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RESUMO

Tendo em vista a necessidade de se melhorar as propriedades fisico-
guimicas de farmacos por parte da industria farmacéutica, a cocristalizacao atua
como um novo método capaz de melhorar tais propriedades, dentre elas a
solubilidade aquosa. Uma vez que o Ciprofloxacino (CIP) pertence a classe 4 do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, o que significa que 0 mesmo
apresenta baixa solubilidade aquosa e baixa permeabilidade em biomembranas,
0 presente trabalho descreve a sintese e caracterizagdo dos cocristais deste
antibidtico. Os coformadores acido pirazindico (APZ), acido p-aminobenzdico
(PABA), acido nicotinico (ANC) e acido isonicotinico (AINC) foram escolhidos,
devido a possiveis estabelecimentos de sintons com o API. Os cocristais foram
obtidos através de meétodo mecanoquimico (moagem a seco e assistida por
solvente), com o auxilio de um moinho de bolas. A caracteriza¢do dos cocristais
foi realizada através das seguintes técnicas: calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), termogravimetria e analise térmica diferencial simultdnea (TG-DTA),
espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho (IV) e
difratometria de raios X do p6 (DRXP). Através da andlise térmica,
espectroscopica e difratométrica foi possivel verificar a formacédo de trés
cocristais e um sal, nas razfes estequiométricas 1:1 (mol/mol), com e sem
adicdo do solvente etanol. Além disso, foram construidos diagramas de fase
binarios, variando-se as razdes molares entre API e coformador, afim de utilizar
tal método para reafirmar a formacao de cocristais. Um método de determinacéo
analitica quantitativa do principio ativo foi validado neste trabalho e um estudo
da solubilidade dos cocristais formados entre o APl e os &cidos nicotinico e
isonicotinico foi realizado, verificando um aumento na solubilidade aguosa e em
sistema tamponado de pH 6,8 para os cocristais em relagdo ao precursor CIP.
Dessa forma, os cocristais formados foram capazes de uma melhoria nas

propriedades fisico-quimicas do antibiético utilizado nesse estudo.

Palavras-chave: Ciprofloxacino. Cocristal. Analise térmica.



ABSTRACT

In view of the need of improving physicochemical properties of drugs by
the pharmaceutical industry, cocrystallization acts as a new method capable of
improving such properties, among them the aqueous solubility. Since
Ciprofloxacin (CIP) belongs to Class 4 of the Biopharmaceutics Classification
System, which means that it has low aqueous solubility and low permeability in
biomembranes, the present work describes the synthesis and characterization of
the cocrystals of this antibiotic. The pyrazinoic (APZ), p-aminobenzoic (PABA),
nicotinic (ANC) and isonicotinic (AINC) acids coformers were chosen due to
possible synthons establishments with the API. The cocrystals were obtained by
mechanochemical method (dry milling and liquid-assisted grinding), with the aid
of a ball mill. The characterization of the cocrystals was carried out using the
following techniques: differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry
and simultaneous differential thermal analysis (TG-DTA), infrared spectroscopy
(IR) and powder X-ray diffractometry (PXRD). Through the thermal,
spectroscopic and diffractometric analysis it was possible to verify the formation
of three cocrystals and one salt, in the 1:1 (mol/mol) stoichiometric ratios with and
without the addition of the ethanol. In addition, binary phase diagrams were
constructed by varying the molar ratios between API and coformer in order to use
such a method to reaffirm the formation of cocrystal. A method of quantitative
analytical determination of the drug was validated in this work and a study of the
solubility of the cocrystals formed between the API and the nicotinic and
isonicotinic acids was carried out, verifying an increase in the aqueous solubility
and in a buffered system of pH 6.8, comparing the cocrystals with the precursor
CIP. Thus, the formed cocrystals were capable of an improvement in the

physicochemical properties of the antibiotic used in this study.

Keywords: Ciprofloxacin. Cocrystal. Thermal Analysis.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS
Figura 1.1 — Representacao esquematica das estruturas das formas sélidas de APls.24
Figura 1.2 — Representacéo de algumas intera¢des entre grupos funcionais. .............. 26

Figura 1.3 — Namero de publicagdes referentes a “cocrystal” nos ultimos 15 anos. .....27

Figura 1.4 — Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS). .......ccccceveereeriernieeneenne 28
Figura 1.5 — Quinolonas de primeira e segunda geracao. ........c.ccocvevevveeerveercrveescreeenenens 29
Figura 1.6 — Férmula estrutural quimica do ciprofloxacino. .........ccccceeeeeveenieccieeceeee, 30
Figura 1.7 — Férmulas estruturais dos coformadores utilizados neste estudo. .............. 33
CAPITULO Il — SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COCRISTAIS DE

CIPROFLOXACINO

Figura 2.1 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-ANC. ..41
Figura 2.2 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-ANC.................. 43
Figura 2.3 — Sugestao de formacao de sinton supramolecular para o sistema CIP-
AN ettt ettt sttt s b ettt e e bt e e e bt e e s be e e aat e e s baeesbeeenareeea 44
Figura 2 4 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-ANC....45
Figura 2.5 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-ANC (15Hz)
aquecido em diferentes tEMPEratUIAS. ........ccveecveeiieieiieeecree e e s sre e e sraeesareeens 46
Figura 2.6 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-AINC...47
Figura 2.7 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-AINC................. 49
Figura 2.8 — Sugestao de formacao de sinton supramolecular para o sistema CIP-
AINC . ettt ettt e e ettt e e s a bt e e e et e e e e be et e e e b et e e e snb et e e e aabraee s 49
Figura 2.9 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-AINC...50
Figura 2.10 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-AINC / EtOH
(15H2z) aquecido em diferentes tEMPEraturas. .........cccveevveeeiveeeieeeciee e e sree e 51
Figura 2.11 — Estudo da variagcdo do tempo de MOoagem.........cccceeveereerieeeneesveenieeneennns 52
Figura 2.12 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-APZ....53
Figura 2.13 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-APZ. ............... 54
Figura 2.14 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-APZ. .56
Figura 2.15 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-APZ (30Hz)
aquecido em diferentes tEMPEratUIAS. ........cc.eveiieeeiiieiieeeree ettt e e see e eeeesreeeseeeenneeeens 57
Figura 2.16 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-APZ / EtOH

