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RESUMO

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

propriedades fisico-quimicas do antibiético utilizado nesse estudo.

Palavras-chave: Ciprofloxacino. Cocristal. Analise térmica.



ABSTRACT

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

physicochemical properties of the antibiotic used in this study.

Keywords: Ciprofloxacin. Cocrystal. Thermal Analysis.
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1.1. INTRODUCAO GERAL

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.1.1. Agéncias regulamentadoras

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés
“Biopharmaceutics Classification System”) € uma ferramenta util para a tomada
de decisdbes no desenvolvimento de formulacbes do ponto de vista
biofarmacéutico. O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica e a orientacao
correspondente emitida pela Food and Drug Administration (FDA) classificam as
substancias medicamentosas em 4 grupos com base na solubilidade aquosa e
na permeabilidade da membrana intestinal, conforme pode ser visto na Figura
1.4 (AMIDON et al., 1995; KAWABATA et al., 2011; TSUME et al., 2014).
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Figura 1.4 — Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS).
Fonte: Adaptado de Amidon et al (1995, p. 417)

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

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

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

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

1.1.2. A histéria das quinolonas

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

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

cl N COH CO.H
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| OK :QA

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

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

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

@ O

OH

Figura 1.6 — Férmula estrutural quimica do ciprofloxacino.

Fonte: Elaborado pela autora.

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

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

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

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

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

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

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

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

de moxifloxacino inicial.

1.1.5. Coformadores

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

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

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

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

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

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

0O O
N on NS NoH
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Acido nicotinico Acido pirazinéico
(ANC) (APZ)

COOH
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07 “OH NH,

Acido isonicotinico

(AINC) Acido p-aminobenzdico

(PABA)

Figura 1.7 — Férmulas estruturais dos coformadores utilizados neste estudo.

Fonte: Elaborado pela autora.

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

solubilidade aquosa e baixa permeabilidade em membranas intestinais,
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juntamente com os &cidos nicotinico, isonicotinico, pirazindico e p-
aminobenzdico, utilizados como coformadores. A sintese destes cocristais
buscou a melhoria nesta precaria propriedade fisico-quimica do farmaco, sendo
realizado um estudo comparativo das solubilidades encontradas para o0s

cocristais e principio ativo puro.

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. Objetivos Gerais
O presente trabalho tem como objetivos a sintese e caracterizacdo dos
cocristais formados entre o antibidtico ciprofloxacino (CIP) e alguns
coformadores (ANC, AINC, APZ e PABA), bem como o estudo da solubilidade

dos mesmos.

1.2.2. Objetivos Especificos
Constituem-se 0s objetivos especificos deste trabalho:
e Obtencdo dos cocristais de ciprofloxacino atravées da sintese
mecanoquimica.
e Caracterizacdo dos compostos puros e sintetizados através de analise
térmica (TG-DTA e DSC), difratometria de raios X do pé (DRXP) e
espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho (1V).
e Construcao dos diagramas de fase binarios para as misturas entre APl e
coformadores.
e Validar método analitico quantitativo para determinacéo de ciprofloxacino.
e Estudo da solubilidade do ciprofloxacino e cocristais obtidos em agua e

tampéao fosfato pH 6,8.
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2. CAPITULO Il - SINTESE E
CARACTERIZACAO DOS COCRISTAIS DE
CIPROFLOXACINO
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2.1. INTRODUCAO

Cocristais apresentam uma oportunidade para manipular o arranjo de
moléculas no estado sélido usando estratégias de planejamento baseadas em
sintons supramoleculares. Varias técnicas para a preparacao de cocristais foram
recentemente reconhecidas como alternativas aos métodos tradicionais de
cocristalizacdo em solucdo, em particular métodos mecanoquimicos de moagem
a seco ou assistida por solvente, pois oferecem uma metodologia facil e de baixo
ou nenhum consumo de solventes (FRISCIC et al., 2009; THAKURIA et al., 2013;
WEYNA et al., 2009).

A mecanoquimica, moagem de sélidos, € uma metodologia viavel para
preparar cocristais. Quando adicionado uma pequena quantidade controlada de
solvente a moagem, ou seja, moagem assistida por solvente, ha um aumento
significante na cinética de formag¢do do cocristal. A moagem assistida por
solvente pode ainda oferecer outras vantagens em relacédo a cristalizacdo em
solucdo, uma vez que nao € necessaria a dissolucdo dos precursores, além de
poder produzir cocristais que nao seriam facialmente obtidos através do método
tradicional (WEYNA et al., 2009).

A caracterizacao de cocristais envolve tanto propriedades fisicas, quanto
estruturais. Diversas técnicas podem ser empregadas quando da caracterizacéo
de um cocristal dentre elas estdo a analise térmica, a difratometria de raios X
pelo método do po e a espectroscopia vibracional de absorcéo no infravermelho
(SEKHON, 2009), as quais foram empregadas neste estudo.

A analise térmica é um conjunto de técnicas utilizadas na area
farmacéutica ha muito anos, podendo ser definida como “o estudo da relagéo
entre uma propriedade da amostra e sua temperatura, enquanto a amostra é
aquecida ou resfriada de maneira controlada”. Técnicas como termogravimetria
(TG), termogravimetria derivada (DTG), analise térmica diferencial (DTA),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analise termomecéanica (TMA) e
analise de gas liberado (EGA) sdo muito utilizadas, permitindo a obtencédo de
informacfes como: variacdo de massa ,estabilidade térmica, ponto de fuséo e
pureza, caracterizacdo e quantificacao dos gases liberados da amostra, calores
de transicdo e calores especificos, bem como cinética de reacéo, transices
vitreas, diagramas de fase, etc. (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014).
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A construcéo de diagramas de fase binarios pode auxiliar a compreensao
de curvas DSC de compostos eutéticos e cocristais. Eles podem ser
determinados através de métodos termoanaliticos, como DSC e DTA, na qual
misturas contendo proporcdes diferentes de componentes sdo analisadas
(GIRON, 1998; LORENZ; SEIDEL-MORGENSTERN, 2002). Para determinar
teoricamente a curva do diagrama de fase binério, utiliza-se uma expresséo
termodinamica classica do tipo Van't Hoff, a equacao (2.1) de Schrdder-Van
Laar, em que x € a fragcdo molar de um componente na mistura, AHo e To Sdo 0s
correspondentes calor de fuséo (J mol?) e temperatura de fusdo (K) do composto
puro, respectivamente, T é o ponto de fusdo da mistura binaria em x, e R a
constante dos gases (8,134 J.K'mol?) (LORENZ; SEIDEL-MORGENSTERN,
2002).

— Ao (1 1 5
Inx = - (To T) Equacéo 2.1

Na pratica, o diagrama de fase binario pode ser interpretado, uma vez que
misturas eutéticas exibem um diagrama com forma de “V” padrao, enquanto que
a formacéao de cocristais assume a forma de “W” caracteristico (LI et al., 2014),
conforme representado na Tabela 2.1. O formato caracteristico do diagrama de
fases binario auxilia na caracterizacao e distincdo desses tipos de compostos.

Tabela 2.1 — Caracteristicas distintivas de eutéticos e cocristais.

Caracteristicas Eutético Cocristal
Estado do material cristalino cristalino
Numero de fases multiplas Unica
Estequiometria indefinida bem definida
N )

Diagrama de fase \ / e
\\,ﬁ:/ . D L!: | eu 2 C

Fonte: Adaptado de Li et al (2014, p. 784)

A difratometria de raios X, podendo ser de monocristal ou pelo método do
po, possui a vantagem de ndo ser destrutiva, além de serem necessarias
pequenas quantidades de amostra, é considerada a confirmagéo definitiva de
uma fase, pois pode, geralmente, mostrar diferencas significativas entre as

formas cristalinas, fornece uma compreensao profunda da estrutura e uma
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“impressao digital” da fase sélida (POIESZ; GRUNDNER; REDMAN-FUREY,
2006).

O uso da espectroscopia vibracional de absorcdo no infravermelho na
indUstria farmacéutica esta ganhando muita popularidade como uma ferramenta
guantitativa devido a sua natureza de medicdo rapida e ndo destrutiva,
preparacao simples de amostra, facilidade de uso e menor ou nenhum consumo
de solvente para monitorar a qualidade, bem como quantidade de matérias-
primas e produtos acabados, além de gerar informacdes quimicas e fisicas
simultaneamente (MALLAH et al., 2015; SARRAGUCA et al., 2014).

2.2. MATERIAIS E METODOS
Os reagentes utilizados para a sintese dos cocristais farmacéuticos estao

dispostos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Descri¢do da procedéncia e pureza dos reagentes utilizados, bem como
suas respectivas siglas.

Reagente Siglas Procedéncia Pureza (%)
Ciprofloxacino CIP Sigma Aldrich =98
Acido Nicotinico ANC Sigma Aldrich >99,5
Acido Isonicotinico AINC Sigma Aldrich =99
Acido Pirazinoico APZ Sigma Aldrich =99
Acido p-Aminobenzéico PABA Sigma Aldrich =99
Etanol EtOH Aracaprolab 98

Fonte: Elaborado pela autora.

2.2.1. Sintese dos cocristais

Os cocristais de CIP com os coformadores ANC, AINC, APZ e PABA,
foram sintetizados pelo método mecanoquimico, que consiste na moagem, em
fase solida, da mistura dos reagentes (APl e coformadores), num moinho de
bolas, assistido ou nao por solvente.

As moagens foram realizadas no moinho da Retsch, modelo MM 400, em
jarro de aco inox, utilizando-se apenas uma esfera de aco inox, em duas
condi¢des distintas:

¢ Massa total de amostra de aproximadamente 500 mg por moagem, tempo
de 30 min e 30Hz de frequéncia, com ou sem a adi¢cdo de 125uL de solvente
etanol (EtOH);
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e Massa total de amostra de aproximadamente 100 mg por moagem, tempo
de 30min e 15 Hz de frequéncia, com ou sem a adi¢ao de 25uL de EtOH;

As variacfes nas condi¢cdes de sintese foram propostas afim de se obter
um processo com menor demanda de energia, menor utilizacdo de matéria
prima, tornando-se assim, menos custoso. A estequiometria 1:1 (mol/mol) entre
API| e coformadores e o tempo de sintese foram os mesmos em ambas as
condicGes, além da razdo de solvente adicionada (0,25 uL mg* de amostra),
conforme relatado por Friscic e colaboradores (FRISCIC et al., 2009).

Todas as amostras sintetizadas foram colocadas em uma estufa a 50 °C
por 24 horas, afim de eliminar o solvente residual e/ou agua adsorvida pela

mesma.

2.2.2. Caracterizacdo dos compostos obtidos

2.2.2.1. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas utilizando-se o equipamento DSC Q10 da
TA Instruments. Foram utilizados, como suporte de amostra e referéncia,
cadinhos de aluminio de 40 uL. A razdo de aquecimento foi de 10 °C minY,
massa de amostra da ordem de 2,5 mg, sob atmosfera dinamica de ar sintético

com vazéo de 50 mL min.

2.2.2.2. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial simultanea
(TG-DTA)

As curvas TG-DTA foram obtidas utilizando-se o equipamento da TA
Instruments, modelo SDT 2960. As curvas foram obtidas em cadinho de a- Al.O3
(70 pL), com massa de amostra de aproximadamente 5,0 mg, razdo de
aquecimento de 10 °C min, sob atmosferadinamica de ar sintético com vazéo

de 50 mL min! e intervalo de temperatura de 30-800 °C.

