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RESUMO

A baixa solubilidade em agua faz com que grande parte das novas moléculas descobertas
com grande potencial farmacoldgico pouquissimas cheguem a fase de comercializacdo. Uma
forma de melhora-la assim como outras propriedades (estabilidade fisica e quimica, velocidade
de dissolucéo e biodisponibilidade oral), € por meio da obtencdo de cocristais farmacéuticos,
que séo definidos como cristais que se constroem a partir de dois componentes ou mais, estando
no estado solido em condicdes ambiente, sendo um farmaco e um coformador, que é uma
substancia ndo prejudicial a satde, podendo ser, inclusive outro farmaco. As publicacGes sobre
cocristalizacéo tém crescido nos Gltimos anos devido a melhora das propriedades dos farmacos
e a possibilidade de obtencdo de patentes. O farmaco escolhido para este trabalho é o
norfloxacino, que possui baixa solubilidade aquosa e permeabilidade, o que o torna de interesse
para esse estudo. O método de sintese escolhido foi 0 mecanoquimico, que vem ganhando
bastante destaque por conta da reprodutibilidade e por ser um método verde. Foram obtidos
cocristais utilizando os coformadores propostos, acido isonicotinico, &cido nicotinico, acido
picolinico e sacarina, os quais foram caracterizados por analise térmica, espectrometria
vibracional de absorcdo na regido do infravermelho e difratometria de raios X do p6 e suas
estequiometrias confirmadas pelo diagrama de fases binario. Também foram realizados os
ensaios de solubilidade aquosa e em tampdes pH 3,0; 6,1 e 8,5. Obtendo-se aumento na
solubilidade aquosa para todos os cocristais obtidos, ndo observando aumento significativo para
pH 3,0 com excec¢do do sistema com &cido picolinico que aumentou 3 vezes, um aumento em
pH 6,1, com excecdo do sistema com acido picolinico que ndo houve mudanca significativa e
uma diminuicdo da solubilidade em pH 8,5 para todos os cocristais obtidos. Além da avaliacdo
microbioldgica para afericdo da poténcia dos cocristais com &cido isonicotinico e sacarina,
frente ao micro-organismo Staphylococcus epidermidis, mostrando que a atividade do

norfloxacino néo foi afetada pela cocristalizagao.

Palavras-chave: Cocristais. Analise Térmica. Norfloxacino.



ABSTRACT

The low solubility in water causes most of the new molecules discovered with great
pharmacological potential, very few reach the commercialization stage. One way to improve it,
as well as other properties (physical and chemical stability, speed of dissolution and oral
bioavailability), is by obtaining pharmaceutical cocrystals, which are defined as crystals that
are built from two or more components, being in the solid-state under ambient conditions, being
a drug and a coformer, which is a substance that is not harmful to health, and may even be
another drug. Publications on cocrystallization have grown in recent years due to improved
properties of drugs and the possibility of obtaining patents. The drug chosen for this work is
norfloxacin, which has low aqueous solubility and permeability, which makes it of interest for
this study. The method of synthesis chosen was mechanochemical, which has been gaining
prominence due to its reproducibility and because it is a green method. Cocrystals were
obtained using the proposed coformers, isonicotinic acid, nicotinic acid, picolinic acid, and
saccharin, which were characterized by thermal analysis, vibrational absorption spectrometry
in the infrared region and powder X-ray diffractometry and their stoichiometries confirmed by
the phase diagram binary. The aqueous solubility tests and pH 3.0 buffers were also performed;
6.1 and 8.5. Obtaining an increase in aqueous solubility for all crystals obtained, not observing
a significant increase for pH 3.0, except for the system with picolinic acid which increased 3
times, an increase in pH 6.1, except for the system with picolinic acid, which there was no
significant change and a decrease in solubility at pH 8.5 for all cocrystals obtained. In addition
to the microbiological evaluation to measure the potency of the cocrystals with isonicotinic acid
and saccharin, against the microorganism Staphylococcus epidermidis, showing that the

activity of norfloxacin was not affected by cocrystallization.

