF F ‘19@‘?9\ S S S S

o

Drug Discovery Today

Figura 4 - Publicagdes a respeito de cocristais entre os anos de 2001 a 2018, geradas a partir

de uma pesquisa no banco de dados Web of Science®. As barras pretas representam as
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publicacdes resultantes da pesquisa com os termos 'cocrystal' ou 'co-crystal', e ndo
considerando termos como 'biologia estrutural' e 'base estrutural' (13 de agosto de 2018). As
barras brancas representam o nimero de patentes de cocristais entre os anos de 2001 a 2018,
geradas a partir de uma pesquisa no banco de dados do Escritorio de Marcas e Patentes dos

EUA, utilizando os termos 'cocrystal' e 'co-crystal' (10 de agosto de 2018).

Fonte: KAVANAGH et al., (2019)

2.3.1 Defini¢coes de cocristal

Apesar de ja serem estudados hd muito tempo, os cocristais ainda ndo tem uma
defini¢do bem definida na comunidade cientifica. UPADHAYA et al. (2011), definiram
cocristais como complexos supramoleculares nao-idnicos que podem ser usados com o
objetivo de alterar algumas propriedades fisicas como solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade sem afetar a composicao quimica do API. REN et al., (2019) definiram
como um sistema multicomponente que contém um API e um coformador, em uma propor¢ao
estequiométrica especifica, que estdo ligados através de interacdes intermoleculares, tais
como ligacdes de hidrogénio, ligagdes 7 - 7 e for¢as de Van der Waals. SHAIKH et al., (2018)
definiram cocristal farmacéutico como um sistema supramolecular construido com API e uma
pequena molécula biocompativel (denominada formador de cocristal) por meio de forgas nao
covalentes envolvendo ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Waals. KAVANAGH et al.,
(2019) define, por sua vez, como solidos que sdo materiais monofasicos cristalinos compostos
de dois ou mais compostos moleculares e / ou idnicos diferentes geralmente em uma razao

estequiomeétrica que ndo sao solvatos nem sais simples.

Dentre todas as definicdes estabelecidas, de certa forma, a definicdo mais abrangente
¢ a publicada pelo guia da Food and Drug Administration (FDA), em dezembro de 2011, que
define cocristais farmacéuticos como materiais sélidos cristalinos compostos de duas ou mais

moléculas na mesma rede cristalina.
2.3.2 Propriedades fisico quimicas

A cocristalizagdo oferece uma maneira conveniente de alterar as propriedades fisico-
quimicas dos APIs, incluindo taxa de dissolu¢do, solubilidade intrinseca, ponto de fusdo,

higroscopicidade e compressibilidade (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017). Pode,
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assim, impactar varios aspectos da farmacocinética do API, incluindo, mas ndo se limitando, a
absor¢ao do farmaco. A diversidade de formas sélidas oferecidas por meio da cocristalizagao
pode facilitar mudancas drasticas na solubilidade e na farmacocinética (SHAN et al., 2014).
As principais propriedades analisadas na formagdo de um cocristal sdo: ponto de fusdo,

dissolu¢ao e biodisponibilidade.

2.3.2.1 Ponto de fusdo

O ponto de fusdo ¢ uma propriedade fisica fundamental na caracterizacdo de
cocristais, sendo indicado pela temperatura na qual a fase solida atingiu o equilibrio com a
fase liquida. O ponto de fusdo caracteriza-se por ser um processo termodinamico onde a
energia livre de transi¢do € igual a zero, sendo determinado pela relacdo entre mudanga na

entalpia de fusdo e a varia¢ao na entropia de fusdo (JAIN; YANG; YALKOWSKY, 2004).

Segundo revisdo publicada por SCHULTHEISS E NEWMAN, (2009), onde
compararam o ponto de fusdao de 50 cocristais com os respectivos pontos de fusdao do API e
coformador, verificou-se que 51% dos cocristais apresentam pontos de fusdo entre os do API
e coformador, enquanto que 39% possuem ponto de fusdo abaixo do principio ativo ou
coformador. Apenas 6% foram mais elevados e 4% tiveram o mesmo ponto de fusdo do API

ou do coformador.

2.3.2.2  Solubilidade

Muitos APIs atualmente em desenvolvimento de pré-formulacao enfrentam o sério
problema de baixa solubilidade aquosa, tendo classificagdo BCS II e IV, ou seja, apresentam
baixa solubilidade e alta permeabilidade ou baixa solubilidade e permeabilidade,

respectivamente (SHAIKH et al., 2018).

A definicao de solubilidade se estabelece pelo equilibrio termodinamico de um
soluto entre a fase solida e a fase em solucdo liquida. A solubilidade dos cocristais pode ser
determinada pela solubilidade de equilibrio e pela solubilidade cinética, onde as medi¢des de
equilibrio termodinamico fornecem informagdes dos processos de solubilizagdo do cocristal,

enquanto os estudos cinéticos fornecem informagdes sobre as escalas de tempo dos processos
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dinamicos ¢ flutuagdes de concentracdo durante a dissolugdo do cocristal (SCHULTHEISS;

NEWMAN, 2009)

Na formagdo de um cocristal, pode-se ajustar as propriedades fisicas, exercendo um
controle sobre a montagem supramolecular, pois ndo envolve formacao ou quebra de ligagdes
covalentes, assim a estrutura cristalina determina as propriedades fisicas resultantes do
composto formado. Dessa forma, se puder ser incorporado um API em uma rede de sélidos
cristalinos caracterizados por uma consisténcia estrutural consideravel, pode-se ajustar os

pontos de fusdo e a solubilidade aquosa da substancia (AAKEROY et. al. 2009).

2.3.2.3 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade de um API depende principalmente de sua taxa de dissolugdo
(fator cinético) e solubilidade (fator termodinadmico) nos fluidos géstricos e intestinais e a sua
permeabilidade nas membranas celulares. O sistema de classificagdo biofarmacéutica (BSC)
divide os APIs em 4 classes distintas, baseado em sua solubilidade e permeabilidade (Tabela
1). Como faz parte da classe II, a curcumina caracteriza-se por ter baixa solubilidade e alta
permeabilidade, sendo ideal para utilizagdo como composto ativo para realizar a
cocristaliza¢do, visando aumentar a solubilidade (AMIDON et al., 1995). Os cocristais
farmacéuticos podem causar supersaturacdo em relacdo ao farmaco original menos
soluvel, assim ¢ desejado que estudo termodindmico e cinético sejam realizados durante seu

desenvolvimento (AMIDON et al., 1995; SHAIKH et. al. 2018).

Tabela 1: Classificacao da biodisponibilidade de acordo com a BCS.

Classe Solubilidade Permeabilidade Descricao
I Alta Alta Alta absorcao
II Baixa Alta Dissolucao e

absorcao limitadas
I Alta Baixa Permeabilidade e

absorcao limitadas
v Baixa Baixa Pouca ou nenhuma

absorcao

Fonte: Adaptado de Custodio et. al.2008.
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2.3.3 Producao de cocristais

A formagao de um cocristal envolve a incorporacao de um API e um coformador em
uma rede cristalina. Cocristais sdo formados por interagdes nao covalentes, livremente
reversiveis e, portanto, a presenca de um grupo ionizavel ndo ¢ uma necessidade (WALSH et
al., 2018). A selecdo do coformador, uma parte vital do processo design para cocristais,
geralmente ¢ feita com base nas regides de complementaridade molecular entre ele e o API,
pois ¢ a natureza fisico-quimica do coformador que controla as propriedades da fase de
solugdo do cocristal. O principal aspecto observado ¢ a presenca de grupos funcionais capazes
de formar ligagdes de hidrogénio entre as moléculas do farmaco e do coformador (ETTER,
1991).

A estrutura basica que une API ao coformador ¢ denominada sintons
supramoleculares, que s3o arranjos especiais de interagdes intermoleculares, e podem ser
formados por operacdes viaveis conhecidas (DESIRAJU, 1995). Os sintons supramoleculares
dividem-se em dois grupos: homossintons, que consistem em combinacdes de grupos
funcionais semelhantes e, heterossintons, que sdo compostos por grupos funcionais diferentes,

mas complementares (HEMAMALINI et al., 2014).

O desenho de cocristais envolvendo a formagao de heterossintons supramoleculares
entre 0 API e o coformador interage certos grupos funcionais como acido carboxilico com
nitrogénio aromatico, acido carboxilico com grupos amida ou alcool, que ndo sdo ligados
covalentemente. Também podendo ser formado por meio de interagdes intermoleculares de
homossintons, como 4&cido carboxilico-acido carboxilico e amida-amida, porém, os
heterossintons supramoleculares sdo estatisticamente mais predominantes em relacdo aos
homossintons e favorecem a formagdo de cocristais (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI,
2017). A particularidade e interesse sobre os cocristais estdo principalmente ligados a
capacidade de obtencdo de novas espécies cristalinas a partir de qualquer molécula,
independentemente de ser dcida, basica, com grupos ionizaveis ou ndo. (UPADHAYA et al.,
2011; SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009). As interagdes envolvidas sdo interagdes
intermoleculares, como forgcas de contato de van der Waals, empilhamento n, ligacdo de
hidrogénio, interagcdo eletrostatica e ligacdo de halogénio entre quantidades estequiométricas

de varias moléculas (RODRIGUES et al., 2018).
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A formacao do cocristal pode ser predita a partir do valor do pKa do acido e da base.
A extensdo da transferéncia de protons, geralmente dita a formacdo do cocristal: se ndo
houver transferéncia de protons, pode-se formar um cocristal;se a transferéncia for concluida,
um sal ¢ formado. Para formar um cocristal, devemos ter uma diferenga menor que 2,7 entre o
pKa da base e o pKa do acido (pKa base — pKa acido < 2,7), enquanto para formar um sal
essa diferenga deve ser maior que 2,7 (JONES; MOTHERWELL; TRASK, 2006; SEKHON,
2009).

2.3.3.1 Métodos de obtencdo de cocristais

Toda técnica capaz de combinar um API e um ou mais coformadores por meio de
interagdes nao covalentes em um processo de cristalizagdo, pode ser considerada uma técnica
de cocristalizacdo (RODRIGUES et al., 2018). Entre os aspectos que devem ser levados em
considera¢do na escolha do método, se encontram a labilidade do coformador, solubilidade,
estabilidade, susceptibilidade para formar polimorfos, solvatos ou amorfos, com o API. Além
disso, sdo levadas em considera¢do questdes como escalabilidade do método para aplicagdo

industrial (IZUTSU et al., 2016).

Os métodos de classificacdo de cocristais podem ser definidos pelo uso de solvente,
pois as técnicas de cocristalizacdo sdo normalmente classificadas em solvente ou sem
solvente. Os métodos livres de solventes vém ganhando interesse na academia e na industria
devido a possibilidade de serem associados aos principios da quimica verde (SARKAR;
ROHANI, 2015), com destaque para os métodos mecanoquimicos como moagem (TENG et
al., 2020) e moagem assistida por liquido (LIN; WU; LIN, 2014). Entre as duas classificagdes,
os métodos mais comuns sdo baseados em solventes, em particular para aplicagdes em
laboratorio (pequena escala) (RODRIGUES et. al. 2018). As metodologias com base em
solventes incluem técnicas de evaporacao lenta (GUERAIN et al., 2020), cocristalizagdo por
adicdo de antissolvente (OBER; GUPTA, 2012), cocristaliacdo assistida por ultrassom
(RODRIGUES et al., 2020) e tecnologia por fluidos supercriticos (SCF), entre outras.