(30Hz) em temperatura ambiente e aquecido até 215°C. .......ccccccevvveeieenienieeriesie s 58



Figura 2.17 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-PABA. 58

Figura 2. 18 — Imagens registradas por DSC-fotovisual durante aquecimento da

amostra de CIP-PABA (15 HzZ). ..ot 60
Figura 2.19 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-PABA.............. 61
Figura 2.20 — Sugesté&o de formacéo de sal para o sistema CIP-PABA...........ccccceeueene. 62

Figura 2.21 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-PABA.

............................................................................................................................................... 63
Figura 2.22 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-PABA (15Hz)
aquecido em diferentes tEMPEIatUIAS. ........ccveeeveereieeeiiee e eeeesee e e reesreeesreeesseeeens 64
Figura 2.23 — Diagrama de fase binario de CIP-ANC..........cccccevieiieriie e 65
Figura 2.24 — Diagrama de fase binario de CIP-AINC..........cccccooievieriieeieecie e 66
Figura 2.25 — Diagrama de fase binario de CIP-PABA..........cccooeivieiiieeceecie e 67

CAPITULO Il = ADEQUACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
QUANTITATIVO

Figura 3.1 — Espectro de absor¢do no UV da solugdo de ciprofloxacino 4,0 pg mL™...76
Figura 3.2 — Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico...................... 76

Figura 3.3 — Curva analitica, equacao da reta e coeficiente de correlacdo obtidos

atraves do MELOAO PrOPOSIO. ...ccccueeieiiieciie et ettt et e e rere e st e e sre e e ste e etaeesreeeseseeesseenns 78
Figura 3.4 — Seletividade para o sistema CIP-AINC..........ccccevvieiceiecree e, 82
Figura 3.5 — Seletividade para o0 sistema CIP-ANC.........cccccoiiviieiieieciee e, 82
Figura 3.6 — Seletividade para o0 sistema CIP-APZ. .........ccoovevvieicieieiee e, 83
Figura 3.7 — Seletividade para o sistema CIP-PABA..........ccccoovie i, 83

CAPITULO IV - ESTUDO DE SOLUBILIDADE
Figura 4.1 — Solubilidade do ciprofloxacino e seus cocristais em sistema aquoso e

tampéo pH 6,8 apds 6, 12, 18 € 24 horas N0 ShaKEr . ........ccccevveeeeieecee e, 92



LISTA DE TABELAS

CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

CAPITULO Il - SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COCRISTAIS DE
CIPROFLOXACINO

Tabela 2.1 — Caracteristicas distintivas de eutéticos e COCIiStais. ..........c.cceververerereennene. 37
Tabela 2.2 — Descricdo da procedéncia e pureza dos reagentes utilizados, bem como
SUAS rESPECHIVAS SIGIAS. ..cuviieiiiiiiiie et cee ettt et e e rre e st e e st e e s e e ssaeesreeesnseeeneeeens 38
Tabela 2.3 — Proporcdes e temperaturas utilizadas na construcéo do diagrama de fase
DINANIO dE CIP-ANC. ...ceiiiieeieee ettt 65
Tabela 2.4 — Proporcdes e temperaturas utilizadas na construcéo do diagrama de fase
DINANIO dE CIP-AINC. ..ottt 66
Tabela 2.5 — Proporcdes e temperaturas utilizadas na construcéo do diagrama de fase
08 CIP-PABA. ...ttt sttt ettt e b e she e st st enab e sabe e bt e saaesateens 67

CAPITULO Il = ADEQUACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO

QUANTITATIVO

Tabela 3.1 — Parametros a serem considerados na validagcéo analitica............c............ 71
Tabela 3.2 — Obtencéo da curva de RINGDOM. .......c.ccooiiiiiiiiiece e 72
Tabela 3.3 — Valores obtidos na construcéo da curva de Ringbom pelo método
proposto, no comprimento de oNda de 277 NM.......coocveeiieieciee e e 77
Tabela 3.4 — Valores de absorbancia determinados para a curva analitica.................... 78
Tabela 3.5 — Valores obtidos para determinar a precisdo do método...........ccccccuveennnnns 79
Tabela 3.6 — Valores obtidos para determinar a precisdo entre analistas...................... 79
Tabela 3.7 — Valores obtidos para determinar a exatiddo do método...........ccccccvveennennns 79
Tabela 3.8 — Valores obtidos para a robustez na auséncia de filtragao. .............c.c........ 80

Tabela 3.9 — Valores obtidos para a robustez realizando analises com o comprimento
de oNda MAXIMO A€ 275 NIM....uiiiiiiieiiieeie ettt sttt et esaeesnteesseesseesnseens 80

Tabela 3.10 — Valores obtidos para a robustez utilizando uma solu¢do de HCI 0,08 M.