2.2.2.3. Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do
infravermelho (1V)

Os espectros no IV do ciprofloxacino, coformadores e misturas estudados
neste trabalho foram obtidos no espectrébmetro da Thermo Scientific, Nicolet

iIS10, através do método de refletancia total atenuada com cristal de germanio,
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no intervalo de 675 cm™ a 4000 cm?, resolucédo de 4 cm™ e 32 varreduras por

espectro.

2.2.2.4. Difratometria de raios X do p6 (DRXP)

Os difratogramas de raios X do p6 foram obtidos no equipamento da
RIGAKU, modelo MiniFlex, utilizando-se tubo de cobre, submetido a 40 kV,
corrente de 15 mA, radiagdo Cuka (A = 1,54056 A) e 5° < 28 = 50°.

2.2.2.5. Diagramas de fase binarios

Os diagramas de fase binarios experimentais e teéricos foram construidos
a partir das temperaturas Tonset (indica o inicio do processo de fusdo, com o
surgimento da primeira gota de liquido) e Tpico (indica a total fusdo da amostra)
obtidas das curvas DSC das fragbes molares 0, 0,25, 0,33, 0,5, 0,66, 0,75, e 1,0.
O diagrama de fase binario tedrico foi obtido através da equacédo de Schroder-

Van Laar.

2.2.2.6. Calorimetria exploratéria diferencial com sistema de
microscopio (DSC-fotovisual)

As curvas imagens de DSC-fotovisual foram obtidas pelo equipamento da
Mettler Toledo, modelo DSC 1 Star® System com camera digital SC 30 acoplada,
gue incorpora um sensor CMOS de 3,3 megapixel, subconjunto 6ptico mecanico
Navitar 1-6232D com zoom de 6,5 x. Utilizou-se massa de amostra de
aproximadamente 2,5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C mint, em atmosfera
dinamica de ar sintético com vazdo de 50 mL min, cadinho de a-alumina aberto
(30 pL), num intervalo de aquecimento de acordo com a estabilidade térmica de

cada composto.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo do APl e coformadores
selecionados para este trabalho, verificando se as possiveis condi¢cdes de
moagem e uso de solvente afetariam significativamente as propriedades
térmicas e estruturais dos mesmos e como resultado, essas analises revelaram
gue nem a moagem e nem a utilizacao do etanol modificaram consideravelmente

as propriedades dos compostos.

2.3.1. Sistema Ciprofloxacino-Acido nicotinico (CIP-ANC)

2.3.1.1. Analise Térmica (TG-DTA e DSC)

As curvas TG-DTA e DSC do CIP e ANC puros e do sistema CIP-ANC
séo apresentadas na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-ANC.
Fonte: Elaborado pela autora.

As curvas TG-DTA do CIP apresentam trés etapas sobrepostas de perda
de massa, correspondendo a eventos endotérmicos e exotérmicos na curva
DTA, que sado atribuidos & decomposicdo térmica e oxidacdo do farmaco
(MESALLATI; MUGHEIRBI; TAJBER, 2016). O principio ativo € termicamente
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estavel até 280°C. Além disso, também é observado um pico endotérmico em
268 °C (DSC) e 270 °C (DTA), sem perda de massa na curva TG, que € atribuido
a fusdo incongruente do composto.

Ja as curvas TG-DTA do acido nicotinico mostram que o composto é
termicamente estavel até 150 °C e exibe perda de massa em uma Unica etapa,
correspondendo ao pico endotérmico em 247 °C (DSC), que é atribuida a
evaporacdo do composto (DO NASCIMENTO et al., 2014). A curva DSC
apresenta mais dois picos, sendo o primeiro pequeno pico referente a transicao
de fase reversivel em 182 °C, e o segundo a fusdo do composto em 235 °C (DO
NASCIMENTO et al., 2014).

As curvas TG-DTA e DSC do sistema CIP-ANC sintetizado com e sem
solvente mostram um comportamento térmico caracteristico, ndo sendo apenas
a combinacao das curvas termoanaliticas dos compostos puros.

Para o sistema, as curvas TG-DTA mostram quatro etapas de perda de
massa atribuidas a decomposicao térmica e volatilizacdo do material, além de
uma estabilidade térmica de até 200 °C, intermediaria em relacdo a do API e
coformador. A primeira etapa de perda de massa, sem evento térmico associado
na curva DTA, é atribuido ao inicio da decomposicéo térmica do cocristal com
liberag&o do coformador (Amcarc. = 26,8 %; Amtc = 27,0 %). Nessa primeira etapa
as curvas DTA e DSC mostram um pico endotérmico agudo em 241 °C e 242 °C
respectivamente, também intermediario ao do CIP e ANC, atribuido a fuséo
incongruente do sistema. As outras trés etapas de perda de massa,
correspondendo a eventos endotérmicos e exotérmicos na curva DTA, estéo
associadas a degradacéo térmica do farmaco remanescente. O pequeno pico
exotérmico em torno de 160 °C (para a moagem a 15 Hz) e 180°C (para a
amostra moida sem solvente a 30 Hz) na curva DSC, exceto para a amostra CIP-
ANC / EtOH (30 Hz), é atribuido a um processo fisico, o qual sera posteriormente
discutido junto com os dados de DRXP e IV.

Esses resultados termoanaliticos do sistema acima apresentados
sugerem a formacéo do cocristal em todas as condi¢des de sintese empregadas
(CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).
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2.3.1.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

O ciprofloxacino anidro pode existir em duas formas diferentes, a néo-
ionizada e a zwitteribnica (MESALLATI; MUGHEIRBI; TAJBER, 2016), e
conforme observado na Figura 2.2 (e na Tabela A.1 em anexo), a amostra de
ciprofloxacino encontra-se na forma de zwitterion, confirmada pela presenca das
bandas atribuidas ao grupo carboxilato (COO") e ambnio secundério (NH2*), com
as vibracdes de estiramento COO™ assimétrica e simétrica, respectivamente, em
torno de 1589 cm™ e 1375 cml, e a banda pouco intensa do grupo NH2" na
regido de 2580-2680 cm™. Além disso, é observada no espectro do CIP a banda
forte em 1616 cm?, atribuida ao estiramento C=0 do grupo cetona (CHOI et al.,
2017; MESALLATI; MUGHEIRBI; TAJBER, 2016).

O espectro no IV do acido nicotinico (ANC) apresenta vibragcdes C=0 em
torno de 1706 cmt, além de duas bandas largas em torno de 2500 cm™ e 1900
cm?, indicando presenca de ligacdes de hidrogénio O-Hacido carboxilico)* * - N(aromatico)
entre as moléculas do coformador (AAKEROY et al., 2006; ALLAN; BAIRD;
KASSYK, 1979; KOCZON et al., 2003; RICARDO et al., 2011).

CIP-ANC (15 Hz)

Mﬂﬂww J\‘W i

CIP-ANC / EtOH (15 Hz)

CIP-ANC (30 Hz)

Transmitancia / %

CIP-ANC / EtOH (30 Hz)

4000 ) 30I00 ) 20'00 ) 10I00
. -1
Numero de onda / cm

Figura 2.2 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-ANC.

Fonte: Elaborado pela autora.
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As analises de IV do sistema CIP-ANC mostram o surgimento da banda
em 3470 cm? referente ao estiramento O-H, banda de O-H fraca e muito
alargada sobreposta por absorcdes C-H na regido de 3400-2400 cm™? (mais
perceptivel na amostra CIP-ANC (30 Hz)), deslocamento hipsocrémico da
carbonila do acido carboxilico de 1706 cm™ para 1730 cm™, além da diminuicdo
na intensidade das bandas referentes ao ion carboxilato do CIP e ligacao de
hidrogénio O-H---N do coformador, sugerindo a formacdo de novos sintons
supramoleculares, tais como a intera¢ao acido-acido ilustrada na Figura 2.3.

A amostra CIP-ANC / EtOH (30 Hz) apresenta um espectro bastante
distinto dos demais, indicando a formacdo de uma nova fase cristalina nesta
amostra. E possivel verificar a presenca de bandas como C=04cido) €M torno de
1729 cm?, C=Ocetona) €M 1627 cm* e, banda de O-H fraca e muito alargada
sobreposta por absorcdes C-H na regido de 3200-2000 cm™?, além da diminuicdo
da banda referente ligacdo de hidrogénio do coformador e dos estiramentos

simétricos e assimétricos do grupo COO" do API.

Figura 2.3 — Sugestéo de formacao de sinton supramolecular para o sistema CIP-ANC.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.1.3. Difratometria de raios X do p6 (DRXP)

Os difratogramas de DRXP do sistema CIP-AINC sdo apresentados na
Figura 2.4. Esses resultados de DRXP do sistema CIP-ANC diferem dos
compostos puros, uma vez que novos picos de difracdo foram observados em
baixa intensidade, sendo mais evidente em torno de 5,3°; 8,6°; 10,7° para as
amostras CIP-ANC / EtOH (15 Hz) e CIP-ANC (30 Hz), indicando a presenca do

cocristal nessas amostras. A amostra CIP-ANC (15 Hz) n&o apresenta de forma
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evidente esses novos picos, sendo muito semelhante com a combinacdo dos

difratogramas dos precursores. Esta amostra sera detalhada na se¢éo 2.3.1.4.
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CIP-ANC / EtOH (15 Hz)

CIP-ANC (30 Hz)

CIP-ANC / EtOH (30 Hz)

e LLLL L

ANC

10 20 30 40
20/°

Figura 2 4 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-ANC.

Fonte: Elaborado pela autora.

A amostra CIP-ANC / EtOH (30 Hz), por sua vez apresenta um padréo
difratométrico distinto dos demais, em que pode ser observada a presenca de
novos picos de difracdo em 9,2°; 11,5°; 18,5°; 19,5°; 22,9°; 23,4°; 26,4°; 28,5° e
29,4°, além da auséncia de picos caracteristicos do CIP e do ANC, indicando a
presenca de uma nova fase cristalina distinta e confirmando a formacao do
cocristal (CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).

As amostras sintetizadas a 30 Hz com ou sem adicdo de etanol
apresentam uma diferenca mais significativa quando comparadas com 0s
precursores, uma vez que esta frequéncia fornece maior energia mecanica para
a cocristalizacdo e o solvente age como catalisador da reacdo (LIN; HUANG;
LIN, 2016). Este comportamento também fica evidente com a analise

espectroscopica.
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2.3.1.4. Estudo do efeito do aquecimento no processo de
cocristalizagéao

Amostras de CIP-ANC (15 Hz) foram aquecidas até 100 °C, 135 °C e 185
°C (temperaturas antes e pés o evento térmico na curva DSC) no TG-DSC 1
(Mettler Toledo) e os difratogramas e espectros das amostras sdo apresentados
na Figura 2.5, em que pode-se observar que, com o aquecimento da amostra
ocorre o0 surgimento de alguns picos caracteristicos do cocristal, tanto no DRXP
(indicados pelas setas) quanto no IV, sugerindo que o aquecimento (ou “estresse
térmico”) favoreca a cocristalizacéo, como relatado por Lin e colaboradores (LIN;
HUANG,; LIN, 2016).