2.3.3.2 Tecnologia por fluidos supercriticos

A tecnologia de fluido supercritico ou gas denso ¢ um campo emergente € promissor
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e tem sido explorada como um método

alternativo para produzir cocristais de alta qualidade. O SCF pertence a regido critica, ou seja,
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acima do ponto critico do sistema, esses fluidos exibem propriedades semelhantes a liquido,
como alta densidade, e propriedades semelhantes a gas, como baixa viscosidade e alta
difusividade, que podem ser alteradas drasticamente com pequenas mudangas na pressao ou
temperatura, e ajustadas para dar flexibilidade ao processo e obter produtos com

caracteristicas variadas. (RODRIGUES et al., 2018; MATOS et al., 2019)

Em uma representacdo de um diagrama de fases de um composto puro qualquer
(Figura 5), € possivel distinguir as trés fases de uma substancia pura, sendo que as regides de
fases simples sdo separadas pelas curvas de equilibrio solido-vapor, s6lido-liquido e liquido-
vapor. Na intersec¢ao das trés curvas encontra-se o ponto triplo, onde a substancia se encontra
nos estados solido, liquido e gasoso. Uma quarta fase ¢ visualizada acima da curva liquido-
vapor, esta ¢ a regido do fluido supercritico, onde as propriedades de liquido saturado e vapor

saturado sao iguais (PESSOA, 2018).
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Figura 5 - Diagrama de pressao-temperatura para um componente puro.

Fonte: PESSOA (2018).

A solvatagdo ocasionada por um fluido supercritico ¢ dependente da sua massa
especifica, por sua vez, a massa especifica ¢ facilmente ajustada nas regides proximas ao
ponto critico, onde pequenas variagdes nos valores de temperatura e pressao criticas

aumentam consideravelmente a massa especifica do fluido. Dessa forma, o poder de
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solvatacdo de um fluido supercritico pode ser mais facilmente controlado do que um solvente
liquido. Na Tabela 2, encontram-se exemplos da temperatura, pressao e densidade criticas de
algumas substancias. As propriedades dos fluidos supercriticos sdo interessantes por
apresentarem baixa viscosidade e alta difusividade como um gis e massa especifica

semelhante & de um liquido (RANDOLPH, 1990).

Tabela 2 - Propriedades criticas de alguns compostos.

Solvente Tc Pc pc Vc (em?.

CC)? (MPa)® (g.cm?)° mol)d
Metano -82,6 4,60 0,16 99
Xenon 16,6 5,84 1,15 118
Dioxido de carbono 31,1 7,38 0,47 94
Etano 32,2 4,87 0,20 146
Oxido de dinitrogénio 36,4 7,26 0,45 97
Hexafluoreto de enxofre 45,5 3,77 0,74 199
Propano 96,7 4,25 0,22 200
Amodnia 132,4 11,4 0,24 72
Metanol 2394 8,08 0,27 117
Etanol 240,9 6,14 0,28 168
Agua 374,0 22,1 0,32 168

Legenda: (a) temperatura critica, (b) pressao critica, (c) massa especifica critica e (d) volume
molar critico

Fonte: adaptado de REICHARDT (2006).
2.3.4 Dioxido de carbono supercritico

O didxido de carbono supercritico (scCO2) € selecionado para aplicagdo em
cocristaliza¢do devido as suas condigdes criticas relativamente baixas (Tc=31,1°Cep. =
73,8 bar), que podem ser facilmente atingidas. Outro fator importante ¢ a facil remogdo do
sistema operacional, que ¢ obtido facilmente, mediante despressurizagdo simples do sistema,

evitando adi¢do de processos operacionais, como remog¢ao de solventes residuais. Também ¢
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atoxico, nao inflamavel e barato. Essas propriedades tornam o scCO ; especialmente atraente
no campo farmacéutico, pois o processamento de compostos labeis pode ser feito a baixas
temperaturas € na maioria dos casos sem o auxilio de solventes organicos, que podem ser
facilmente removidos da formulacdo quando seu uso for necessario. (COCERO et al., 2009;

MATOS et al., 2019b).

O CO2 tem demonstrado por muito tempo sua capacidade de micronizar compostos
organicos, mas sua capacidade de modificar a rede cristalina foi investigada mais
recentemente. Os processos de formacgdo de particulas envolvendo scCO; sdo baseados na
rapida expansdo de solucdo supercritica e cristalizagao de gas antissolvente (MONEGHINTI et

al., 2003; NEUROHR et al., 2013).

2.3.4.1 Técnicas utilizando CO2 supercritico como antissolvente

Entre as técnicas que utilizam scCO2 como antissolvente, as que se destacam sdo:
SAS, SEDS e GAS. Estas técnicas sdo relativamente parecidas, utilizando-se do mesmo
principio, onde o soluto precisa ser completamente diluido em um solvente organico e pouco
ou completamente insoluvel no didxido de carbono supercritico. Entretanto, para estas
técnicas funcionarem com perfei¢do, ¢ necessario que o solvente possua maior afinidade pelo
antissolvente do que pelo soluto. Assim, quando a solugdo (soluto e solvente) entra em
contato com o antissolvente (fluido supercritico), ocorre uma expansao que diminui o poder
de solvatacdo do solvente organico, o que leva a precipitacdo do soluto em forma de cocristais
(FRANCESCHLI, 2009).

A técnica de Antissolvente Supercritico (SAS) consiste em bombear scCO; para
uma camara de precipitagdo até que a pressdo operacional seja atingida. A solucdo contendo
coformador e API ¢ entdo injetada na camara através de um bico injetor, levando a
precipitacdo do composto. Este processo também ¢ conhecido como Aerosol Solvent
Extraction System (ASES) (MATOS et al., 2019b)

A técnica de dispersdo aprimorada por fluidos supercriticos (SEDS) ¢
caracterizada pela pulverizagdo simultdnea da solug¢do liquida através (solvente, API e
coformador) de um bico coaxial de trés componentes que permite um fluxo turbulento e uma
melhor mistura antes que os componentes entrem no vaso de precipitagdo. Neste caso, o
scCO2 ¢ utilizado tanto como meio de dispersdo, quanto antissolvente, acarretando a

precipitagdo imediata das particulas (YEO; KIRAN, 2005; MATOS et al., 2019a).
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Dentre as técnicas utilizando fluidos supercriticos, a técnica de gas antissolvente
(GAS) ¢ um método muito promissor para preparar dispersdes  solidas
(PATOMCHAIVIWAT; PAERATAKUL; KULVANICH, 2008). O método GAS origina-se
do conhecimento de que a absor¢cao de um gas em um liquido faz com que o liquido se
expanda. O ingrediente ativo e o coformador sdo previamente solubilizados em um solvente
organico e em seguida sdo inseridos na camara de precipitacdo. A camara ¢ fechada e
pressurizada, levando a expansdo da solu¢do. Assim, quando a solugdao ¢ suficientemente
expandida pelo scCO», a fase liquida nao ¢ mais um bom solvente para o soluto e ocorre a
precipitagdo. As vantagens incluem maior rendimento de soluto e flexibilidade de escolha de
solvente (JUNG; PERRUT, 2001; MONEGHINI et al., 2003; LONG; RYAN; PADRELA,
2019). O processo GAS permite controlar o tamanho da particula, distribuicdo de tamanho,
estrutura do cristal e fase do cristal, variando os parametros do processo (KIM et al., 2011).
Um diagrama esquematico da técnica GAS ¢ apresentado na Figura 6.

Bomba de CO,

Saida

L Camara

Ingrediente ativo ——
+ coformador C=D

+solvente Agitador

Reservatorio de CO,
Figura 6 - Diagrama esquematico simplificado da técnica GAS.

Fonte: Adaptado de AGUIAR et. al (2017).

l CARACTERIZACAO DOS COCRISTAIS

O estudo de cocristais depende da utilizacdo de técnicas adequadas para
caracterizagdo da estrutura cristalina desenvolvida no processo, mediante avaliacdo das suas

propriedades fisico-quimicas e estruturais.
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Diversas técnicas podem ser utilizadas para caracterizagdo de cocristais, entre as
mais empregadas, destacam-se as seguintes: Difracdo de Raios X pelo método do pd
(DRXP), Difracao de Raios X de monocristal (DRXM), Espectroscopia no Infravermelho,
Espectroscopia Raman, calorimetria diferencial de varredura (DSC), Termogravimetria e
Andlise Térmica Diferencial, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy)
(PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Neste trabalho, foram utilizadas as seguintes técnicas para a caracterizacao do cocristal
formado: técnicas de calorimetria diferencial de varredura, Difragdo de Raios X pelo método
do p6 e Microscopia Eletronica de Varredura. A seguir sdo apresentados alguns fundamentos

relacionados a cada uma destas técnicas.

2.4.1 Calorimetria diferencial de varredura

A calorimetria diferencial de varredura ¢ considerada a técnica mais informativa para
verificar a formacdo de um cocristal, pois registra o fluxo de energia calorifica associado a
transi¢gdes nos materiais em fun¢do da temperatura. A partir da andlise de DSC, pode-se
observar e comparar se o ponto de fusdo do cocristal ¢ diferente dos compostos iniciais
(GOUD et al., 2012). Os eventos térmicos visualizados neste teste estdo relacionados a a
fusdo, dessor¢ao ou redugdo, quando o evento ¢ endotérmico, e a cristalizagdo, polimerizacao,
oxidagdo e adsor¢do, quando o evento ¢ exotérmico. Para se obter a energia necessaria para

essa transicao de fase, a area do pico obtido deve ser integrada (CHIU; PRENNER, 2011).

Existem varias vantagens em utilizar a metodologia de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) para verificar se houve a formagdo de um cocristal. Entre as vantagens,
destacam-se: (a) A triagem de cocristal pode ser realizada muito rapidamente; (b) A técnica
pode ser automatizada, com triagem de alto rendimento; (c) Apenas uma quantidade muito
pequena de amostra é necessaria; (d) E uma técnica 'verde' sem necessidade de solvente (LU;

RODRIGUEZ-HORNEDO; SURYANARAYANAN, 2008).
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2.4.2 Difracao de Raios X pelo método do po

A técnica de difracdo de Raios X pelo método do p6 (DRXP) é uma técnica versatil e
muito utilizada para determinacao de formas cristalinas, por ndo ser uma técnica destrutiva e
revelar informagdes detalhadas da composicao quimica e da estrutura cristalografica de
matérias € compostos naturais ou sintetizados. A DRXP ¢ uma técnica baseada na propriedade
caracteristica de cada cristal em desviar, em um angulo especifico, a direcdo dos raios X.
Desta forma ¢ possivel gerar uma impressao digital Gnica para cada estrutura cristalina através
dos angulos de desvio ou espalhamento da radiagdo (TREMAYNE, 2004). Este método ¢
muito usado para a caracterizacdo de materiais cristalinos desconhecidos, através de
comparagdo dos dados da difragdo com os valores de uma base de dados de materiais

conhecidos (SHAH et al., 2006).
2.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

O método de microscopia eletronica de varredura (SEM) ¢ utilizada para estudar a
morfologia e obter micrografias utilizadas na medi¢do do tamanho médio das particulas de
cocristais. Estas propriedades influenciam diretamente na taxa de dissolugdo
compressibilidade e fluxo dos pos, desta maneira a utilizacdo do SEM ¢ essencial. (STEELE,
2009). A técnica SEM utiliza de feixes de um feixe de elétrons energéticos para varrer a
superficie da amostra, assim, que gerando elétrons secundarios espalhados como sinais. Estes
sinais sdo entdo captados por um software especifico e convertido em imagens em tons de

cinza (SKOOG et al., 2002).
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CAPITULO 3

3 MATERIAIS E METODOS

Nesta parte do trabalho, serdo apresentados os materiais ¢ métodos utilizados na
produgdo e caracterizagdo do cocristal e testes in vitro e in vivo de atividades anti-inflamatoria
e antinociceptiva. Inicialmente, serdo apresentados os materiais formadores do cocristal em

detalhes, informando sua pureza, formula quimica e fabricantes.

Primeiramente serd apresentado a metodologia da técnica gas antissolvente e
detalhado como a técnica foi empregada. Para isso serd descrito as quantidades de solvente,

API e coformador e a estequiometria utilizada para que ocorra a formagao do cocristal.

