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RESUMO

A baixa solubilidade em agua faz com que grande parte das novas moléculas descobertas
com grande potencial farmacolédgico pouquissimas cheguem a fase de comercializagdo. Uma
forma de melhoré-la assim como outras propriedades (estabilidade fisica e quimica, velocidade
de dissolucéo e biodisponibilidade oral), & por meio da obtencdo de cocristais farmacéuticos,
que sdo definidos como cristais que se constroem a partir de dois componentes ou mais, estando
no estado sélido em condicdes ambiente, sendo um farmaco e um coformador, que é uma
substancia nao prejudicial a satde, podendo ser, inclusive outro farmaco. As publicagdes sobre
cocristalizacdo tém crescido nos ultimos 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 o 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, acido 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 po 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 excecdo do sistema com &cido picolinico que aumentou 3 vezes, um aumento em
pH 6,1, com excecdo do sistema com &cido picolinico que ndo houve mudanca significativa e
uma diminuicdo da solubilidade em pH 8,5 para todos os cocristais obtidos. Além da avaliacdo
microbiol6gica para afericdo da poténcia dos cocristais com &cido isonicotinico e sacarina,
frente ao micro-organismo Staphylococcus epidermidis, mostrando que a atividade do

norfloxacino ndo foi afetada pela cocristalizagéo.
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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.
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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 melhora-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 diminui¢édo
da toxicidade e aumento da eficiéncia terapéutica, & 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¢des 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)

1200
1000
800

600

PUBLICACOES

400

200

Figura 1 — Evolucdo do nimero de publicag6es sobre cocristais nos Gltimos 15 anos.
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Cocristais farmacéuticos podem ser definidos como cristais que se formam a partir de
dois ou mais componentes organicos solidos em condicdes ambientes em proporgdes
estequiométricas, Figura 2, sendo um API, e um formador de cocristal (coformador),
interagindo ndo-covalentemente, principalmente por ligacdes de hidrogénio (DOUROUMIS;
ROSS; NOKHODCHI, 2017; KAVANAGH et al., 2018; ROCHA et al., 2016).

-w W W -
oy O\ A A A\

VAR AR\ A\

Cocristal

API Coformador

Figura 2 - Representacéo esquematica de um Cocristal.

1.2. SINTONS SUPRAMOLECULARES

Interaces intermoleculares orientam a formacdo de cocristais. As interacdes mais
comuns que ocorrem entre APIs e coformadores costumam ser ligacbes de hidrogénio,
entretanto, interacdes de Van der Waals, empilhamento
n— 7 e ligagBes de halogénio (CX---X) (BLAGDEN et al., 2007; CINCIC; FRISCIC; JONES,
2008; METRANGOLDO 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 formacdao de sintons supramoleculares, que sdo definidos como arranjos espaciais
de interacOes 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) acido-amida; b) acido-acido dimero e
c) &cido-acido catemer e Heterosintons — d) acido-amida e e) &cido-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 os 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% sdo de classe Il e IV, ou seja, apresentam baixa
solubilidade (CHAUDHARI et al., 2019).
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Classe |
Alta solubilidade

apepljiqeawsad

Alta
permeabilidade

Alta

permeabilidade

solubilidade

Classe Il Classe IV
Alta solubilidade Baixa solubilidade

EDE] EDE]
permeabilidade permeabilidade

Figura 4 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS).

Essa baixa solubilidade aquosa de farmacos podem provocar problemas nos processos de
desenvolvimento de novas formulacdes, assim como baixa absor¢do e biodisponibilidade
(CHAUDHARI et al., 2019; SATHISARAN; DALVI, 2018). O que torna tdo importante a
busca por novas abordagens capazes de melhoré-Ila.

1.4. API - 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), o0 que 0
torna interessante para esse tipo de estudo. NOR € um antibi6tico de amplo espectro e
fluoroquinolona de 22 geragdo, que inibe a atividade da DNA-girase, impedindo a replicacdo
bacteriana do DNA, sendo eficaz contra bactérias aerdbicas Gram-positivas e Gram-negativas,
muito utilizado principalmente no tratamento de infec¢des do trato urinario, mas também de
doencas sexualmente transmissiveis, prostatite, infeccdes 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 aplicacfes farmacolégicas, 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 evaporacgéo de
solvente, obtendo-se um monocristal, embora segundo os autores, a obten¢do 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 salde e de
preferéncia pertencentes a lista do GRAS, segundo Huang e colaboradores ?°*3), o norfloxacino
tende a interagir com &cidos aromaticos obtendo um aumento da solubilidade. Sabendo-se
disso, os coformadores escolhidos para esse trabalho foram os isémeros acidos isonicotinico
(INCA), nicotinico (NCA) e picolinico (PCA), e a sacarina (SAC), formulas estruturais
apresentadas na Figura 6, todos bem comuns na literatura para cocristalizagdo (BRITTAIN,
2011; FELLOWS; PRIOR, 2017; GANDURI et al., 2017; ROCHA et al., 2016).
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Figura 6 - Formulas estruturais planas dos coformadores acido isonicotinico, acido nicotinico, acido
picolinico e sacarina.

Derivados de INCA sdo amplamente utilizados na area farmacéutica, como as hidrazinas
de &cido isonicotinico que sdo usadas no desenvolvimento de farmacos antituberculosos e na
inibicdo do mosquito transmissor da malaria (BHATIA et al., 2019; SOMPHON; HALLER,
2013). O NCA, também conhecido como niacina, é 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 degradacéo do triptofano (SOMPHON; HALLER, 2013; VARGOVA et al.,
2004). E a SAC é um adocante artificial ndo calorico, descoberto acidentalmente por um
estudante em 1879 (OSER, 1985).

1.6. FORMAS SOLIDAS

Além dos cocristais existem outros tipos de formas sélidas, 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
solucdes solidas possuindo o ponto de fusdo inferior do que os componentes isolados e que ndo
tem estrutura cristalina continua (CHERUKUVADA; NANGIA, 2014); sais que sdo formados
por compostos solidos 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 sélido (BROG et al., 2013; SAIFEE et al., 2009; SHAIKH
et al., 2018) e solvatos/hidratos que sdo compostos solidos que possuem moléculas de solvente
em sua estrutura cristalina (BROG et al., 2013; HEALY et al., 2017a).

NN ¢,0 040 V/AN/AV/
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Figura 7 - Representacdo esquemaética de formas sélidas.

1.7. METODOS DE SINTESE

Existem varias técnicas de obtencdo de cocristais, como cocristalizagdo por ultrassom,
conversdo slurry, transformacdo mediada por solvente, geracéo de cocristais por humidade,
entre outras (AHER et al., 2010; FUCKE et al., 2012; SATHISARAN; DALVI, 2018). Duas
muito utilizadas e muito eficientes sdéo 0 método mecanoquimico e a cristalizacdo por
evaporacédo de solvente. A evaporagéo lenta de solvente, visa a obtencao de cristais, preparados
a partir de uma solucdo supersaturada evaporando lentamente em condi¢Ges ambientais
(SATHISARAN; DALVI, 2018). O método de escolhido para este trabalho, foi o
mecanoquimico, 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, o 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 anélise térmica € 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.

18.1.1. 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 andlise de DSC pode ser realizada com o objetivo de observar se houve interagdo
entre API e coformador, para tanto é observado o ponto de fusdo do possivel cocristal formado,
no caso de haver deslocamento em relagcdo 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 cristalizagdes e transigdes de
fase que os reagentes e os cocristais formados podem apresentar. As imagens de DSC-
microscopia obtidas com o sistema de microscépio 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 obtencéo e a
estequiometria de cocristais e de eutéticos, a partir das diferencas em seus pontos de fusdo
(CHERUKUVADA; GURU ROW, 2014). Séo construidos a partir das temperaturas Solidus e
Liquidus de varias fracbes molares de dois compostos. A temperatura Solidus é a temperatura

obtida quando comeca o processo de fuséo, abaixo dessa linha os 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 ultimo pico na curva DSC. O diagrama de
fase binario de uma substéncia que apresenta a forma de “V” indica a forma¢do de uma mistura
eutética (Figura 8a), quando ha a formac&o de cocristal observa-se a formacao 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
(1V), que fornece informag@es estruturais de uma molécula, permitindo identificar grupos
funcionais e, no caso dos cocristais, analisar quais grupos estdo envolvidos nas interacdes 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 indudstria 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¢cdes de fases cristalina. Nos cocristais € possivel
observar o surgimento de novos e/ou desaparecimento de picos, em comparag¢ao aos
difratogramas do API e do coformador isolados, sendo uma técnica de grande importancia

para a identificacdo e caracterizacdo de cocristais.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Esse trabalho teve como objetivo a sintese mecanoquimica, estudo termoanalitico,
caracterizacgdo, estudo de solubilidade e avaliagédo da atividade antimicrobiana dos cocristais de
Norfloxacino.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os cocristais de norfloxacino através do método mecanoquimico;

e Caracterizar os compostos isolados e sintetizados utilizando andlise térmica (TG-
DTA e DSC), espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho (1V)
e difratometria de raios X do pé (DRXP);

e Construir os diagramas de fase binérios para os sistemas entre APl e coformadores;

e Estudar a solubilidade do norfloxacino e dos cocristais obtidos em &gua, tampé&o
fosfato pH 3,0 e 6,1 e tampé&o borato 8,5;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do norfloxacino e seus cocristais frente ao

Staphylococcus epidermides pelo método turbidimétrico.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. REAGENTES

As informac0des sobre os reagentes utilizados neste trabalho se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais reagentes, procedéncia e pureza.

Reagentes utilizados Siglas Procedéncia Pureza %
Norfloxacino NOR Sigma Aldrich >98.,0
Acido Isonicotinico INCA Sigma Aldrich >99,0
Acido Nicotinico NCA Sigma Aldrich >99,5
Acido Picolinico PCA Sigma Aldrich >99,0
Sacarina SAC Sigma Aldrich >99.0
Etanol EtOH Dinémica 99,5

Acido Cloridrico HCI Synth 36,5-38,0
Acido Fosférico HsPO,4 Qhemis 85,0
Hidroxido de Sodio NaOH Dinémica 97,0
Fosfato Monobasico de Potassio KH2PO4 Anadiol 98,0

Fosfato Bibasico de Potassio K2HPO4 Synth 98

Acido Borico H3BOs Neon 99,5
Tetraborato de Sodio Na2B407-10H20 Neon 99,0

Brain Heart Infusion ]
. . ) BHI Kasvi -
(Infuséo de Coracéo e Cérebro 17,5gL™)

3.2. SINTESE

As moagens foram realizadas no Moinho vibratoério de bolas da RETSCH, modelo MM
400, em jarros de 10 mL e esferas de 7 mm ambos de aco inox, na razdo molar API:coformador
1:1 (n/n), mas também em outras proporcdes para a construcao dos diagramas binarios de fase,
sem e com 0 emprego de solvente (mas também em outras raz6es molares para construcdo dos
diagramas de fase binérios), com frequéncia de 15 Hz, por 30 min. Nas sinteses utilizando
solvente foi empregada a razio dada pelo pardmetro empirico 1, Equagdo 1, de 0,25 uL mg™,
com base nos estudos de FRISCIC et al. (2009).

n=_ 1)

em que V é o volume de solvente a ser utilizado e m, a massa total a ser moida.
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Ap0s a moagem as amostras foram deixadas em estufa de circulagédo de ar for¢ada, a 50
°C por 24 horas, para eliminacdo de solvente/agua residual e armazenadas em dessecador

contendo cloreto de calcio.