Além disso, a amostra aquecida até 185 °C apresenta significativas
mudancas no difratograma e no espectro no IV da amostra, sendo agora muito
semelhante aos padrdes encontrados para o CIP-ANC / EtOH (30 Hz), o que
sugere gue 0 pequeno pico exotérmico presente nas curvas DSC do sistema
seja atribuido & uma transicéo de fase polimorfica irreversivel. Esses resultados
mostram que os polimorfos apresentam uma relacdo monotropica, uma vez que
0 processo ¢ irreversivel e o evento térmico na curva DSC é exotérmico (libera
energia) (GIRON, 2001).
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Figura 2.5 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-ANC (15Hz)
aquecido em diferentes temperaturas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.3.2. Sistema Ciprofloxacino-Acido isonicotinico (CIP-AINC)
2.3.2.1. Analise Térmica (TG-DTA e DSC)
As curvas TG-DTA (Figura 2.6) mostram que este coformador AINC é

termicamente estavel até 180 °C e apresenta perda de massa em uma Unica

etapa na curva TG, associado ao pico endotérmico alargado em 263 °C na curva

DTA e 268 °C na curva DSC, atribuido a sublimacao do composto.
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Figura 2.6 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-AINC.

Fonte: Elaborado pela autora.

As curvas TG-DTA do sistema CIP-AINC apresentam caracteristicas

préprias, como perfil de decomposicdo (4 etapas de perda de massa) e

estabilidade térmica (190°C) diferentes dos seus componentes puros, ndo sendo

apenas a combinacédo das curvas dos compostos isolados. A primeira etapa de

perda de massa entre 190-268 °C, é atribuida ao inicio da decomposicéao térmica

do cocristal com liberacdo do coformador (Amcac. = 26,9 %; Amrc = 23,8 %). As

outras trés etapas de perda de massa, correspondendo a eventos endotérmicos

e exotérmicos na curva DTA, estdo associadas a degradacao térmica do farmaco

remanescente.
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A curva DSC apresenta dois picos endotérmicos (212 °C e 242 °C), o
primeiro atribuido a transicdo de fase cristalina e o segundo atribuido a fusédo do
sistema. Além disso, as amostras preparadas com adicdo de solvente,
apresentam um terceiro pico muito pequeno na curva DSC em 165 °C também
referente a uma transicdo de fase cristalina. Os picos endotérmicos em 165 °C
e 212 °C na curva DSC foram investigados com o auxilio de DRXP e 1V, e serédo
apresentados a seguir no item 2.3.2.4.

Esses resultados termoanaliticos mostram que as amostras CIP-AINC
apresentam um comportamento térmico distinto dos componentes individuais, o
gue sugere a formacao de cocristal (CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).

2.3.2.2. Espectroscopia no infravermelho (V)

Os espectros no IV do &cido isonicotinico, Figura 2.7 e Tabela A.2,
apresentam as vibracdes na regido de 2400 cm™ e 1900 cm, referentes a ligacédo
de hidrogénio entre a hidroxila do grupo acido carboxilico com o nitrogénio do anel
aromatico, além do estiramento do grupo C=0cidzo) €m 1705 cm* (AAKERQY et
al., 2006; GOWENLOCK et al., 2015; KOCZON et al., 2003; RICARDO et al.,
2011).

Ja para as amostras deste sistema, 0s espectros no IV mostram surgimento
de uma banda fraca em 3440 cm referente ao estiramento O-H, banda fraca e
larga de estiramento O-H sobreposta as absorcdes de estiramento C-H na regido
de 3300-2400 cm™ sendo mais perceptivel para a amostra CIP-AINC (30 Hz),
deslocamento hipsocrdomico da carbonila do acido carboxilico de 1705 cm para
aproximadamente 1728 cm?, além da diminuicdo da intensidade das bandas
referentes ao grupo carboxilato do CIP (1590 cm e 1375 cm') e auséncia das
vibracdes da ligacédo de hidrogénio O-H:--N do coformador em 2400 cm™ e 1900

cm?, sugerindo a formacédo de novos sintons supramoleculares.
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Figura 2.7 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-AINC.

Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar que, quanto maior a intensidade da carbonila do acido
carboxilico, menor a intensidade do grupo carboxilato, indicando que a interacao
entre APl e coformador ocorre através do grupo acido, possivelmente pela

formacédo do sinton acido-acido, conforme € ilustrado na Figura 2.8.

Figura 2.8 — Sugestao de formacao de sinton supramolecular para o sistema CIP-AINC.

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.3.2.3. Difratometria de raios X do p6 (DRXP)

Os difratogramas de DRXP séo apresentados na Figura 2.9. Os dados
difratométricos coletados do sistema CIP-AINC diferem significativamente dos
compostos puros, uma vez que novos picos de difracdo, em baixa intensidade,
foram observados em 5,4°; 10,6°; 19,2°; 21,4° e 28,4°, mais evidentemente na
amostra CIP-ANC (30 Hz), indicando a presenca de uma nova fase cristalina e

confirmando a formacéo do cocristal.
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Figura 2.9 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-AINC.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.2.4. Estudo do efeito do aquecimento no processo de
cocristalizacéo

Nos difratogramas e espectros apresentados na Figura 2.10 da amostra
de CIP-AINC / EtOH (15 Hz) que foi aquecida no TG-DSC 1 (Mettler Toledo) até
as temperaturas de 150 °C, 190 °C e 220 °C, n&do sao observadas mudancas de

deslocamento nos picos de difracdo e espectrais, o que sugere que os dois
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pequenos eventos térmicos em 165 °C e 212°C sejam transi¢des de fase
reversiveis que ocorreram no cocristal durante o agquecimento. Isto sugere uma
relacdo enantiotropica entre os polimorfos (GIRON, 2001), sendo o obtido pela
sintese mecanoquimica o polimorfo mais estavel.

CIP-AINC / EtOH (25°C)

CIP-AINC / EtOH (25°C)

CIP-AINC / EtOH (150°C)
CIP-AINC / EtOH (150°C)

Cps
Transmitancia / %

CIP-AINC / EtOH (220°C)

CIP-AINC / EtOH (220°C)

+ —r—r T —r—r — M U M 1 M 1
10 7. 0 R 4000 3000 2000 1000
W Numero de onda / cm™

Figura 2.10 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-AINC / EtOH
(15Hz) aquecido em diferentes temperaturas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Além disso, € possivel notar que o estresse térmico sofrido pela amostra
causa 0 aumento da intensidade de alguns picos caracteristicos do cocristal no
DRXP, bem como o gradual desaparecimento das vibragdes referentes ao grupo
carboxilato, aumento da intensidade de C=0Oxcido carboxiico) € O-H no espectro de
IV, sugerindo que o aquecimento favoreca a cocristalizacdo de material
remanescente nao cocristalizado (LIN; HUANG; LIN, 2016).

Outro experimento realizado foi sintetizar a amostra CIP-AINC sem
solvente sob a frequéncia de 30 Hz, aumentando-se o tempo de moagem em 30,

60 e 90 minutos. Estas amostras foram analisadas por DRXP e DSC e séo
apresentadas na Figura 2.11.
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Figura 2.11 — Estudo da variacdo do tempo de moagem.

Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados mostram que o aumento nos tempos de moagem
favoreceu a cocristalizacdo entre o ciprofloxacino e o acido isonicotinico.
Evidentemente nos difratogramas das amostras com maiores tempos de sintese,
ocorre um aumento das intensidades dos picos associados a formacédo do
cocristal.

As curvas DSC presentes na Figura 2.11 confirmam o comportamento
distinto do sistema quando comparado ao APl e coformador, confirmando a
formac&o do cocristal e que, 0 aquecimento realizado durante a andlise favorece

a reacao de cocristalizacdo como ja dito anteriormente.

2.3.3. Sistema Ciprofloxacino-Acido pirazinoico (CIP-APZ)

2.3.3.1. Andlise Térmica (TG-DTA e DSC)

As curvas TG-DTA, Figura 2.12, mostram que o acido pirazinéico
apresenta perda de massa total em uma Unica etapa entre 150 — 225 °C,
associado ao pico endotérmico em 218 °C na curva DTA. Experimento realizado
com o composto colocado em um tubo de ensaio e aguecendo-o0 em um aparelho
de ponto de fusdo mostra que ele sublima e condensa nas paredes do tubo, sem

ocorrer decomposicao térmica.
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A curva DSC (Figura 2.12) ndo apresenta nenhum evento térmico até
préximo a temperatura de inicio de perda de massa na curva TG, o que descarta

possiveis transi¢cdes polimdérficas com o aquecimento.
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Figura 2.12 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-APZ.

Fonte: Elaborado pela autora.

As curvas TG-DTA para o sistema apresentam pelo menos trés etapas
sobrepostas de perda de massa na curva TG, com estabilidade térmica de
aproximadamente 205 °C. A primeira etapa de perda de massa entre 205 — 265
°C, é atribuida ao inicio da decomposicéao térmica do cocristal com liberagdo do
coformador (Amcac. = 27,0 %; Amtc = 26,7%). As outras duas etapas de perda
de massa, correspondendo a eventos endotérmicos e exotérmicos na curva
DTA, estdo associadas a degradacao térmica do farmaco remanescente. O pico
endotérmico em 252 °C (DTA) ou 251 °C (DSC) é atribuido a fusédo incongruente
do composto. Em excecéo, o sistema sintetizado com adi¢do de solvente a 30
Hz apresenta estabilidade térmica em torno de 230 °C e ponto de fusdo em
261°C (DSC e DTA).
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Na curva DSC da amostra sintetizada sem solvente a 30 Hz (curva
vermelha) é observado dois picos de fusdo consecutivos (250 °C e 258°C), o que
sugere ser uma mistura de polimorfos.

As curvas TG-DTA de ambas as amostras a 15 Hz apresentam ainda um
pequeno pico na curva DTA com uma sucinta perda de massa na TG em até 80
°C, associado ao pequeno e quase imperceptivel evento presente na DSC, que
pode ser atribuido a eliminacao de solvente e/ou agua adsorvida pelas amostras.

Os eventos exotérmicos em 130 °C e 172 °C presentes nas amostras
sintetizadas a 30 Hz foram estudados através do aquecimento dessas amostras
até temperaturas antes e depois destes eventos e seguidas pela caracterizacao
por DRXP e IV, como apresentado na secédo 2.3.3.4.

2.3.3.2. Espectroscopia no infravermelho (V)
A Figura 2.13 (e Tabela A.3 em anexo) apresenta o0s dados

espectroscopicos do sistema CIP-APZ, bem como de seus precursores.
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Figura 2.13 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-APZ.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O espectro no infravermelho do &cido pirazinéico apresenta vibracdes
C=0 em 1715 cm%, além das duas bandas largas em torno de 2500 cm™ e 1900
cm? referentes a ligacdo de hidrogénio O-H---N entre o acido carboxilico e o
nitrogénio aromatico entre as moléculas do coformador (BARSZCZ et al., 2012;
ETAIW; EL-BENDARY, 2018).