Em seguida, serd descrito as metodologias utilizadas para fornecer os dados de
caracterizacgao aplicadas para identificacdo da forma cristalina do cocristal, incluindo difra¢dao
de raio X de po (DRXP), calorimetria diferencial de varredura (DSC), e microscopio

eletronico de varredura (SEM) e estudo de dissolugao.

Finalmente, serdo descritas as metodologias utilizadas nos testes in vitro, para o
estudo da atividade antiquimiotdxica e in vivo, em camundongos, incluindo testes
comportamentais ¢ de acdo anti-inflamatdria e antinociceptiva, como os testes de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético, indug¢ao de edema de pata induzido por carragenina e
atividade ex vivo da enzima mieloperoxidase. Além disso, serdo apresentados os testes de rota
rod e open field, utilizados para verificacdo dos efeitos do cocristal sobre a atividade

locomotora e exploratoria e integridade da coordenagao motora dos animais, respectivamente.
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B MATERIAIS
3.1.1 Producao do cocristal

Os componentes formadores do cocristal, Curcumina com pureza de 95% e N-
acetilcisteina (NAC) com pureza de 99,0%, foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O quadro 1,

abaixo apresenta de forma resumida informagdes sobre as substancias.

Quadro 1: Propriedades dos formadores do cocristal.

a b c
Substincia| ¥Formula molecular M S LF.
(g/mol) (mg/L) °O)
OCHs OCH3
HO OH
Curcumina 368.38 3,12 179-182°C
0 O
SH
O H
N-acetilcisteina )I\ @] 163.19 200000 109
H,C N
H
OH

Legenda: (a) Massa molar; (b) solubilidade em 4gua; (c) temperatura de fusao.
Fonte: Projeto PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
Acetona com pureza de 95% foi adquirida da empresa Neon comercial LTDA / SP e o

dioxido de carbono (99,9% na fase liquida) fo1 adquirido na White Martins S.A.
3.1.2 Aplicacao do cocristal

Indometacina foi adquirida da empresa Aspen Pharma. Alcool etilico com pureza de

99,5%, foi adquirido da Neon comercial LTDA / SP.

B METODOS
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3.2.1 Producio de cocristais por tecnologia supercritica

Nesta secdo, serdo apresentadas a unidade experimental utilizada para produgao do

cocristal e a metodologia empregada neste trabalho.

3.2.1.1 Unidade experimental

A Figura 7 ¢ uma representacdo da unidade experimental utilizada na precipitagdo do
cocristal com uso de didxido de carborno (scCO?2), utilizando a técnica de cocristalizagdo com

gas antissolvente (GAS).

N

Figura 7- Representacdo dos componentes da unidade experimental utilizado na técnica GAS

para producdo do cocristal
Fonte: RIBAS, (2019)

Conforme a Figura 7, a unidade experimental ¢ composta de:
(1) Reservatorio de didxido de carbono (CO2);

(2) Valvula de uma via que permite o fluxo em um tnico sentido (Check-Valve HIP, modelo

15-41AF1-T, pressao de operagado até¢ 1034 bar);

(3) e (4) Valvulas de esfera que permitem o fluxo de antissolvente para as bombas de alta
pressdo (Swagelok, modelo SS-83KS4, pressdo de operagdo até 410 bar a temperatura

ambiente);
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(5) Banho ultratermostatico de recirculagdo (Nova ética, modelo 512/2D). Utilizado para

controlar a temperatura dadas bombas;

(6) e (7) Bombas de alta pressao compostas por um cilindro de 506 mL de capacidade (ISCO,
modelo 500D, pressdo de trabalho até 258 bar e vazao maxima de 170 mL.min-1). Para CSS ¢
utilizada uma bomba e para GAS duas bombas visando manter o fluxo de CO2 constante. Por
meio das bombas ainda ¢ realizada a pressurizacdo do CO2 e controle da vazio para dentro da

camara de precipitacao;

(8) e (9) Valvulas de esfera que permitem o fluxo de CO2 pressurizado das bombas para a
camara de precipitacdo (Swagelok, modelo SS-83KS4, pressdo de operacdo até 410 bar a

temperatura ambiente);

(10) Valvula métrica tipo agulha utilizada no controle do fluxo e vazdo de CO2 das bombas
de alta pressdo para a camara de precipitagao (HIP, modelo 15-11AF1, pressao de operagao

até 1034 bar);

(11) Camara de precipitacgao cilindrica de ago inox 316, encamisada com capacidade de 600
mL (didmetro interno de 8 cm e altura 12 cm). Ela € constituida de cinco entradas na tampa:

uma central e quatro periféricas, sendo que uma ¢ mantida fechada;

(12) Entrada periférica que apresenta um transdutor de pressdo utilizado para monitorar a
pressao dentro da camara de precipitacao (Transdutor absoluto — 0 a 250 bar, SMAR, modelo

LD301). Ele esta conectado a linha entre a valvula (10) e a camara de precipitagao.

(13) Entrada periférica onde fica um sensor de temperatura (termopar) ligado a um indicador

de temperatura (Universal, NOVUS, modelo N1500);

(14) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno, disposto na parte interna da
camara de precipitagdo e ligado a conexao de liberacao do CO2. Utilizada para a retencao das
particulas precipitadas no interior da cdmara, permitindo apenas o fluxo do CO2 e do solvente
organico. Um dos filtros apresenta porosidade de 1 pm, 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 diametro e
150 um de espessura. A Figura 8 mostra a parte interna da tampa da camara de precipitacao

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

camara;

(16) Valvula métrica tipo agulha (HOKE, modelo 1315G2Y) posicionada na saida da cadmara

de precipitagdo. Por meio desta valvula ¢ possivel controlar o fluxo de liberagdo do CO2;

(17) Fita de aquecimento (FISATON, modelo 5, 200 W de poténcia). Utilizada devido ao
efeito Joule-Tomphson ser pronunciado pela expansdo do CO2 durante a despressurizagdo

congelando a linha de liberagdo. A temperatura utilizada na fita ¢ de 200°C;

(18) Filtro de seguranga recheado com algoddo, sendo possivel observar o arraste dos

principios ativos se ocorrer;

(19) Agitador magnético.

3.2.1.2 Técnica de gas antissolvente (GAS)

Para a producdo do cocristal foram utilizados dados de producdo presentes na
dissertacao de mestrado da autora Marcela M. Ribas intitulado “Produgdo e caracterizagao de
cocristais de curcumina por tecnologia supercritica”, onde apresenta um estudo da produgdo
de cocristais em diferentes metodologias utilizando curcumina, n-acetilcisteina e outros
coformadores. Assim, visando obter razdo molar de 1:1, curcumina e o coformador (NAC)
foram pesados e dissolvidos em 15 mL de solvente em agitagdo ultrassonica, por 10 minutos,

posteriormente foi adicionado a camara de precipitagao.

O procedimento ¢ iniciado com o banho termostatico, (5) ¢ acionado 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 CO2, que foram entdo pressurizadas a 200 bar. A cdmara de
precipitacdo € montada com suas demais conexdes com os demais equipamentos, o banho
ultratermostatico (15) € ligado a 45°C, o agitador magnético ¢ acionado (19) e as valvulas 8 e
10 sdo gradualmente abertas para permitir o enchimento da camara com CO; até atingir a
pressdo utilizada durante o experimento (90 bar). Assim que a pressdo desejada ¢ atingida, a

valvula 8 entdo ¢ fechada e o tempo reacional ¢ contado (10 min). Apds o tempo decorrido, as
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valvulas 9 e 16 sdo abertas permitindo fluxo continuo de CO;, durante 50 minutos, mantendo
a camara na pressao reacional bar, fazendo o CO; agir como gas antissolvente. Em seguida, a
agitacdo magnética ¢ desligada, as valvulas 9 e 10 sdao fechadas e a despressurizagao ¢ feita

lentamente, por meio da abertura da valvula 16, até que a camara atinja a pressao atmosférica.

Assim que terminada a despressurizagdo, as amostras sdo coletadas da camara e
armazenadas em franco ambar, protegidas da luz, para posterior caracterizacdo e demais

analises.
l METODOLOGIAS DE CARACTERIZACAO DO COCRISTAL

Nesta secdo, serdo apresentadas as metodologias utilizadas para caracterizacdo do

cocristal. Entre elas, encontram-se DRXP, DSC e SEM.

3.3.1 Difracio de Raios X pelo método do pé

A determinacdo da estrutura de pequenas moléculas pode ser alcancada através de
métodos bem estabelecidos de difragdo de raios-X em p6 (DRXP) (SARDO et al., 2015).

A estrutura cristalina foi analisada por difratogramas de raio X em p6 (DRXP) na
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das missdes em um equipamento Rigaku
MiniFlex II Desktop X-Ray Diffraktometer, utilizando radiagio CuKa (A = 1,5418 A).
Operando a voltagem de 30,0 KV, corrente de 15,0 mA e velocidade de varredura de 5° / min
e 0,05 de passo. Utilizou-se angulo de 20 (5 a 40°) (LOPES et al., 2013; RIBAS et al., 2019).

As analises foram realizadas na Central de Analises da Universidade Regional

Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI, campus Erechim.

3.3.2 Analise térmica

Visando verificar a obtencdo de um ponto de fusdo diferente dos compostos de
partida na forma pura foi utilizado calorimetria diferencial de varredura, utilizando
equipamento Jade-DSC-Perkin Elmer. Assim, € possivel verificar se houve a formacao de um
cocristal ou a formag¢ao de mistura eutética. Para a andlise, foi utilizada atmosfera de
nitrogénio com temperatura entre 40 e 240 °C, com atmosfera aquecida de 20 °C.min’!

(MARTELLO et al., 2019).

As andlises foram realizadas na Universidade Comunitaria da Regido de Chapecod

(UNOCHAPECO).
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3.3.3 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Visando obter o tamanho e formato da particula formada através da técnica GAS, o
cocristal teve seu tamanho de particulas mensurado, assim como sua morfologia, a partir da
andlise de microscopia eletronica de varredura (SEM), utilizando equipamento JEOL JSM-
6390LV. A partir de analise de imagens, foi determinada a distribui¢do das particulas, com
auxilio do software SizeMeter (versao 1.1). Para cada amostra, o comprimento médio da linha
diagonal de 100 particulas foi medido (DAL MAGRO et al., 2017).

As andlises foram realizadas no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica

(LCME) da UFSC.

B EsTUDO IN VITRO
3.4.1 Estudo de solubilidade

O estudo de solubilidade seguiu a metodologia descrita por AGUIAR et al., (2018)
com modificacdes. A curva padrdo da curcumina foi produzida em solvente etandlico
(Apéndice A, Figura 1) e as leituras de absorbancia foram realizadas a 435 nm. Para a anélise,
uma quantidade em excesso (20 mg L) de cada amostra foi adicionada em frasco de vidro
contendo as seguintes solucdes: agua ultrapura, solucdo de HCI 0,1 M e solucao tampao de
fosfato (pH 6,8). As solucdes foram submetidas a agitacdo ultrassonica por 10 min, entdo,
mantidas sob agitagdo (100 rpm) em incubadora shaker com temperatura constante mantida a

37° C, por 72 h.