As misturas fisicas (MF) foram preparadas e homogeneizadas em agitador de tubos

vortex da Fisatom, modelo 772.

3.3. CARACTERIZACAO
3.3.1. ANALISE TERMICA
3.3.1.1. TERMOGRAVIMETRIAE ANALISE TERMICA DIFERENCIAL
SIMULTANEAS (TG-DTA)

As medidas foram realizadas utilizando o equipamento da NETZSCH, modelo STA 449
Jupiter, utilizando cadinho de a-Al;03 (70 pL), massa de amostra de aproximadamente 6 mg,
razdo de aquecimento de 10 °C min™, atmosferas de ar sintético com vazéo de 50 mL min™ e

intervalo de temperatura de 30-800 °C.

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

As curvas DSC foram obtidas utilizando-se o equipamento DSC 1 STAR® System da
METTLER TOLEDO, a partir de 25 °C até a estabilidade térmica dos compostos, determinada
a partir das curvas TG, cadinhos de aluminio de 40 pL, tampados com furo, razdo de
aquecimento de 10 °C min’, massa de amostra na ordem de 2,5 mg, atmosfera de ar sintético
com vazdo de 50 mL min™. As imagens do DSC-Fotovisual foram obtidas utilizando a cAmera
digital Olympus SC30 acoplada ao equipamento da METTLER TOLEDO, com razdo de
aquecimento e vazao iguais as usadas nas curvas DSC e cadinhos de a-Al>Oz (40 pL) abertos.
A camera incorpora um sensor CMOS de 3,3 megapixel, subconjunto 6ptico mecénico Navitar
1-6232D com zoom de 6,5X.

3.3.1.2.1. DIAGRAMA DE FASE BINARIO

Para construir os diagramas de fase binarios utilizou-se as temperaturas Solidus,
relacionada a temperatura extrapolada (Tonset) do primeiro evento endotérmico observado na
curva DSC, e Liquidus relacionado a temperatura de pico (Trys) do ultimo evento endotérmico
observado, tanto das substancias isoladas e quanto das misturas NOR:coformador em varias
fragbes molares (0; 0,10; 0,20; 0,25; 0,30; 0,33; 0,45, 0,50; 0,55; 0,66; 0,70; 0,75; 0,80; 0,90 e

1,0).
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3.3.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (1V)
Os espectros no 1V foram obtidos no espectrometro da Thermo Scientific, modelo
Nicolet iS10, usando a técnica de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de germanio, no
intervalo de 675 cm™ a 4000 cm™, resolugédo de 4 cm™ e 32 varreduras por espectro.

3.3.3. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)
Os difratogramas de raios X do p6 foram obtidos no Difratdmetro da RIGAKU, Modelo
MiniFlex, utilizando-se tubo de cobre, submetido a 40 kV, corrente de 15 mA, Cu ka, A =

1,54056 A, 5 <26 <50, no modo de varredura continuo, com velocidade de 4° min.

3.4. DETERMINAQAO DA SOLUBILIDADE
3.4.1. CONSTRUQAO DA CURVA ANALITICA
Para determinacdo da solubilidade de um farmaco, é necessario um método de

quantificacdo validado, com o qual pode-se determinar a concentracdo do farmaco.

Para a curva analitica do NOR, uma solucdo padrdo estoque foi preparada na
concentracéo de 500 pg mL* em um baldo volumétrico de 25 mL e completado o volume com
HCI 0,1 mol L. Uma aliquota adequada da solugdo padrdo estoque foi transferida para baldo
volumétrico de 5,00 mL e completado o volume com agua deionizada para a obtencdo das
seguintes solucBes padrdo de trabalho: 2, 3, 4, 5, 6 e 7 ug mL™. As leituras de absorbancia
foram obtidas em um espectrofotdmetro UV-Vis da Shimadzu, modelo UV 1800, utilizando

cubetas de quartzo com caminho éptico de 10 mm e feitas em triplicatas.

A curva analitica, bem como o teste do diluente realizado para descartar a influéncia dos

solventes utilizados no ensaio de solubilidade, encontram-se no Apéndice A.

3.4.2. ENSAIO DE SOLUBILIDADE

Para o estudo foi utilizado uma incubadora shaker da Marconi, modelo MA 420, um
espectrofotébmetro UV-Vis da Shimadzu, modelo UV 1800 e cubetas de quartzo com caminho
Optico de 10 mm. Pelo menos 20 mg de Norfloxacino e os cocristais foram pesados em tubos
de ensaio e mantidos em agitacdo de 60 rpm, por 24h, a 37 °C, utilizando 4gua e tampdes de
pH 3 (tampdo fosfato); 6,1 (tampdo fosfato) e 8,5 (tampdo borato). Apds esse periodo as
amostras foram coletadas e filtradas em microfiltros de membrana PTFE hidrofilico de 13 mm

de didmetro e com poros de 0,2 um, diluidas e analisadas no espectrofotdmetro, utilizando
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metodologia devidamente validada (CHIERENTIN; SALGADO, 2014). As leituras foram

realizadas em triplicata no comprimento de onda de 277 nm.

3.5. ENSAIO MICROBIOLOGICO TURBIDIMETRICO

Para verificar se a poténcia do NOR n&o foi comprometida pela formacao dos cocristais,
foi realizado o ensaio microbiolégico, usando um método turbidimétrico validado
(CHIERENTIN; SALGADO, 2015).

3.5.1. PREPARO DAS SOLUCOES

Solugdes estoque foram preparadas dissolvendo 12,5 mg de norfloxacino e de cocristais
(correspondente a 12,5 mg de norfloxacino), em um baldo volumétrico de 25,00 mL com 5,00
mL de NaOH 0,1 mol L%, deixando por 30 minutos em banho de ultrassom e ap6s esse periodo,
completado com agua. Aliquotas dessas solugdes foram diluidas para as concentracGes de 25,
50 e 100 pg mL*, as quais foram usadas nos ensaios.

3.5.2. PREPARO DO MICRO-ORGANISMO E INOCULO

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi o Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 IAL 2150, cultivado em meio de cultura BHI (Do inglés: Brain heart infusion) da kasvi
a 35 °C por 24h. O meio foi mantido por 15 min em autoclave a 121 °C para completa

esterilizacdo, conforme recomendacéo do fabricante.

Para o ensaio turbidimétrico, o indculo foi padronizado a 25 + 2% de transmitancia, no
comprimento de onda de 580 nm, de acordo com determinagdes da farmacopeia (ANVISA,
2019), utilizando espectrofotdmetro da Quimis e cubetas de quartzo de caminho éptico de 10
mm. Solugédo néo inoculada de BHI foi utilizada como branco.

3.5.3. ENSAIO TURBIDIMETRICO

O ensaio turbidimétrico foi realizado em triplicata, cada tubo de ensaio contendo 10 mL
de BHI estéril, 0,2 mL de uma respectiva amostra (NOR e cocristais) e 0,6 mL de in6culo.
Tubos foram mantidos em incubadora shaker da Marconi, modelo MA 420, por 4h, com
agitacdo de 32 rpm e mantidos a 35 °C. Apo6s incubacdo 0,5 mL de formaldeido 12% foi
adicionado em cada tubo e lidos usando espectrofotdmetro da Quimis, no comprimento de onda
de 530 nm, seguindo metodologia descrita na farmacopeia (ANVISA, 2019). Um tubo de
controle positivo (10 mL de BHI + 0,6 mL de in6culo para verificar o crescimento do micro-
organismo) e de controle negativo (10 mL de BHI para ser utilizado com branco) também foram

preparados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. NORFLOXACINO
4.1.1. ANALISE TERMICA

As curvas TG-DTA e DSC do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH sdo apresentadas na
Figura 9a e b, respectivamente.

a)| NOR — TG b) X
——DTA NOR
Tro%TG
T05.Vmg' DTA :[me
NOR MOIDO =
Tro%Te S
I05uVmg' DTA L 8
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Figura 9 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH.

A curva TG-DTA do NOR apresenta estabilidade térmica em torno de 260 °C e sofre
decomposicéo téermica em pelo menos quatro etapas de perda de massa sobrepostas. A ligeira
perda de massa até aproximadamente 100 °C, sem evento térmico na curva DTA, € atribuida a
eliminacdo de &gua adsorvida, como reportado pela literatura (CHONGCHAROEN; BYRN;
SUTANTHAVIBUL, 2008; NUNES et al., 2018) visto que o0 NOR ¢ altamente higroscopico,
e/ ou solvente residual, quando adicionado na sintese mecanoquimica. As outras perdas de
massa, correspondentes a eventos exotérmicos na curva DTA, sdo atribuidas a decomposi¢édo
térmica do fa&rmaco e a combustdo do material carbonizado (NUNES et al., 2018), temperaturas

e porcentagens de perda de massa podem ser vistas na Tabela 2. Na curva DTA, ainda é
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observado um evento endotérmico em 215,9 °C, sem perda de massa na curva TG, atribuido a

fusao do farmaco.

Tabela 2 - Dados termoanaliticos do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH.

Amostra Fuséo 1° etapa 2° etapa 3° etapa 4° etapa
6°C 30,0-105,5  259,2-350,1 350,1-418,1  418,1-681,6
NOR Am/% 3,6 22,2 14,5 59,6
Te/°C  215,5] 286,1-372,3°  372,6-713,8"
6°C 30,0-96,3  256,9-350,7 350,7-453,7  453,7-747,4
MI\(I)OISO Am /% 6,5 18,8 23,0 51,7
Te/°C  212,6] 322,9-384,9"  384,9-793,19"
0°C 30-101,9 265,0-348,3 348,3-434,3  434,3-658,8
NOR/EtOH  Am /% 2,8 194 17,4 60,4
Te/°C 216,1] 321,4-394,9"  394,9-683,5"

l=pico endotérmico; *= exoterma;

As curvas DSC do NOR mostram eventos endotérmicos coerentes com 0s ja observados

nas curvas TG-DTA, associados a perda de solvente, em torno de 100 °C e a fusdo do API, em
222 °C, em concordancia com a literatura (BASAVOJU; BOSTROM; VELAGA, 2006a;
MAZUEL, 1991). A discrepancia das temperaturas estd associada com as condi¢des

experimentais, precisao e a sensibilidade desta técnica em comparacdo com a DTA. Em relacéo

ao NOR/EtOH, pode-se observar um pico endotérmico em 209 °C. As imagens de DSC-

microscopia foram obtidas e tal evento ndo estd associado a nenhuma mudanca visual, 0 que

descarta a fusdo do composto e sugere uma transicdo de fase cristalina; provavelmente ap6s a

perda de solvente o composto esta em uma nova forma polimorfica, a qual sera estudada com

o auxilio da técnica de DRXP.
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4.1.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

Os difratogramas de raios X do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH sao apresentadas na
Figura 10.

NOR

Cps

NOR MOIDO

NOR/EtOH

L e LI B N A LA L EE
5 10 15 20 25 30 35 40 45 &0
20/°

Figura 10 - Difratogramas de raios X do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH.
De acordo com o padrdo de DRXP o NOR usado neste trabalho € a forma polimorfica

A (ref. code DB01059), sendo a forma comercializada.