Ao analisar os espectros na regiao do infravermelho do sistema CIP-APZ,
nota-se uma perceptivel mudanca em todos os casos, principalmente a auséncia
das vibragcBes simétrica e assimétrica do grupo carboxilato do antibiético CIP e
vibracoes referentes a ligacdo de hidrogénio O-Hacido carboxilico)* - - N(aromatico) €Ntre
as moléculas de APZ, além do deslocamento hipsocrémico da carbonila do acido
de 1715 cm? para 1726 cm?, aproximadamente. Sdo observados ainda, o
surgimento de uma banda fraca de O-H em torno de 3450 cm1, um pequeno
deslocamento da carbonila do grupo cetona de 1616 cm™ para 1626 cm™, bem
como o aparecimento da banda alargada de O-H entre 3200 cm™ e 2000 cm*
sobreposta pelos estiramentos C-H, sugerindo a formacdo de novos sintons
supramoleculares estabelecidos no cocristal, como ligacdes de hidrogénio acido-

acido.

2.3.3.3. Difratometria de raios X do p6 (DRXP)

Para confirmacdo das evidéncias de formacdo do cocristal foram
realizadas medidas de DRXP e os difratogramas sdo apresentados na Figura
2.14.

Os difratogramas deste sistema diferem significativamente dos seus
precursores. Ambas as amostras a 15 Hz e a amostra sem solvente a 30 Hz
apresentam um padrao de difracdo muito semelhante entre si, embora esta
ultima tenha apresentado amorfizacdo durante a sintese mecanoquimica
(DESCAMPS; WILLART, 2016), como sugere o halo de difracdo em seu
difratograma. Estas amostras apresentam novos picos de difracdo em torno de
5,5° 18,9°, 26,4°, indicando a presenca de uma nova fase cristalina e

confirmando a formacé&o do cocristal.
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Figura 2.14 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-APZ.

APZ

10

Fonte: Elaborado pela autora.

Ja para a amostra CIP-APZ / EtOH (30Hz), observa-se um padrao de
difracdo distinto, com novos picos em 5,5° 10,8°; 11,5° 15,0°; 18,9°; 19,5°%

26,0°. Esse difratograma diferenciado sugere a sintese de um outro polimorfo.

2.3.3.4. Estudo do efeito do aquecimento no processo de
cocristalizacao

Como descrito no item 2.3.3.1, as amostras sintetizadas pelo método
mecanoquimico sob uma frequéncia de 30 Hz foram aquecidas no equipamento
da Mettler Toledo, modelo TG-DSC 1, até as temperaturas anteriores e
posteriores aos eventos exotérmicos presentes nas curvas DSC e,
posteriormente, analisadas por DRXP e IV, conforme pode ser visto nas Figuras
2.15e 2.16.
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Figura 2.15 - Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-APZ (30Hz)
aguecido em diferentes temperaturas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Para a amostra sintetizada nesta condicdo sem a adi¢ao de etanol (Figura
2.15,) observa-se através do DRXP que o evento exotérmico presente em 130
°C na curva DSC seja referente a transicdo de fase cristalina irreversivel
(monotropia) da amostra, que se transforma no polimorfo equivalente a amostra
CIP-APZ | EtOH (15 Hz). Os espectros no IV ndo apresentaram alteracdes
significativas.

Ja para a amostra sintetizada com adicdo de solvente, pode-se verificar
nos difratogramas (Figura 2.16) que o calor fornecido durante o aguecimento
transformou esta amostra em uma nova fase, como podem ser observadas as
mudancas no padrédo de difracdo e espectral (principalmente na regido entre
3600 cm™ e 2000 cm?). Além disso, esses dados sugerem que 0 evento
exotérmico presente na curva DSC em torno de 172 °C seja referente a uma

transicdo de fase irreversivel, ou seja, relacdo monotrdpica entre os polimorfos.
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Figura 2.16 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-APZ / EtOH
(30Hz) em temperatura ambiente e aquecido até 215°C.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.4. Sistema Ciprofloxacino-Acido p-aminobenzoico (CIP-PABA)
2.3.4.1. Andlise Térmica (TG-DTA e DSC)
A analise térmica do sistema sintetizado entre ciprofloxacino e acido p-

aminobenzdico é apresentada na Figura 2.17.

CIP

CIP-PABA (15 Hz) CIP-PABA (15Hz)

1mw]|
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Figura 2.17 — Curvas TG-DTA e DSC dos compostos puros e do sistema CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.
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As curvas TG-DTA mostram que o PABA é termicamente estavel até 170
°C e apresenta duas etapas de perda de massa na curva TG, associados ao
evento endotérmico (240 C°) e exotérmico (545 °C) na curva DTA. Essas perdas
de massa estdo associadas a evaporagdo parcial e decomposicdo do
coformador, gerando um residuo carbonizado que € oxidado posteriormente
(TEIXEIRA et al., 2016). O pico endotérmico em 190 °C (DTA) e 189 °C (DSC),
sem significativa perda de massa na curva TG, corresponde a fusdo do
coformador.

Ja para as amostras do sistema, as curvas TG-DTA mostram estabilidade
térmica até 200 °C, intermediaria a do CIP e do PABA. As curvas TG também
mostram quatro etapas de perda de massa, associadas a eventos endotérmicos
e exotérmicos nas curvas DTA, atribuidas a decomposicao térmica do sistema.
A primeira etapa de perda de massa entre 200 — 280 °C, é atribuida ao inicio da
decomposicéo térmica do cocristal com liberacdo do coformador (Amcac. = 29,1
%; Amrc = 27,8 %). As outras trés etapas de perda de massa, correspondendo
a eventos endotérmicos e exotérmicos na curva DTA, estdo associadas a
degradacéao térmica do farmaco remanescente.

As curvas DSC mostram trés eventos térmicos: 0 primeiro pico
endotérmico em 212 °C associado a fusdo incongruente das amostras, o
segundo pico em 230 °C associado a volatizacdo parcial do PABA e o terceiro
evento, uma exoterma muito sutil em torno de 230 — 245 °C, associado a
cristalizacdo do CIP remanescente, como também pode ser observado nas
imagens de DSC-fotovisual (Mettler Toledo, modelo DSC 1), mostradas na
Figura 2.18. Além disso, as amostras que ndo contém solvente em sua
composicao, apresentam um terceiro pico exotérmico em torno de 132 °C, que

foi estudado e sera apresentado na secédo 2.3.4.4.
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Figura 2. 18 — Imagens registradas por DSC-fotovisual durante aquecimento da
amostra de CIP-PABA (15 Hz).

Fonte: Elaborado pela autora.

O comportamento térmico peculiar deste sistema sugere formacao do
cocristal CIP-PABA. Para confirmar tal evidéncia, foram realizadas medidas de
IV e DRXP.

2.3.4.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

O espectro no IV do &cido 4-aminobenzdico (Figura 2.19 e Tabela A.4)
apresenta banda do estiramento da carbonila (C=0) em torno de 1662 cm™ e
uma banda larga que sobrepde os estiramentos C-H, referente a vibracdo da
hidroxila (O-H) na regido de 3300-2200 cm™. As duas bandas referentes ao
estiramento do grupo NH» também estdo presente em 3460 cm™ e 3363 cm™ (LI
et al., 2016; TANTISHAIYAKUL et al., 2014).
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Figura 2.19 — Espectros no IV dos compostos puros e do sistema CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os espectros no IV deste sistema mostram diminuicdo da intensidade da
carbonila, bem como o seu deslocamento de 1662 cm™ para 1717 cm™ (A=55
cm?) nas amostras com etanol, porém esse deslocamento é mais discreto nas
amostras sintetizadas sem o solvente (A=0 cm™ para amostra a 15 Hz e A=17
cm?! para amostra a 30 Hz), uma vez que estas mostram apenas uma
combinacdo dos espectros dos precursores. Em ambos 0s casos, ha indicios
dos estiramentos simétrico e assimétrico do grupo carboxilato, do API ou do
coformador, que aparecem emtorno de 1380 cm™ e 1590 cm%, respectivamente,
0 que sugere a formacdo de um sal por parte desta mistura, conforme

apresentado na Figura 2.20.
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Figura 2.20 — Sugestéo de formacéo de sal para o sistema CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.

Além disso, uma vez que o valor do pka do CIP zwitteriénico (8,62) é maior
gue do PABA (4,68), indica que o coformador é um acido mais forte, sofrendo a
dissociacdo do proton do grupo carboxila, que entdo protonard o grupo
carboxilato do principio ativo, confirmando a interagdo idnica proposta na Figura
2.20 (JOVER; BOSQUE; SALES, 2008; SHARMA et al., 2010).

2.3.4.3. Difratometria de raios X do p6 (DRXP)

Os difratogramas do sistema CIP-PABA, ilustrados na Figura 2.21,
apresentam novos picos em 6,5°; 9,6°; 23,5°; 27,6° para as misturas com etanol,
0 que confirma a formacdo de uma nova fase cristalina, ou seja, para estes
casos, a moagem assistida por solvente favoreceu a reacdo, como descrito por
Lin e colaboradores (LIN; HUANG; LIN, 2016). Ja os difratogramas das amostras
sem solvente ndo apresentam novos picos de difracdo de forma notavel, sendo

muito semelhantes a soma entre os padrdes de difracdo dos precursores.
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Figura 2.21 — Difratogramas de DRXP dos compostos puros e do sistema CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.4.4. Estudo do efeito do aquecimento no processo de
cocristalizacao

O pico exotérmico no DSC em 132 °C, presente nas misturas sintetizadas
sem a adicdo de etanol, foi investigado. A amostra CIP-PABA (15 Hz) foi
aquecida no equipamento TG-DSC 1 da Mettler Toledo até 100 °C, 125 °C e 175
°C, sendo posteriormente analisada por DRXP e IV, como pode ser visto na
Figura 2.22.

De acordo com a Figura abaixo, sdo observadas mudancas nos padrées
de difracdo e espectrais, o0 que sugere que o0 evento térmico em 132°C
corresponda a uma transicdo de fase polimorfica irreversivel (monotropia) que
ocorreu no composto durante o aquecimento. Além disso, é possivel notar que
0 estresse térmico sofrido pela amostra causa o aumento da intensidade de

alguns picos caracteristicos do cocristal no DRXP, bem como o gradual
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deslocamento do grupo C=0Oacido carboxilico) € O aparecimento da banda de O-H
(alargada e sobreposta por estiramentos C-H) no espectro no 1V, sugerindo que

0 aquecimento favorega a reacao cocristalizagdo (LIN; HUANG; LIN, 2016).

CIP-PABA (25°C)

CIP-PABA (25°C)

CIP-PABA (100°C) CIP-PABA (100°C)
X
o
S
o
0
£
@
=
€
@
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—
|_

CIP-PABA (175°C)
CIP-PABA (175°C)
LI BN S S S S BN S S S S B S S S e ma * U L ] v T
10 20 30 40 4000 3000 2000 1000
. 1
20/° Numero de onda / cm

Figura 2.22 — Difratogramas de DRXP e espectros no IV do sistema CIP-PABA (15Hz)
aquecido em diferentes temperaturas.

Fonte: Elaborado pela autora.