Para anélise da concentracdo diluida, aliquotas de 25 ml de amostras foram filtradas
utilizando membrana de 0,45 um para remover qualquer particula ndo dissolvida. Para que a
leitura das amostras diluidas ocorresse no mesmo veiculo (4lcool etilico) utilizado na curva
padrao, foi utilizado membrana de nitrocelulose para fazer a retengdo das particulas
solubilizadas nos solventes. Entdo, foram devidamente solubilizadas em alcool etilico e sua
concentragdo foi medida por espectrometria UV em 435 nm. A concentragdo de curcumina foi

calculada a partir da equaga@o da reta da curva padrao.
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3.4.2 ATIVIDADE ANTI-QUIMIOTAXICA IN VITRO

A atividade anti-quimiotaxica foi realizada em parceria com o Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
utilizando neutréfilos polimorfonucleares obtidos de ratos Wistar (aprovagdo pela Comissao
de Etica no Uso de Animais - UFRGS #37366). Este ensaio seguiu a metodologia da cAmara
de Boyden (SUYENAGA et al., 2011). No total, 7 ratos foram usados. Neutréfilos
polimorfonucleares foram obtidos apds a injecdo de glicogénio estéril 1% (p / v) (20 mL) no
peritonio de um rato Wistar. O animal foi sacrificado 4 h apos, para coleta de sangue. Antes
do ensaio de quimiotaxia, os neutréfilos foram tratados com curcumina, n-acetilcisteina ou o
cocristal (0,1 a 10 pg / mL) e indometacina (10 pg / mL), o controle positivo, a 37 © C por 30
min. Para a obtencdo do plasma, seis ratos foram usados. O plasma foi incubado a 37 ° C por
30 min com 65 pg / ml de LPS (lipopolissacarideo de E. coli) e diluido em tampao de Hanks
para obtencdo de uma solucdo a 20% (v / v). Os leucocitos + substincias testadas foram
adicionados nos pogos superiores da camara, separados por um filtro de nitrocelulose de 8 um
(Millipore, EUA) do estimulante quimiotatico (LPS) presente no compartimento inferior. Em
seguida, a camara foi mantida a 37 ° C por 1 h. A migracdo dos leucdcitos através do filtro foi
medida em microscopio optico. A distancia do topo do filtro ao plano mais distante do foco
contendo duas células, em cinco campos microscopicos de filtros duplicados, permitiu a
avaliacdo da migracdo de leucocitos (um). A solugdo estoque das substancias testadas (1 mg /
ml) foi preparada usando solu¢do salina balanceada de Hanks (HBSS) com adi¢do de 1% (v /
v) de polissorbato 80 (Tween 80) para solu¢des de curcumina e n-acetilcisteina) e sonicada
por 1 min. O controle positivo indometacina também foi dissolvido em HBSS. A
concentracao de polissorbato 80 em todas as solugdes de trabalho finais foi inferior a 0,01%.
Como controle negativo, foram usadas a solucao de neutrdfilos aplicada sem adi¢ao do agente
anti-quimiotaxico e também a solu¢do de polissorbato 80 na concentragdo utilizada para

diluicao da amostra (1%).

B EsTuDOS IN VIVO

3.5.1 Animais
Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos com peso (6 a 8
semanas, 25 — 35 g), criados no Centro de Bioterismo da Universidade Comunitaria da Regido

de Chapecé (UNOCHAPECO), em todos os experimentos in vivo. Os animais foram



33

mantidos em ambiente controlado, com temperatura de 22 = 2° C em ciclo claro/escuro de 12
horas (6 h até as 18 h). A alimentagdo dos animais foi feita com ragdo padrao para roedores de
laboratorio e agua ad libitum. Os cuidados dos animais foram conduzidos de acordo com o os
principios éticos da pesquisa em animais, aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da UNOCHAPECO (aprovagio #008-19), de acordo com a legislagio brasileira
(BRASIL, 2016, 2008) e a Diretriz do Conselho das Comunidades Europeias de 22 de
Setembro de 2010 (2010/63/UE).

3.5.2 Avaliacdo da atividade antinociceptiva do cocristal pelo teste de contorg¢oes

abdominais induzidas por acido acético em camundongos

A indugdo das contor¢des abdominais pela injecdo intraperitoneal de 4cido acético €
um modelo comumente utilizado para testar a dor visceral (LEE et al., 2019). A utilizacao de
substancias, como o acido acético, causa uma liberagdo de mediadores de processos
inflamatorios, como as prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina, bradicinina e
eicosanoides (VERMA et al., 2005; BAHAMONDE et al., 2013), o que resulta em um
aumento da sintese de ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX) e, consequentemente,
de prostaglandinas e leucotrienos (IKEDA et al., 2001; RADU et al., 2013). O presente estudo
visou avaliar o efeito da cocristalizagdao sobre a potencializacdo da atividade antinociceptiva
da curcumina.

A metodologia empregada foi descrita por KOSTER et al. (1987). Para o teste, os
animais passaram por um periodo de adaptacdo a sala de experimentacdo de 1 h. Antes dos
testes, foram mantidos em jejum por 2 horas. Entdo, divididos nos seguintes grupos (n = 8
animais):

Grupo veiculo = administrado com 4gua destilada + 1% de tween 80, 10 mL / kg,
v.o. (controle negativo)

Grupo cocristal 0,1 = tratado com cocristal na dose de 0,1 mg / kg, v.o.

Grupo cocristal 0,3 = tratado com cocristal na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo cocristal 0,5 = tratado com cocristal na dose de 0,5 mg / kg, v.o.

Este teste foi realizado para determinar a menor dose efetiva do cocristal e, também,
das demais substancias testadas. Assim, foram incluidos os seguintes grupos experimentais:

Grupo curcumina 50 = curcumina administrada na dose efetiva de 50 mg / kg, v.o.
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Grupo curcumina 0,3 = curcumina administrada na dose sub-efetiva de 0,3 mg / kg,
v.0.

Grupo Nac = tratado com n-acetilcisteina na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo Mix = tratado com uma mistura fisica na propor¢do 1:1 M contendo as
substancias formadoras do cocristal, na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo indometacina = tratado com indometacina na dose de 10 mg / kg, v.o.

(controle positivo)

As substancias em estudo foram suspensas previamente em agua destilada contendo
1% de polissorbato 80. Uma hora apos a administracdo v.o. das substancias, foi injetado, por
via intraperitoneal (i.p.), acido acético a 0,6%. O nimero de contor¢des foi registrado durante
20 min. Imediatamente apds os testes, os animais foram eutanasiados por anestesia profunda
de tiopental (50 mg / kg, 1.p.), precedida de lidocaina (10 mg / kg, i.p.). A confirmagdo foi
realizada por deslocamento cervical (CONCEA, 2018).

3.5.3 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria pelo método de edema da pata induzido

por carragenina

O teste de edema de pata induzido por carragenina ¢ um modelo para rastreamento
de substancias com atividade anti-inflamatoria. A carragenina, quando injetada na superficie
plantar dos animais, produz um edema inflamatorio bifasico. Na primeira hora, ocorre a
liberacdo de bradicinina, histamina e serotonina, seguida pela producdo de prostaglandinas e
oxido nitrico (NO), infiltragdo neutrofilica, indugao de COX-2 e estresse oxidativo, até a sexta

hora apo6s a injecao (CUNHA et al., 2020).

A metodologia empregada foi adaptada de BATISTA et al. (2016). Os animais foram
separados em grupos e ficaram em jejum por 2 horas. Antes de iniciar as administragdes, a
espessura de suas patas traseiras (direita e esquerda) foi medida com auxilio de paquimetro.

Entdo, os mesmos (n = 25 animais) foram tratados conforme descrito:

Grupo veiculo = administrado com 4gua destilada + 1% de tween 80, 10 mL / kg,
v.0. (controle negativo)

Grupo indometacina = tratado com indometacina na dose de 10 mg / kg, v.o.
(controle positivo)

Grupo curcumina 50 = curcumina administrada na dose efetiva de 50 mg / kg, v.o.
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Grupo cocristal 0,3 = tratado com cocristal na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo curcumina 0,3 = curcumina administrada na dose sub-efetiva de 0,3 mg / kg,

Grupo Nac = tratado com n-acetilcisteina na dose de 0,3 mg / kg, v.o.
Grupo Mix = tratado com uma mistura fisica na propor¢do 1:1 M contendo as

substancias formadoras do cocristal, na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

As substancias em estudo foram suspensas previamente em agua destilada contendo
1% de polissorbato 80. Uma hora apds o tratamento, 20 pL. de uma solugdo contendo 300 pug
de carragenina foram injetados na superficie plantar (via intraplantar, i.pl.) na pata traseira
direita e 20 pL de salina na pata traseira esquerda dos camundongos de todos os grupos
experimentais. A pata injetada com salina representou o controle de cada grupo experimental.
As avaliagdes da espessura das patas (A da espessura, em pum) foram realizadas nos tempos:
30 min, 1 h, 2 h, 4 h ¢ 8 h depois das injegdes i.pl. Apds os testes, os animais foram
eutanasiados por anestesia profunda de tiopental (50 mg/kg, i.p.), precedida de lidocaina (10
mg/kg, i.p.). A confirmagdo foi realizada por deslocamento cervical (CONCEA, 2018). Apos
a eutandsia, o tecido plantar das patas traseiras direita e esquerda dos camundongos foi

coletado.

A utilizagdo de 25 animais se justifica para a realizacdo de pool de amostras para a

determinag¢do da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido plantar dos animais.
3.5.4 Avaliacao da coordena¢iao motora no teste de rota-rod

Este teste foi realizado de modo a descartar qualquer efeito do cocristal sobre a
coordenacdo motora dos animais, que pudesse causar um resultado falso positivo nos testes
comportamentais de atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva. A metodologia foi adaptada
de MULLER et al. (2012). O aparato utilizado consiste em um cilindro rotatério dividido em
4 segdes. Desta forma, 4 animais foram avaliados simultaneamente no aparelho. Foi utilizado
velocidade de 5 r.p.m. A integridade da coordenacdo motora foi avaliada com base no tempo
(em s) de resisténcia dos animais no cilindro giratério. Um dia antes do teste, os animais
foram treinados para equilibrarem-se no cilindro e, para isso, permaneceram durante 5 min no
aparato. No dia do teste, somente sdo avaliados os animais que aprenderam a permanecer no

cilindro. Assim, o procedimento foi repetido e apenas os camundongos que se equilibraram na



36

haste rotativa durante 90 s (tempo de corte) foram selecionados para o teste. Os grupos
testados tiveram 8 animais, e foram divididos e tratados conforme segue:

Grupo veiculo = administrado com 4gua destilada + 1% de tween 80, 10 mL / kg,
v.o. (controle negativo)

Grupo indometacina = tratado com indometacina na dose de 10 mg / kg, v.o.
(controle positivo)

Grupo curcumina 50 = curcumina administrada na dose efetiva de 50 mg / kg, v.o.

Grupo cocristal 0,3 = tratado com cocristal na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo curcumina 0,3 = curcumina administrada na dose sub-efetiva de 0,3 mg / kg,
v.0.

Grupo Nac = tratado com n-acetilcisteina na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Grupo Mix = tratado com uma mistura fisica na propor¢do 1:1 M contendo as

substancias formadoras do cocristal, na dose de 0,3 mg / kg, v.o.

Apo6s uma hora da administracdo oral, o nimero de quedas e o tempo de permanéncia

do animal na haste (em s), durante os 5 min de teste foi registrado.
3.5.5 Avaliagdo da atividade locomotora/exploratoria no teste de open field

O teste de open field ¢ utilizado para avaliar as atividades locomotora e exploratoria
dos animais, assim descartando possiveis efeitos inespecificos dos cocristais que possam
alterar os resultados da pesquisa (RODRIGUES, 1996). Este teste foi feito imediatamente

apos o teste de rota-rod, com os grupos experimentais descritos anteriormente (item 3.5.5).

O teste foi realizado em caixa de MDF impermeabilizada, com a base dividida em 24
quadrantes iguais. O teste teve duracdo de 10 minutos, onde foram analisados o numero de
cruzamentos feitos entre os quadrantes (crossings), nuimero de vezes em que o animal se apoia
sobre as patas traseiras (rearings), o comportamento de autolimpeza (groomings), € o0 nimero

de bolos fecais expelidos durante o teste (MULLER et al., 2015).