Tanto o NOR MOIDO, quanto o NOR/EtOH, possuem um padréo de difracdo diferente
do NOR, o que indica que o processo de moagem modifica a estrutura cristalina do NOR ou
que ha a formacédo de hidrato e/ ou solvatos. Para entender melhor esse processo, todas as
amostras foram aquecidas até a eliminagéo do solvente (120 °C) e analisadas por DRXP (Figura
11).
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Figura 11 - Difratogramas de raios X do a) NOR e b) NOR MOIDO aquecidos até 70 °C e 120 °C.
Pode-se perceber que o difratograma do NOR apresenta uma leve mudanga, relativa a
perda de agua, constatada na curva TG, devido a sua tendéncia em adsorver dgua do ambiente

como observado por Chongchrong e colaboradores %),

Para 0 NOR MOIDO observa-se um novo padréo de difragdo apds a perda de agua e a
presenca de um halo de difracdo sobreposto aos picos, caracteristico de material parcialmente
amorfo, 0 que confirma a formacao de um hidrato. Ao buscar na literatura por hidratos de NOR,
0 padréo de raios X do NOR MOIDO se assemelha ao do NOR Sesquidrato (1 % aguas)
(PUIGJANER et al., 2010), a maior absorcdo de d&gua em comparacdo ao NOR sem moer é
muito provavelmente causada pela diminui¢do do tamanho de particula com a moagem e assim

aumento do tamanho da superficie de absorcéo.

A Figura 12 apresenta os Difratogramas de raios X do NOR, NOR/EtOH e NOR/EtOH

aquecidos até 180 °C e até apds o evento observado na curva DSC (215 °C).
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Figura 12 - Difratogramas de raios X do NOR, NOR/EtOH, NOR/EtOH 180 °C e NOR/EtOH 215 °C.

Com relacdo ao NOR/EtOH, também apresentou novo padrdo de difracdo apds a perda
do solvente (180 °C), o que, juntamente com os dados obtidos anteriormente, confirmam a
formacdo de solvato com etanol, o que indica também, que com a perda de solvente e
aquecimento se obtém uma outra fase polimorfica. Comparando o padréo de difracdo observado
apos a perda de solvente com a literatura, encontrou-se correspondéncia com o padrao da forma
polimérfica C do NOR (BARBAS; PROHENS; PUIGJANER, 2007; CHATTAH et al., 2013).

Ja a amostra aquecida até apds o evento observado na curva DSC (215 °C), possui
padrdo de difracdo equivalente a forma polimérfica A (BARBAS et al., 2006; BARBAS;
PROHENS; PUIGJANER, 2007). Indicando que o evento observado na curva DSC do
NOR/ETOH, Figura 9b, em 209 °C, esta relacionado a uma transicéo polimérfica da forma C
para a forma A. Desta forma, em associacdo com os dados termoanaliticos, observa-se uma
relacdo enantiotrépica entre os polimorfos A e C, em acordo com a regra de Burger, a qual
postula que ao se observar um evento endotérmico em alguma temperatura, pode se assumir

que hd um ponto de transicdo abaixo dela, isto é, as duas formas estdo relacionadas
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enantiotropicamente, ou seja, a transi¢do é reversivel (BURGER; RAMBERGER, 1979,
1979b; GIRON, 1998).

Barbas et. al. (2006) reportaram a relacdo enantiotrépica entre a forma B para a forma
A e apos sintetizarem a forma C (BARBAS; PROHENS; PUIGJANER, 2007), supuseram a
natureza enantiotrépica entre A e C, agora comprovada por este trabalho. Entretanto, Barbas
reportaram o ponto de fusdo da forma C em 207 °C, o que ndo foi observado, sendo observada
apenas a transicao polimérfica, que pode ter sido causada devido a presenca de géermen da forma
A junto a forma C, tal como indicado pelos picos de difracdo caracteristicos de A na amostra
NOR/EtOH 180°C em 9,88°; 20,64°; 22,48° e 24,92°.

Os picos 20 das amostras NOR, NOR MOIDO, NOR/EtOH, das amostras NOR/EtOH
aquecidas (180 °C e 215 °C), das formas polimdrficas do NOR (A, B e C) e do NOR Sesquidrato
estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Posi¢des 20/° dos padrdes de raios X do NOR, NOR MOIDO, NOR/EtOH, das formas
polimorficas reportadas do norfloxacino e a forma Il do NOR sesquidrato (BARBAS et al., 2006;
BARBAS; PROHENS; PUIGJANER, 2007; CHATTAH et al., 2013).

NOR | 1101D0 | EOH | - 180°C | - 215+C | FormaA | FormaB | Formac | gy iiraro
- 7,88 7,96 8,08 - - 8,84 - 7,92
9,80 | 9,88 9,24 9,24 9,80 9,84 - 9,20 -
1232 | 1052 | 11,36 9,88 12,36 12,35 - - 10,56
- 11,28 | 13,32 - 14,96 - - - 11,28
12,00 - - - . 13,30 . E
16,04 | 1320 | 16,16 16,16 16,04 16,06 16,47 16,10 13,32
- 15,80 | 16,64 16,68 - 17,77 16,60 15,88
- 17,80 | 17,08 17,16 18,68 - 18,90 17,10 17,84
18,80 | 19,08 | 18,84 18,92 19,92 - 19,36 18,80 19,20
20,60 | 2076 | 20,12 20,64 20,60 20,71 20,98 - 20,72
- 21,44 - - 21,52 - 21,11 - 21,52
2244 | 2184 | 2244 22,48 22,72 22,67 - - 21,88
- 23,64 - - - - - - 23,48
- - - - - - 23,35 - 23,64
24,80 - - 24,92 24,88 24,88 & & 23,92
- 2504 | 2512 - - . 8 . 25,08
27,80 | 26,88 - - 27,84 - - - 27,04
- 29,28 - - - - - - 29,48
- 31,36 - - - - - - 31,36
- - - - - - - - 31,96
- - - - - - - - 32,20
- 32,40 - - - - - - 32,44
- - - - - - - - 33,08
- - - - - - - - 33,88
- 34,36 - - - - - - 34,32
- 42,36 - - - . 8 . 42,56
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4.1.3. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (1V)

Os espectros IV do NOR, NOR MOIDO, NOR/EtOH sdo mostrados na Figura 13.

rya

NOR 7

NOR MOIDO

Transmitancia/ %

NOR / EtOH

WW

}n%

40'00'35'00'30'00'25'00'//' 1500 '1 1000
Numero de onda/ cm’
Figura 13 - Espectros de IV do NOR, NOR MOIDO e NOR/EtOH.
O espectro de 1V do NOR apresenta as bandas referentes as carbonilas do grupo acido
e da cetona (v C=0 - respectivamente: 1728 cm™ e 1615 cm™), a banda da amida (v N-H -
3047 cm™) e da hidroxila do acido (v OH - 3338 cm™) em concordancia com a literatura
(MAZUEL, 1991; SAHOO et al., 2013). Entretanto ainda sdo observados os estiramentos
simétrico e assimétrico do grupo carboxilato (vs, ss COO™ - respectivamente 1376 cm™ e 1583
cm™), o que indica que o NOR esta parcialmente na forma zwitterionica, caracteristico de

NORhidratado, em concordancia com os dados termoanaliticos.

Ao comparar os espectros do NOR e do NOR MOIDO percebe-se que ambos possuem
espectros similares, com destaque para a diminuigdo da intensidade das bandas em 1729 cm™
e 1731 cm™ (v C=0 COOH), respectivamente, e 0 aumento da intensidade da banda em 3400

cm™? (v O-H), que podem ser explicadas juntamente com os dados termoanaliticos, devido ao
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fato do NOR MOIDO apresentar maior quantidade de agua. A formacdo de hidratos e
polimorfos por parte do NOR € bem descrita na literatura, Chongcharoen e colaboradores
(2008) reportaram que o NOR anidro tende a sofrer interconversédo entre os seus hidratos até
mesmo pela umidade do ar, o que resulta na diminuigdo da carbonila do &cido e aumento da
banda referente a O-H (H20), justificando tanto os dados termoanaliticos quanto
espectroscopicos obtidos.

Ja no espectro do NOR/EtOH néo se observa as bandas referentes a carbonila e da
hidroxila do &cido, o que, junto aos dados termoanaliticos, fortemente indica a formacao do
solvato entre 0 NOR e etanol. Além do mais, é possivel observar as bandas referentes ao
estiramento do grupo carboxilato (vsas COO™ - respectivamente 1375 cm™ e 1582 cm™), bem
como o estiramento do NH* (v NH* - 3043 — 2862 cm™), indicando que o NOR se encontra na

sua forma zwitterionica e que a interagdo com o etanol é o responsavel por essa conversao.

Os espectros do NOR, NOR/EtOH e NOR/EtOH aquecidos até 180 °C e até 215 °C sdo
apresentados na Figura 14.

ryi
7/

W

NOR / EtOH

e\

NOR / EtOH
180°C

Transmitancia/ %

NOR / EtOH
215°C

ryi
T 1 T T T T 750 T T T 1 T 1 T T
4000 3500 3000 2500 1750 1500 1250 1000 750
Numero de onda/ cm’’

Figura 14 - Espectros do NOR, NOR/EtOH, NOR/EtOH 180 °C e NOR/EtOH 215 °C.
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Quando o NOR/EtOH é aquecido até antes do evento observado na curva DSC (180
°C), é possivel observar que a banda da carbonila do grupo acido (v C=0 - 1730 cm™) aparece
com baixa intensidade, o que indica a presenca da forma A em baixa quantidade, em
concordancia com os dados difratométricos. Ademais, na amostra aquecida até ap6s o evento
observado na curva DSC (215 °C) a banda da carbonila (v C=0 - 1728 cm™) aparece com
grande intensidade, bem como o estiramento da hidroxila (v O—H - 3340 cm™), o que confirma
que apds o evento térmico (209 °C) a forma polimorfica C (constituida por moléculas na forma
zwitterionica) é completamente convertida na forma polimoérfica A (constituida por moléculas

na forma neutra).
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4.2. COFORMADORES

Devido ao fato de que a sintese mecanoquimica ser capaz de induzir polimorfismo, bem
como alterar a cristalinidade e reduzir tamanho de particulas das substancias (LIN; CHENG;

WANG, 2006), se faz necessério avaliar o efeito do processo de moagem também para 0s
coformadores isolados.

4.2.1. ANALISE TERMICA

As curvas TG-DTA e DSC do INCA, INCA MOIDO e INCA/EtOH sdo apresentadas
na Figura 15a e 15b, respectivamente.

a b
) INCA — TG )
— DTA INCA
T2mw
10%T6]
05uVmg’ DTAI
INCA MOIDO %
2 " 5| INCAMOIDO
® >3S
% \1 P IZmW
b= =2
10%76] | < ©
X
=
05uVmg’ DTAI w
INCA / EtOH
INCA / EtOH
10%TG] IZmW
05uVmg’ DTAI
T Exo T Exo
T T T T T T v T v T T T T T T T T v T v T T T J
0 100 200 300 400 500 600 700 0 50 100 150 200 250 300

Temperatura/°C Temperatura/°C

Figura 15 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do INCA, INCA MOIDO e INCA/EtOH.