2.3.5. Diagramas de fase binérios

A fim de complementar e auxiliar na confirmacdo de formacédo dos
cocristais obtidos neste estudo, foram construidos diagramas de fase binarios
experimentais e tedricos (Figuras 2.23 — 2.25), nas propor¢cdes molares e
temperaturas apresentadas pelas Tabelas 2.3 — 2.5, das misturas entre

ciprofloxacino e os coformadores &cido nicotinico, acido isonicotinico e acido

para-aminobenzoico.
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2.3.5.1. Diagrama de fase binéario do sistema CIP-ANC

Tabela 2.3 — Proporgdes e temperaturas utilizadas na construcao do diagrama de fase
binario de CIP-ANC.

Fracdo molar do

Razdo molar ciprofloxacino Tonset (°C) Tpico (°C)

CIP 1 266,21 269,13
3:1 0,75 233,29 238,64
2:1 0,66 236,38 239,95
1:1 0,5 239,22
1:2 0,33 201,39 205,13
1:3 0,25 203,11 205,53

ANC 0 236,14 237,23

Fonte: Elaborado pela autora.

1 |—m— Solidus
A Liquidus CIP ,
el | o Liquidus ANC - 330
----- Teorico Rl
o 3001 - 300 0
& L CIP:ANC ™~ L. &
© ~ cocristal T - CIp £
= \\\_\\ B -—
2 270 4 —$ 270 §
8 ,' I 8
£ ANC -~ =
& 240 1 S 240
- B |
210 4 - 210
CIP:ANC = — CIP:ANC _
eutético eutético
180 T T T Y T Y T ¥ T ; T 180
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0

Fragdo molar do ciprofloxacino
Figura 2.23 — Diagrama de fase binario de CIP-ANC.

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.3.5.2. Diagrama de fase binéario do sistema CIP-AINC.

Tabela 2.4 — Proporgdes e temperaturas utilizadas na construcéo do diagrama de fase
binario de CIP-AINC.

Fracdo molar do

Razdo molar ciprofloxacino Tonset (°C) Tpico (°C)

CIP 1 266,21 260,13
31 0,75 233,95 238,11
2:1 0,66 234,31 238,81
1:1 0,5 237,10
1:2 0,33 232,99 236,67
1:3 0,25 233,43 236,36

AINC 0 260,12

Fonte: Elaborado pela autora.
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220 T ' T y T y T ¥ T ¥ T 220
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0

Fragéo molar do ciprofloxacino
Figura 2.24 — Diagrama de fase binario de CIP-AINC.

Fonte: Elaborado pela autora.
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2.3.5.3. Diagrama de fase binéario do sistema CIP-PABA

Tabela 2.5 — Proporgfes e temperaturas utilizadas na construcéo do diagrama de fase
de CIP-PABA.

Fracdo molar do

Raz&o molar ciprofloxacino Tonset (°C) Tpico (°C)
CIP 1 266,21 269,13
31 0,75 206,11 254,39
2:1 0,66 207,93 250,45
1:1 0,5 211,17 213,26
1:2 0,33 172,12 214,86
1:3 0,25 170,33 209,81
PABA 0 189,51 191,19

Fonte: Elaborado pela autora.
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Fragcao molar do ciprofloxacino
Figura 2.25 — Diagrama de fase binario de CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dos diagramas de fase binarios, mostrados nas Figuras 2.23 —
2.25, foi possivel observar que ambos apresentam formato em “W”,
caracteristico de um cocristal, indicando que a proporcdo molar 1:1 seria a mais

adequada entre os compostos, auxiliando na confirmagcéo de formacdo dos
mesmos.
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2.4. CONCLUSAO

A realizacdo de andlise térmica, difratometria de raios X e espectroscopia
no 1V para compostos isolados possibilitou coletar informagcdes a respeito das
caracteristicas térmicas e estruturais dos mesmos.

Através de analise térmica foi possivel também caracterizar as misturas,
sugerindo a formacdo de cocristais, além de obter informacdes sobre a
estabilidade térmica, processos de cocristalizacdo, fusdo, transicfes
polimoérficas, decomposicao térmica, enquanto que as analises
espectroscopicas e difratométricas confirmaram a obtencédo dos cocristais e do
sal entre o ciprofloxacino e o coformadores utilizados neste trabalho, uma vez
gue novos padrbes espectrais e de difracdo foram observados, confirmando
interacdes entre as espécies.

Além disso, foi possivel comprovar que as misturas sintetizadas na
proporcao molar 1:1 formaram cocristais através da construcdo de diagramas de
fase binarios. O perfil em forma de “W” obtido nos diagramas, caracteristico

guando ha formacéao de cocristais, foi observado.
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3. CAPITULO Il - ADEQUACAO E VALIDACAO
DE METODO ANALITICO QUANTITATIVO
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3.1. INTRODUCAO

Por apresentar robustez, custo relativamente baixo e grande nimero de
aplicacdes, a espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) do
espectro eletromagnético € uma das técnicas analiticas mais empregadas
guando se trata de desenvolvimento de método analitico para quantificacéo,
permitindo desenvolver métodos com elevada sensibilidade (CAZEDEY, 2009).

Alguns trabalhos s&o encontrados na literatura, utlizando a
espectrofotometria na regido do ultravioleta para andlise do sal de ciprofloxacino,
ou seja, o farmaco em sua forma farmacéutica simples ou em associacdo com
outros farmacos (CAZEDEY; SALGADO, 2012; FEREJA; SEIFU; MOLA, 2015;
GUMMADI et al., 2012; NIJHU; JHANKER; SUTRADHAR, 2011; ZHOU; JIANG,
2012), entretanto ndo foram encontrados trabalhos para a determinacao
guantitativa do ciprofloxacino puro. Desta forma, este trabalho visou a
modificacdo e adequacdo de método (CAZEDEY, 2009; CHIERENTIN;
SALGADO, 2014), afim de quantificar o APl em questdo. Tais modificacbes
exigem uma validacdo de método.

Para validar um método, alguns requisitos sdo necessarios, dentre eles
pode-se destacar a seletividade, curva de calibracdo, linearidade, exatidao,
precisdo, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e robustez (AMARANTE
JUNIOR et al., 2001). Alguns destes critérios ndo sao exigidos em todas as
validacbes, sendo avaliados apenas quando se mostram relevantes, como por
exemplo, o limite de quantificacdo € facultativo para métodos modificados,
entretanto, quando esse método é usado para quantificar niveis elevados do
analito, este requisito torna-se desnecessario, como apresentado na Tabela 3.1
(AMARANTE JUNIOR et al., 2001; ANVISA, 2017; KOGAWA, 2012).
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Tabela 3.1 — Parametros a serem considerados na validagdo analitica.

g | R
% -g g 18 [} %
o © = - v O ] © N
S| S| 2|8 |28 2| 3| %
Tipo de Método g=] = E= o | EE| 5 & E
e k7] o © E ¢ ] o )
w o o J] - = o o
() o = O — (%)
o Q e Ll
o 3
Novo v v v | | v v v
Padrio v v | | | | x x
Modificado v v | x | x x x
Qualitativo x x x v x x v v
Quantitativo (nivel de concentragdo elevado) | v/ v v x x v v v
Quantitativo (nivel de concentragio baixo) v v v v v x 4 4
v' Obrigatério; M Se relevante; x Nao necessario

Fonte: Adaptado de Amarante Junior et al (2001, p. 118)

3.2. METODOLOGIA

A substancia quimica de referéncia utilizada foi o ciprofloxacino (Sigma
Aldrich, =2 98%) e as amostras utilizadas para esta validacdo foram os cocristais
sintetizados, descritos no item 2.2.1.

As determinacfes foram realizadas no espectrofotometro UV-Vis da
Agilent Technologies, modelo Cary 8454, controlado pelo software Agilent UV-
Visible Chemstation verséao B.05.02, usando cubetas de quartzo com 1,0 cm de
caminho Optico.

Nas medidas volumétricas foram empregadas vidrarias grau A,
micropipetas Olen (100-1000 uL) e Tediapet (10-100 pL). As pesagens foram

feitas em balanca analitica, modelo AUW220D, marca Shimadzu.

3.2.1. Método

Uma solucdo estoque contendo 100 pg mL* de CIP foi preparada
pesando-se exatamente 10 mg da substancia de referéncia, considerando-se a
pureza do API, e transferiu-se para um baldo de 100 mL com auxilio de uma
solugdo de HCI 0,1 mol L. Levou-se ao ultrassom por 5 minutos para garantir
total dissolugéo e completou-se o volume com o0 mesmo solvente. Esta solucao-

mae foi filtrada com papel filtro 25 um e preparada diariamente.
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Solugbes de trabalho foram preparadas, imediatamente antes do uso, por
diluicbes adequadas da solucdo-méde correspondente, utilizando-se agua
destilada, de acordo com os niveis de concentracdo apropriados. Aliquotas da
solucéo estoque de ciprofloxacino foram transferidas para baldes volumétricos
de 10 mL, em seguida, o volume foi completado com agua. As leituras foram
efetuadas no comprimento de onda maximo de 277 nm, utilizando a &gua como

solvente para zerar o aparelho.

3.2.2. Curva de Ringbom

A faixa de linearidade do método analitico foi determinada através da
construcédo da curva de Ringbom, para qual, a partir da solucdo estoque de
ciprofloxacino, foram preparadas diluicbes com o auxilio de uma micropipeta, em
balGes volumétricos de 10 mL, como apresentados na Tabela 3.2. As leituras
foram realizadas em comprimento de onda de 277 nm.

Tabela 3.2 — Obtencéo da curva de Ringbom.

Volume da solucdo | Concentracdo da solucéo de
estoque (L) trabalho (ug mL™)

10 0,100
25 0,250
50 0,500

75 0,750
100 1,00
200 2,00
300 3,00
400 4,00
500 5,00
600 6,00
700 7,00
800 8,00
900 9,00
1000 10,0
1100 11,0
1200 12,0
1400 14,0
1600 16,0
1800 18,0
2000 20,0
2200 22,0
2400 24,0
2600 26,0
2800 28,0
3000 30,0

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2.3. Obtencéo da curva analitica

Para obtencdo da curva analitica de ciprofloxacino, transferiram-se
aliquotas de 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mL da solu¢cao-méae para baldo volumétrico
de 10 mL e completaram-se os volumes com 4gua destilada, obtendo-se assim,
solucdes com as seguintes concentragdes finais: 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 pg
mL, respectivamente. SolucGes de cada concentracdo foram preparadas em

triplicata.

3.2.4. Determinacgéo de ciprofloxacino em cocristais farmacéuticos

Para validar o método, foram realizadas medidas com os cocristais
obtidos no Capitulo Il, em que a massa de cocristal equivalente a 10 mg de API
foi pesada, ou seja, massa de cocristal que contém 10 mg de ciprofloxacino,
adicionada ao baléo volumétrico de 100 mL com o auxilio da solugdo de HCI 0,1
mol L7, levada ao ultra-som por 5 minutos. Esta solucdo teve seu volume
completado com a solucao de acido e depois filtrada, afim de remover quaisquer
particulas solidas da solucao-mae. A partir destas solucdes, volumes de 0,4 mL
foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, completando-se o volume
com agua, obtendo-se assim, solu¢des com concentracao final de 4 ug mL2. As
medidas para cada solucédo foram realizadas em comprimento de onda de 277
nm e preparadas em seis réplicas.