Tabela 3.11 — Determinagé&o do teor de ciprofloxacino nas amostras de cocristal........ 84



CAPITULO IV - ESTUDO DE SOLUBILIDADE

Tabela 4.1 — Valores das absorbéncias de ciprofloxacino em diferentes solventes na

CONCENTAGAOD 4 UG ML ™. oottt s s 89
Tabela 4.2 — Solubilidade do ciprofloxacino apds 6 horas de experimento.................... 89
Tabela 4.3 — Solubilidade do ciprofloxacino apds 12 horas de experimento. ................ 89
Tabela 4.4 — Solubilidade do ciprofloxacino apds 18 horas de experimento. ................ 90
Tabela 4.5 — Solubilidade do ciprofloxacino apds 24 horas de experimento. ................ 90
Tabela 4.6 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC ap6s 6 horas de experimento. ........... 90
Tabela 4.7 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC ap6s 12 horas de experimento. ......... 90
Tabela 4.8 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC ap6s 18 horas de experimento. ......... 90
Tabela 4.9 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC ap6s 24 horas de experimento. ......... 91
Tabela 4.10 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apds 6 horas de experimento. ........ 91

Tabela 4.11 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apds 12 horas de experimento.......91
Tabela 4.12 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apds 18 horas de experimento....... 91
Tabela 4.13 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apds 24 horas de experimento.......91

ANEXO A — ATRIBUICAO DE BANDAS DE INFRAVERMELHO PARA OS
COMPOSTOS PUROS E SISTEMAS

Tabela A.1 — Atribuicdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema
CIP-ANC. ettt et et e sttt e s a bt e sbe e e s bt e e sabe e e bte e sbe e e sabeeenaeeeea 103
Tabela A.2 — Atribuicdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema
CIP-AINC. ettt et e sttt e s ab e s bt e e s bt e e sabe e ebeeesabeeesabeeenaeeeaas 103
Tabela A.3 — Atribuicdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema
CUP-APZ. ..ttt ettt e e st e e sttt e s sa et e e s et e e e anreeeeaan 103
Tabela A.4 — Atribuigdo das principais bandas para os compostos puros e o sistema
CIP-ANC. ettt e s sttt e e s a bt e e s b et e e s sabe e e e e bee e e e anreeeeeans 104



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

° Grau

°C Grau Celsius

Mg Micrograma

pL Microlitro

pm Micrémetro

Aa Absorbancia da amostra

ADbs. Absorbancia

Acip Absorbéancia do ciprofloxacino

AINC Acido isonicotinico

ANC Acido nicotinico

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AP Principio ativo farmacéutico, do inglés “Active Pharmaceutical
Ingredient”

APZ Acido pirazindico

BCS “Sistema de Clas_sificagéo_ Biofarmacéutic?, doinglés
Biopharmaceutics Classification System

Ca Concentracdo da amostra

Cc Concentracdo de ciprofloxacino encontrado no cocristal

Ceip Concentracao de ciprofloxacino

CIP Ciprofloxacino

cm Centimetro

Cresrico Concentracao tedrica de ciprofloxacino no cocristal

DP Desvio padrdo

DPR Desvio padréo relativo

DRXP Difratometria de raios X do p6

DSC Calorimetria exploratéria diferencial

DTA Andlise térmica diferencial

DTG Termogravimetria derivada

EGA Andlise de gas liberado

EtOH Etanol

FDA do inglés "Food and Drug Administration"

g Grama

Substancias geralmente reconhecidas como seguras para

GRAS consumo, do inglés “Generally Regarded as Safe”

HCI Acido cloridrico

Hz Hertz

v Espectroscopia vibracional de absorg&o na regido do infravermelho

J Joule



kv

—

mA
mg
min
mL
mm
nm
PABA
pH

RZ

rpm

T%
To
TG

TG-DTA
TMA

Tonset
Tpico
uv
UV-Vis

AmCaIc.

AMrg

Kelvin

Quilovolts

Litro

Concentracdo molar (mol por litro)
Miliampeére

Miligrama

Minutos

Mililitro

Milimetro

Nanbmetro

Acido p-aminobenzoéico ou acido 4-aminobenzoico
Potencial hidrogeniénico
Constante dos gases

Coeficiente de correlacdo
Rotagdo por minuto

Ponto de fusdo da mistura binaria

Teor percentual

Temperatura de fusdo do composto puro

Termogravimetria
Termogravimetria e Analise térmica diferencial simultanea
Andlise termomecanica

Temperatura onset

Temperatura de pico

Ultravioleta

Espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel
Fracdo molar de um componente na mistura

do alfabeto grego alpha

Variagdo (do alfabeto grego delta)

Calor de fusdo do composto puro

Angulo de difrag&o de raios X (do alfabeto grego theta)
Comprimento de onda (do alfabeto grego lambda)