Essas curvas termoanaliticas sdo muito semelhantes, mostram uma Unica etapa de perda
de massa com inicio em 191 °C, associada a um evento com pico endotérmico na curva DTA,
em 275 °C ou 289 °C na curva DSC, atribuida a sublimagdo do composto, em concordancia
com o reportado na literatura (DE ALMEIDA et al., 2020; ZHAO et al., 2017).
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As curvas TG-DTA e DSC do NCA, NCA MOIDO e NCA/EtOH sdo apresentadas na
Figura 16a e 16b, respectivamente.
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Figura 16 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do NCA, NCA MOIDO e NCA/EtOH.

As curvas TG mostram uma Unica etapa de perda de massa com inicio em 180 °C, a qual
esta associada a sublimac&o parcial seguida de evaporacdo do composto. A fusdo do composto
é observada em 232 °C (DTA) ou 236 °C (DSC). Nas curvas DSC também € observado um
pequeno evento endotérmico associado a transicdo de fase solido-solido em 183 °C, da forma |
para a forma Il do &cido nicotinico. Esses resultados estdo em acordo com o reportado na

literatura (DE ALMEIDA et al., 2020; DO NASCIMENTO et al., 2014; JINGYAN et al.,
2008).
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As curvas TG-DTA e DSC do PCA, PCA MOIDO e PCA/EtOH séo apresentadas na
Figura 17a e b, respectivamente.
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Figura 17 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do PCA, PCA MOIDO e PCA/EtOH.

As curvas TG-DTA do PCA apresentam estabilidade térmica até 115°C e uma etapa de
perda de massa, associada a um evento endotérmico na curva DTA, atribuido a decomposicao
térmica do coformador, também observada na curva DSC a partir de 200 °C (DO
NASCIMENTO et al., 2016). Na curva DTA e DSC ainda é possivel observar um evento
endotérmico, associado a fusdo do composto em 139 °C (DSC) e 133 °C (DTA), em acordo
com a literatura (ALLAN et al., 1989; DO NASCIMENTO et al., 2016).
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As curvas TG-DTA e DSC da SAC, SAC MOIDO e SAC/EtOH séo apresentadas na
Figura 18a e b, respectivamente.
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Figura 18 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC da SAC, SAC MOIDO e SAC/EtOH.

As curvas TG da SAC mostram que 0 composto inicia perda de massa em uma unica
etapa em 203 °C, atribuida a sublimagéo seguida da evaporagdo do composto (BERNAL et al.,
2002; DE CARVALHO et al., 2009). Além disso, as curvas DTA e DSC mostram um evento
endotérmico em 226 °C (DTA) e 228 °C (DSC), com pequena perda de massa, atribuida a fuséo
do composto (BERNAL et al., 2002; DE CARVALHO et al., 2009).
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4.2.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

Com relacdo aos difratogramas de raios X do INCA, INCA MOIDO e INCA/EtOH que
sdo apresentados na Figura 19, possuem picos de intensidade maxima em 26 igual a 14,28°;
15,44°; 16,68°; 19,80°; 21,80°; 24,56°; 26,24°; 28,04°; 28,80°; 33,72°; 37,56°; 40,44° e 43,08
em concordancia com o padrdo de raios X depositado no CCDC (TAKUSAGAWA;
SHIMADA, 1976).

INCA

Cps

INCA MOIDO

INCA/EtOH

L e LI B N A LA L EE
5 10 15 20 25 30 35 40 45 &0
20/°

Figura 19 - Difratogramas de raios X do INCA, INCA MOIDO e INCA/EtOH.
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Os difratogramas de raios X do NCA, NCA MOIDO e NCA/EtOH sé&o apresentadas na

Figura 20.

Cps

’J NCA

NCA MOIDO

NCA/EtOH

5 10

T T T T T T T T T T T T T

15 20 25 30 35 40 45 50

20/°

Figura 20 - Difratogramas de raios X do NCA, NCA MOIDO e NCA/EtOH.

Para o acido nicotinico os picos 26 correspondem a 15,44°; 20,36 °; 21,20°; 23,76°;
24,80°; 25,96°; 26,88°; 27,96°; 29,20°; 30,04°; 32,28°; 34,08°; 35,72°; 38,28°; 39,16°; 39,92°
e 41,16° em concordancia com o padrédo de raios X depositado no CCDC (WRIGHT; KING,

1953).
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Os difratogramas de raios X do PCA, PCA MOIDO e PCA/EtOH séo apresentadas na
Figura 21.
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Figura 21 - Difratogramas de raios X do PCA, PCA MOIDO e PCA/EtOH.

O &cido picolinico possui picos de intensidade maxima em 26 igual a 8,80°; 13,32°;
17,56°; 24,24°; 25,00°; 26,60°; 28,04°; 30,24°; 30,92°; 31,88°; 33,36°; 33,88°; 36,16°; 36,72°;
37,12°; 37,92°; 38,88°; 40,72°; 41,28°; 41,88° e 42,60° em concordancia com o padrao de raios
X depositado no CCDC (HAMAZAKI et al., 1998).
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Os difratogramas de raios X da SAC, SAC MOIDO e SAC/EtOH sao apresentadas na
Figura 22.
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SAC MOIDO

SAC/EtOH

Figura 22 - Difratogramas de raios X da SAC, SAC MOIDO e SAC/EtOH.

A sacarina possui picos de intensidade maxima em 26 igual a 9,3°; 14,82°; 15,84°;
18,96°; 19,92°; 21,36°; 22,66°; 23,68°; 24,98°; 25,60° e 27,24°, em concordancia com a
literatura (BUDIMAN et al., 2019; GAO; ZU; ZHANG, 2011).

Os Difratogramas de raios X dos coformadores submetidos as mesmas condi¢cfes de
sintese dos cocristais apresentam 0 mesmo padrao difratométrico dos coformadores sem moer,
ou seja, neste estudo, para esses compostos escolhidos nem processo de moagem, nem a adi¢éo

de solvente gerou amorfos e nem polimorfismos.
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4.2.3. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (1V)

Os espectros de IV do INCA, INCA MOIDO, INCA/EtOH sdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23 — Espectros de IV do INCA, INCA MOIDO, INCA/EtOH.

No espectro IV do INCA pode-se destacar o estiramento da carbonila do grupo &cido
carboxilico em 1705 cm® (v C=0) e o estiramento referente a ligagdo de hidrogénio
intramolecular entre o grupo acido e o nitrogénio aromatico com estiramentos em 2381 e 1964

cm™ (v C=OOH---Naromatico) (ALLAN; BAIRD; KASSYK, 1979; DE ALMEIDA et al., 2020;
KOCZON et al., 2003).
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Os espectros de 1V do NCA, NCA MOIDO, NCA/EtOH sdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24 - Espectros de 1V do NCA, NCA MOIDO, NCA/EtOH.

Do mesmo modo o espectro 1V do NCA, apresenta o estiramento da carbonila do grupo
acido carboxilico em 1707 cm™ (v C=0) e o estiramento referente a ligagdo de hidrogénio
intramolecular entre o grupo &cido e o nitrogénio aroméatico com estiramentos em 2436 e 1875
cm™ (v C=OOH---Naromatico) (DE ALMEIDA et al., 2020; KOCZON et al., 2003).
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Os espectros de 1V do PCA, PCA MOIDO, PCA/EtOH sdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25 — Espectros de IV do PCA, PCA MOIDO, PCA/EtOH.

Igualmente, no espectro IV do PCA observa-se o estiramento da carbonila do grupo
carboxila em 1722 cm® (v C=0) e o estiramento referente a ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre os grupos carboxila e o nitrogénio aromatico com estiramentos em 2604 e
1874 cm* (v C=O0H---Naromtico) (AAKERQOY et al., 2006; KOCZON et al., 2003).
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Os espectros de 1V da SAC, SAC MOIDO, SAC/EtOH sdo mostrados na Figura 26.
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Figura 26 - Espectros IV da SAC, SAC MOIDO, SAC/EtOH.

Ja o espectro IV da SAC apresentam bandas referentes aos estiramentos simétrico e
assimétrico da sulfonamida em 1334 e 1177 cm™ (V asesim O=S=0), a banda da carbonila em

1718 cm™ (v C=0) e a banda em 3094 cm™ atribuida ao estiramento da lactama (v N-H).
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4.3. COCRISTAIS

4.3.1. NORFLOXACINO — ACIDO ISONICOTINICO
ANALISE TERMICA
DIAGRAMA DE FASE BINARIO

43.1.1.

43.1.1.1

Diagramas de fase binarios sdo importantes para confirmar a estequiometria de

cocristais e eutéticos pela diferenca em seus pontos de fusdo. O diagrama de fase do sistema

NOR-INCA, Figura 27a, foi construido utilizando as fracdes molares e temperaturas obtidas

nas curvas DSC da Figura 27b (Apéndice B Tabela Bl), ¢ apresenta a forma de “W”
caracteristica de cocristal (CHERUKUVADA; GURU ROW, 2014), indicando que a propor¢ao

1:1 (n/n) é a estequiometria ideal para a formacdo do cocristal.
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Figura 27 - a) Diagrama de fase binario do sistema INCA e b) Curvas DSC das diferentes proporcoes
do sistema INCA.
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43.1.1.2.

TG-DTAEDSC

A Figura 28a e b, apresentam respectivamente as curvas TG-DTA e DSC do NOR,

INCA, dos sistemas NOR-INCA e da sua mistura fisica. Os principais dados analiticos estdo

reunidos na Tabela 4.
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Figura 28 —a) TG-DTA e b) DSC do NOR, INCA e do sistema NOR-INCA.

As curvas TG-DTA dos sistemas NOR-INCA mostram que eles apresentam estabilidade

térmica até 195 °C, que é intermediaria ao API, 259,2 °C, e o coformador, 175,0 °C, com

decomposicéo térmica em pelo menos cinco etapas de perda de massa consecutivas, sendo a

primeira referente a perda de dgua / solvente residual. Do mesmo modo a curva DSC, apresenta

ponto de fusdo intermediario, 243 °C, em comparac¢do com o API (222 °C) e coformador (289

°C) isolados, sendo um indicio de que houve interacdo entre as substancias e possivel formacao

do cocristal. Com relacdo ao DSC da mistura fisica observa-se um evento endotérmico referente

a uma fusdo em 213 °C, ao comparar com 0s DSC obtidos para o diagrama de fases, observa-

se um eutético entre o cocristal e 0 NOR com fuséo nessa temperatura, em seguida um evento

exotérmico referente & cocristalizacdo entre 0 NOR e o INCA por estresse termico, seguido
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pela fusdo do cocristal em 236 °C, a literatura reporta como sendo uma estratégia de se
encontrar sistemas que possam interagir, a observacdo de um evento de cristalizacdo seguido
de fusdo em temperatura diferente dos compostos isolados (PARK et al., 2019; YAMASHITA
etal., 2013, 2014).

Tabela 4 - Dados termoanaliticos do NOR, INCA e sistema NOR-INCA.