B EsTuDO EX ViIvO
3.6.1 Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) ¢ um membro da familia de enzimas heme peroxidase e

estd localizada predominantemente em neutréfilos (até 5% em massa), com concentragdes
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mais baixas observadas em mondcitos e macréfagos. Como parte da resposta do sistema
imunologico, a MPO ¢ liberada dos granulos de neutrofilos para os fagolisossomos e o
plasma, onde catalisa a conversao de peroxido de hidrogénio e ions cloreto em acido
hipocloroso (SHAW et al., 2020). Assim, a MPO ¢ considerada um marcador indireto da
atividade de neutréfilos, cuja quantidade indica maior ou menor atividade desta proteina e

infiltracao dessas células no tecido. (ALMEIDA et al., 2018).

Para a analise, primeiramente foi realizada a preparagdo de homogenatos com as
amostras teciduais dos animais. O tecido de 5 animais (pool de amostras) foi homogeneizado
com tampao tris HCl 200 mM (pH 6,5). A homogeneizacao do tecido teve propor¢ao de 10

vezes em relacao ao volume, de acordo com as amostras pesadas.

O homogenato foi centrifugado a 9000 g (RCF) e o pellet foi separado. A partir disso,
o pellet obtido foi suspendido com 1 mL de tampao fosfato de potassio 80 mM com 0,5% de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Ap6s a homogeneizacdo, as amostras foram novamente
centrifugadas a 11000 g por 20 min, a 4 °C. Aliquotas de 30 pL. do sobrenadante das amostras
foram pipetadas em placas de 96 pogos. Como branco, foi utilizada agua ultrapura. Entdo,
foram acrescidos aos pogos da placa 200 pL de uma solugdo reacional (100 pL. de tampao
fosfato 80 mM, 85 uL. de tampao fosfato 22 mM e 15 puL de H20> 0,017%). A reagdo teve
inicio com a adi¢do de 20 pL de tetrametilbenzidina (TMB), um substrato enzimatico que
resulta num produto colorido em cada pogo. A placa contendo as amostras foi incubada por 3
min a 37 °C e a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 30 puL de acetato de sodio 1,46 M (pH
= 3,0) em cada pogo. A atividade enzimatica foi determinada em espectrofotometro a 620 nm.
Os resultados estdo expressos como unidade de densidade Optica (D.O) / mg de tecido. Todas

as amostras foram testadas em triplicata.

B ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. Os resultados do teste de
solubilidade e da atividade da MPO ex vivo foram analisados por teste-t ndo pareado. A
analise estatistica dos demais resultados foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de

uma via seguida de teste de Tukey. Valores de P <0,05 foram considerados significativos.
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
Neste capitulo, serdo apresentados os resultados de todos os testes feitos neste
estudo. A apresentacdo deste capitulo sera feita na forma de artigo, o qual foi submetido a
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Abstract

Curcumin presents a promising anti-inflammatory potential, but its low water-solubility and
bioavailability hinder its application. In this sense, cocrystallization represents a tool for
improving physicochemical properties, solubility, permeability, and bioavailability of new
drug candidates. Thus, the aim of this work was to produce curcumin cocrystals (with n-
acetylcysteine as coformer, which possesses anti-inflammatory and antioxidant activities), by
the anti-solvent gas technique using supercritical carbon dioxide, and to test its
antinociceptive and anti-inflammatory potential. The cocrystal was characterized by
differential scanning calorimetry, powder X-ray diffraction and scanning electron microscopy.
The cocrystal solubility and antichemotaxic activity were also assessed in vitro.
Antinociceptive and anti-inflammatory activities were carried out in vivo using the acetic
acid-induced abdominal writhing and carrageenan-induced paw oedema assays in mice. The
results demonstrated the formation of a new crystalline structure, thereby confirming the
successful formation of the cocrystal. The higher solubility of the cocrystal compared to pure
curcumin was verified in acidic and neutral pH, and the cocrystal inhibited the chemotaxis of
neutrophils in vitro. In vivo assays showed that cocrystal presents increased antinociceptive
and anti-inflammatory potency when compared to pure curcumin, which could be related to
an improvement in its bioavailability and/or synergistic biological interaction with n-

acetylcysteine.

Keywords: Cocrystal; Curcumin; n-acetylcysteine; anti-solvent gas; anti-inflammatory;

supercritical carbon dioxide.

BINTRODUCTION

The formulation of poorly soluble drugs is one of the problems faced by the pharmaceutical
industry. This fact is linked to the physicochemical properties and bioavailability of the
substances . About 60% of the drugs are poorly soluble in water and up to 90% of new drugs
are classified by the biopharmaceutical classification system (BCS) in the class II (low
solubility and high permeability)*. Thus, in this class, a limiting step in the rate of drug

release is solubility and, therefore, the poor bioavailability *. The improvement of the
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physicochemical properties of drugs, such as particle size distribution, morphology and
solubility are key factors for maximizing the efficacy and obtaining the beneficial effects of

bioactive compounds?~6.

Curcumin [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-heptadiene-3,5-dione], a phytochemical,
hydrophobic and polyphenolic compound, is the main curcuminoid (about 70%) found in the

thizome of Curcuma longa™®. It is a bioactive substance, that possesses antibacterial °, anti-

t 13 14

mutagenic '°, anti-diabetic '!, anti-HIV !2, antioxidant !*, antinociceptive and anti-

15 potential, among others. Curcumin is capable to inhibit inflammatory

inflammatory
transcription factors (e.g. NF-kB), cyclooxygenase 2 and lipoxygenase, as well as tumor
necrosis factor and interleukin 1 and 6'®!7. Evidences have shown that even at relatively high
doses (~ 8 g), curcumin is safe for oral intake, but only a small fraction (~ 40 nM) actually
ends up in the bloodstream due to its poor aqueous solubility and, therefore, low oral

bioavailability °.

Despite numerous studies on the functionality of curcumin as a bioactive compound, it is
known that this compound is practically insoluble in water (0.6 pg / mL), which hinders its
application by the pharmaceutical industry’. There are several ways to improve the
physicochemical properties of an active pharmaceutical ingredient (API), such as salt
formation, polymorphic forms, solvates or hydrates and cocrystals '®. The pharmaceutical
cocrystallization has quickly emerged as a valuable tool to improve the physicochemical
properties of compounds, improving solubility, permeability, and bioavailability of new drug

candidates, without changing their structure'®2%-%!,

N-acetylcysteine (Nac) possesses
antioxidant and anti-inflammatory properties®>. It acts as a glutathione precursor as well as a
direct free radical scavenger 2°, inhibits NF-kB and decreases the synthesis of
proinflammatory cytokines 2*. Additionally, unlike curcumin, it is a highly water-soluble

25 and presents functional groups that allow the formation of bounds. Therefore,

drug
cocrystallizing the two compounds (curcumin and Nac) could represent an alternative to

enhance the solubility of curcumin and potentialize its anti-inflammatory efficacy.

Supercritical technology has emerged from the growing demand for better and safer products,
especially in the food and pharmaceutical sectors 2°. The anti-solvent gas technology is well
known as a method to fractionate various materials as it allows controlling the particle size,
size distribution, crystalline structure and crystalline phase ?’. Particles can be formed under

mild and inert conditions when carbon dioxide is used as an anti-solvent supercritical fluid
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(SF) 8. Furthermore, CO, gas is a non-toxic, readily available, environmentally acceptable,
non-flammable and inexpensive ?. In processes that use supercritical fluids, CO2 has been
widely employed because it is cheap, less toxic than conventional solvents and easy to
remove, resulting in the production of particles with negligible levels or free of residual

solvent 3°,

Since the solubility of many drugs in supercritical CO> (scCO») is limited, the development of
techniques using CO» is compromised. In this sense, new methodologies were developed. The
anti-solvent gas (GAS) method was developed from the knowledge that the absorption of a
gas in a liquid causes its expansion. When a solution is sufficiently expanded by a gas, the

liquid phase cannot maintain itself as a good solvent for the solute and precipitation occurs>!"

32

Considering the above-mentioned facts, in order to enhance curcumin’s solubility and
potentiate its anti-inflammatory activity, this drug was successfully cocrystallized with Nac
using the supercritical technology as the approach for cocrystallization by GAS. The cocrystal
was characterized using Differential Scanning Calorimetry, Powder X-Ray Diffraction and
Scanning Electron Microscopy. In order to verify the effects of cocrystallization on
curcumin’s anti-inflammatory and antinociceptive activities, the ability of the cocrystal to
inhibit neutrophil migration in vitro as well as the effects of cocrystal on in vivo assays were

assessed.

lMATERIALS AND METHODS
4.2.1 Materials

The cocrystal forming components, curcumin (95% purity) and n-acetylcysteine
(99% purity), were purchased from Sigma-Aldrich. Indomethacin was acquired from Aspen
Pharma. Ethyl alcohol and acetone, with 99.5% purity, were purchased from Neon
commercial LTDA / SP and carbon dioxide (99.9% in the liquid phase) was purchased from
White Martins S.A.
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l SYNTHESIS OF COCRYSTALS

4.3.1 Production of co-crystals by anti-solvent gas method

In this study, the anti-solvent gas (GAS) technique was used, adapted from that described by
Pessoa et al.>*. In order to obtain a 1:1 M molar ratio, curcumin and Nac (coformer) were
weighed and dissolved in 15 mL of organic solvent under ultrasonic stirring, for 10 min, and
then added to the cocrystallization chamber. Initially, a thermostatic bath reached the
operating temperature of the syringe pump (5 °C), then fed with CO», and pressurized (20
MPa). A second thermostatic bath was used to control the operating temperature of the
cocrystallization chamber (45 °C). The chamber was pressurized until it reached operating
pressure (9 MPa) with CO; flow of 10 mL / min, using a needle valve specific for gas and
monitored by the syringe pump, so the system was closed and the pressure maintained for the
time of operation (10 min). Once the time has elapsed, the CO> inlet and outlet valves of the
chamber are opened, maintaining a continuous flow inside the chamber (50 min), not allowing
its decompression, this process makes the CO; act as an anti-solvent. After the stipulated time,
the chamber inlet valve is closed and depressurization occurs slowly, the chamber is opened

as soon as atmospheric pressure arrives and the crystals are collected.

l THERMAL ANALYSIS

The differential scanning calorimetry (DSC) was carried out in a Jade-DSC-Perkin Elmer
equipment. The samples (curcumin, Nac, cocrystal and a physical mixture (Mix) containing
the cocrystal-forming substances in a 1:1 M ratio) were weighed (~ 5 - 10 mg) and analyzed
using a nitrogen atmosphere with temperature between 40 and 240 ° C, in an inert atmosphere
(N2 flow: 20 mL / min) and heating rate of 20 °C / min. The analysis was adapted from
Martello et al.>.

l POWDER X-RAY DIFFRACTION

The crystalline structure was analyzed by Powder X-ray diffraction (PXRD) using a
Rigaku MiniFlex II Desktop X-Ray Diffraktometer, using CuKo radiation (A = 1.5418 A).
Operating voltage of 30.0 KV, current of 15.0 mA and sweep speed of 5° min-1 and 0.05 step.
The angle of 20 (5 to 40 °C) was used*>°,
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[l SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
The particle size of the cocrystal (and the cocrystal forming substances) as well as its
morphology were analyzed by scanning electron microscopy (SEM), using JEOL JSM-

6390LYV equipment. The particle size was determined using the Size Meter software (version

1.1)%.