O célculo da concentracdo e do teor de ciprofloxacino nas amostras de

cocristal foi realizado seguindo as equacfes 3.1 e 3.2, respectivamente:

Concentracao

Ap-C
Cy = A-Ccrp
Acip

Equacédo 3.1
Em que:

Ca = concentracdo da amostra (ug mL™?)

Ccip = concentracéo do ciprofloxacino (ug mLt)

Aa = absorbancia da amostra

Acip = absorbancia do ciprofloxacino

Teor percentual ou Recuperacgéo (T%)

To% = —<1%0 Equacao 3.2

CTeérico
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Em que:
C. = concentracéo de ciprofloxacino encontrada no cocristal (ug mL™?)

Cresrico = concentragao tedrica de ciprofloxacino no cocristal (ug mL™?)

3.2.5. Validagéo

3.25.1. Seletividade

E a capacidade que um método possui para medir exatamente um
composto com presencga de outros componentes como impurezas, produtos de
degradacéao e excipientes (ANVISA, 2017; VALENTINI; SOMMER; MATIOLLI,
2007). A seletividade do método proposto foi comprovada pela comparacédo da
resposta obtida para a substancia ativa pura, coformadores isolados, diluente e
cocristais (produtos de referéncia), para demonstrar que o resultado do teste néo
e afetado por esses materiais. A seletividade foi comprovada também através do

célculo do teor percentual para cada sistema de cocristais.

3.2.5.2. Linearidade

A linearidade € a habilidade que uma metodologia possui de reproduzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, dentro de um
intervalo especificado (ANVISA, 2017; VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007).
Os dados coletados na construcao da curva analitica descrita no item 3.2.3 foram
analisados para a obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos
guadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada analisando-se as médias

das triplicatas, resultando em desvios padrao relativos (DPR) inferiores a 2,5%.

3.2.5.3. Preciséo

Sendo a precisao a avaliacdo da proximidade entre os resultados obtidos
repetidamente de amostragens multiplas de uma mesma amostra (ANVISA,
2017; VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007), esta foi testada pela realizacéo
de ensaios da determinacao de ciprofloxacino intra dia (repetibilidade) e inter dia
(precisado intermedidria), coletando-se seis determinacfes. A precisdo entre
analistas também foi determinada. Os valores de DPR inferiores a 2,5%

verificaram a precisao do método.
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3.2.5.4. Exatidao

E a concordancia dos resultados obtidos pelo método em relagdo a um
valor tomado como verdadeiro (ANVISA, 2017; VALENTINI;, SOMMER;
MATIOLI, 2007). A exatiddo do método foi determinada pelo calculo dos teores
percentuais e concentracdes reais das amostras (através da equacgdo da reta).
Foram analisadas 3 solucdes-méde diferentes em 6 réplicas para cada

concentragéo.

3.2.55. Robustez

A robustez do método é a capacidade que este apresenta de se manter
invariavel quando sujeito a pequenas e deliberadas modificacdes nas condi¢cdes
analiticas, indicando sua confianga durante o uso rotineiro (ANVISA, 2017;
VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2007) e neste estudo a mesma foi testada
realizando-se pequenas alteracbes no meétodo, sendo elas: variagdo na
concentracdo da solucdo de HCI (0,08 M) auséncia de filtracdo da solucao
estoque e pequena alteracdo no comprimento de onda maximo (275 nm). O

baixo valor no desvio padréo relativo garante a robustez do método proposto.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Devido a baixa solubilidade do ciprofloxacino, optou-se pela utilizacdo de
solucéo de &cido cloridrico 0,1 mol L* como solvente, uma vez que este é sollvel
neste meio.
Observou-se um maximo de absor¢cdo no comprimento de onda de 277
nm para o ciprofloxacino dissolvido conforme descrito no item 3.2.1. Esse
espectro de absorcdo no UV da solucdo contendo 4,0 ug mL* do API é

apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 — Espectro de absorcdo no UV da solucao de ciprofloxacino 4,0 ug mL™.
Fonte: Elaborado pela autora.
Afim de determinar a faixa linear do método, a curva de Ringbom (Figura

3.2) foi construida pela determinacéo da absorbancia de 25 concentracdes e 0s

resultados obtidos foram dispostos na Tabela 3.3.

Curva de Ringbom

120

100 )
o°.

80 o
X °
QI 60 ®
o
L]

40 ®

°
20 °
°
0 L4 e
1,5 1 0,5 0 0,5 1 1,5 2

Log da Concentragdo (ug/mL)

Figura 3.2 — Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3.3 — Valores obtidos na construgdo da curva de Ringbom pelo método
proposto, no comprimento de onda de 277 nm.

Concentracéo da solu_i;éo de Absorbancia 100-T%
trabalho (ug mL™)
0,100 0,006657 1,5212
0,250 0,02324 5,2116
0,500 0,04960 10,793
0,750 0,08018 16,859
1,00 0,1160 23,449
2,00 0,2432 42,884
3,00 0,3808 58,395
4,00 0,4945 67,973
5,00 0,6290 76,504
6,00 0,7370 81,676
7,00 0,8566 86,087
8,00 0,9945 89,873
9,00 1,113 92,284
10,0 1,242 94,267
11,0 1,367 95,708
12,0 1,494 96,793
14,0 1,741 98,184
16,0 1,940 98,851
18,0 2,198 99,366
20,0 2,403 99,605
22,0 2,654 99,778
24,0 2,995 99,899
26,0 3,059 99,913
28,0 3,242 99,943
30,0 3,524 99,970

Fonte: Elaborado pela autora.

Através da porcao retilinea da curva de Ringbom construida foi possivel
selecionar a faixa de concentracdo 6tima para o método proposto, que neste
caso situa-se entre 2,0 e 7,0 pg/mL aproximadamente, e que obedece a lei de
Lambert-Beer, em que a absortividade do sistema € diretamente proporcional a

concentragéo do soluto.
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A partir da faixa linear, foram realizadas medidas para determinar a curva
analitica do método (Figura 3.3), o qual esses valores determinados encontram-

se dispostos na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Valores de absorbancia determinados para a curva analitica.

Curva Analitica
(Mg mLY) Abs.* média | DP | DPR (%)
2,00 0,261 0,262 0,261 | 0,261 | 0,001 0,28
3,00 0,389 0,388 0,389 | 0,389 | 0,001 0,16
4,00 0,517 0,520 0,519 | 0,519 | 0,001 0,26
5,00 0,651 0,648 0,653 | 0,651 | 0,003 0,43
6,00 0,775 0,772 0,779 | 0,775 | 0,003 0,45

7,00 0,900 0,900 0,903 | 0,901 | 0,002 0,25
*Cada valor corresponde a média de trés determinagdes.

Fonte: Elaborado pela autora.

- D;iﬁ*;;gﬁﬂf’ﬁ CurvaAnalitica
1,000
0,800
0,600

0,400

Absorbéncia

0,200

0,000
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000

Concentragdo (pg mL?)

Figura 3.3 — Curva analitica, equacéo da reta e coeficiente de correlacéo obtidos
através do método proposto.

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os dados presentes na tabela acima, o método apresenta-
se linear uma vez que em toda a faixa de concentracdo de trabalho, o desvio
padrao relativo apresentou valores menores que 1%, além de ter um coeficiente
de correlacdo (R?) =2 0,99 indicando a proporcionalidade dos resultados obtidos
com a concentragao.

A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é:

y = 0,1282x + 0,0056, com coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,9999.

78



A precisdo do método foi avaliada atraves da preciséo inter e intra dias na

concentracdo de 4 pg mL? e conforme pode ser observado na Tabela 3.5, o

método mostrou-se preciso, uma vez que foram obtidos valores de DPR menores

gue 1%. O método mostrou-se também preciso com relacdo a variagdo de

analistas, conforme mostrado na Tabela 3.6.

Tabela 3.5 — Valores obtidos para determinar a preciséo do método.

1 2T DPR
(Mg mL™) Abs. Média| DP (%)
4,00 |0,516 0,518 0,518 0,517 0,517 0,518 | 0,517 |0,001| 0,14 F:;fgjf;"
0,515 0,518 0,521 0,516 0,519 0,520 .
4,00 0,519 |0,002| 0,42 Prtec'ff.‘o
0,521 0,521 0,522 0,519 0,521 0,517 inter dia
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 3.6 — Valores obtidos para determinar a precisédo entre analistas.
Entre analistas
Analista | (ug mL?) Abs. Média| DP | DPR (%)
1 0,510 0,517 0,514 0,514 0,514 0,515
4,00 0,516 |0,002| 0,46
2 0,516 0,518 0,518 0,517 0,517 0,518

Fonte: Elaborado pela autora.

A exatiddo da metodologia proposta foi avaliada através do teor

percentual (recuperacdo) e concentracdo experimental em comparagdo com o

valor tedrico,

conforme mostrado na Tabela 3.7. Foram

realizadas 6

determinacdes para as concentracdes alta, média e baixa, ou seja 7,0; 4,0 e 2,0

g mL1, de 3 solugdes-mée diferentes.

Tabela 3.7 — Valores obtidos para determinar a exatiddo do método.

Equacdo da reta y =0,1282x + 0,0056
(ug mL?) Média Abs. DP DPR (%) Co(rlll(;enmtlr_glciao Recuperacao (%)
2,00 0,260 0,001 0,46 1,987 99,36
4,00 0,517 0,001 0,14 3,992 99,80
7,00 0,899 0,003 0,33 6,972 99,60
2,00 0,262 0,002 0,65 2,000 100,01
4,00 0,518 0,002 0,42 3,999 99,98
7,00 0,897 0,004 0,44 6,950 99,28
2,00 0,262 0,002 0,61 2,002 100,09
4,00 0,520 0,002 0,36 4,013 100,33
7,00 0,904 0,004 0,49 7,005 100,07

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na tabela sdo apesentadas a absorbancia média das seis réplicas, 0
desvio padréo (DP) e o desvio padrao relativo (DPR), além da concentracao real
(x) e teor percentual real. O método mostrou-se exato uma vez que os DPR séo
todos inferiores a 1%, as concentracdes experimentais encontradas sdo muito
proximas das teoricas, além disso, os teores encontrados estdo compreendidos
entre 98% e 102% (AOAC, 2016).

Com relacdo a robustez do método, como descrito no procedimento
experimental, foram avaliadas pequenas alteragbes no mesmo, sendo elas: a
auséncia de filtracado da solugcéo estoque, a alteragédo do comprimento de onda
para 275 nm e utilizacdo de uma solucao de HCI 0,08 M. As Tabelas 3.8—-3.10
mostram os resultados obtidos das analises nas condi¢cdes analiticas alteradas
para as solugées de concentracéo 4,0 ug mL.

Tabela 3.8 — Valores obtidos para a robustez na auséncia de filtragéo.

Variando filtracédo

(ug mL1) Abs. média | DP [Z(;)I;
Sem 4 0,520 0,522 0,521 0,519 0,524 0,517
filtrar ’ : ’ ’ ’ ’ 0,520 | 0,002| 0,39
Filtrado 4 0,521 0,522 0,519 0,521 0,517 0,521

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 3.9 — Valores obtidos para a robustez realizando analises com o comprimento
de onda maximo de 275 nm.

Variando comprimento de onda

i DPR
1

(Mg mL™) Abs. média | DP | "o
2750m | 4 0,507 0512 0510 0,512 0,511 0,512

2770m | 4 |0,521 0522 0519 0521 0517 0521 o |09 B9

Fonte: Elaborado pela autora.

