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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Producao e caracterizagao de cocristais de curcumina e resveratrol utilizando

tecnologia supercritica

O qué?

Cocristais de compostos bioativos de interesse nas industrias de alimentos e
farmacéutica, produzidos por meio de tecnologia supercritica, visando

potencializagdo de suas propriedades bioldgicas.

Por qué?

> Melhorar o perfil de dissolugdo de compostos pouco soluveis em solugcdes
aquosas;
> Aumentar a biodisponibilidade por meio da melhora na solubilidade dos
compostos;
> Aproveitar a possibilidade de efeito sinérgico entre compostos bioativos por meio
da formacao de cocristais principio ativo-principio ativo;
> Cocristalizacao utilizando fluido supercritico € uma alternativa as técnicas

tradicionais, ambientalmente amigavel e que fornece produtos livres de solvente

residual.

Quem ja fez?
> Consta na literatura trabalhos de producao de cocristais de curcumina ou de
resveratrol com diferentes coformadores que resultam em melhora de propriedades
fisico-quimicas, mas os efeitos nas propriedades bioldgicas ainda séo pouco
explorados;
> Ainda nao ha trabalhos que reportem a producao de cocristais principio ativo-
principio ativo de curcumina e resveratrol;
> Os trabalhos existentes referentes a produc¢ao de cocristais de resveratrol e L-

prolina foram conduzidos utilizando técnicas convencionais € ndo resultaram em

melhora na dissolugdo em agua do composto ativo.




Hipotese
> E possivel produzir cocristais de curcumina-resveratrol utilizando tecnologia
supercritica?
> Os cocristais produzidos apresentarao melhores propriedades in vitro e in vivo
comparados aos compostos puros e a mistura fisica dos compostos?
> A utilizagao de tecnologia supercritica possibilita produzir cocristais de estrutura
ja conhecida, mas com propriedades fisico-quimicas e biolégicas diferentes?
> E possivel reduzir a dose minima efetiva de compostos ativos por meio da

cocristalizacio, obtendo o mesmo efeito?

Como fazer?
> Estudar o processo de cocristalizagao;
> Avaliar as propriedades de dissolugéo, ponto de fusdo, atividade antioxidante e
solvente residual,
> Avaliar os cocristais em modelo animal a fim de verificar o efeito

antinociceptivo/anti-inflamatério em comparagado aos compostos puros e sua

mistura fisica.

Resultados esperados
> Produzir cocristais principio ativo-principio ativo de curcumina e resveratrol;
> Melhorar o perfil de dissolugao in vitro dos compostos;
> Potencializar a atividade antioxidante e antinociceptiva/anti-inflamatéria da
curcumina e do resveratrol;

> Diminuir a dosagem da curcumina frente aos testes in vivo;

> Aumentar a dissolucéo e capacidade antioxidante in vitro do resveratrol por meio

de sua cocristalizagdo com L-prolina por meio de tecnologia supercritica.



RESUMO

Compostos bioativos como curcumina e resveratrol tém sido apontados como agentes
com potencial para prevencéo e tratamento de diversas doengas, em substituicao a
compostos sintéticos que apresentam acédo limitada. No entanto, ambos apresentam
baixa solubilidade em meio aquoso e, consequentemente, baixa biodisponibilidade, o
que limita sua aplicagdo em larga escala. A cocristalizagdo é um processo capaz de
modificar propriedades fisico-quimicas de compostos ativos por meio da ocorréncia
de forgas intermoleculares entre os coformadores bem como pela possivel
modificagdo em sua matriz cristalina. Este trabalho tem como objetivo produzir
cocristais de curcumina e resveratrol por meio de tecnologia supercritica, visando
melhorar o perfil de dissolugdo de seus componentes e potencializar suas atividades
bioldgicas. O processo de confirmagéo da obtengéo de cocristal se deu por meio de
caracterizagao por calorimetria diferencial de varredura (DSC), difracéo de raios-x de
po (DRXP) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Foram obtidos cocristais de curcumina-resveratrol por meio da técnica de
cocristalizacdo com solvente supercritico (CSS) utilizando acetona como cossolvente
e cocristais de resveratrol-L-prolina por meio do método gas antissolvente (GAS). O
processo CSS possibilitou alcangar melhora na dissolucdo do cocristal em
comparagao aos compostos puros, maior atividade antioxidante in vitro e maior
potencial antinociceptivo/anti-inflamatorio, observado por meio de testes
comportamentais com camundongos. Da mesma forma, a cocristalizagdo por GAS
resultou em melhora do perfil de dissolucdo do resveratrol e de sua capacidade
antioxidante in vitro em comparagcdo ao resveratrol puro e a mistura fisica de
resveratrol-L-prolina. As alteragdes observadas provavelmente estdo relacionadas as
modificagdes na estrutura cristalina dos compostos, sugerindo melhora em sua
biodisponibilidade, o que fornece aos cocristais um bom potencial para utilizagao nas
industrias alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: compostos bioativos; tecnologia supercritica; dissolugéo;

antioxidante; anti-inflamatorio.