Keywords: Cocrystals. Thermal analysis. Norfloxacin.
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1. INTRODUCAO
1.1.  COCRISTAIS

Pelo menos 40% dos farmacos aprovados e 90% em fase de desenvolvimento possuem
baixa solubilidade aquosa, sendo um dos maiores problemas que a industria farmacéutica
enfrenta no langamento de novos farmacos (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).
Devido a isso estudar estratégias de melhoré-la, € de extrema importancia. Uma maneira de
modificar a solubilidade assim como outras propriedades fisico-quimicas (estabilidade fisica e
quimica, velocidade de dissolucdo e biodisponibilidade oral), bem como gerar uma diminuicédo
da toxicidade e aumento da eficiéncia terapéutica, é por meio da formagdo de cocristais
farmacéuticos (CHAUDHARI et al., 2019; KAVANAGH et al., 2018; ROCHA et al., 2016).
Abordagem que vem ganhando destaque nos ultimos anos, como visto na Figura 1, ao pesquisar
em bases de dados, Scopus e Scifinder, os termos “Cocrystal” e “Pharmaceutical Cocrystal”,
observa-se um crescimento pronunciado das publica¢@es sobre o tema. Além das melhorias que
costuma agregar aos APIs (do inglés: Active Pharmaceutical Ingredient — Ingrediente
Farmacéutico Ativo), cocristais podem atender requisitos de patenteabilidade (HOFFMAN;
LINDEMAN, 2012; THIPPARABOINA et al.,, 2016) o que os faz comercialmente

interessantes.
PUBLICACOES NOS ULTIMOS 15 ANOS
—&—Cocrystal (Scifinder) = Cocrystal (Scopus)
Pharmaceutical Cocrystal (Scifinder) =s¢=Pharmaceutical Cocrystal (Scopus)
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Figura 1 — Evolugdo do nimero de publicagfes sobre cocristais nos dltimos 15 anos.
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Cocristais farmacéuticos podem ser definidos como cristais que se formam a partir de
dois ou mais componentes organicos sélidos em condi¢des ambientes em proporcGes
estequiométricas, Figura 2, sendo um API, e um formador de cocristal (coformador),
interagindo ndo-covalentemente, principalmente por ligac6es de hidrogénio (DOUROUMIS;
ROSS; NOKHODCHI, 2017; KAVANAGH et al., 2018; ROCHA et al., 2016).

\ \_/[\_/\ 4
S = VARVARVARY
VA A A

Cocristal

API Coformador

Figura 2 - Representacao esquematica de um Cocristal.

1.2. SINTONS SUPRAMOLECULARES

Interacbes intermoleculares orientam a formacdo de cocristais. As interaces mais
comuns que ocorrem entre APIs e coformadores costumam ser ligacbes de hidrogénio,
entretanto, interagdes de Van der Waals, empilhamento
n— = e ligagdes de halogénio (CX---X) (BLAGDEN et al., 2007; CINCIC; FRISCIC; JONES,
2008; METRANGOLO et al., 2008; SAHA; NANGIA; JASKOLSKI, 2005) também tem se

demonstrado significativas para a formacao de sintons supramoleculares (ROCHA et al., 2016).

Um conceito de engenharia de cristais muito utilizado no entendimento da estrutura de
cocristais é a formacao de sintons supramoleculares, que sdo definidos como arranjos espaciais
de interagdes intermoleculares que incorporam as caracteristicas de reconhecimento geométrico
e quimico das moléculas. Nos cocristais pode-se observar a formacdo de homosintons e
heterosintons, sendo o primeiro formado por grupos funcionais iguais e o segundo por
diferentes (NAJAR; AZIM, 2014; ROCHA et al., 2016), como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Alguns sintons supramoleculares: Homosintons — a) &cido-amida; b) &cido-acido dimero e
c) acido-4acido catemer e Heterosintons — d) acido-amida e e) acido-piridina.

1.3. BSC - SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

O BCS (do inglés: Biopharmaceutics Classification System), & uma ferramenta do FDA
(do inglés: Food and Drug Administration) criada a partir dos estudos de Amidon (AMIDON
et al., 1995; BENET, 2013), que categoriza 0s farmacos em 4 classes de acordo com a sua
solubilidade aquosa e permeabilidade, capacidade de atravessar biomembranas
(SATHISARAN; DALVI, 2018), como apresentado na Figura 4. Atualmente estima-se que,
dos novos APIs relatados, entre 60-70% s&o de classe Il e 1V, ou seja, apresentam baixa
solubilidade (CHAUDHARI et al., 2019).
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Figura 4 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS).

Essa baixa solubilidade aquosa de farmacos podem provocar problemas nos processos de
desenvolvimento de novas formulacGes, assim como baixa absorcdo e biodisponibilidade
(CHAUDHARI et al., 2019; SATHISARAN; DALVI, 2018). O que torna tdo importante a

busca por novas abordagens capazes de melhora-la.