do alfabeto grego pi

Variagdo de massa calculada teoricamente

Variacdo de massa obtida experimentalmente pela curva TG



SUMARIO

1. CAPITULO | = INTRODUGCAO GERAL E OBJETIVOS......cocooiieeeeeeeeeerererrenns 22
1.1.  INTRODUGAOQO GERAL ...ocooviveeeeeceeeeeeeeeee et sanennas 23
1.1.1.  Ageéncias regulamentadoras ......c.cccoeeriiriiinienieeieesee e 27
1.1.2. A histéria das qUINOIONAS .......ccccoveriiiiiiiiineceeee e 28
1.1.3. CIproflOXaCIN0 ....cocuieiuiiiiiiiieieesie et 30
1.1.4. Cocristais de CiprofloXacino ........ccceeeiieveeieiiie e 31
1.1.5.  COfOIMAUOTIES ...ooiiieiieiie et ettt 32
1.2, OBJIETIVOS ...ttt st bbbt sttt s 34
1.2.1.  ODjJELIVOS GRIAIS..ccciiiiieiie et ciee ettt ettt ere e st e e snr e e sreeessreeenseeennes 34
1.2.2.  ODbjetivos ESPECITICOS ..iiiiiiiiiiieiecie ettt 34
2. CAPITULO Il - SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COCRISTAIS DE
CIPROFLOXACINO ..ottt sttt sttt sttt sttt st et st e st e sae st entesbeenbesbeensesneeneas 35
2.1, INTRODUGAO ......ooiieeeeeeeeeeeeetet ettt sens 36
2.2.  MATERIAIS E METODOS.......cooooiiieeieeeeeteteee et 38
2.2. 1. SiNteSe dOS COCTISIAIS ..cccuieiuiiriiiiieriee sttt 38
2.2.2. Caracterizacdo dos compostos obtidoS......ccccoveveiiiieicie e, 39
2.3, RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....covuiriiiiiineinieneineeseineis e isessessssssssssessesssees 41
2.3.1. Sistema Ciprofloxacino-Acido nicotinico (CIP-ANC)...........ccccceueune... 41
2.3.2. Sistema Ciprofloxacino-Acido isonicotinico (CIP-AINC)..................... 47
2.3.3. Sistema Ciprofloxacino-Acido pirazin6ico (CIP-APZ)..........cccccoeuuuur... 52
2.3.4. Sistema Ciprofloxacino-Acido p-aminobenzéico (CIP-PABA) ........... 58
2.3.5. Diagramas de fase DINArios .....ccccevveiiiei e 64
2.4, CONCLUSAOD ..ottt 68
3. CAPITULO Ill - ADEQUACAO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO
(@10 7 N I N I AV PSSR 69
3.1, INTRODUGAO ...ttt en s 70
3.2, METODOLOGIA ..ottt ettt sttt sttt saesteeseesseessesseessesseeneens 71
72 I | =1 o Yo o TSP 71
3.2.2.  Curvade RINGDOM ..ot 72
3.2.3. Obtencdo da curva analitiCa ........cceceeveueerieenieiiesiece e 73
3.2.4. Determinacao de ciprofloxacino em cocristais farmacéuticos.......... 73
T2 STV £ 1 o = To3 - Lo 1N SRS 74
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooovieieeieieeeeeeeeeeeeeeeeees s 75

3.4, CONCLUSAO oo et e et e e et e e et e e e et e e e e e e eesesereeseeeeseseaees 85



4. CAPITULO IV = ESTUDO DE SOLUBILIDADE .......cocooieueieeceeeieeeeeeeeeae s 86

4.1, INTRODUGAO ......oooieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeee e ees e esee s ssesees e sesseenn 87
4.2 METODOLOGIA ....oiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeseee e eeeeeeesee e ee s ees s seeseesesseens 88
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO .....oeeeeeeeereeeeeeseeeeeeeeseeeeseseeeessseessesessessesssseens 89
B8, CONCLUSAO ..ot eee e see e ee s s s seese s 93
5. CONSIDERACOES FINAIS w...oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeeeesesessseesseseeseseeeseseeesssseens 94
REFERENCIAS ... oo eeeeeeee e eeeeee e e s e ee e eeesea e s e s e s sess s ees e sesseeeees e eeeee 96

ANEXO A — ATRIBUICAO DE BANDAS DE INFRAVERMELHO PARA OS
COMPOSTOS PUROS E SISTEMAS ... 103



1. CAPITULO | - INTRODUGCAO GERAL E
OBJETIVOS

22



1.1. INTRODUCAO GERAL

O processo de introduzir um novo farmaco na area terapéutica é bastante
oneroso e longo, com duracgédo de cerca de doze anos em média, com pequena
probabilidade de sucesso. De cada cem mil novos compostos descobertos,
apenas duzentos e cinquenta sdo submetidos aos ensaios pré-clinicos e, apenas
cinco entram em ensaios clinicos. Estima-se que apenas uma molécula chegue
ao mercado ao final do processo e, para isso, deve ser segura, eficaz e/ou capaz
de melhorar a qualidade de vida dos pacientes (FERREIRA et al., 2009).

Mesmo apos a fase de comercializacdo, um principio ativo farmacéutico
(API, do inglés “Active Pharmaceutical Ingredient”) continua sendo alvo de
pesquisas, cujo objetivo é a melhoria de suas propriedades fisico-quimicas,
principalmente, a sua solubilidade e as taxas de dissolugdo em agua, uma vez
gue a agua atua como solvente nos sistemas bioldgicos. No campo farmacéutico,
a melhoria de tais propriedades € um desafio. A solubilidade e a taxa de
dissolucéo sao fatores chave na determinacéo da biodisponibilidade do farmaco
e da eficacia ou atividade do farmaco (KOTBANTAO;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2017).