Amostra Fuséo 12 Etapa 28 Etapa 32 Etapa 42 Etapa 52 Etapa
0°C 30,0-105,5  259,2-350,1  350,1-418,1 418,1-681,6
NOR Am/% 3,6 22,2 14,5 59,6
Te/°C  215,5] 286,1-372,3" 372,6-713,8"
0°C 175,0-283,8
Am/% 100
INCA
Tp
278,0]
/°C
0°C 30,0-89,0 194,7-278,3  278,3-377,9 377,9-423,1 423,1-651,6
Am/% 3,0 18,2 19,3 10,0 49,6
NOR-INCA
T
,o; 236,7) 336,9-416,0%  416,0-687,1*
0°C 30-97,3 195,7-283,2  283,2-386,1 386,1-430,4 430,4-693,1
NOR- Am/% 2,7 15,6 15,1 13,9 52,7
INCA/EtOH Te
oc 242,7] 332,7-378,6* 378,6-700,0*

l=pico endotérmico; *= exoterma;
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43.1.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

Os Difratogramas de raios X dos sistemas em comparacdo ao APl e o coformador
isolados, apresentam novos picos em 5,1° 10,8°, 20,2°, e 25,9°, como indicado com sinal + na
Figura 29, e desaparecimento de picos em 22,5° referente a0 NOR e 28,0° referente ao INCA,
indicados com asterisco, 0 que indica que houve a formacdo de uma nova fase cristalina e,
portanto, em acordo com os dados termoanaliticos, o sistema NOR-INCA é um novo sistema

multicomponente de Norfloxacino com Acido Isonicotinico.

NOR

NOR / INCA (MF)

NOR-INCA

Cps

NOR-INCA / EtOH

INCA

T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20/°

Figura 29 - Difratogramas de raios X do NOR, INCA e do sistema NOR-INCA.
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43.1.3. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

A Figura 30 apresenta os espectros IV do NOR, INCA e do sistema NOR-INCA.

—M'\W

NOR / INCA (MF)
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NOR-INCA / EtOH

o

B ey

INCA
]:10%

T T T T T T T T T T T r T r
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda / cm”

Figura 30 - Espectros de IV do NOR, INCA e do sistema NOR-INCA.

Os espectros 1V dos sistemas NOR-INCA apresentaram deslocamento da banda da
carbonila, (v C=0 1716 cm™), sendo intermediaria a banda da carbonila do NOR e do INCA
(Respectivamente 1728 cm™ e 1705 cm™). Bem como o desaparecimento das bandas referentes
a interaco intramolecular do INCA (v C=00H---Naromatico - 2381 € 1964 cm™), 0 que indica o
rompimento dessas interagdes. Além disso, a presenca de uma banda alargada entre 3565 a
2492 cm™, sugere o estabelecimento de novas interages entre o grupo acido do NOR com o
grupo acido do INCA formando o homosinton &cido-acido (COOH---COOH).
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4.3.1.4. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE

Para verificar se era possivel quantificar o norfloxacino na presenca de acido
isonicotinico foi realizada a seletividade do método, Figura 31, onde se compara 0S picos
méximos de absorcdo de todas as amostras no comprimento de onda utilizado para
quantificacdo do NOR (277 nm) e como visto o coformador ndo interfere no pico maximo de

absor¢do do norfloxacino.

0,6
277 nm ——NOR
—— NOR-INCA
—— INCA
DILUENTE
0,4 -
@
(8]
c
«@
£
o
n
< 024
0,0 -
¥ T y T y T y
200 250 300 350 400

Comprimento de onda / nm
Figura 31 - Avaliagdo da seletividade sistema NOR-INCA.

A Figura 32a e b, apresenta a comparacdo das concentracdes de NOR e NOR-
INCA/EtOH ap0s 24 horas em uma incubadora shaker com diferentes diluentes. Observa-se
que a solubilidade aquosa do cocristal NOR-INCA é pelo menos 75,5 vezes maior que a
solubilidade do NOR isolado, visto que o experimento foi repetido com 200 mg em 5 mL de
agua e ainda sim observou-se a completa dissolucdo do precipitado, o que confirma que a
cocristalizacdo proporcionou um aumento significativo nesse parametro. Em relacédo a solucéo
tampdo a pH 3,0 foi observado um aumento de 1,2 vezes, pH 6,1 foi observado um aumento de
2,0 vezes, ja no pH 8,5 foi observada uma diminuigdo de 0,5 vezes da solubilidade, os valores
das concentracOes podem ser vistos na Tabela 5.
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Figura 32 - Solubilidade cocristal NOR-INCA, a) em &gua e b) em meio tamponado.

Tabela 5 - Valores das concentragdes do NOR e do cocristal NOR-INCA em diferentes meios, desvios
padrdes relativos e razdo da solubilidade.

NOR-INCA

-1
(Mg mL )
28.984,53

646,31 1,79 764,11 2,89 1,2
723,50 0,93 1.431,72 0,53 2,0
779,61 1,76 422,09 2,47 0,5
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4.3.15. ENSAIO MICROBIOLOGICO

Para garantir que a formacdo do cocristal ndo interferiu na poténcia do farmaco foi
realizado o ensaio microbioldgico, que constatou que ndao houve mudanca significativa na
atividade do NOR cocristalizado, como visto na Figura 33, também foi realizado a analise do
coformador, e verificou-se que o mesmo ndo possui atividade significativa contra a S.

epidermidis.

Poténcia microbioldgica / %

NOR-INCA/EtOH — 91,93
NOR _ foo

Figura 33 - Avaliacdo da poténcia microbioldgica do NOR-INCA.
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4.3.2. NORFLOXACINO — ACIDO NICOTINICO
4.32.1. ANALISE TERMICA
DIAGRAMA DE FASE BINARIO

43.2.1.1.

O diagrama de fase do sistema NOR-NCA, Figura 34a, foi construindo utilizando as

fragOes molares e temperaturas obtidas nas curvas DSC da Figura 34b (Apéndice B Tabela B2),
¢ apresenta a forma de “W” caracteristica de cocristal (CHERUKUVADA; GURU ROW,

2014), indicando que a proporcdo 1:1 (n/n) é a estequiometria ideal para a formacdo do

cocristal.
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Figura 34 - a) Diagrama de fase binério do sistema NCA e b) Curvas DSC das diferentes proporc6es
do sistema NCA.

70



Massa/%

0

43.2.1.2. TG-DTA EDSC

A Figura 35a e b, apresenta, respectivamente, as curvas TG-DTA e DSC do NOR,
NCA e do sistema NOR-NCA. Os dados termoanaliticos encontram-se na

Tabela 6.
—TG
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Figura 35 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do NOR, NCA e do sistema NOR-NCA.

A curva TG do sistema NOR-NCA mostra que ele é termicamente estavel até 190 °C,

maior que a do coformador, 159,7 °C, e menor que a do API, 259,2 °C. Apo6s essa temperatura

ele sofre decomposicdo térmica em pelo menos quatro etapas de perda de massa,

correspondendo a eventos exotérmicos na curva DTA. Nas curvas DTA e DSC observam-se

ainda eventos endotérmicos, associados a fusdo dos sistemas, sendo o pico de fusdo do sistema

em 235 °C, intermediaria ao API, 222 °C, e ao coformador, 238 °C (Valores retirados das curvas

DSC). Esses resultados termoanaliticos sugerem interacdo entre 0 NOR e 0 NCA,

provavelmente devido a formacao de um novo sélido multicomponente. Com relacéo a curva

DSC da mistura fisica, se observa um ponto de fusdo em 200 °C, ao relacionar esse evento com

0s DSCs obtidos para o diagrama de fase, verifica-se a presenca de uma mistura eutética com

fusdo nessa temperatura, nessa curva ainda é possivel notar um evento endotérmico em 213 °C,
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referente a fusdo do excesso de NOR e um evento em 232 °C que pela auséncia do evento de
evaporacdo do coformador (em torno de 260 °C), assume-se ser referente a fusdo do sistema
NOR-NCA, o que sugere que 0 mecanismo da interacdo entre 0 NOR e o NCA passa por uma
mistura eutética intermediaria (FRISCIC; JONES, 2009; JAYASANKAR et al., 2006). A
literatura reporta que a formacao de cocristais envolve diversos mecanismos, que envolvem
fases intermediarias, como a formacéo de misturas eutéticas ou fases amorfas intermediarias
(FRISCIC; JONES, 2009; KARIMI-JAFARI et al., 2018).

Tabela 6 - Dados termoanaliticos do NOR, NCA e sistema NOR-NCA.

Amostra Fusao 12 Etapa 2% Etapa 3? Etapa 42 Etapa
0 °C 30,0-105,5  259,2-350,1  350,1-418,1 418,1-681,6
NOR Am/% 3,6 22,2 14,5 59,6
Te/°C  215,5] 286,1-372,3° 372,6-713,8"
0°C 159,7-257,6
NCA Am /% 100
Te/°C  230,7]
0 °C 190,9-281,2 281,2-361,0 361,0-418,2 418,2-670,4
NOR-NCA Am /% 19,9 15,1 12,5 52,4
Te/°C 227,3] 325,0-407,4* 407,4-693,5*
0 °C 197,5-288,7 288,7-368,5  368,5-427,5 427,5-686,2
NOR-NCA/EtOH Am /% 19,3 15,7 11,5 53,5
Te/°C  2352] 345,1-417,3* 413,3-700,0*

l=pico endotérmico; *= exoterma;
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43.2.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

Os Difratogramas de raios X dos sistemas NOR-NCA nédo apresentam a soma dos
compostos isolados e sim um novo padrao de difracdo, com novos picos em 5,4°; 14,5° e 25,4°,
como indicado com sinal + na Figura 36, e desaparecimento de picos em 9,2° e 22,5° referentes
ao NOR, indicado com asterisco, confirmando a formagdo de uma nova fase entre 0 NOR e
NCA.

NOR

NOR / NCA (MF)

NOR-NCA

Cps

NOR-NCA / EtOH

NCA

—r - T T T - 1 1 " T " T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 &0
20/°

Figura 36 - Difratogramas de raios X do NOR, NCA e do sistema NOR-NCA.

73



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

A Figura 37 apresenta os espectros IV do NOR, NCA e dos sistemas NOR-NCA.
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Figura 37 - Espectros de IV do NOR, NCA e do sistema NOR-NCA.

Os espectros IV dos sistemas NOR-NCA, de maneira similar aos espectros dos sistemas
NOR-INCA, apresentam deslocamento da banda da carbonila, (v C=0 1716 cm™), sendo
intermediaria a banda da carbonila do NOR e do NCA (Respectivamente 1728 cm™ e 1707 cm
1y, bem como o desaparecimento das bandas referentes a interagdo intramolecular do NCA (v
C=00H---Naromatico - 2436 € 1875 cm™), o que indica o rompimento dessas interagdes. Além
disso, a presenca de uma banda alargada entre 3565 a 2492 cm™ sugere o estabelecimento de
novas interacdes entre o grupo carboxila do NOR com o grupo carboxila do NCA formando o
homosinton acido-acido (COOH---COOH). Para a mistura fisica, observa-se apenas a soma dos
espectros do NOR e do NCA.
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4.3.24. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE

Para verificar se era possivel quantificar o norfloxacino na presenca de acido nicotinico
foi avaliada a seletividade do método no pico de absor¢do maximo do NOR (277 nm). E como

visto na Figura 38, o coformador n&o interfere na quantificagdo do NOR.

0,6
277 nm —NOR
—— NOR-NCA
—— NCA
DILUENTE
0,4
@
[&]
[ =
«g
2
(@)
o)
2 024
) _\/\

T I T l T l T
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Figura 38 - Avaliacdo da seletividade sistema NOR-NCA.