[ SOLUBILITY STUDY

The solubility study followed the methodology described by Aguiar et al.*3, with
minor modifications. An excess amount (20 mg / L) of each sample was added to a glass flask
containing the following solutions: ultrapure water, phosphate buffer solution (pH 6.8) and
0.1 M HCI solution. The solutions were subjected to ultrasonic shaking for 10 min, then kept
under shaking (100 rpm) in an incubator with constant temperature (37 °C for 72 h). Once the
time had elapsed, 25 mL aliquots of samples were filtered using 0.45 um pore membrane to
remove any undissolved particles. Then, they were filtered through a nitrocellulose
membrane, in order to make the retention of all particles solubilized in water. The particles
were solubilized in ethyl alcohol (vehicle used to carry out the analytical curves) and their

concentration was measured by UV spectrometry at 435 nm.

| ANTICHEMOTACTIC ASSAY IN VITRO

The anti-chemotaxic activity was carried out using the method of the Boyden
chamber *°. In total, 7 animals were used in this test. Rat polymorphonuclear neutrophils were
obtained after the injection of sterile 1% (w / v) glycogen (10 mL) into the peritoneum of one
Wistar rat. The animal was euthanized 4 h later to collect the leukocytes. Prior to the assay,
neutrophils were treated with curcumin, Nac or the cocrystal (0.1; 1 and 10 pg / mL) and
indomethacin (10 pg / mL), the positive control, at 37 °C for 30 min. For plasma obtention,
six rats were used. The plasma was incubated at 37 °C for 30 min with 65 pg / ml of LPS
(lipopolysaccharide from E. coli) and diluted in Hanks buffer to a 20% solution (v / v). The
leukocyte/samples were added in the upper wells of the chamber, separated by a nitrocellulose
filter 8 um (Millipore, USA) from the chemotactic stimulant (LPS) present in the bottom
compartment. Then, the chamber was kept at 37 °C for 1 h. The leucocytes migration through

the filter was measured by using an optical microscope and leukocyte migration was
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expressed in um. The stock solution of the substances (1 mg / ml) was prepared by using
Hanks’ balanced salt solution (HBSS). The cocrystal, Nac and the reference drug
indomethacin were dissolved in HBSS. The curcumin solution was prepared with addition of
1% polissorbate 80 (v / v) and sonicated for 1 min. The concentration of polissorbate 80 in all
final working solutions was less than 0.01%. The neutrophil solution without addition of the
antichemotatic agent as well as polissorbate 80 solution at the concentration used for sample

dilution (1%) represented the negative controls.

l In vivo experiments

4.9.1 Animals

Male Swiss mice (25 - 35 g) bred at the Community University of Chapecd Region
(Unochapeco) bioterium were used in all in vivo experiments. Male Wistar rats (220 - 250 g)
from Centro de Reproducgido e Experimenta¢do de Animais de Laboratério (CREAL) at the
Federal University of Rio Grande do Sul, were used for in vitro assays. The animals were kept
in a controlled environment, with a temperature of 22 + 1 °C in a 12-hour light / dark cycle
(6:00 am to 6:00 pm) and had free access to standard laboratory feed and water. Mice were
fasted for 2 h before oral administrations. Animal care was conducted in accordance with the
ethical principles of animal research, approved by the Ethics Committee of Community
University of Chapecoé Region (approval number #008-19), and the Ethics Committee of
Federal University of Rio Grande do Sul (approval number #37366), in accordance with

Brazilian law*® and the Directive of the Council of the European Communities (2010/63/EU).

4.9.2 Treatments

The tested substances were dissolved in saline solution + 1% polissorbate 80 (Vehicle),
except the cocrystal, which was solubilized without the aid of polissorbate 80. The doses of
the cocrystal and the physical mixture (curcumin + Nac) were calculated in order to provide a
curcumin dose of 0.1; 0.3 or 0.5 mg / kg. Mice were treated with volumes of 10 mL / kg,
according to their weight, by the oral route (p.o.) (intra-gastric administration), intraperitoneal
(i.p.) and intraplantar (i.pl.), depending on the protocol of each test. Experimenters were

blinded to treatment conditions.
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4.9.3 Acetic acid-induced abdominal writhing test

The method used in this test was adapted from Scapinello et al.*!. This assay had the purpose
to evaluate the minimum effective dose of the cocrystal. The animals were divided into
groups (n = 8 mice / group) and treated with cocrystal at 0.5; 0.3 and 0.1 mg / kg (p.o.). The
dose that presented the best result in this experiment was chosen to be used in the other tests
of nociception and inflammation. The effects of cocrystal-forming substances curcumin (50
mg / kg, p.o. — effective dose - and 0.3 mg / kg, p.o. — sub effective dose) and Nac (0.3 mg /
kg p.o.), as well as a physical mixture (Mix) containing the cocrystal-forming substances in a
1:1 M ratio (0.3 mg / kg p.o.) were also assessed in the test. Curcumin’s effective dose was
chosen based on a previous study*?. Indomethacin (10 mg / kg, p.0.) was used as the positive
control. One hour after the oral administrations, acetic acid (0.6%) was administered
intraperitoneally (i.p.). The number of abdominal writhing was cumulatively counted for 20

min and considered as the nociceptive behavior.

4.9.4 Carrageenan-induced paw oedema test

The method used was adapted from previous studies*'**. Briefly, the animals were
subcutaneously injected under the plantar surface (i.pl.) of the right hind paw with 20 pL of
carrageenan (300 pg / paw, dissolved in 0.9% NaCl), as previously described *!. The left hind
paw was injected with saline solution (0.9% NaCl, 20 pL) and served as the control of each
experimental group. One hour prior to the i.pl. injection of saline and carrageenan, the
animals (n = 25 mice / group) were pretreated with vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80,
10 mL / kg, p.o., negative control), indomethacin (20 mg / kg, p.o., positive control) *, Nac
(0.3 mg / kg, p.o.) or curcumin (0.3 mg / kg, p.o. — sub effective dose or 50 mg / kg, p.o. —
effective dose), or a physical mixture (Mix) containing the cocrystal-forming substances
(curcumin + Nac) in a 1:1 M ratio (0.3 mg / kg, p.o.). Thirty minutes, 1 h, 2 h, 4 h and 8 h
after the i.pl. injection of carrageenan, the paw thickness was assessed using a caliper *!. The
oedema formation was defined as A paw thickness (mm) = test paw thickness — basal paw
thickness. After the last measure of hind paw thickness, the animals were euthanized, and the

paw tissue was collected for further tests.
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4.9.5 Myeloperoxidase (MPO) activity

MPO activity was performed in the paws” tissues of animals submitted to the carrageenan-
induced paw oedema test. The left and right hind paws tissues were collected after 8 h of the
1.pl. administration. Animals from the same group (n = 25 mice / group) were used to make a
sample (the tissues from 5 animals were pooled) *. The paw tissue was homogenized in 50
mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) and centrifuged at 4 °C. The pellets were resuspended in 80
mM potassium phosphate buffer (1 mL) containing 0.5% hexadecyltrimethylammonium
bromide, and then centrifuged at 11,000 g (20 min, 4 °C). Aliquots from the supernatant (30
uL) were added to 96-well microplates in triplicate. Subsequently, the reaction solution (100
uL of 80 mM phosphate buffer + 85 uL of 22 mM phosphate buffer + 15 pL of 0.017% H203)
and 20 pL of 5% tetrametril-5,5'-benzedine were added. The plates were incubated (3 min, 37
°C) and the reaction was stopped by adding 30 pL of 1.46 M sodium acetate (pH = 3.0) to
each well. The enzymatic activity was assessed using a spectrophotometer at 620 nm . Total
protein content in the samples was quantified by the method of Lowry et al.**. The MPO
activity of the non-inflamed paw (injected with 0.9% NaCl) was used as the control. The

results are expressed as optical density unit / mg protein, as described by Bradley et al.*¢.

4.9.6 Open field test
The effects of the cocrystal on the locomotor and exploratory performance of the

1.47 with minor

animals was assessed by the open field test according to Miiller et a
modifications *!. The animals (n = 8 mice / group) were orally treated with vehicle (0.9%
NaCl + 1% polissorbate 80, 10 mL / kg), indomethacin (10 mg / kg), Nac (0.3 mg / kg),
curcumin (0.3 mg / kg — sub effective dose or 50 mg / kg — effective dose), cocrystal (0.3 mg/
kg) or a physical mixture (Mix) containing the cocrystal-forming substances (curcumin +
Nac) in a 1:1 M ratio (0.3 mg / kg), one hour before being observed in the open-field. The test
was carried out in a waterproofed MDF box (40 x 30 % 30 cm), in a 24 squares equally
divided floor. The animals were individually placed in the arena and the number of crossings,
rearings and groomings was recorded in a 10 min session. Afterwards, the number of fecal

bolus expelled during the session was counted and the apparatus was cleaned with 10%

ethanol after each mice exposition.



47

4.9.7 Rota-rod test
The rota-rod test was carried out to evaluate the possible effects of the cocrystal on

1.8, with minor

the integrity of the motor coordination of mice according to Galeotti et a
modifications #’. The apparatus consists of a rotating cylinder divided into four sections, with
a speed of 5 rpm. Firstly, the animals were habituated to the rotating cylinder for 5 min.
Twenty-four hours later, the procedure was repeated, and only the mice that stayed balanced
on the rotating rod for 90 s (cut-of time) were selected for the test. Immediately after, mice (n
= 8§ animals / group) were orally treated with vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80, 10
mL / kg), indomethacin (10 mg / kg), Nac (0.3 mg / kg), curcumin (0.3 mg / kg — sub effective
dose or 50 mg / kg — effective dose), cocrystal (0.3 mg/ kg) or a physical mixture (Mix)
containing the cocrystal-forming substances (curcumin + Nac) in a 1:1 M ratio (0.3 mg / kg).
One hour after the administrations, mice performance in the rota-rod were evaluated,

considering the longest time of permanence on the apparatus and the number of falls, in a 5

min period.

4.9.8 Statistical analysis

The results are presented as the mean + S.E.M. of »n animals per group. The results from
solubility studies and MPO activity were analyzed by unpaired t-test. The statistical analysis
of data from antichemotactic assay in vitro and in vivo experiments was performed by One-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's test. p <0.05 were considered

significant.

BRESULTS AND DISCUSSION

Curcumin downregulates chemokine expression in inflammatory cells and, therefore, presents
anti-inflammatory activity'>*°. Unfortunately, this compound shows low water solubility (0.6
ug / mL) 7, which hinders its clinical applications. However, Nac is a highly water-soluble
compound (0.2 g / mL)*® which is also known for its antioxidant and anti-inflammatory
properties??. Therefore, in this study, we propose the successful production of a curcumin-Nac
cocrystal by the anti-solvent gas technique using scCO», which represents a solution that

signalizes an advance in the application of curcumin. The cocrystal was characterized by
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differential scanning calorimetry, powder X-ray diffraction, scanning electron microscopy and
evaluated by in vitro and in vivo assays.
4.10.1 Thermal analysis

Figure 1 shows the DSC thermograms used to check the formation of the cocrystal.
The melting point of the cocrystal and its pure forming substances were tested. Curcumin
presented a melting point of 184.06 °C, a value close to that found by Zhang et al.°!, and Nac
was characterized by a melting point of 118.19 °C. It was found that the cocrystal produced
by GAS presented a melting point of 111.03 °C, below the points found for curcumin and
Nac. According to Schultheiss and Newman®?, about 39% of the cocrystals have lower
melting points than the API and coformers due to the presence of a weaker crystalline

structure, which is consonant to our findings.
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Figure 2 DSC spectrogram. The substances n-acetylcysteine (Nac), curcumin (Curc),
physical mixture (Curc + Nac, 1:1M ratio) (Mix) and cocrystal were tested in the range of 40
to 240 °C to confirm the melting points.

Thermal analysis is used to study the formation of new solid forms because the
thermal behavior of the forming substances presents itself differently, when compared to the
newly formed structure. In contrast, a simple physical mixture must exhibit two endothermic
points, which are related to the melting point of the individual components 3. Herein,
different values were found for the physical mixture, which presented two melting points
(114.11 °C and 169.93 °C), evidencing the simple mixture of the pure substances. Therefore,
the DSC analysis suggests the formation of a new crystalline form, with the presence of a

unique endothermic profile different from the pure components.
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4.10.2 X-ray crystallography

Powder X-ray diffraction (PXRD) is a reliable technique for analyzing the solid-state
structure®®. The crystalline phase of the cocrystal was demonstrated through PXRD analysis
and Figure 2 shows the diffractograms of the cocrystal, Nac and curcumin. It was found that
there is a shift in the diffraction peaks (when compared to pure substances), indicating the

formation of a new crystalline layer, in values of 20.