Atualmente, aproximadamente 60% dos farmacos sédo pouco soluveis em
agua, resultando assim em problemas relacionados com a sua dissolucao,
biodisponibilidade inconsistente e consequente eficacia imprecisa para
pacientes, principalmente quando da administracéo oral de tais medicamentos.
Deste modo, foram desenvolvidas muitas abordagens para modificar estes
farmacos preparando-se as suas formas multicomponentes, tais como sais,
cocristais, polimorfos, hidratos e solvatos (BLAGDEN et al., 2007; BOLLA;
SANPHUI; NANGIA, 2013; CHADHA et al., 2016; ISSA, 2011; KOTBANTAO;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2017). Essas abordagens foram obtidas com base
no conhecimento de que as propriedades fisico-quimicas de um solido
dependem fortemente da disposicdo e das interacdes intermoleculares néo
covalentes entre as moléculas embutidas no cristal ou na estrutura de estado
sélido amorfo (ARENAS-GARCIA et al., 2017). Algumas dessas abordagens s&o

apresentadas na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Representacao esquematica das estruturas das formas soélidas de APIs.
Fonte: Adaptado de Issa (2011, p. 18)

Recentemente, a estratégia de cocristalizacdo tem sido aplicada para
alterar as propriedades fisico-quimicas do principio ativo farmacéutico, como
ponto de fusdo, estabilidade, solubilidade, taxa de dissolucdo e
biodisponibilidade, sem afetar suas propriedades farmacolégicas (KOTBANTAO;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2017), aléem de melhorar outras propriedades
essenciais para os APIs como fluidez, compressibilidade e higroscopicidade
(QIAO et al., 2011). Para os pacientes, as melhorias nas propriedades fisico-
guimicas podem trazer beneficios desde um melhor conforto durante a ingestao,
guanto a diminuicdo de possiveis efeitos adversos (FERREIRA; PERPETUO;
BANNACH, 2015).

Um cocristal farmacéutico pode ser definido como uma estrutura cristalina
multicomponente composta por APl e coformador em uma razéo estequiomeétrica
definida e ligados por interacbes nao-ibnicas e nao-covalentes,
predominantemente por ligacbes de  hidrogénio (KOTBANTAO;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2017). Os componentes de cocristais sdo reagentes
moleculares neutros que sao sélidos a temperatura ambiente (QIAO et al., 2011).

No preparo de cocristais farmacéuticos, geralmente sdo empregados
como coformadores moléculas farmaceuticamente aceitaveis (frequentemente
os membros da lista GRAS (Substancias geralmente reconhecidas como
seguras para consumo, do inglés “Generally Regarded as Safe”), flavonoides,
nutracéuticos, conservantes, vitaminas, minerais, excipientes, aminoacidos,

biomoléculas e outros APIs), os candidatos adequados sao selecionados usando
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os principios de engenharia de cristais (ARENAS-GARCIA et al., 2017; QIAO et
al., 2011; THAKURIA et al., 2013).

A engenharia de cristais pode ser definida como uma aplicacdo dos
conceitos de quimica supramolecular ao estado sdlido. Os cocristais séo
construidos a partir de interagfes intermoleculares tais como forcas de van der
Waals, interagbes de empilhamento 1-11 e ligagdo de hidrogénio (QIAO et al.,
2011).

Os sintons supramoleculares sédo de grande importancia na engenharia
de cristais porque além de serem uma representacdo modular do
reconhecimento primario entre os grupos funcionais, também séo considerados
como uma forca motriz para a cocristalizacdo, desempenhando um papel
significativo ao planejar estratégias de formacéo de cocristais (BLAGDEN et al.,
2007; STEPANOVS et al., 2015). Sintons sé&o unidades estruturais que contém
toda a informacdo geométrica e quimica inerente a tal reconhecimento
(MUKHERJEE et al., 2013). O termo “sintons supramoleculares” introduzido por
Desiraju (DESIRAJU, 1995) é definido como “unidades estruturais dentro de
supermoléculas que podem ser formadas e/ou reunidas por operacdes sintéticas
conhecidas ou concebiveis, envolvendo interacdo intermolecular”. De forma
resumida, os sintons supramoleculares sdo arranjos espaciais das interacdes
intermoleculares. A ligacdo de hidrogénio formada entre dois grupos funcionais
idénticos, como dois acidos carboxilicos na Fig. 1.2 (1) ou dois grupos amida na
Fig. 1.2 (3) sdo denominadas homossintons. Alguns heterossintons também séo
mostrados na Figura 1.2, tal como acido carboxilico-piridina na Fig. 1.2 (2), acido
carboxilico-amida na Fig. 1.2 (4) e alcool-éter na Fig. 1.2 (5) (QIAO et al., 2011).
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Figura 1.2 — Representacdo de algumas interacdes entre grupos funcionais.
Fonte: Adaptado de Qiao (2011, p. 2)

Andlises dos tipos de interacfes que podem gerar 0s sintons, permitem
correlacionar quais coformadores podem ser mais adequados para formacao de
um cocristal (RAUBER, 2013).

Ao longo das duas ultimas décadas, cocristais tém chamado a atencéo
significativa por parte da industria farmacéutica, e um grande numero dos
chamados cocristais farmacéuticos tém sido preparados e estudados. Isso pode
ser confirmado através da Figura 1.3, que mostra o numero crescente de
publicacdes referentes ao termo “cocrystal” nos ultimos 15 anos, em uma busca

realizada na base de dados SciFinder Scholar.
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2019 55
[ ]

2018 a0z
[ 1
2017 B17
[ ]
2016 B75
[ |
2015 774
[ ]
2014 799
[ |
2013 B&1
[ |
2012 B78
[ ]
2011 754
[ ]
2010 578
[ |
2009 544
[ ]
2008 508
[ ]
2007 462
[ ]
2006 392
L |
2005 364
L |
2004 309
[ ]
2003 261

Figura 1.3 — Numero de publicagbes referentes a “cocrystal’ nos Gltimos 15 anos.
Fonte: Retirado da base de dados SciFinder Scholar (acesso em 07/01/2019)

1.1.1. Agéncias regulamentadoras

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés
“Biopharmaceutics Classification System”) € uma ferramenta util para a tomada
de decisdbes no desenvolvimento de formulacbes do ponto de vista
biofarmacéutico. O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica e a orientacao
correspondente emitida pela Food and Drug Administration (FDA) classificam as
substancias medicamentosas em 4 grupos com base na solubilidade aquosa e
na permeabilidade da membrana intestinal, conforme pode ser visto na Figura
1.4 (AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al., 2011; TSUME et al., 2014).