A Figura 39 apresenta a comparacdo das concentracées de NOR e NOR-NCA/EtOH
apos 24 horas em uma incubadora shaker com diferentes diluentes. Observa-se que a
solubilidade aquosa do cocristal NOR-NCA, Figura 39a, ¢ de pelo menos 79,9 vezes maior que
a solubilidade do NOR, visto que o experimento foi repetido com 200 mg em 5 mL de agua e
ainda sim observou-se a completa dissolugéo do cocristal, o que confirma que a cocristalizagdo
proporcionou um aumento significativo nesse parametro. Em relagdo aos meios tamponados,
Figura 39b, para a solu¢do tampéo a pH 3,0 ndo foi observado aumento significativo, pH 6,1
foi observado um aumento de 1,9 vezes, ja no pH 8,5 foi observada uma diminuicao de 0,4

vezes da solubilidade, os valores das concentragdes podem ser vistos na Tabela 7.
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Figura 39 - Solubilidade cocristal NOR-NCA, a) em agua e b) em meio tamponado.

Tabela 7 - Valores das concentracdes do NOR e do cocristal NOR-NCA em diferentes meios, desvios
padrdes relativos e razdo da solubilidade.

NOR-NCA

(ug mL )

348,80 1,36 30.654,20 1,72 ~79,9
646,31 1,79 667,46 6,85 1,0
723,50 0,93 1403,84 2,89 1,9
779,61 1,76 358,65 7,90 04
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4.3.3. NORFLOXACINO - ACIDO PICOLINICO

4.3.3.1.

ANALISE TERMICA

43.3.1.1. DIAGRAMA DE FASE BINARIO

O diagrama de fase do sistema NOR-PCA, Figura 40a, foi construindo utilizando as

fragOes molares e temperaturas obtidas das curvas DSC da Figura 40b (Apéndice B Tabela B3),
¢ apresenta a forma de “W” caracteristica de cocristal (CHERUKUVADA; GURU ROW,

2014), sendo a proporgdo que se sobressai no meio do “W” a propor¢ao 1: 1, indicando que

essa proporgao seria a estequiometria ideal para a formacéo do cocristal.
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Figura 40 - a) Diagrama de fase binéario do sistema PCA e b) Curvas DSC das diferentes proporc@es do
sistema PCA.
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4.3.3.1.2. TG-DTAEDSC

A Figura 41a e b, apresenta, respectivamente, as curvas TG-DTA e DSC do NOR, PCA
e dos sistemas NOR-PCA.
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Figura 41 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do NOR, PCA e do sistema NOR-PCA.

A curva TG dos sistemas NOR-PCA mostra que eles sofrem decomposicéo térmica
em pelo menos quatro etapas de perda de massa, correspondendo a eventos endo e
exotérmicos na curva DTA e apresenta estabilidade térmica até 190 °C, sendo intermediaria
ao API e ao coformador, respectivamente 259,2 °C e 116,5 °C. Os dados termoanaliticos
estdo reunidos na

Tabela 8. Para 0 NOR-PCA sem solvente, ainda se observa uma etapa de perda de massa
a mais, correspondendo a perda de agua absorvida. O evento endotérmico em 237 °C (DTA)
ou 239 °C (DSC) ¢ atribuido a fusdo incongruente do sistema, visto que ocorre apos 0 inicio da
decomposicéo térmica na curva TG, sendo uma temperatura superior a observada tanto para o
NOR (DTA - 215,5 °C e DSC - 222 °C), quanto para o PCA (DTA —134,0 °C e DSC — 138
°C). Para o sistema sintetizado sem solvente, observa-se ainda um evento exotérmico entre 80

e 130 °C, que sera estudado na préxima secdo. Esses resultados termoanaliticos indicam grande
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interacdo entre o API e coformador, provavelmente devido & formacdo de uma nova fase

multicomponente. Com relagdo a curva DSC da mistura fisica, observa-se um evento

endotérmico em 128 °C, relacionado a fusdo do coformador, um segundo evento endotérmico

em 216 °C, correspondente a fusdo do NOR e um terceiro evento endotérmico em 228 °C,

indicando & fusdo referente & formacdo de uma possivel interacdo entre NOR e PCA com

estresse térmico, o que ja foi reportado na literatura, como uma abordagem de se encontrar

sistemas que possam interagir (PARK et al., 2019; YAMASHITA et al., 2013, 2014).

Tabela 8 - Dados termoanaliticos do NOR, PCA e sistema NOR-PCA.

Amostra Fuséao 12 Etapa 2% Etapa 32 Etapa 42 Etapa 52 Etapa
0°C 30,0-105,5  259,2-350,1  350,1-418,1 418,1-681,6
NOR Am/% 3,6 22,2 145 59,6
Tel°C  215,5] 286,1-372,3° 372,6-713,8"
0°C 116,5-218,1
Am
PCA 100
1%
Te/°C 1340
0°C 30,0-85,8 186,9-246,5  246,5-3451  345,1-422,4  422,4-629,3
Am
NOR-PCA 2,9 24,1 13,8 12,5 46,7
1%
Tp/°C 236,5] 312,6-401,2* 401,2-691,3*
0°C 191,9-261,3 261,3-350,6  350,6-449,2  449,2-676,6
NOR- Am
25,9 13,22 16,3 44,6
PCA/EtOH 1%
Tep/°C 237,0] 321,2-366,8* 366,8-700,0*

Para entender o comportamento do sistema sem solvente, foi realizado um estudo

alterando a frequéncia da moagem. As curvas DSC do sistema NOR-PCA sem solvente

sintetizados em diversas frequéncias de moagem estdo apresentadas na Figura 42.
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Figura 42 - DSC do sistema NOR-PCA variando a frequéncia de moagem de 5 a 30 Hz.

As curvas DSC mostram que os sistemas sintetizados em 5 e 10 Hz apresentam eventos
referentes a fusdo do API e do coformador, de maneira similar a mistura fisica, o que indica
que o ponto de fusdo em temperatura maior (239 °C), que representa a interacéo entre eles esta
sendo causado majoritariamente pelo tratamento térmico e que a sintese ndo foi efetiva. Para os
sistemas sintetizados a partir de 15 Hz observa-se um evento exotérmico (15 Hz entre 110 e
130 °C, a partir de 20 Hz entre 130 e 150 °C), mais acentuado a partir de 20 Hz. A curva DSC
obtida no modo de aquecimento/ resfriamento da amostra a 30 Hz foi realizado, Figura 43,
constatando sua natureza irreversivel, tal evento serd investigado pela técnica de DRXP na

proxima secao.
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Figura 43 - Curva DSC realizada com ciclos de aquecimento/ resfriamento do NOR-PCA 30 Hz.
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4.3.3.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

A Figura 44 apresenta os Difratogramas de raios X dos sistemas NOR-PCA, sua

mistura fisica e dos compostos isolados.

NOR

NOR / PCA (MF)

NOR-PCA (RM)
15 Hz

Cps

NOR-PCA / EtOH

PCA

-t T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20/°

Figura 44 - Difratogramas de raios X dos sistemas NOR-PCA.

Os difratogramas de raios X do sistema sintetizado com solvente, em comparagédo ao
API e o coformador isolados, apresentam novos picos em 5,3°; 10,4°; 11,9°; 14,2°; 21,1°; 25,6
e 29,1°, como indicado com sinal + na Figura 44, e desaparecimento de picos em 8,8° referente
ao NOR e 17,5° referente ao PCA, indicados com asterisco na Figura 44, o que confirma a
formacéo de uma nova fase cristalina multicomponente dos sistemas NOR-PCA, quando obtido

com a adicédo de solvente.

O difratograma do sistema NOR-PCA sem solvente recém moido, apresenta um halo de
amorfizacdo, que pode ser devido & frequéncia e ao tempo de moagem, como reportado no
trabalho de Descamps e Willart (2016). Portanto, foi realizado um estudo alterando a frequéncia
de moagem para observar 0 comportamento desse sistema. Os difratogramas de raios X se

encontram na Figura 45.
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Figura 45 - Difratogramas DRXP do sistema NOR-PCA variando a frequéncia de moagem de 5 a 30
Hz.

Com os Difratogramas de raios X, observa-se que conforme se aumenta a frequéncia de
moagem, mais amorfizadas ficam as amostras. As amostras que possuem padréo cristalino (MF,
5Hz, 10 Hz) apresentam a soma dos difratogramas do NOR e do PCA, o que indica a formagéo
de misturas fisicas, com exce¢do da amostra sintetizada a 15 Hz, que apresenta um leve halo de
amorfizacdo, o que corrobora com os dados termoanaliticos e confirma que apenas ha a

formacéo do cocristal sob estresse térmico.

Para entender o que seria o evento exotérmico observado na curva DSC, os sistemas
obtidos a 15 Hz e 30 Hz, como representativo de todos, foram aquecidos até antes e apds o

evento térmico observado e analisadas por DRXP (Figura 46).
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Figura 46 - Difratogramas de DRXP das amostras 15 Hz e 30 Hz aquecidas.
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O padrao de DRXP da amostra obtida a 15 Hz e aquecida até 110 °C apresenta um halo

sobreposto aos picos de difracdo, caracteristico de material parcialmente amorfo. Ja a amostra

aquecida até 130 °C apresenta um difratograma caracteristico de material cristalino. Ao

comparar com o difratograma de DRXP do sistema sintetizado com adigédo de solvente,

observa-se que ambas apresentam o mesmo padréo de difracdo, o que confirma a formagéo do

cocristal por estresse térmico e que o evento exotérmico observado na curva DSC, Figura 41b,

é referente a um processo de cocristalizacdo. O mesmo pode ser observado nos difratogramas

de DRXP para o sistema sintetizado a 30 Hz, com a diferenga significativa que ela ja se encontra

amorfa em temperatura ambiente, o que sugere que o0 mecanismo de formacao desse cocristal

envolve a formacgdo de um intermediario amorfo, como ja reportado na literatura (FRISCIC;

JONES, 2009; JAYASANKAR et al., 2006; KARIMI-JAFARI et al., 2018).
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43.3.3. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

A Figura 47 apresenta os espectros 1V do NOR, PCA e do sistema NOR-PCA.
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Figura 47 - Espectros IV do NOR, PCA e do sistema NOR-PCA.

Diferentemente dos seus isomeros, o espectro do sistema NOR-PCA sintetizado com
solvente, apresenta deslocamento hipsocrémico da banda da carbonila, (v C=0 1711 cm™),
sendo um comprimento de onda inferior aos dos componentes isolados (v C=0 NOR 1728 cm™
1 e PCA 1722 cm™). Bem como o desaparecimento das bandas referentes a interacdo
intramolecular do PCA (v C=OOH---Naromatico - 2604 € 1874 cm™), o que indica o rompimento
dessas interacdes. E a presenca de uma banda alargada entre 3669 a 2467 cm™ sugere o
estabelecimento de novas interacdes entre o grupo acido do NOR com o grupo &cido do PCA
formando o homosinton acido-acido (COOH---COOH). Com relacdo ao sistema sintetizado

sem solvente e a mistura fisica apresentam espectro soma.

Os espectros das amostras obtidas variando a frequéncia até 15 Hz apresentam a soma

do NOR e do PCA, Figura 48, ja para as moagens de 20, 25 e 30 Hz, apresentam um aumento
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na intensidade da banda em 1562 cm™, como indicado na Figura 48, o que confirma a formag&o
de um coamorfo, que sdo compostos formados por API e coformador, apresentando interacdo

da mesma maneira que cocristais, entretanto, sem estrutura cristalina (HEALY et al., 2017b;

WU et al., 2019)
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Figura 48 - Espectro 1V do sistema NOR-PCA variando a frequéncia de moagem de 5 a 30 Hz.