ABSTRACT

Bioactive compounds such as curcumin and resveratrol have been appointed to have
potential for prevention and treatment of several diseases, replacing synthetic
compounds with limited action. However, both present low aqueous solubility and,
consequently, low bioavailability, which limits their application on a large scale.
Cocrystallization is a process that can modify the physicochemical properties of active
compounds by the occurrence of intermolecular forces between them and possible
modifications in the crystalline matrix. This research aims to produce curcumin and
resveratrol cocrystals using supercritical technology, intending to improve the
dissolution rate and to enhance the biological activity of the components. The
confirmation of cocrystal production was performed by characterization employing
differential scanning calorimetry (DSC), x-ray powder diffraction (XRPD), and Fourier
transform-infrared spectroscopy (FTIR). Successful cocrystallization of curcumin-
resveratrol was achieved by cocrystallization with supercritical solvent (CSS) using
acetone as co-solvent, and cocrystallization of resveratrol-L-proline by the gas
antisolvent (GAS) technique. CSS process resulted in higher cocrystal dissolution in
comparison to pure compounds, better antioxidant activity in vitro, and better
antinociceptive/anti-inflammatory potency, observed by behavioral tests in mice. In the
same way, the dissolution profile and antioxidant capacity of resveratrol were
enhanced by cocrystallization with L-proline via the GAS method, in comparison to
pure compound and resveratrol-L-proline physical mixture. The changes observed
probably are related to alterations in the crystalline structure, suggesting improvements
in their bioavailability, which gives the cocrystals good potential for use in the food and
pharmaceutical industries.

Keywords: bioactive compounds; supercritical technology; dissolution; antioxidant;
anti-inflammatory.
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ORGANOGRAMA DO DOCUMENTO DE TESE

A presente tese de doutorado foi organizada em capitulos. O Capitulo 1
apresenta a introdugao e os objetivos do trabalho, trazendo uma breve reviséo sobre
os temas abordados. No Capitulo 2, aborda-se uma revisao bibliografica com respeito
a temas relevantes para a compreensao da tese. O terceiro capitulo mostra a
descricdo dos materiais e métodos utilizados. Os resultados do trabalho foram
divididos nos Capitulos 4 e 5. O Capitulo 6 apresenta as conclusbes gerais e
sugestbes para trabalhos futuros. No Capitulo 7 encontram-se as produgdes
cientificas obtidas ao longo do desenvolvimento da tese. Por fim, os apéndices Ae B
apresentam os materiais suplementares da tese e os Anexo A, B, C e D apresentam
os laudos técnicos dos compostos bioativos utilizados e certificacdo de aprovagao dos

estudos com animais pelo Comité de Etica.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

Compostos polifendlicos de origem vegetal, caracterizados pela presencga de
ao menos um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas, sdo metabdlitos
secundarios nao volateis das plantas, nutrientes ndo essenciais, mas que exercem
importantes fungdes benéficas a elas (RAMIREZ et al., 2017). Estes compostos tém
atraido o interesse das industrias de alimentos, quimica e farmacéutica por
apresentarem propriedades biolégicas promissoras, como elevada atividade
antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, entre outras, que costumam estar
associadas a prevencao e tratamento de diversas doencas.

Para a industria de alimentos, os polifendlicos representam a possibilidade de
substituigdo de aditivos sintéticos em alimentos por compostos de origem natural, bem
como o desenvolvimento de nutracéuticos. Na esfera farmacéutica, a utilizacdo de
compostos naturais em substituicdo aos compostos sintéticos visando a prevengao e
tratamento de doengas apresenta inumeras vantagens como a baixa toxicidade em
relagcdo a dosagem utilizada e ao ambiente celular e fisioldgico, elevada atividade
bioldgica seletiva, abundancia de fontes disponiveis e facil extracdo (RAMPOGU et
al., 2019).

Dentre esta vasta classe de compostos, a curcumina [1,7-bis-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona] € o componente majoritario presente na
curcuma (Curcuma longa), utilizada tradicionalmente na medicina oriental para o
tratamento de diversas enfermidades, como doencas respiratorias, inflamatérias e
condigbes associadas a dor abdominal. Ao longo das ultimas décadas, estudos tém
demonstrado o potencial da curcumina como anti-inflamatério, antioxidante,
antimicrobiano, anticarcinogénico e neuroprotetor (AFTAB; VIEIRA, 2010;
BERTONCELLO et al., 2018; FADUS et al., 2016; JOE; VIJAYKUMAR; LOKESH,
2004; KANG; CHEN, 2009).

Outro polifendlico que vem sendo explorado em diversos estudos é o
resveratrol (3, 4, 5-trihidroxi-trans-estilbeno), composto pertencente a classe dos
estilbenos, que pode ser encontrado na casca de uvas, cranberries, cacau, amendoim,
entre outras plantas. Atribui-se ao resveratrol propriedades antioxidantes, anti-

inflamatdria, cardioprotetiva e anticarcinogénica. Assim como a curcumina, estudos
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demonstram seu potencial neuroprotetor contra doengas como Alzheimer, Parkinson
e epilepsia (BAUR; SINCLAIR, 2006; CHEN et al., 2004; MARAMBAUD; ZHAO;
DAVIES, 2005; OLAS et al., 2001).