27



/\ Classe | Classe Il
= Alta Solubilidade Baixa solubilidade
ér Alta permeabilidade Alta permeabilidade
-
2
g Classe lll Classe IV
o
= Alta solubilidade Baixa solubilidade
. Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

SOLUBILIDADE -

Figura 1.4 — Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS).
Fonte: Adaptado de Amidon et al (1995, p. 417)

Existem agéncias reguladoras que séo responsaveis pelo monitoramento
dos medicamentos presentes no mercado. Tais agéncias possuem a autoridade
de introduzir e/ou retirar medicamentos do mercado, buscando qualidade,
eficacia e seguranca (FERREIRA et al., 2009).

A FDA que é a agéncia reguladora dos Estados Unidos da América e é
referéncia em todo o mundo, faz o controle de alimentos, suplementos
alimentares, cosméticos, medicamentos, materiais bioldgicos, equipamentos
médicos e produtos derivados do sangue humano (FERREIRA et al., 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foi criada
em 1999. Sua finalidade é promover a protecéo da saude populacional por meio
do controle sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitaria, incluindo os ambientes, processos, insumos e

tecnologias relacionados a eles (FERREIRA et al., 2009).

1.1.2. A histéria das quinolonas

Em 1962, um subproduto da sintese da cloroquina levou a sintese do
acido nalidixico (Figura 1.5), a primeira quinolona utilizada comercialmente. O
acido nalidixico caracteriza-se por ser um antibiético sintético derivado da 1,8-
naftiridina, com modesta atividade contra microrganismos Gram-negativos, baixa
contra Gram-positivos e nula contra Pseudomonas aeruginosa. Devido a sua
baixa absorcdo oral e alta concentracdo na urina, seu uso terapéutico foi
restringido ao tratamento de infec¢Bes urinarias (BARLOW, 1963; DE SOUZA,
2005; LESHER et al., 1962).
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O interesse em encontrar compostos com maior atividade levou a sintese
de varios derivados, entre eles os acidos oxolinico e pipemidico e o cinoxacino,
analogos estruturais do &cido nalidixico, e que apresentaram uma pequena
vantagem terapéutica em comparacao ao precursor (DE SOUZA, 2005).

Na década de 1980, apls intensas pesquisas realizadas a partir das
primeiras quinolonas, originaram as denominadas quinolonas de segunda
geracdo, as fluorquinolona, que diferem das anteriores por conterem a
combinacdo de um atomo de flior e um grupo piperazinil. O norfloxacino se
destacou por ser a primeira quinolona fluorada de uso humano e pela alta
atividade contra bactérias Gram-negativas, acdo contra Pseudomonas
aeruginosa e outros organismos Gram-positivos. Foram sintetizadas muitas
outras fluoroquinolonas as quais variam nas substituicbes feitas no nucleo
central, que Ihes conferem caracteristicas farmacocinéticas e de atividade
antimicrobiana diferenciada entre si, permitindo a sua classificacdo por
geracOes. Basicamente, as quinolonas podem ser classificadas em quatro
gerac0Oes, sendo a primeira e segunda geracao sdo apresentadas na Figura 1.5
(DE SOUZA, 2005).

cl N COH CO.H

N
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acido pipemidico " ciprofloxacine
0
7 CO,H ' COH
< |
CH N (\u N
L HN\) K
LY
acido nalidizico o norfloxacine o
coM “a | COH
N ’ N N
'N\) O\)\
CH3 CH, CHJ
l\h ﬂumequina / \ ofloxacino /
Agentes de primeira geragio Agentes de segunda geracdo

Figura 1.5 — Quinolonas de primeira e segunda geracéo.
Fonte: Cazedey (2009, p. 6)
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1.1.3. Ciprofloxacino

O ciprofloxacino (CIP) ou acido 1-ciclopropil-6-flaor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolona carboxilico, Fig. 1.6, € uma fluorquinolona de segunda
geracao aprovada pela FDA em 1987, e esta disponivel em diversas formas
farmacéuticas. Este farmaco é a fluorquinolona mais amplamente prescrita no
mundo, seguida pelo ofloxacino, além de estar registrado que o consumo oral do
ciprofloxacino aumentou em 30% nos Gltimos anos (ANDREU; BLASCO; PICO,
2007; DE SOUZA, 2005; Yl et al., 2017).

@ O

OH

Figura 1.6 — Férmula estrutural quimica do ciprofloxacino.

Fonte: Elaborado pela autora.

E considerado um antibiético de amplo espectro, largamente utilizado na
prevencao e controle de doencas em humanos e animais. E comumente utilizado
no tratamento de doencas como faringite, sinusite e dores de ouvido, bem como
doencas respiratérias como pneumonia e bronquite, além de infeccfes urinarias,
gastrointestinais e na pele (VELLA et al., 2015; Yl et al., 2017).

O ciprofloxacino apresenta amplo espectro de acdo, com alta atividade
contra espécies de bactérias Gram-negativas, incluindo Pseudomonas
aeruginosa. Mostra-se também moderadamente eficaz contra microrganismos
Gram-positivos. Os anaerdObios sdo, em geral, menos sensiveis. Esta
fluorquinolona apresenta rapida acao bactericida, pois pode afetar as enzimas
DNA-girase (topoisomerase Il) e topoisomerase |V, impedindo a replicacdo do
DNA e levando a morte celular bacteriana (DE SOUZA, 2005; GALANI et al.,
2014; MESALLATI; MUGHEIRBI; TAJBER, 2016; Yl et al., 2017).