Para confirmar a formacdo do cocristal com o estresse térmico ou com adi¢do de
solvente na sintese, foram obtidos os espectros das amostras a 15 Hz e 30 Hz aquecidas

comparando-as com o sistema com EtOH, Figura 49.
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Figura 49 — Espectros de 1V das amostras 15 Hz e 30 Hz aquecidas.

Nas amostras onde houve a formacéo do cocristal (amostras aquecidas em temperatura
superior ao evento observado no DSC e com adi¢do de solvente), observa-se o surgimento do
pico em 1036 cm™, que confirma a interacdo entre API e coformador e a formagc&o do cocristal

NOR-PCA com adi¢do de solvente e estresse térmico.



4.3.3.4. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE

Para verificar se era possivel quantificar o norfloxacino na presenca de acido picolinico
foi avaliada a seletividade do método, comparando-se 0s picos maximos de absor¢do dos
componentes no comprimento de onda utilizado para quantificagdo do NOR (277 nm). E como

visto na Figura 50, o coformador n&o interfere na quantificagédo do NOR.

0,6
277 nm ——NOR
— NOR-PCA
—— PCA
DILUENTE
04
©
Q
c
«0
2
@]
[%2]
< 0.2
0,0 -

I [
_ 300 350 400
Comprimento de onda / nm

T
200 250

Figura 50 - Avaliacdo da seletividade sistema NOR-PCA

A Figura 51 apresenta a comparacdo das concentracdes de NOR e NOR-PCA/EtOH
apos 24 horas em uma incubadora shaker com diferentes diluentes. Observa-se que a
solubilidade aquosa do cocristal NOR-PCA é de 7,2 vezes maior que a solubilidade do NOR, o
que confirma que a cocristalizagcdo proporcionou um aumento significativo nesse parametro.
Em relacdo a solugdo tampé&o a pH 3,0 foi observado um aumento de 2,9 vezes e 6,1 ndo foi
observada mudanca significativa na solubilidade, enquanto no pH 8,5 foi observada uma

diminuicdo de 0,6 vezes da solubilidade, os valores das concentracfes podem ser vistos na

Tabela 9.
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Figura 51 - Solubilidade cocristal NOR-PCA em &gua e em meio tamponado.

Tabela 9 - Valores das concentracdes do NOR e do cocristal NOR-PCA em diferentes meios, desvios
padrdes relativos e razdo da solubilidade.

NOR-PCA

-1
(Mg mL )
2.508,47

AGUA 348,80

- 646,31 1.79 1.890,53 4,16 29
- 723,50 0,93 650,27 1.36 0,9
779,61 176 449,07 270 06
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4.3.4. NORFLOXACINO — SACARINA
4.3.41. ANALISE TERMICA
434.1.1. DIAGRAMA DE FASE BINARIO

O diagrama de fase do sistema NOR-SAC, Figura 52a, foi construido utilizando as
fragOes molares e temperaturas obtidas nas curvas DSC da Figura 52b (Apéndice B Tabela B4),
¢ apresenta a forma de “W” caracteristica de cocristal (CHERUKUVADA; GURU ROW,

2014), indicando que a proporcdo 1:1 (n/n) é a estequiometria ideal para a formacdo do
cocristal.

a) 350 350 )

SAC Y
m  Temperatura Solidus 5 = .
A Temperatura Liquidus il ; L
® Fus&o compostos puros iquido (L) 020 . :
300 4 L 300 025 B Y
0,30 i ;
NOR-SAC () Ao :
O r g %A_‘ﬁf\’_"
& 8 2o W v
S NOR'SAC |+ L 2 g
= ® S|o04s N
© 250 A L250 § 8 :
3 3 d 2 s T W
5 AC NOR C  Lfos o I
= 1 A / R = Y, :
| NOR+L a e S~
2004 SAC +L A / - 200 oo T~V
- " = = - —P—/:W_’_\/_/
= . " 075 £ ! .
SAC + NOR-SAC NOR-SAC + NOR 0,80 T \/
090 ,
Exo
150 : . : . . : : . 150 e
0,0 02 04 06 08 1,0 . . . . r, 101
Fracao molar de NOR 80 120 160 200 240 280

Temperatura/ °C

Figura 52 - a) Diagrama de fase binario e b) Curvas DSC das diferentes propor¢6es do sistema NOR-
SAC.
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4.3.4.1.2. TG-DTAEDSC

A Figura 53a e b, apresenta, respectivamente, as curvas TG-DTA e DSC do NOR, SAC
e dos sistemas NOR-SAC.

a) [NOR —TG b)
DTA NOR

T2mw

Tro%TG
T1°cmg’DTA

NOR-SAC \
NOR-SAC ]

T0% TG (RM) W
T1°Cmg' DTA 5

I °C min”
2mw

N
2 g€ E
s > =
©|NOR-SAC / EtOH = T°° NOR-SAC
= 2 O|16DIAS
o
x
To%TG E Izmw
T1°cmg'DTA
NOR-SAC / EtOH
SAC IZmW
T10w TG
SAC
1°C mg \QTA T2mw
f Exo Exo up
T T T T T T T T T T T
0 100 200 _300 400 500 600 700 0 50 100 150 200 250
Temperatura/°C Temperature / °C

Figura 53 - Curvas a) TG-DTA e b) DSC do NOR, SAC e do sistema NOR-SAC.

As curvas TG dos sistemas NOR-SAC mostram pelo menos trés etapas de perda de
massa, sendo a primeira, referente a perda de dgua e/ ou solvente, respectivamente, e as demais
a decomposicdo térmica, associadas a eventos exotérmicos nas curvas DTA, comportamento
similar ao do NOR isolado. A Tabela 10 apresenta os dados termoanaliticos dos sistemas NOR-
SAC. Em relacdo a estabilidade térmica, observa-se que os sistemas séo estaveis até 250 °C,
maior que a do coformador (203,4 °C) e menor que a do API (267,7 °C). O evento endotérmico
em 267 °C (DTA) ou 275 °C (DSC), sem perda de massa na curva TG, é atribuido a fusdo dos
sistemas, maior que dos componentes isolados, (NOR = DTA - 215,9 °Ce DSC - 222 °C e SAC
=DTA-221,1°C e DSC - 228 °C). Esses resultados de andlise térmica indicam interacdo entre

0S seus componentes, o que sugere a formacao de um novo sélido multicomponente.
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Tabela 10 - Dados termoanaliticos do NOR, SAC e sistema NOR-SAC.

Amostra Fuséo 1% Etapa 2% Etapa 3? Etapa 42 Etapa
0°C 30,0-105,5  259,2-350,1  350,1-418,1 418,1-681,6
NOR Am/% 3,6 22,2 14,5 59,6
Te/°C  215,5] 286,1-372,3" 372,6-713,8"
0 °C 187,5-334,0
SAC Am /% 100
Tp/°C 2281}
0°C 30,0-104,2  246,7-331,1  331,1-426,3 426,3-673,2
NOR-SAC Am /% 2,0 29,2 17,3 51,5
Te/°C 2679 325,6-438,7* 438,7-700,0*
0°C 129,3-250,8 250,8-330,8  330,8-426,2 426,2-677,9
NOR-SAC/EtOH Am /% 4,5 25,6 18,5 514
Te/°C  264,1] 325,6-438,7* 438,7-700,0*

l=pico endotérmico; *= exoterma;

Além disso, a curva DSC do sistema NOR-SAC recém moido (RM) apresentou ainda
um processo exotérmico irreversivel representado pelo pico em torno de 155 °C, como visto no

DSC obtido com ciclos de aquecimento/ resfriamento, Figura 54.
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Figura 54 - Curva DSC realizada com ciclos de aquecimento/ resfriamento do NOR-SAC (RM).

Foi constatado que tal evento desaparecia com o passar do tempo, entdo analises de DSC
de uma amostra recém preparada foram realizados em dias alternados, até que 0 mesmo nao
fosse mais perceptivel, Figura 55, 0 que determinou que seu completo desaparecimento
acontecia em um periodo de 16 dias, sugerindo que a amostra sofre um fenémeno fisico com o

passar do tempo que sera investigado pela técnica de DRXP na prdxima secao.

93



R A N
NOR-SAC (RM)

| —

2 Dias

4 Dias

6 Dias
L_/——/\L
8 Dias

b o~
10 Dias

Fluxo de Calor/ mW

[

\\/___/"‘-x__.
12 Dias

14 Dias

I\
16 Dias

tE

T T T
50 100 150 200 250
Temperatura/ °C

Figura 55 - DSC em dias alternados do NOR-SAC (RM).

Para visualizar o que estava ocorrendo neste evento, foi realizada também a analise de
DSC-fotovisual, na faixa de temperatura de 25 a 180°C, o qual gerou as imagens que podem

ser visualizadas nas Figura 56.
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Figura 56 - Micrografias obtidas no DSC-fotovisual do sistema NOR-SAC a) recém moido e b) ap6s
16 dias.
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As imagens mostram a mudanca de coloracdo para o sistema recém moido, atribuido a
uma transformacéo fisica durante o aquecimento. Tal mudanca ndo pode ser observada apds 16
dias, confirmando visualmente que nesse periodo a amostra sofre uma transformacéo

lentamente.

4.3.4.2. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X DO PO (DRXP)

O difratograma do sistema NOR-SAC preparado com a adi¢ao de solvente apresenta
novos picos de difracdo em 26 iguais a 10,4 °; 13,4; 24,6 ° e 40,3 °, indicados com + na Figura
57, e o desaparecimento dos picos em 26 iguais a 9,9° e 22,6°, referentes ao NOR, e 9,3° e 27,2°,

a SAC, indicados com *, evidenciando a obtencao de uma nova fase cristalina.
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* ly +
N
+ NOR-SAC / EtOH
* y +
SAC
T T T T T T T

T
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20/°

Figura 57 - Difratogramas de raios X do NOR, SAC e do sistema NOR-SAC.

Por outro lado, para o sistema preparado sem adi¢do de solvente, o difratograma néo
apresenta novos picos, apenas um fundo mais elevado seguido pela diminuigéo das intensidades
de pico, o que indica que o material apresenta uma fase amorfa consideravel. Entretanto, os

difratogramas de DRXP medidos apds dezesseis dias da sintese mecanoquimica mostram que
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0 sistema passa por um processo de cristalizacdo com a formagdo de uma nova fase cristalina,

apresentando o mesmo padréo de difracdo do sistema obtido com a adicao de solvente.

Para entender o comportamento da amostra recém moida, foi realizado o aquecimento

até antes e ap0s o evento observado na curva DSC, Figura 58.

NOR-SAC (RM)

NOR-SAC (RM)
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Figura 58 - Difratogramas de raios X do sistema NOR-SAC recém moido, aquecido até 140 °C, até 165

°C e ap6s 16 dias da sintese.