Cocrystal
Nac
Curc

I T T T T T T 1

5 10 15 20 25 30 35 40

Figure 3 X-ray powder diffractogram. PXRD pattern of the characteristic peaks of
cocrystal, n-acetylcysteine (Nac) and curcumin (Curc).

Curcumin showed characteristic reflections at 7.75°, 8.6°, 12.0°, 14.3°, 15.6°, 16.95°,
17.9°, 20.9°, 23.0°, 23.4°, 25.4°, 25.95°, 26.4°, 27.15°, 27.9°, 28.7, 26. Nac showed
characteristic reflections at 14.55°, 19.55°, 23.25°, 27.1°, 29.15°, 30.25°, 35.45°, 20, similar
to those found by Ribas et al.*®. The cocrystal showed a shift in the peak at 8.9°, 17.3° 22.85°,
26.7° and the appearance of a peak at 37.55°, 20, which evidence the formation of a new

crystalline phase, in accordance with the DCS results.
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4.10.3 Scanning electron microscopy

Figure 3 represents the size of the cocrystal particles and their forming components
(curcumin and Nac), which were observed by scanning electron microscopy (SEM) images.
Several authors report irregular particle size for curcumin.®® Onoue et al. reported irregularly
shaped particles and sizes ranging from about 10 - 100 pm. However, Kurniawansyah et al.>®,
found the particle size for curcumin with 90% purity, ranging from 10 - 30 um. Herein, in

5356 curcumin exhibited a heterogeneous morphology, with a

accordance to previous studies
distinct variation in the size of its particles (12.91 = 7.90 um) and a rounded shape. Nac
exhibited a rectangular heterogeneous morphology with a size of 714.57 = 110 um. In
contrast, the cocrystal presented homogeneous needle-shaped morphology with a size of 8.43

+ 2.08 um. The particle sizes and standard deviations are shown in Table 1.

LCME-UFSC

Figure 4 Scanning electron microscopy images: A) curcumin, B) n-acetylcysteine, C)
cocrystal

Table 1 Curcumin particle size data: (A), n-acetylcysteine (B) and cocrystal (C). The average
particle size was calculated from the measurement of the diagonal line of 100 particles.

Samples Particle size
(mean diagonal line in pm)

Curcumin 12.91£7.90

N-acetylcysteine 714.57 £ 110

Cocrystal 8.43 £2.08




51

4.10.4 Solubility study

The results of solubility of curcumin and cocrystal dissolved in ultrapure water,
phosphate buffer (pH 6.8) or 0.1 M HCI are shown in Figure 4. The cocrystal samples
demonstrated greater solubility in all tested solvents, when compared to curcumin. The
solubility found for curcumin in ultrapure water was 0.54 + 0.09 pg/mL, a value close to that

found in the literature (> 0.6 pg/mL) .

3 B Curc 20 mgil
* B Cocrystal 20 mgil
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Ultrapure water  Phosphate buffer 0.1 mi HC
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Figure 5 Solubility of cocrystal in different solutions: The solubility of cocrystal and
curcumin (Curc) were evaluated in ultrapure water, phosphate buffer (pH 6.8) and 0.1 M HCl
solution.

The solubility found for the cocrystal in ultrapure water (2.11 + 0.19 ng/mL) was significantly
(p < 0.05) greater (4.06 times) than the curcumin solubility in the same medium. In phosphate
solution (pH 6.8), the solubility of cocrystal (1.34 = 0.1 pg / mL) was 2.29 times higher (p <
0.05) than the solubility of curcumin (0.62 + 0.08 pg / mL). Additionally, in the acidic
medium (0.1 M HCI), the cocrystal also showed an increase (2.62 times, p < 0.05) in
solubility: the values found for curcumin were 0.54 + 0.02 ng / mL and for the cocrystal, 1.42
+ 0.01 pg / mL. Our results are in accordance with other studies that also demonstrated
1.7, demonstrated that the

increased solubility of curcumin cocrystals. Sathisaran et a

solubility of curcumin-trimethic acid cocrystal (1:1 ratio) in 40% ethanol-water solution (v /
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1.8 showed

v) is 1.8 times greater than the solubility of pure curcumin. Additionally, Ribas et a
that the water solubility of curcumin-nicotinamide cocrystal (1:1 ratio) is 2 times increased
when compared to pure curcumin.

It is well known that the solubility of drugs influences their bioavailability. The increase in
solubility elicits a better absorption of oral APIs and, therefore, can improve their
bioavailability and pharmacological potency®. Considering that our results demonstrated
greater solubility of the cocrystal in comparison to pure curcumin, we performed additional
tests regarding the anti-inflammatory and antinociceptive effect of the cocrystal aiming to

compare its pharmacological potency and efficacy to the pure curcumin. The effects of Nac

and the physical mixture (curcumin + Nac) (Mix) were also tested.

4.10.5 Antichemotactic activity in vitro

Inflammation is an essential defense of the human organism against invasions of
pathogens, observed by the modulation of multiple signaling pathways, mitogen-activated
protein kinase (MAPK), transcription factors (such as nuclear factor kappa B, NF-kB) and
inflammatory cytokines (such as tumor necrosis factor-a, IL6 and Macrophage Inflammatory
Protein 2 (MIP2)). These chemotactic cytokines activate and elicit the migration of leukocytes
to the inflamed site®’, subsequently inducing biosynthesis, transformation and expression of
various pro-inflammatory cytokines, prostaglandins and other mediators %2, Among the
most important transcription factors is the NF-xB, which acts by regulating the expression of
many genes involved in innate and adaptive immunity and inflammation %. It is well known
that curcumin exhibits anti-inflammatory activity and affects kinase reactions, such as those
of MAP kinase, and PKC, c-Jun/AP-1%+%_ Furthermore, evidence show that curcumin blocks
NF-kB activity during transcription®®” and inhibits CXCR1 and CXCR2 recycling; resulting
in decreased neutrophil chemotaxis. In addition, it has been demonstrated that curcumin

changes the intercellular trafficking of the IL-8 receptor in neutrophils®®.

Interestingly, the antichemotactic effect of Nac has already been shown. Mottahedin
et al.%®, demonstrated that Nac is able to decrease neutrophil transmigration across the

choroidal epithelial barrier.

Considering that the suppression of neutrophil functions control inflammatory responses and
is part of the mechanism of action of curcumin and some non-steroid anti-inflammatory

drugs”, the effects of the cocrystal on leukocyte chemotaxis induced by LPS were
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investigated in the Boyden chamber in vitro method. Bacterial LPS simulates several
inflammatory effects of cytokines, such as TNF-a, IL-1p or IL-671.

The results of antichemotactic assay are shown in Figure 5. Nac and curcumin
demonstrated a significant (p <0.001) inhibitory effect on neutrophils migration at 1 and 10
png / mL when compared to the negative controls. The cocrystal significantly (p <0.001)
inhibited neutrophil migration at all concentrations tested and this effect was comparable to
the effect of indomethacin, which was used as positive control. These results indicate that the
cocrystal presents an increase in the antichemotactic effect in 10 times when compared to the
pure compounds, probably due to the superior water solubility of the cocrystal (which allowed
an effective contact with the leukocytes at the lower concentration) and a synergism between

the antichemotactic effect of curcumin and Nac.

Considering that there is not always a direct in vitro/in vivo correlation of the cocrystal
activity and studies on cocrystals effects can provide improved performance in animal
studies®?, the antinociceptive and anti-inflammatory activities of the cocrystal were

investigated in in vivo experiments.
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Figure 6 Effect of cocrystal on neutrophil chemotaxis in vitro. The leukocytes were
treated with n-acetylcysteine (Nac), curcumin (Curc) or cocrystal in concentrations of 0.1; 1
and 10 pg/mL at 37 ° C for 1 h. Chemotaxis is expressed as mean = SEM of neutrophil
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migration (um). One-way ANOVA followed by Tukey test; *** significantly different from
Vehicle and Tween 80, p <0.001.

4.10.6 Acetic acid-induced abdominal writhing test

Prompted by the in vitro results, we performed the acetic acid-induced abdominal
test in mice. The results are shown in Figure 6. The injection of acetic acid evokes acute
abdominal writhing in rodents, through the peripheral production of several pro-inflammatory
mediators®. Firstly, we investigated the effects of the cocrystal at 0.1; 0.3 and 0.5 mg / kg on
the test. The animals orally treated with the cocrystal showed a significant (p <0.01) reduction
on abdominal writhing elicited by acetic acid at 0.5 and 0.3 mg / kg, when compared to the
vehicle-treated animals. Indomethacin (p <0.01) and curcumin at 50 mg / kg (p <0.001)
reduced the number of abdominal writhing triggered by the injection of acetic acid when
compared to the vehicle group, as expected. The cocrystal forming substances (Nac and
curcumin) and the physical mixture of curcumin+Nac (Mix) were also tested at 0.3 mg / kg
(the minimum effective dose of the cocrystal), and were not effective in reducing the
abdominal writhes induced by acetic acid, suggesting that the cocrystallization was

fundamental to the observed in vivo results.

The minimum dose of cocrystal that presented the best result in this experiment (0.3

mg / kg) was chosen to be used in the carrageenan-induced paw oedema test.
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Figure 7 Effect of cocrystal on mice abdominal writhing test induced by acetic acid. Animals
(n = 8 / group) were orally treated with curcumin in the effective (Curc 50 mg/kg) and sub-
effective doses (Curc 0.3 mg / kg), n-acetylcysteine (Nac 0.3 mg / kg), curcumin+N-
acetylcysteine physical mixture in a 1:1 M ratio (Mix) at 0.3 mg/kg, and cocrystal at 0.1
mg/kg, 0.3 mg/kg and 0.5 mg/kg, 1 h prior to the i.p. injection of acetic acid (0.6%).
Indomethacin (Indo, 10 mg / kg, p.o.) was used as the positive control and the negative
control group received the vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80) used to dissolve the
substances used (10 ml / kg, p.o.). Mean £ S.E.M. One-way ANOVA, followed by Tukey's
test. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 different from the Vehicle-treated group.

4.10.7 Carrageenan-induced paw oedema test

The carrageenan-induced paw oedema test is a widespread used animal model for
screening drugs with anti-inflammatory activity. The intraplantar injection of carrageenan
produces an inflammatory oedema due to the release of bradykinin, histamine, and serotonin,
followed by the production of prostaglandins and nitric oxide (NO), neutrophilic infiltration,

cyclooxygenase 2 (COX-2) enzyme induction and oxidative stress "2,

The results obtained in the carrageenan-induced paw oedema test are shown in
Figure 7. Indomethacin (20 mg / kg, p.o.) prevented the formation of carrageenan-induced
paw oedema at 2 h (p <0.05) and 4 h (p <0.01) after carrageenan administration (ipl.). Nac,
curcumin and the physical mixture of curcumin+Nac (Mix) at 0.3 mg / kg, were not effective
in reducing the oedema induced by carrageenan in the right hind paw of the animals. Mice
pretreated with the effective dose of curcumin (50 mg / kg) presented a significant (p <0.05)
reduction in the paw oedema 1 h after the i.pl. injection of carrageenan, only. The cocrystal
significantly prevented the paw oedema at 1 (p <0.05), 2 (p <0.001) and 4 h (p <0.001) after

carrageenan injection (ipl.). Rocha et al.”?