1.4. APl - NORFLOXACINO (NOR)

O norfloxacino (NOR), Figura 5, é classificado como classe IV do BCS, significando que
apresenta baixa solubilidade aquosa e baixa permeabilidade (BREDA et al., 2009), o que o
torna interessante para esse tipo de estudo. NOR € um antibi6tico de amplo espectro e
fluoroguinolona de 22 geragao, que inibe a atividade da DNA-girase, impedindo a replicagao
bacteriana do DNA, sendo eficaz contra bactérias aerébicas Gram-positivas e Gram-negativas,
muito utilizado principalmente no tratamento de infecgdes do trato urinario, mas também de
doencas sexualmente transmissiveis, prostatite, infecces da pele e dos tecidos moles
(BEARDEN; DANZIGER, 2001; DE SOUZA, 2005; HOLMES; BROGDEN; RICHARDS,
1985; VILA, 2005). No entanto, principalmente devido a sua baixa solubilidade e dificuldade
de atravessar biomembranas, 0 NOR precisa ser administrado em altas doses, 0 que aumenta a
possibilidade de os pacientes sofrerem com seus efeitos adversos, como ruptura de tendéo e
problemas hepaticos (BEARDEN; DANZIGER, 2001; CORRADO et al., 1987; HOLMES;
BROGDEN; RICHARDS, 1985; NORRBY, 1991). Dessa forma, melhorando as propriedades
fisico-quimicas do NOR, além de aperfeicoar suas aplicacbes farmacoldgicas, ainda podera

reduzir seus efeitos adversos.
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OH

Figura 5 - Férmula estrutural plana do norfloxacino.

Na literatura ndo ha muitos trabalhos com cocristais de NOR. Dos encontrados, pode se
destacar o cocristal/solvato reportado por Basavoju e colaborados (2006) com Isonicotinamida
e cloroférmio, obtido por evaporacéo de solvente, que teve uma solubilidade 3 vezes maior que
0 API isolado. Velaga e colaboradores (2008) sintetizaram um cocristal de um sal de sacarina
(Norfloxacin saccharinate-saccharin dihydrate), o qual também foi obtido por evaporacéo de
solvente, obtendo-se um monocristal, embora segundo os autores, a obtencdo ndo pode ser
reproduzida. Recentemente Ferreira e colaboradores (2018), reportaram um cocristal com
Riboflavina, obtido pelo método mecanoquimico.

1.5. COFORMADORES

Formadores de cocristais ou coformadores devem ser substancias ndo prejudiciais a
salde, sendo escolhidos de acordo com a presenca de grupos funcionais capazes de interagir
com o API, podendo ser selecionados na lista do GRAS (do inglés: Generally Recognized as
Safe — Geralmente Reconhecido como Seguro) do FDA, que contém substancias bem estudadas,
inclusive aditivos alimentares, que podem ser utilizadas de forma segura. Além disso, outros
APIs também podem ser utilizados como coformadores (KORANNE et al., 2019; ROCHA et
al., 2016).

Para este trabalho, além de atentar para substancias ndo prejudiciais a saude e de
preferéncia pertencentes a lista do GRAS, segundo Huang e colaboradores %% o norfloxacino
tende a interagir com &cidos aromaticos obtendo um aumento da solubilidade. Sabendo-se
disso, os coformadores escolhidos para esse trabalho foram os isbmeros acidos isonicotinico
(INCA), nicotinico (NCA) e picolinico (PCA), e a sacarina (SAC), férmulas estruturais
apresentadas na Figura 6, todos bem comuns na literatura para cocristalizagcdo (BRITTAIN,
2011; FELLOWS; PRIOR, 2017; GANDURI et al., 2017; ROCHA et al., 2016).
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Figura 6 - Formulas estruturais planas dos coformadores &cido isonicotinico, acido nicotinico, acido
picolinico e sacarina.

Derivados de INCA sdo amplamente utilizados na area farmacéutica, como as hidrazinas
de &cido isonicotinico que séo usadas no desenvolvimento de farmacos antituberculosos e na
inibicdo do mosquito transmissor da maléaria (BHATIA et al., 2019; SOMPHON; HALLER,
2013). O NCA, também conhecido como niacina, € uma vitamina do complexo B (B3), que
possui propriedades modificadoras de lipidios, contra aterosclerose e reduz significativamente
riscos cardiovasculares, além de ser convertido em nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD),
um intermediario na transferéncia de elétrons (producédo de energia - metabolismo) (GOYAL,;
RANI; CHADHA, 2018; VARGOVA et al., 2004). O NCA e o PCA, sdo compostos benéficos
para o corpo humano, participando de varios processos bioguimicos essenciais, sendo formados
como produtos de degradac&o do triptofano (SOMPHON; HALLER, 2013; VARGOVA et al.,
2004). E a SAC é um adogante artificial ndo calérico, descoberto acidentalmente por um
estudante em 1879 (OSER, 1985).