O difratograma do NOR-SAC aquecido até 140 °C apresenta baixa cristalinidade, o que
sugere que o mecanismo de cocristalizacdo passa por um estagio de amorfizacdo, como ja
reportado (FRISCIC; JONES, 2009; JAYASANKAR et al., 2006; KARIMI-JAFARI et al.,
2018). Observando o sistema aquecido até 165 °C e apds 16 dias, percebe-se que ambos
apresentam o mesmo padrdo de difracdo, sendo o mesmo observado para o sistema com
solvente, 0 que comprova que com aquecimento (estresse térmico), envelhecimento do sistema
ou adicdo de solvente na sintese, ocasiona a formacdo de uma nova estrutura cristalina e
descarta a obtencdo de polimorfos desse cocristal. Confirmando também, que o sistema
preparado sem adicdo de solvente necessita de 16 dias de envelhecimento ou tratamento térmico

para a formacdo de cocristal, ja com solvente formam o cocristal imediatamente apos e/ou
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durante a moagem, com os solventes agindo como catalizadores para a interagdo se formar.
Esses resultados sugerem que também, na obtencdo da nova fase cristalina multicomponente, o
sistema passa por um intermediario amorfo e que o solvente atua como catalisador da sintese,
como ja observado em outros estudos (JAYASANKAR et al., 2006; KARIMI-JAFARI et al.,
2018; LIEN NGUYEN et al., 2007; WILLART; DESCAMPS, 2008).

Finalmente, uma comparacao dos Difratogramas de raios X do sistema NOR-SAC com
os Difratogramas de raios X teoricos calculados a partir do sal e cocristal NOR-SAC relatados
por VELAGA et al. (2008), Figura 59, obtidos por evaporacédo lenta de solvente, mostra que
esses cocristais ttm um padrdo de difracdo diferente, o que confirma que o método

mecanoquimico gera uma nova fase polimérfica do cocristal NOR-SAC.
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Figura 59 - Comparacéo com os difratogramas de raios X do sal e do cocristal de norfloxacino e sacarina

encontrados na literatura (padrdes de difracdo gerados pelo Mercury).
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43.43. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

A Figura 60 apresenta os espectros 1V do NOR, SAC e do sistema NOR-SAC.
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Figura 60 - Espectros de IV do NOR, SAC e do sistema NOR-SAC.

A comparagdo dos espectros do sistema NOR-SAC apds 16 dias e NOR-SAC / EtOH
com 0s espectros dos compostos isolados mostra o desaparecimento das bandas atribuidas ao
estiramento assimétrico da sulfonamida (v S=O 1335 cm™) e deslocamento hipsocrémico das
bandas simétricas (v S=0) de 1177 cm™ para 1147 cm™*. Uma menor intensidade das bandas da
hidroxila do grupo carboxila do NOR, 3338 cm™, e do grupo NH da amida da SAC, 3094 cm
! também sdo observados. Além disso, a banda atribuidas a0 v C=0 da cetona sofre
deslocamento para um niimero de onda maior (deslocamento batocrémico) de 1616 cm™ para
1627 cm™ no sistema e a banda atribuida ao v C=0 do grupo carboxila desloca-se para um valor

mais baixo (de 1728 cm™ para 1724 cm™).

Esses resultados indicam que a interacdo entre NOR e SAC ocorre através do grupo

sulfonamida do SAC e do grupo acido carboxilico da NOR. Por outro lado, a banda da
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sulfonamida da SAC (1178 cm™) ainda pode ser observado no sistema sem solvente recém
moido. Portanto, considerando os Difratogramas de raios X, conclui-se que no sistema recém
moido a interacdo ndo ocorre logo apods a moagem, apenas com o passar dos 16 dias, ou com a

adicéo de solvente.

4.3.4.4. DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE

Para verificar se era possivel quantificar o norfloxacino na presenca de sacarina foi
avaliada a seletividade do método, onde se compara 0s picos maximos de absor¢do dos
componentes no comprimento de onda utilizado para quantificacdo do NOR (277 nm). E como

visto na Figura 61, o coformador ndo interfere na quantificacdo do NOR.

0,6
277 nm ——NOR
—— NOR-SAC
—— SAC
DILUENTE
0,4 -
@
Q
c
«
=
O
()]
< 0,2
0,0 -
T T J T v T v
200 250 300 350 400

Comprimento de onda / nm
Figura 61 - Avaliagdo da seletividade sistema NOR-SAC.

A Figura 62 apresenta a comparacao das concentracdes de NOR e NOR-SAC/EtOH
ap6s 24 horas em uma incubadora shaker com diferentes diluentes. Observa-se que a
solubilidade aquosa do cocristal NOR-SAC aumentou 3,4 vezes em comparagéo a solubilidade

do NOR, o que confirma que a cocristalizagdo proporcionou um aumento significativo nesse
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pardmetro. Em relacdo a solucéo tampéo a pH 3,0 e 6,1 foi observado um ligeiro aumento na
solubilidade, respectivamente 1,1 e 1,9, enquanto no pH 8,5 foi observada uma diminuicdo de

0,7 vezes da solubilidade, os valores das concentragfes podem ser vistos na Tabela 11.

- T NOR
1 1500
€ NOR-SAC/EtOH
g
& 1000;
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© - _ -
E _ —
8 —_
Q 500
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0 ' %
N Y o @
&)
v & & &

Figura 62 - Solubilidade cocristal NOR-SAC em agua e em meio tamponado.

Tabela 11 - Valores das concentracdes do NOR e do cocristal NOR-SAC em diferentes meios, desvios
padrdes relativos e razdo da solubilidade.

NOR-SAC

(ugmL")

383,68 1.76 1284,87 ,
- 860,86 2.72 967,35 4,02 1,1
542,37 8,09 1037,43 7,00 19
609,87 1,72 397,19 6,02 0,7

4.3.45. ENSAIO MICROBIOLOGICO

Com relacdo a atividade do cocristal NOR-SAC, verificou-se que possui poténcia
similar ao do NOR, ou seja, a cocristalizagdo ndo interferiu na poténcia do farmaco, como visto
na Figura 63. A andlise do coformador também foi realizada, e constatou-se que 0 mesmo nédo

possui atividade significativa contra a S. epidermidis.
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Figura 63 - Avaliacdo da poténcia microbiol6gica do NOR-SAC.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

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

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

moagem nao 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 determinagdo da estequiometria dos cocristais

obtidos, pela construcao dos diagramas de fase binarios.

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

cocristal & formado com tratamento térmico.

As anélises das misturas fisicas ajudaram a entender o processo de cocristaliza¢do dos

sistemas.

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

mostrando que a formacao de cocristais aumenta a solubilidade de farmacos.

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

apresentou mudanca significativa em pH 3,0.

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

interferir na atividade microbioldgica do farmaco.
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APENDICE A - CURVA ANALITICA
Utilizando um método espectrofotométrico validado para a determinagdo quantitativa
de norfloxacino (CHIERENTIN; SALGADO, 2014), foi obtida a curva analitica, Figura Al, na

faixa linear de 2,0 e 7,0 ug mL™. Os valores das absor¢des determinadas encontram-se dispostos
na Tabela A2.

Curva Analitica NOR
1.2
Y = 0,1339X + 0,0127
1.0, R? = 0,9997 .

0.8, e

v

Abs

0.6
0.4 =

0.24

0.0

o 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracio (ng mL")

Figura Al - Curva analitica, equacédo da reta e coeficiente de correlagdo

Tabela Al - Valores de absorbancia para a curva analitica

Hg mL? Abs.* Média DP DPR (%)
2 0278 0,285 0,277 0,280 0,005 1,69
3 0408 0,420 0,411 0,413 0,007 1,60
4 0557 0,557 0,552 0,555 0,003 0,56
5 0681 0677 0,669 0,676 0,006 0,92
6 0807 0825 0,821 0,818 0,010 1,19
7 0931 0,963 0,957 0,950 0,017 1,80

*Cada valor corresponde @ média de trés determinagdes.

A equagio da reta y = 0,1339x + 0,0127, com coeficiente de correlagio (R?) igual a 0,9997,
foi utilizada para o teste do diluente, que é realizado para descartar a influéncia dos solventes
utilizados no ensaio de solubilidade e determinar apropriadamente a concentracdo do NOR nos
diferentes meios (KOGAWA et al., 2019; KOGAWA; CORREA; SALGADO, 2014). Sendo a
concentracéo esperada de 4 ug mL* e a real vista na Tabela A2.
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Tabela A2 - Teste do diluente

~ (y-0,0127)

Média Abs.* (y) y-0,0127 01339 4 ug mL?
Agua 0,538 0,526 3,925566343 3,926
Tampéo pH 3,0 0,546 0,534 3,985312422 3,985
Tampéo pH 6,1 0,488 0,475 3,547174508 3,547
Tampéo pH 9,0 0,394 0,381 2,847647498 2,848

*Cada valor corresponde & média de trés determinagdes.
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APENDICE B - VALORES PARA A CONSTRUCAO DOS DIAGRAMAS DE FASE

BINARIOS

Tabela B1 - Fragbes molares e temperaturas para o diagrama de fase NOR-INCA

Raz&o Molar Fracgdo Molar (X) Solidus (°C) Liquidus (°C)

INCA
1:9
1:4
1:3
3:7
1:2

9:11
1:1
11:9
2:1
7:3
3:1
4:1
9:1
NOR

0
0,10
0,20
0,25
0,30
0,33
0,45
0,50
0,55
0,66
0,70
0,75
0,80
0,90

1

232,90
211,23
229,58
222,78
229,64
206,21
226,38
237,72
207,77
204,37
185,76
187,60
182,37
181,70
217,07

288,25
237,17
237,04
236,97
236,91
237,04
241,81
244,17
242,61
236,84
231,89
211,78
214,49
213,27
222,99

Tabela B2 - FragBes molares e temperaturas para o diagrama de fase NOR-NCA

Raz&o Molar Fragdo Molar (X) Solidus (°C) Liquidus (°C)

NCA
1:9
1.4
1:3
3:7
1:2

9:11
1:1

11:9
2:1
7.3
3:1
4:1
9:1

NOR

0
0,10
0,20
0,25
0,30
0,33
0,45
0,50
0,55
0,66
0,70
0,75
0,80
0,90

1

215,17
195,11
195,05
194,67
193,17
184,83
180,00
226,85
202,45
202,19
187,77
204,64
195,74
186,39
217,07

237,11
201,82
204,45
201,63
220,56
217,37
229,59
235,82
229,72
222,26
210,00
212,04
211,66
210,00
222,99
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Tabela B3 - Fracfes molares e temperaturas para o diagrama de fase NOR-PCA

Razdo Molar Fracdo Molar (X) Solidus (°C) Liquidus (°C)

PCA
1:9
1:4
1:3
3:7
1:2

9:11
1:1

11:9
2:1
7:3
3:1
4:1
9:1

NOR

0
0,10
0,20
0,25
0,30
0,33
0,45
0,50
0,55
0,66
0,70
0,75
0,80
0,90

1

132,41
120,82
117,18
118,18
116,30
119,25
229,22
213,89
207,34
205,02
207,15
201,00
206,83
206,77
217,07

139,31
126,96
224,70
232,16
234,54
239,56
240,75
238,47
238,00
232,10
232,10
227,08
214,73
217,05
222,99

Tabela B4 - Frac6es molares e temperaturas para o diagrama de fase NOR-SAC

Raz&o Molar Fracgdo Molar (X) Solidus (°C) Liquidus (°C)

SAC
1:9
1:4
1:3
3:7
1:2

9:11
1:1

11:9
2:1
7:3
3:1
4:1
9:1

NOR

0
0,10
0,20
0,25
0,30
0,33
0,45
0,50
0,95
0,66
0,70
0,75
0,80
0,90

1

218,22
184,00
187,39
186,71
187,94
188,75
185,22
250,61
191,33
191,54
194,12
192,15
192,75
190,65
217,07

229,02
221,96
187,39
198,80
238,27
249,47
270,05
273,86
267,47
191,54
243,56
250,56
246,35
214,29
222,99