Embora o ciprofloxacino seja um antibiético muito prescrito e com grande
interesse comercial, € caracterizado como um composto pertencente a classe 4
do BCS, o que significa que esse API apresenta dificuldade para atravessar
biomembranas e € pouco soluvel em 4gua (BREDA et al., 2009; LINDENBERG;
KOPP; DRESSMAN, 2004; REDDY et al., 2011).
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1.1.4. Cocristais de ciprofloxacino

Ainda sao poucos os trabalhos encontrados na literatura sobre a
preparacdo de cocristais de ciprofloxacino, entretanto esses estudos podem
auxiliar na obtencdo de novos cocristais deste API, visando melhorar suas
propriedades fisico-quimicas. Abaixo descrevemos alguns trabalhos
encontrados sobre a preparagéo de sais e cocristais desta fluorquinolona.

Reddy e colaboradores (REDDY et al., 2011) descreveram a preparacao
de seis novos sais dos antibiéticos norfloxacino e ciprofloxacino com acidos
carboxilicos a partir da mistura estequiométrica dos APIs e os acidos com
posterior cristalizacdo em solventes ou mistura de solventes. Cinco destes sais
foram obtidos na forma de hidratos, com diferentes teores de agua. Estes sais
se mostraram mais solUveis e exibiram rapida dissolucdo em agua pura e em
tampéo fosfato do que os farmacos puros, mas a ordem € invertida em meio
acido. Além disso, os sais se mostraram quimicamente estaveis nas condi¢cdes
da medida de dissolucdo, enquanto que o norfloxacino puro apresentou
transformacdes de fase para o hidrato de norfloxacino no fim do experimento.

O primeiro cocristal relatado na literatura entre duas fluoroquinolonas foi
descrito por Vitorino e colaboradores (VITORINO et al., 2013). Em seu trabalho,
0s autores descreveram a sintese de um cocristal entre ciprofloxacino (CIP) e
norfloxacino (NOR), em quantidades estequiométricas, dando origem a um
cocristal com ponto de fuséo intermediario ao de seus precursores isolados. O
cocristal apresenta uma unidade assimétrica composta por 3 formas
zwitteriénicas independentes (A, B e C), unidas por ligacées de hidrogénio em
um arranjo de “prisma triangular”’, com contribuicées de CIP, NOR e moléculas
de agua. Segundo os autores, a presenca de agua em sua estrutura foi
confirmada por dos dados de termogravimetria (TG). A formacdo do cocristal
entre estas duas fluoroquinolonas foi confirmada através dos dados
experimentais coletados, uma vez que a amostra apresentou propriedades
fisico-quimicas diferentes de seus precursores, ciprofloxacino e norfloxacino
(SHEN et al., 1989).

Em seu trabalho, Martinez-Alejo e colaboradores (MARTINEZ-ALEJO et
al.,, 2014) descreveram a formagao dos cocristais de sais de cloridrato de
ciprofloxacino e de moxifloxacino com o coformador acido 4-hidroxibenzéico,

ambos na razdo estequiométrica 1:1. Segundo os autores, a nova fase sélida
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pode ser formada por diferentes metodologias como moagem assistida por
solvente, cristalizacdo por evaporacdo de solvente, transformacédo de fase
mediada por solucdo e processo de cristalizacdo. Eles relataram que andlises
das estruturas cristalinas dos cocristais revelaram variagdes significativas nas
interag6es supramoleculares entre os compostos idnicos nestes soélidos devido
a incorporacdo do acido 4-hidroxibenzdico. A cocristalizacdo do cloridrato de
ciprofloxacino levou a formacdo de um solido com solubilidade e taxa de
dissolugcdo menores do que o composto de partida. Por outro lado, o cocristal
formado pelo moxifloxacino apresentou uma tendéncia oposta, tendo uma
melhora no desempenho biofarmacéutico quando comparado ao sal de cloridrato

de moxifloxacino inicial.

1.1.5. Coformadores

Como j& descrito anteriormente, os coformadores, sdo substancias
consideradas seguras para o consumo humano, que fazem papel importante na
cocristalizacéo, pois sédo os formadores de supramoléculas com o API, exibindo
grupos funcionais compativeis com o mesmo. Sendo assim, para este trabalho,
foram escolhidos como coformadores os compostos: acido para-aminobenzoico
(PABA), acido pirazinoico (APZ), acido nicotinico (ANC) e acido isonicotinico
(AINC), apresentados na Figura 1.7.

O acido 4-aminobenzéico ou p-aminobenzoico (PABA), € um solido
branco-amarelado que possui formula e peso molecular igual a C7H/NO:z e
137,14 g mol, respectivamente. Este composto também é conhecido como
vitamina B1o, ndo sintetizado pelo corpo humano e que pode ser encontrado em
alimentos, além de ser amplamente utilizado como bloqueador de radiacdo UV.
No organismo humano, € necessario para a sintese do acido félico (AKBEROVA,
2002; TEIXEIRA et al., 2016).

O acido pirazinéico ou acido 2-pirazinocarboxilico (APZ) é o produto da
bioconversao da pirazinamida pela enzima pirazinamidase, o qual € considerado
a forma ativa com atividade contra Mycobacterium tuberculosis. Com férmula
molecular CsHaN20>, este acido é comercialmente disponivel, estavel, soluvel
em agua e que exibe uma rica quimica de coordenacdo, sendo amplamente
utiizado na preparacdo de diferentes complexos metélicos, polimeros de

coordenacao ou estruturas metal-organicas (BARSZCZ et al., 2012; ETAIW; EL-
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BENDARY, 2018; FERNANDES; FELLI, 2009; KIRILLOV; SHULPIN, 2013;
MINIYAR; MOKALE; MAKHIJA, 2017).