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

Variando concentragéo HCI

- DPR
-1

(ug mL™) Abs. média | DP (%)
0,08M 4 0,523 0,524 0,522 0,524 0,518 0,522 S 6 002 | 042
0,1M 4 0,521 0,522 0,519 0,521 0,517 0,521 | ’ '

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados observados, pode-se dizer que o método é
robusto para as alteracdes realizadas por apresentar valores de desvio padrao

relativo baixos, sendo todos eles inferiores a 2,5 %. O método € robusto para a

80



utilizacdo de uma solugdo de acido menos concentrada, o que o torna mais
econdmico e vantajoso, podendo ser menos prejudicial ao ambiente e ao
operador. Como pode ser observado também, a filtracdo ndo interfere no
método, uma vez que a variacdo entre os dados é muito pequena, além disso, a
mudanga no comprimento de onda de 277 nm para 275 nm ndo causou
alteracoes significativas nos resultados.

A seletividade foi comprovada através da comparacgao entre 0s espectros
obtidos para as solucdes de concentracdo 4,0 ug mL* de ciprofloxacino puro,
diluente, coformadores e cocristais.

Para a curva da solugdo de ciprofloxacino, a mesma foi preparada
segundo o procedimento experimental descrito no item 3.2.1, assim como para
a solucao de cocristal, descrita no item 3.2.4, para a qual se utiliza a massa de
cocristal que contém 10 mg de API. Para a solucdo de diluente, foi preparada
uma solugéo pipetando-se 400 pL de HCI 0,1 M, transferindo-a para um baléo
de 10 mL e completando o volume com agua destilada, ou seja, a mesma
solucéo descrita no procedimento do item 3.2.1, porém sem a adicao do principio
ativo. Além disso, a solucéo utilizada de coformador foi preparada calculando-se
a massa dessa substancia contida em 10 mg de cocristal.

As seletividades dos sistemas sintetizados no Capitulo Il estdo ilustradas nas
Figuras 3.4-3.7.

81



Abs.

Abs.

0,60

0,45 4

0,30 <

0,15 o

0,00 —

—CIP
—— AINC
Cocristal

—— Diluente

200

T T T
250 300 350 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.4 — Seletividade para o sistema CIP-AINC.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 3.5 — Seletividade para o sistema CIP-ANC.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 3.6 — Seletividade para o sistema CIP-APZ.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 3.7 — Seletividade para o sistema CIP-PABA.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os cocristais utilizados neste nos testes de seletividade foram:

e CIP-AINC (30 Hz 90 min)

e CIP-ANC / EtOH (30Hz)

e CIP-APZ / EtOH (30Hz)

e CIP-PABA / EtOH (30Hz)

Como pode ser visto pelas Figuras 3.4 e 3.5, ndo ha interferéncia por parte
do coformador ou diluente para os cocristais sintetizados com os acidos
isonicotinico (AINC) e nicotinico (ANC), respectivamente. Entretanto, as Figuras
3.6 e 3.7 mostraram que os coformadores acido pirazinéico (APZ) e acido p-
aminobenzéico (PABA) tem absorcdo praticamente na mesma regido do
espectro de ciprofloxacino que interfere na determinacdo do mesmo,
impossibilitando a utilizacdo deste método para determinar CIP nos cocristais
gue contém estes coformadores.

Sendo assim, afim de comprovar a validagcao do método, foi realizado o
célculo do teor percentual (recuperacdo) experimental para as amostras de
cocristal de CIP na concentracédo de 4 ug mL*, conforme mostrado na Tabela
3.11.

Tabela 3.11 — Determinacéo do teor de ciprofloxacino nas amostras de cocristal.

Equacéo da reta y = 0,1282x + 0,0056
Cocristal Média Abs. (y)* Co(zzem[‘?‘gao TEOR (%)
CIP-ANC 0,514 3,964 99,09
CIP-PABA 0,610 4,712 117,81
CIP-AINC 0,525 4,049 101,23
CIP-APZ 0,575 4,441 111,03

* Média das absorbancias realizadas em seis réplicas. Concentragao tedrica de 4 pg mL™.
Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel verificar que, através da equacao da reta, foram calculadas as
concentracfes reais de CIP para os cocristais e seus respectivos teores
percentuais experimentais. Assim como visto nos testes de seletividade, os
cocristais que contém APZ e PABA apresentam absorbancias maiores e
consequentemente maiores concentracdes e teores, uma vez que estes
coformadores possuem absor¢do na mesma regido que o farmaco interferindo

na sua determinacéo.
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A Tabela 3.11 mostra também, que o método foi capaz de determinar
ciprofloxacino em amostras de cocristal de CIP-AINC e CIP-ANC, pois as
concentragdes obtidas sdo préximas do valor teérico (4,0 ug mL') e o teor
encontrado experimentalmente estd compreendido entre 98% < Teor < 102%
(AOAC, 2016).

3.4. CONCLUSAO

Conclui-se que as medidas feitas no espectrofotometro de absorgéo no
UV sédo simples, de facil execucdo, sensiveis e com custo relativamente
reduzido, podendo ser utilizadas com precisdo para analise quantitativa de
farmacos.

O método validado apresentou-se linear, preciso, exato e robusto,
resistindo as modificacbes causadas no metodo, além de apresentar desvios
padrao relativos bem baixos em todos os quesitos validados.

Através da seletividade foi possivel concluir que apenas os acidos
pirazindico e p-aminobenzoico influenciaram a regido de absorcdo do CIP,
impossibilitando a sua determinacdo nos cocristais dos mesmos, enquanto que
o diluente e os acidos nicotinico e isonicotinico ndo causaram interferéncia
relevante.

A confirmacdo de validacdo do método se deu pelo calculo do teor
percentual dos cocristais, e que se mostrou satisfatorio (98% < Teor < 102%)
para os sistemas contendo ANC e AINC, e insatisfatorio para os sistemas com
APZ e PABA.
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4. CAPITULO IV - ESTUDO DE SOLUBILIDADE
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4.1. INTRODUCAO

No campo farmacéutico, um desafio enfrentado no desenvolvimento de
farmacos esta relacionado ao melhoramento de suas propriedades fisico-
guimicas, principalmente a solubilidade aquosa e a taxa de dissolucdo
(KOTBANTAO; CHAROENCHAITRAKOOL, 2017).

Segundo Babu e colaboradores (BABU; NANGIA, 2011), mais de 80% dos
farmacos séo vendidos na forma de comprimidos e cerca de 40% dos farmacos
comercializados apresentam baixa solubilidade aquosa.

A solubilidade aquosa depende de suas propriedades moleculares e da
sua habilidade em formar ligacdes de hidrogénio, além de ser influenciada por
fatores como pH, pKa, polimorfismo, tamanho de particula, excipientes,
composicéo do fluido intestinal, entre outros (KOGAWA; CORREA; SALGADO,
2014).

A determinacgéo da solubilidade de um farmaco pode ser feita dissolvendo-
se uma alta dose do composto em um volume de 250 mL ou menos, de uma
solucdo tampéo que apresenta pH na faixa de 1,0 a 7,5 numa temperatura de
37°C (KOGAWA; CORREA; SALGADO, 2014).

Como descrito anteriormente, o ciprofloxacino € uma fluorquinolona de
segunda geracdo amplamente prescrita, entretanto este antibiotico apresenta
baixa solubilidade aquosa (cerca de 80 mg/L) e baixa permeabilidade em
biomembranas, ou seja, enquadra-se na classe 4 do Sistema de Classificacéo
Biofarmacéutica (ASSALI et al., 2016; REDDY et al., 2011; VELLA et al., 2015).

Sao encontrados alguns trabalhos na literatura nos quais se descreve que
houve a melhoria da precéria solubilidade aquosa do ciprofloxacino através da
esterificacdo do farmaco com (mono-, di- e tri-) etileno glicois (ASSALI et al.,
2016) e através da formacéo de sais com acidos carboxilicos (CHADHA et al.,
2016; REDDY et al., 2011), desta forma, buscou-se realizar o estudo da
solubilidade dos cocristais sintetizados neste trabalho, afim de verificar se os
mesmaos proporcionaram melhoria nesta propriedade fisico-quimica do principio
ativo de interesse, comparando seus resultados com aqueles obtidos pelo

ciprofloxacino puro.
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4.2, METODOLOGIA

A substancia quimica de referéncia utilizada foi o ciprofloxacino (Sigma
Aldrich, 298%) e as amostras utilizadas para este estudo de solubilidade foram
0s cocristais sintetizados com os acidos nicotinico (CIP-ANC / EtOH (30Hz)) e
isonicotinico (CIP-AINC (30 Hz 90 min)).

Para este estudo de solubilidade foi aplicado o método “shake-flask” por
saturacdo. Um shaker (ou uma incubadora agitadora) da Marconi, modelo MA
420, um espectrofotbmetro UV da Shimadzu, modelo UV 1800 e cubetas de
guartzo com 1,0 cm de caminho 6ptico foram usados. Nas medidas volumétricas
foram empregadas vidrarias grau A, micropipetas Olen (100-1000 uL) e Tediapet
(10-100 pL).

A solubilidade foi avaliada em solucédo fisiologicamente relevante de
tampéo fosfato pH 6,8 e agua destilada pH 4,5.

Foram pesados 15 mg de ciprofloxacino e cocristais em uma balanca
analitica da Ohaus, modelo DV2015CD, transferidos para tubos de ensaio
separadamente. Em cada tubo foram adicionados 5 mL de diluente (agua ou
tampéo). Foram preparados 5 tubos para cada um dos compostos (CIP ou
cocristal), embora a solubilidade para cada meio tenha sido determinada em
triplicata. Os tubos foram tampados e colocados no shaker a 37°C, com rotacéo
de 60 rpm por 24 horas.

Aliquotas de 1000 pL foram coletadas a cada 6 horas de experimento
(tempos de 6, 12, 18 e 24 horas), filtradas através de microfiltros de membrana
de politetrafluoretileno (PTFE) com tamanho de poros de 0,2 um e 13 mm de
diametro, algumas diluicdes (no mesmo meio) foram realizadas, conforme
necessario para a medi¢cdo no espectrofotometro. Logo apds a amostragem de
sobrenadante, o volume de 1000 pL retirado foi restituido com o mesmo meio,
0s tubos foram novamente tampados e levados ao shaker sob mesmas
condi¢Bes acima citadas.

As leituras no espectrofotbmetro foram realizadas em 277 nm, todas
usando o meio de dissolucdo como branco. O método espectrofotométrico usado
foi previamente validado, conforme descrito no Capitulo Ill.

Para calcular a concentracao, foi preparado um padrao contendo uma
concentracédo de 4 ug mL* de ciprofloxacino puro para cada um dos diluentes

testados (teste dos diluentes). Os resultados foram obtidos para o farmaco livre
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e os cocristais foram comparados, além disso, o papel desempenhado pelos

cocristais sobre a solubilidade do CIP foi avaliado.

4.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das absorbancias da solucéo de ciprofloxacino na concentragéao

de 4 ug mL* nos solventes testados estdo mostrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Valores das absorbancias de ciprofloxacino em diferentes solventes na
concentragdo 4 ug mL™.