1.6. FORMAS SOLIDAS

Além dos cocristais existem outros tipos de formas solidas, que possibilitam mudancas
nas propriedades de um API, Figura 7, como coamorfos, que se diferem de cocristais apenas
pelo arranjo cristalino (WU et al., 2019); misturas eutéticas, que podem ser definidos como
solugdes solidas possuindo o ponto de fuséo inferior do que os componentes isolados e que ndo
tem estrutura cristalina continua (CHERUKUVADA; NANGIA, 2014); sais que sdo formados

por compostos sélidos idnicos ou eletrovalentes (SHAIKH et al., 2018); polimorfos que séo
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uma fase cristalina de um composto que possui pelo menos dois arranjos diferentes das
moléculas desse composto no estado solido (BROG et al., 2013; SAIFEE et al., 2009; SHAIKH
et al., 2018) e solvatos/hidratos que sdo compostos sélidos que possuem moléculas de solvente
em sua estrutura cristalina (BROG et al., 2013; HEALY et al., 2017a).
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Figura 7 - Representacéo esquematica de formas solidas.

1.7. METODOS DE SINTESE

Existem vérias técnicas de obtencdo de cocristais, como cocristalizacdo por ultrassom,
conversao slurry, transformacdo mediada por solvente, geracdo de cocristais por humidade,
entre outras (AHER et al., 2010; FUCKE et al., 2012; SATHISARAN; DALVI, 2018). Duas
muito utilizadas e muito eficientes sdo o método mecanoquimico e a cristalizacdo por
evaporacéo de solvente. A evaporacdo lenta de solvente, visa a obtencdo de cristais, preparados
a partir de uma solucdo supersaturada evaporando lentamente em condi¢cGes ambientais
(SATHISARAN; DALVI, 2018). O método de escolhido para este trabalho, foi o
mecanoguimico, que consiste na moagem, da mistura dos reagentes em fase solida, usando um
moinho vibratorio de bolas. Esse método vem ganhando consideravel destaque, devido ao fato
de possibilitar a utilizacdo de pouco ou nenhum solvente, 0 que vai ao encontro dos principios
da quimica analitica verde (ACHAR; BOSE; MAL, 2017), bem como permitir usar pequenas

quantidades de reagentes.
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1.8. CARACTERIZACAO DE COCRISTAIS
1.8.1. ANALISE TERMICA

A andlise térmica é amplamente utilizada na caracterizacao de farmacos sendo possivel
acompanhar mudancas fisicas e/ou quimicas das amostras bem como o estudo de polimorfismos
(BROG et al., 2013; CAIRA, 2008; GIRON, 1998; QIU et al., 2017). Neste trabalho foram
utilizadas a termogravimetria e analise térmica diferencial simultaneas (TG-DTA) e a

calorimetria exploratoria diferencial (DSC), com sistema de microscépico acoplado.

1.8.1.1. TERMOGRAVIMETRIAE ANALISE TERMICA DIFERENCIAL
SIMULTANEAS (TG-DTA)

As curvas TG-DTA, foram obtidas com o intuito de analisar e comparar a estabilidade
térmica, dos cocristais obtidos e de seus precursores, assim como determinar o comportamento
térmico, como por exemplo perdas de massa, perfil de decomposicdo, teor de solventes
residuais, entre outros. A Termogravimetria € muito utilizada em conjunto com as curvas DTA

e DSC, para um melhor entendimento dos eventos observados.

1.8.1.2. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)
COM SISTEMA DE MICROSCOPIO

A analise de DSC pode ser realizada com o objetivo de observar se houve interacdo
entre API e coformador, para tanto é observado o ponto de fusdo do possivel cocristal formado,
no caso de haver deslocamento em relacdo aos compostos isolados. Além da possibilidade da
construcdo de diagramas de fase binarios utilizando os valores de ponto de fusdo. Também
sendo possivel observar outros eventos endo e exotérmicos, como cristalizacdes e transicdes de
fase que os reagentes e os cocristais formados podem apresentar. As imagens de DSC-
microscopia obtidas com o sistema de microscopio podem permitir observar eventos visiveis

apresentados pela curva DSC, possibilitando relacionar eventos endo e exotérmicos as imagens.
1.8.1.2.1. DIAGRAMA DE FASE BINARIO