Também conhecido como niacina ou vitamina Bz, 0 acido nicotinico (ANC)
€ um importante componente bioldgico para o corpo humano, uma vez que este
é o produto de degradac&o do triptofano. E uma vitamina solGvel em agua que
participa de mais de 50 funcbes metabdlicas, todas as quais sao importantes na
liberacdo da energia dos carboidratos. Além disso, em doses altas é capaz de
diminuir os niveis de colesterol no plasma humano (CARLSON, 2005; PAUCEAN
et al., 2010; SOMPHON; HALLER, 2013).

Isbmero do acido nicotinico, o &cido isonicotinico (AINC) também é
utiizado na formacdo de cocristais. Quimicamente é o Aacido piridina-4-
carboxilico, amplamente utilizado como um reagente anticorrosivo e aditivo
alimentar, além de ser um importante intermediario de sintese da droga
isoniazida, que tem atividade antituberculosa (ABRAHAM; ACREE, 2013;
SOMPHON; HALLER, 2013; ZHAO et al., 2017)
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Acido nicotinico Acido pirazinéico
(ANC) (APZ)

COOH
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07 “OH NH,

Acido isonicotinico

(AINC) Acido p-aminobenzdico

(PABA)

Figura 1.7 — Férmulas estruturais dos coformadores utilizados neste estudo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Desta forma, este trabalho visou o estudo da formac&o dos cocristais
farmacéuticos sintetizados entre o antibiético ciprofloxacino, devido sua baixa

solubilidade aquosa e baixa permeabilidade em membranas intestinais,
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A baixa solubilidade e taxa de dissolu¢do aquosa por parte dos farmacos
tem chamado a atencdo da industria farmacéutica, uma vez que novas
abordagens de formas multicomponentes, tais como cocristais, sais, e solvatos,
tém sido desenvolvidas. Como citado neste trabalho, os cocristais podem ser
definidos como sendo uma estrutura cristalina multicomponente, formada entre
APl e coformador sob uma razdo estequiométrica definida, na qual estas
moléculas estdo unidas por interagbes nao-ibnicas e nao-covalente,
principalmente por ligacdes de hidrogénio.

Desta forma, esta dissertacdo trouxe, de forma detalhada, a sintese dos
cocristais de ciprofloxacino, um antibiético muito utilizado no mundo, porém que
apresenta baixa solubilidade aquosa e permeabilidade em membranas
intestinais. Os coformadores foram escolhidos com base nos principios de
engenharia de cristais, aplicando-se os conceitos de quimica supramolecular ao
estado sdlido, visando a formacé&o de sintons supramoleculares.

Com relacéo aos resultados aqui apresentados, pode-se verificar que a
sintese mecanoquimica foi efetiva na formacdo do sal e dos cocristais. A
utilizac&o do etanol, que atuou como catalisador da reacao, e o estresse térmico
provocado nas amostras favoreceram o processo de cocristalizacdo. Além disso,
foi podido verificar que as andlises de caracterizacdo confirmaram a obtencéo
dos produtos, fornecendo informacdes térmicas e estruturais tanto das matérias
primas quanto das misturas.

Uma vez que os produtos foram sintetizados e caracterizados, buscou-se
avaliar se, conforme esperado e relatado na literatura, os cocristais e sal haviam
provocado uma melhora na solubilidade aquosa do principio ativo,
ciprofloxacino. Assim, para determinar e quantificar o API, e posteriormente
determinar sua solubilidade, foi necessario a utilizacdo de um método analitico
validado.

Consequentemente, conforme mencionado, foi realizada a modificacéo e
adequacao, baseada em métodos descritos na literatura, que exigiu, entdo, a
sua validacao.

A validacdo do método analitico quantitativo para determinacdo de
ciprofloxacino em cocristais se deu de forma eficiente e adequada, seguindo-se

os critérios exigidos pela ANVISA. O método proposto apresentou-se preciso,
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exato, linear, robusto e seletivo. Através da seletividade e recuperacao foi
possivel concluir que o método era ideal apenas na determinacdo de CIP para
os sistemas contendo os coformadores ANC e AINC, em contrapartida que os
produtos que continham os coformadores PABA e APZ, estes apresentaram
absorcao na mesma regiao que o API, resultando um valor falso na determinacéo
guantitativa do analito.

Com o método analitico validado, for entdo realizado o ensaio de
solubilidade para os cocristais sintetizados com ANC e AINC. Através do estudo
de solubilidade foi possivel verificar uma melhora significativa desta propriedade
fisico-quimica, em cerca de 20 vezes em sistema aquoso para os cocristais CIP-
ANC e CIP-AINC, quando comparados com o APIl. As amostras em solucao de
tampéo fosfato pH 6,8 também apresentaram um aumento na solubilidade, em
torno de 15 e 2,5 vezes para as amostras contendo ANC e AINC,
respectivamente.

Vale ressaltar ainda, que o estudo de solubilidade realizado possibilitou
observar os efeitos “spring” e “parachute”, respectivamente, uma vez que a
dissociacao do cocristais em solugdo aquosa provocou a rapida transformacéo
do ciprofloxacino em um composto de comportamento similar a um solido
amorfo, apresentando assim um aumento significativo em sua solubilidade
aquosa, além disso, ocorreu a lenta transformacéo do farmaco amorfo em sua
fase cristalina estavel, garantindo a manutencdo no pico de solubilidade

apresentado pelo composto.
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