, reported that microparticles of carnauba wax
containing curcumin reduce the oedema formation 4 h after carrageenan injection. However,
the microparticles were only capable of reducing the oedema at 400 mg/kg, p.o.”*> Herein, the
cocrystal was effective at 0.3 mg/kg, and its anti-inflammatory effects lasted for 4 h after the
oral administration, which represents a significant improvement in the anti-inflammatory

potency.
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Figure 8 Effect of cocrystal on paw oedema induced by carrageenan in mice. Animals (n = 25
/ group) were orally treated with curcumin at the effective (Curc 50 mg/kg) and sub-effective
(Curc 0.3 mg/kg) doses, n-acetylcysteine (Nac 0.3 mg / kg), curcumin+N-acetylcysteine
physical mixture in a 1:1 M ratio (Mix) at 0.3 mg/kg, and cocrystal at 0.3 mg/kg (Cocrystal
0.3), 1 h prior to the i.pl. injection of carrageenan (300 pug in 0.9% NaCl, 20uL) in the right
hind paw. Indomethacin (20 mg / kg, p.o.) was used as the positive control and the negative
control group received the vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80) used to dissolve the
substances used (10 ml / kg, p.o.). Measurements were performed at 30 min, 1, 2, 4 and 8 h
after the i.pl. injection of carrageenan. Mean = S.E.M. One-way ANOVA, followed by
Tukey's test. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 different from the Vehicle-treated group.

Carrageenan-induced paw oedema is characterized by three stages that correlate with
the mediators involved. The first stage occurs in the first 90 min of the test, which is related to
the release of histamine and serotonin, responsible for vasodilation and increased vascular
permeability, triggering the onset of the inflammatory process. The second stage occurs from
90 to 150 min after carrageenan injection and is associated with increased blood vessel
permeability and prostacyclin biosynthesis. The last stage, after 150 min, involves an increase
in the synthesis of prostaglandins in the inflamed tissue, and infiltration of polymorphonuclear

leukocytes’®.

The anti-inflammatory effect of curcumin involves the inhibition of the COX-2 enzyme and
NF-kB and reducing the synthesis / release of pro-inflammatory mediators, such as cytokines
and free radicals that are derived from oxygen and nitrogen’®. Herein, the animals treated with
curcumin at 50 mg/kg presented a significant reduction in the paw oedema, demonstrating its
anti-inflammatory effect. However, this effect lasted for only 1 h, which could be related to
curcumin’s low solubility, low bioavailability, and rapid elimination from the organism .

The cocrystal showed significant activity between the first and second stages of the
carrageenan-induced paw oedema test, which indicates that its performance could be related

to a decrease in release of histamine and serotonin in the first hour followed by reduced

[ Yehicle

Indo 20 mglig
Mac 0.2 mgiig
Courc 0.2 mgi
Curc 50 mgidg
Cocrystal 0.3 7
Mliz 0.3 mgfkg
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prostaglandin biosynthesis. Considering that the pharmacological effects of curcumin can
only be achieved if pharmacologically active plasma and tissue concentrations are reached’,
the increase in curcumin’s potency and duration of anti-inflammatory effect after
cocrystallization are probably related to the improvement in its solubility, that could favor
absorption. Furthermore, it is possible to suggest the occurrence of a synergistic interaction

between the anti-inflammatory action of Nac and curcumin elicited by the cocrystallization.

4.10.8 Myeloperoxidase activity

Myeloperoxidase (MPO) is a member of the heme peroxidase and cyclooxygenase
enzyme family and is located predominantly in neutrophils, with lower concentrations
observed in monocytes and macrophages. As part of the immune system's response, MPO is
released from neutrophil granules to phagolysosomes and plasma, where it catalyzes the
conversion of hydrogen peroxide and chloride ions into hypochlorous acid’®. MPO activity is
an indirect marker of neutrophil activity, which means that the activity of this enzyme in the
tissue is related to the infiltration of neutrophils. It is well known that the i.pl. injection of
carrageenan elicits an increase in MPO activity in the plantar surface tissue due to the
occurrence of an intense cellular recruitment ’’.

To evaluate the protective effect of the cocrystal on the inflammatory response
induced by carrageenan, paw tissue samples from the animals submitted to the carrageenan-
induced paw oedema test were collected, and the MPO activity in the tissue was verified
(Figure 8). Vehicle-treated animals presented a significant (p <0.01) increase in the MPO
activity in the right hind paw (carrageenan-injected) compared to the left hind paw (injected

with 0.9% NacCl).
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Figure 9 Effect of the cocrystal on the myeloperoxidase activity (optical density / mg protein)
of carrageenan-injected (Right paw) and 0.9% NaCl-injected (Left paw) paw tissues. The
animals were orally treated with vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80, 10 mL/kg);
Indomethacin (20 mg / kg, positive control), n-acetylcysteine (Nac) at 0.3 mg / kg; curcumin
at 50 mg/kg (Curc 50 mg / kg) or 0.3 mg / kg (Curc 0.3 mg / kg) or Cocrystal (0.3 mg/kg), 1 h
before the injection of carrageenan (in the right hind paw) or saline (in the left hind paw).
Mean + S.E.M. Unpaired t-test, *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001.
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Indomethacin, as expected, prevented the increase in MPO activity induced by carrageenan.
Nevertheless, Nac (0.3 mg / kg) was not able to inhibit the increase in MPO activity triggered
by carrageenan injection. According to recent studies, curcumin decreases tissue MPO
activity ">78, However, our findings demonstrate that curcumin at 0.3 mg/kg and 50 mg/kg
was not able to reduce the MPO activity in the carrageenan-injected paw. The low solubility

and rapid metabolism of curcumin’?

are probably related to this result, since the animals
treated with the cocrystal did not show a significant increase in MPO levels in the
carrageenan-injected paw when compared to the paw injected with 0.9% NacCl.

These results are in accordance with the antichemotactic in vitro assay, since the cocrystal
was able to decrease the leukocyte migration at a lower concentration when compared to Nac
and curcumin tested individually. Additionally, the cocrystallization of curcumin allowed a
significant reduction in its minimum effective dose (~166 times) in vivo. Considering that the
solubility of drugs directly influences their bioavailability ”, we suggest that the increase in
curcumin potency after cocrystallization is probably due to its greater solubility in acidic and
neutral pH, which favors greater absorption in the gastrointestinal system and, consequently,

greater bioavailability. Furthermore, Nac also presents anti-inflammatory®* and

antichemotactic activity in vivo®, which could contribute to the observed effects.

4.10.9 Locomotor and exploratory activities and motor coordination

Considering that a possible non-specific effect of the cocrystal on mice locomotor and
exploratory activities and motor coordination could elicit false positive or negative results
and, therefore, impact the results of the nociceptive tests®’, we performed the open-field
(Figure 9) and rota-rod (Table 2) tests.

The animals treated with indomethacin (10 mg / kg), Nac (0.3 mg / kg), curcumin at
0.3 and 50 mg/kg, cocrystal (0.3 mg / kg), or the physical mixture of curcumin+Nac (Mix, 0.3
mg/ kg) presented the same number of crossings, rearings, groomings and fecal bolus expelled

as the vehicle-treated animals.
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Figure 10 Effect of the cocrystal on the locomotor activity of mice, assessed by the open field
test.: number of crossings, number of rearings, number of groomings and number of fecal
bolus. Mice (n = 8 / group) were orally treated with curcumin in the effective dose of 50
mg/kg (Curc 50) and sub-effective dose of 0.3 mg/kg (Curc 0.3), n-acetylcysteine at 0.3
mg/kg (Nac 0.3), curcumin+N-acetylcysteine physical mixture in a 1:1 M ratio (Mix) at 0.3
mg/kg, and cocrystal at 0.3 mg/kg (Cocrystal 0.3), 1 h prior to the test. Indomethacin (10
mg/kg, p.o.) was used as the positive control and the negative control group received the
vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80) used to dissolve the substances used (10 ml/kg,
p.o.). Mean = S.E.M. One-way ANOVA.
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Moreover, in the rota-rod test (Table 2), mice treated with indomethacin (10 mg /
kg), Nac (0.3 mg / kg), curcumin at 0.3 and 50 mg/kg, cocrystal (0.3 mg / kg), or the physical
mixture of curcumin+Nac (Mix, 0.3 mg/ kg) presented the same permanence time (s) and
number of falls as the vehicle-treated animals. These results are particularly interesting, since
none of the substances at the tested doses elicited an impairment in the locomotor activity
neither in the motor coordination of mice, which could trigger false positive results in the

behavioral tests 4!

Table 2 Effect of the cocrystal on the motor coordination of mice, assessed by the
rota-rod test. The animals were treated orally with Vehicle (0.9% NaCl + 1% polissorbate 80),
Indomethacin (10 mg / kg), curcumin (Curc 0.3) in the sub-effective dose (0.3 mg/kg),
curcumin (Curc 50) at the effective dose (50 mg/kg), Cocrystal (0.3 mg/kg), n-acetylcysteine
(Nac 0.3) (0.3 mg / kg) and Curc+Nac physical mixture (Mix) in a 1:1 M ratio (0.3 mg/kg) 1 h
before the test. The results are shown as mean £ S.E.M. and were analyzed by one-way

ANOVA.

Group Length of stay Number of falls
(s)

Vehicle 299.3 +£0.75 0.12+0.12
Indomethacin 299.3+£0.49 0.25+0.16
Cocrystal 2973+ 1.46 0.37+0.26
Curc 50 296.6 + 2.36 0.25+0.16

Curc 0.3 300.0 0.0

Nac 300.0 0.0

Mix 300.0 0.0

BCONCLUSIONS

In conclusion, our results show that the formation of curcumin-Nac cocrystal using GAS

method with scCO; successfully occurred. The results demonstrate the improvement in
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cocrystal solubility compared to pure curcumin, related to a new weaker crystalline structure.
Consequently, an increase in curcumin anti-inflammatory potency was observed
experimentally, which could be due to an improvement in its bioavailability and/or synergistic
interaction with Nac. Our results point to the curcumin-Nac cocrystal as a promising new anti-

inflammatory agent, considering the positive in vitro and in vivo results achieved.
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CAPITULO 5

5 CONCLUSAO E SUGESTOES

l concLusAO

A cocristalizacdo utilizando tecnologia supercritica com uso de didéxido de carbono
supercritico como antissolvente pela metodologia GAS foi realizada com sucesso. A
confirmacao se deu pelos testes de DSC, DRX e SEM, onde ¢ possivel concluir que ocorreu a
formagao de um cocristal. Este cocristal demonstrou aumento significativo na solubilidade em
todos as solugdes testadas, o que pode aumentar a biodisponibilidade da curcumina.

No teste de atividade anti-quimiotaxica in vitro, o cocristal demonstrou atividade
superior a curcumina pura e ao coformador em todas as concentragdes testadas, indicando um
potencial anti-inflamatorio superior & curcumina pura.

A partir dos testes in vivo, € possivel concluir que a atividade anti-inflamatéria da
curcumina foi potencializada pela cocristalizagdo, uma vez que a dose minima efetiva do
cocristal nos testes foi menor (~166 vezes) que a dose efetiva de curcumina pura.
Adicionalmente, no teste de edema de pata induzido por carragenina, o efeito anti-
inflamatério do cocristal manteve-se significativo por um periodo maior que o da curcumina
pura, o que indica que a cocristalizag¢do resulta em uma melhoria no perfil farmacocinético da
curcumina, possivelmente associada & maior biodisponibilidade e tempo de meia vida. Esse
resultado ¢ corroborado pela atividade da enzima mieloperoxidase (indicativa de infiltragao
neutrofilica) no tecido plantar dos animais tratados com o cocristal, que ndo apresentaram o
aumento significativo na atividade enzimatica observado no grupo de animais tratados com a

curcumina pura.
B SUGESTOES

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

Verificar perfis de dissolucdo in vivo;

Realizar estudo farmacocinético completo do cocristal;

Testar o potencial do cocristal sobre pardmetros de estresse oxidativo in vivo;
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Verificar o efeito do cocristal em modelos de doengas neurodegenerativas, como
doenca de Parkinson e Alzheimer.

Verificar o poténcia antioxidante do cocristal;
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APENDICE A - Curva de calibracdo da curcumina e varredura da N-acetilcisteina,

nicotinamida e piperina
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Figura 1 — Curva de calibragdo média da curcumina obtida por espectrofotometria UV.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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