Diagramas de fases binarios podem ser utilizados para confirmar a obtencdo e a
estequiometria de cocristais e de eutéticos, a partir das diferencas em seus pontos de fuséo
(CHERUKUVADA; GURU ROW, 2014). Sdo construidos a partir das temperaturas Solidus e
Liquidus de varias fragdes molares de dois compostos. A temperatura Solidus é a temperatura

obtida quando comeca o processo de fusdo, abaixo dessa linha 0os compostos estdo no estado
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solido, sendo determinada experimentalmente pela temperatura onset do primeiro pico de fusdo
na curva DSC, e a temperatura Liquidus é a temperatura obtida quando toda a substancia esta
liquida, que é determinada pelo ponto méaximo do dltimo pico na curva DSC. O diagrama de
fase binario de uma substancia que apresenta a forma de “V” indica a formagao de uma mistura
eutética (Figura 8a), quando ha a formacé&o de cocristal observa-se a formacéo de duas misturas
eutéticas, o primeiro entre o coformador e a nova espécie formada (cocristal) e o segundo entre
o cocristal e o farmaco, o grafico entdo apresenta um formato caracteristico de “W” (Figura 8b)
(CHERUKUVADA; GURU ROW, 2014; LI et al, 2014; LORENZ; SEIDEL-
MORGENSTERN, 2002).

a) Farmaco (A) b) Farmaco (A)
Coformador (B) Qofqrmador (B) L
Liquido (L) Liquido (L)
Cocristal
K A+L
B+L
A+L o
Eutético 2
- B+L
Eutético AB +A
B+A B+ AB Eutético 1

Figura 8 - Diagramas de fase binarios caracteristicos de a) uma mistura eutética e b) um cocristal.

1.8.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (1V)

Nesse trabalho foi utilizada a espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho
(IV), que fornece informagdes estruturais de uma molécula, permitindo identificar grupos
funcionais e, no caso dos cocristais, analisar quais grupos estdo envolvidos nas interagdes entre

farmaco e coformador.
1.8.3. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

A difratometria de raios X tem sido utilizada para determinar estruturas cristalinas e,
na industria farmacéutica, € muito comum utilizar a difratometria de raios X do p6, uma
técnica ndo-destrutiva e que costuma ser usada para avaliar a cristalinidade, caracterizar
polimorfos e solvatos, e no estudo de transi¢Oes de fases cristalina. Nos cocristais é possivel
observar o surgimento de novos e/ou desaparecimento de picos, em comparagao aos
difratogramas do API e do coformador isolados, sendo uma técnica de grande importancia

para a identificagéo e caracterizagio de cocristais.
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Figura 9 - Avaliacdo da poténcia microbioldgica do NOR-SAC.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Com os dados apresentados conclui-se a formagéo de um hidrato de norfloxacino, com
estrutura do sesquidrato ja reportado na literatura. Alem de um novo solvato com etanol, que
ao perder o solvente gera o polimorfo C do NOR, e sofre uma transi¢ao sélido-solido, ainda
ndo reportada, para a forma A, confirmando a relagdo enantiotrdpica entre os polimorfos C e A
do NOR.

Foi realizado o estudo dos coformadores escolhidos e constatou-se que o processo de

moagem ndo gera polimorfismos nem solvatos.

A sintese mecanoquimica se mostrou eficiente para a obtencdo dos cocristais NOR-
INCA, NOR-NCA, NOR-PCA e NOR-SAC.

A sintese com solvente se mostrou mais efetiva, em especial para os sistemas NOR-
PCA e NOR-SAC.

A anélise térmica foi fundamental na determinacdo da estequiometria dos cocristais

obtidos, pela construcdo dos diagramas de fase binérios.

As curvas DSC dos sistemas NOR-PCA e NOR-SAC sem solvente, apresentam eventos
exotérmicos que se mostraram ser relacionados a um processo de cocristalizacdo, ou seja, 0

cocristal € formado com tratamento térmico.

As andlises das misturas fisicas ajudaram a entender o processo de cocristalizagdo dos

sistemas.

A cocristalizacdo aumentou a solubilidade aquosa em todos 0s casos, com destaque para
os sistemas NOR-INCA e NOR-NCA, que obtiveram uma melhora de mais de 70 vezes,

mostrando que a formag&o de cocristais aumenta a solubilidade de farmacos.

A solubilidade em pH 6,1 aumentou nos sistemas NOR-INCA, NOR-NCA e NOR-
SAC. Todos o0s casos obtiveram uma diminuicdo em pH 8,5. E o sistema NOR-PCA né&o

apresentou mudanca significativa em pH 3,0.

A poténcia do farmaco nédo foi comprometida para os sistemas estudados, NOR-INCA
e NOR-SAC, o que comprova que a formagéo de cocristais melhora a solubilidade aquosa sem

interferir na atividade microbioldgica do farmaco.
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