Absorbancias Média | DP | DPR (%) | Concentracdo
, (Mg mL™)
agua
dostiada | 0-518 0516 0515 | 0,516 | 0,001 | 0,23 3,007
tam%ang 0,363 0,362 0,363 | 0,363 | 0,001 | 0,16 2.731

Fonte: Elaborado pela autora.

7

O teste dos diluentes é realizado para se calcular a concentracdo do

principio ativo farmacéutico descartando-se a influéncia do solvente, sendo

assim, esse teste permite determinar a concentracéo real de CIP nas solu¢cdes

preparadas com agua destilada e tampao fosfato pH 6,8, utilizando o método

descrito no Capitulo .

As Tabelas 4.2-4.5 mostram a solubilidade do ciprofloxacino puro apos 6,
12, 18 e 24 horas no shaker.

Tabela 4.2 — Solubilidade do ciprofloxacino apés 6 horas de experimento.

o Diluicao Concentragéo
6 horas Média Abs.* | DPR (%
®) | @ (ug/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,583 0,50 300 73,48
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,475 1,34 200 73,47

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4.3 — Solubilidade do ciprofloxacino ap6s 12 horas de experimento.

T Diluicéo Concentragéo
12 horas Média Abs.* | DPR (%
®) | o (Hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,520 2,24 300 65,62
tampéo fosfato pH 6,8 0,417 1,94 200 78,45

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4.4 — Solubilidade do ciprofloxacino apés 18 horas de experimento.

o Diluicdo Concentracéo
18 horas Média Abs.* | DPR (%
® 1w (Hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,545 3,15 300 68,77
tampéao fosfato pH 6,8 0,381 0,30 200 71,79

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4.5 — Solubilidade do ciprofloxacino apés 24 horas de experimento.

o Diluicdo Concentracéo
Média Abs.* | DPR (%
®) 1w (Hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,514 1,73 300 64,82
tampéao fosfato pH 6,8 0,374 1,90 200 70,35

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.

As Tabelas 4.6-4.9 mostram a solubilidade do cocristal entre
ciprofloxacino e acido nicotinico apos 6, 12, 18 e 24 horas no shaker.
Tabela 4.6 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC apés 6 horas de experimento.
6 horas Média Abs.* | DPR (%) NIEEE CEmEEiEE:e
(ML) (hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,393 1,53 10 1486,85
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,619 3,63 200 116,60
* Média das absorbancias realizadas em triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 4.7 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC apds 12 horas de experimento.
12 horas Média Abs.*| DPR (%) | Diluicdo | Concentragao
(ML) (hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,387 1,97 10 1465,41
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,568 1,34 200 107,00
* Média das absorbancias realizadas em triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 4.8 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC apds 18 horas de experimento.
18 horas Média Abs.*| DPR (%) | Piluigdo | Concentracdo
(HL) (Hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,373 1,24 10 1409,92
tampéo fosfato (pH 6,8) 0,547 2,00 200 103,05

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 4.9 — Solubilidade do cocristal CIP-ANC apdés 24 horas de experimento.

o Diluicdo Concentracéo
24 horas Média Abs.* | DPR (%
®) 1w (hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,317 1,28 10 1198,05
tampéo fosfato (pH 6,8) 0,533 0,60 200 100,29

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.

As Tabelas 4.10-4.13 mostram a solubilidade do cocristal entre
ciprofloxacino e acido isonicotinico apés 6, 12, 18 e 24 horas no shaker.
Tabela 4.10 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apés 6 horas de experimento.

6 horas Média Abs.* | DPR (%) | D'luicdo | Concentracdo
(uL) (hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,415 0,48 10 1570,08
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,507 1,02 100 190,91
* Média das absorbancias realizadas em triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 4.11 - Solubilidade do cocristal CIP-AINC ap6s 12 horas de experimento.
o Diluicao Concentragéo
12 horas Média Abs.* | DPR (%
®o) 1 ) (hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,382 2,04 10 1443,97
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,454 0,00 100 170,95
* Média das absorbancias realizadas em triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 4.12 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apés 18 horas de experimento.
18 horas Média Abs.* | DPR (%) | Dlluigdo | Concentracdo
(ML) (Mg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,349 1,16 10 1321,64
tampéao fosfato (pH 6,8) 0,410 0,37 100 154,26
* Média das absorbancias realizadas em triplicata.
Fonte: Elaborado pela autora.
Tabela 4.13 — Solubilidade do cocristal CIP-AINC apés 24 horas de experimento.
T Diluicéo Concentragéo
24 horas Média Abs.* | DPR (%
N (T (Hg/mL)
agua purificada (pH 4,5) 0,309 2,93 10 1170,31
tampé&o fosfato (pH 6,8) 0,396 1,02 100 149,24

* Média das absorbancias realizadas em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Através dos valores de concentracdo mostrados nas tabelas acima,
percebe-se uma melhoria na solubilidade, em tampé&o fosfato pH 6,8, para os
cocristais sintetizados neste trabalho com relagcdo ao API, entretanto esse
melhoramento é mais pronunciado em sistema aquoso, em que é possivel ver
uma melhora de cerca de 20 vezes em relagdo a solubilidade do ciprofloxacino
puro, tanto no cocristal de ANC quanto de AINC. Em sistema tamponado, essa
solubilidade melhorou emtorno de 1,5 vezes para o sistema com acido nicotinico
e 2,5 vezes para o cocristal de &cido isonicotinico. A Figura 4.1 ilustra essas
melhorias de forma mais clara.

-® -CIP ——CIP
-@® -CIP-ANC —8—CIP-ANC
- —4& -CIP-AINC —A— CIP-AINC
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Figura 4.1 — Solubilidade do ciprofloxacino e seus cocristais em sistema aquoso e
tampéo pH 6,8 apds 6, 12, 18 e 24 horas no shaker.

Fonte: Elaborado pela autora.

A melhora da solubilidade por parte dos cocristais pode ser explicada uma
vez que, em meio bioldgico, ocorre a dissociacdo da ligacdo de hidrogénio entre
API e coformador em um curto periodo de tempo (questdo de minutos a uma
hora). O coformador, por apresentar maior solubilidade aquosa, é liberado da
estrutura cristalina para o meio biolégico aguoso, enquanto que o API precipita

subitamente de forma desorientada, o que o assemelha a um farmaco amorfo.
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Sendo assim, o efeito “spring” pode ser alcangado pela dissociagado do cocristal
em um farmaco na forma amorfa, e este composto que apresenta moléculas
dispostas aleatoriamente, maior energia livre e maior superficie de contato
apresenta, agora, uma maior solubilidade, rapida dissolucdo aquosa e
geralmente sdo mais bem absorvidas. Ja o efeito “parachute” ou seja, a
manutencdo do pico de solubilidade do API, acontece por um periodo
relativamente alto, devido a lenta transformacédo deste precipitado amorfo em
uma fase cristalina estavel (BABU; NANGIA, 2011; KOGAWA; CORREA;
SALGADO, 2014).

4.4, CONCLUSAO

Através do método descrito no Capitulo Ill, foi possivel determinar a
concentragéo de ciprofloxacino puro e presente nos cocristais sintetizados neste
trabalho, e o teste do diluente correlaciona o método previamente validado,
descartando a influéncia dos solventes durante a determinac&o da concentracéo
do analito.

O estudo da solubilidade permitiu concluir que a cocristalizacdo com 0s
acidos nicotinico e isonicotinico contribuiu para a melhoria da solubilidade do

API, sendo esta mais acentuada no sistema aquoso.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

apresentado pelo composto.
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ANEXO A — ATRIBUICAO DE BANDAS DE INFRAVERMELHO PARA OS

COMPOSTOS PUROS E SISTEMAS

Tabela A.1 — Atribuicdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema

CIP-ANC.
L CI-ANC  CIP-ANC/EtOH  CIP-ANC CIP-ANC / EtOH
Atribuicdo cp ANC (15 Hz) (15 Hz) (30 Hz) (30 Hz)
Vas, V5(COO') 1589, 1375 s,m 1589, 1376 s,m 1589, 1377s,m 1589, 1385 m
v(NH;*) 2580-2680 w 2580-2680 w  2580-2680w  2580-2680 w
V(C=0)ketone 1616 1616 1617 s 1626 1627 s
v(C=0)acia 1706 m 1729 w 1731w 1733 m 1729 m
2436,
V(O'Hacid'"Naromatic) 1900 b
V(OH)tree 3469 w 3470 w 3466 w
v(OH) 3400-2400 b 3200-2000 b

v = estiramento, s = forte, m = médio, w = fraco, b = largo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela A.2 — Atribuicdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema

CIP-AINC.

I CIP-AINC  CIP-AINC/EtOH  CIP-AINC CIP-AINC /
Atribuicdo cp AINC (15 Hz) (15 Hz) (30 Hz) EtOH (30 Hz)
Vas , v5(COO") 1589, 1375 s,m 1590, 1376 s,;m 1590, 1376 s,m 1589, 1377 m,w 1589, 1376 5,m

v(NH;*) 2580-2680 w 2580-2680 w  2580-2680 w  2580-2680 w  2580-2680 w
V(C=0)ketone 1616 1616 s 1617 s 1616 s 1616 s
V(C=0)acid 1705 s 1726 w 1731w 1727 m 1718 w
2400,
V(O‘Hacid“‘Naromatic) 1900 b
V(OH)free 3433 w
v(OH) 3300-2400 b

v = estiramento, s = forte, m = médio, w = fraco, b = largo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela A.3 — Atribuigcdo das principais bandas para os compostos puros e o sistema

CIP-APZ.
I CIP-APZ CIP-APZ / EtOH CIP-APZ CIP-APZ / EtOH
Atribuicdo cp APz (15 Hz) (15 Hz) (30 Hz) (30 Hz)
Vas , Vs(COO") 1589, 1375 s,m
v(NH,*) 2580-2680 w
V(C=0)xetone 1616 s 1626 s 1627 s 1626 s 1627 s
V(C=0)acid 1715 1725 m 1726 m 1725 m 1729 m
2450,
V(O'Hacid"'Naromatic) 1900 b
V(OH)free 3442 w 3447 w 3469 w 3448 w
v(OH) 3200-2000 b  3200-2000 b 3200-2000 b 3200-2000 b

v = estiramento, s = forte, m = médio, w = fraco, b = largo.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela A.4 — Atribuigdo das principais bandas para 0s compostos puros e o sistema

CIP-ANC.
I CIP-PABA CIP-PABA / EtOH CIP-PABA CIP-PABA / EtOH
Atribuigdo cip PABA (15 Hz) (15 Hz) (30 Hz) (30 Hz)
Vas , Vs(COOY) 1589, 1375 s,m 1590, 1375 s,m 1590, 1382 m 1589, 1375 s,m 1590, 1382 m
v(NHz*) 2580-2680 w
V(C=0)etone 1616 s 1617 s 1619 s 1616 s 1619 s
Vas, Vs(NH.) 3460, 3363 m 3460, 3363 w 3395,3345w 3460, 3363 w 3395, 3345 w
V(C=0)acid 1662 s 1661 w 1716 w 1679 w 1717 w
v(OH) 3300-2400 b 3600-2000 b

v = estiramento, s = forte, m = médio, w = fraco, b = largo.

Fonte: Elaborado pela autora.

104