Entretanto, assim como grande parte dos compostos bioativos, curcumina e
resveratrol apresentam baixa estabilidade frente a luz e temperaturas elevadas, bem
como baixa solubilidade aquosa e, consequentemente, baixa biodisponibilidade, o que
dificulta sua aplicagdo em larga escala. Segundo Kara e Rathnanand (2022), o modo
mais favoravel para administracdo de principios ativos € a via oral, devido a
simplicidade, conveniéncia, possibilidade de autoadministragao pelo paciente e por
geralmente tratar-se de uma forma segura de administragdo. No entanto, a baixa
solubilidade e biodisponibilidade oral dos compostos limita a eficacia de sua
administracao e requer estratégias para superar tais deficiéncias. Para isso, diversas
abordagens tém sido estudadas ao longo dos anos, como a micronizagdo de
compostos, encapsulamento, obteng¢ao de polimorfos e a produgéo de cocristais.

Caracterizados como materiais sélidos cristalinos formados por dois ou mais
compostos diferentes, geralmente em razdo estequiométrica, os cocristais sao
formados por meio de interagcbes nao covalentes, como ligagdes de hidrogénio,
interagdes TT-11 ou interagdes de van der Waals. Dessa forma, uma nova estrutura
cristalina é formada, conferindo ao cocristal propriedades fisico-quimicas distintas
daquelas inerentes aos compostos puros que o compdem (AITIPAMULA et al., 2012).

Por meio da selecdo adequada de compostos formadores, os cocristais
possibilitam melhorar a estabilidade, solubilidade e propriedades mecéanicas dos
compostos bioativos. Em alguns casos, pode-se utilizar como coformador outra
molécula bioativa que também apresente atividade biolégica, o que promove
beneficios como aumento da atividade devido a um efeito sinérgico entre os
compostos, reducdo de efeitos colaterais, reducdo de custos e possibilidade de
utilizacéo de terapias combinadas (BOLLA; NANGIA, 2016).

Diferentes métodos podem ser empregados para obtengcdo das estruturas
cristalinas multicomponentes, cuja escolha relaciona-se a possibilidade de ampliacéao
de escala, impacto ambiental gerado, obtengdo de produtos com elevada pureza e
reprodutibilidade. Tradicionalmente, os métodos mais empregados sdo aqueles em

solugcdo, mecanoquimicos ou sonoquimicos.
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Contudo, o uso de fluidos supercriticos na obtengao de cocristais mostra-se
uma alternativa promissora, tendo em vista a possibilidade de formacao de cocristais
de nova estequiometria e estrutura molecular. Além disso, apresenta vantagens como
redugdo ou eliminacdo do uso de solventes organicos, possibilidade de
processamento de moléculas termolabeis e obtengao de produtos puros e com menor
tamanho de particula (REVELLI et al., 2014).

No que se refere a curcumina, alguns trabalhos avaliam a obtengdo de
cocristais com diferentes coformadores por meio de métodos convencionais e também
utilizando tecnologia supercritica, tendo resultado em melhorias na solubilidade,
dissolugéo e estabilidade do composto (RIBAS et al., 2019b; SATHISARAN; DALVI,
2017).

Da mesma forma, a cocristalizagdo do resveratrol por meio de diferentes
métodos tem sido abordada, ocasionando melhorias em suas propriedades fisico-
quimicas e biolégicas (PESSOA et al., 2019; ROSA et al., 2019). A obtencdo de
cocristais de resveratrol também possibilitou alcancar propriedades mecanicas
superiores em comparagao ao composto puro, o que € desejavel do ponto de vista
industrial, embora nem sempre seja acompanhada de melhora na dissolugédo do
composto, como observado por He et al. (2017a) e Lou et al. (2021) na obtencéo de
cocristais de resveratrol e L-prolina via método de recristalizagao.

Considerando que as propriedades fisico-quimicas dos cocristais tendem a
ser influenciadas pelas propriedades dos compostos usados em sua formacéo, a L-
prolina [acido (2S)-pirrolidino-2-carboxilico] representa uma interessante possibilidade
de coformador por tratar-se de um aminoacido da familia da arginina com uma elevada
solubilidade, atividade osmoprotetora, pH neutro e auséncia de toxicidade em
concentracdes elevadas. O composto, produzido nas plantas em resposta ao estresse
ambiente, recentemente foi apontado também como protetor de injurias em células
animais, como a protecao de células renais de ratos contra aflatoxinas (LI et al., 2019),
efeito termoprotetor em eritrocitos de galinhas (SZABELAK et al., 2021) e supresséo
do aumento do crescimento de tumores (PHANG,; LIU, 2012), o que o destaca ainda
mais na selecao de um coformador.

Embora a producado de cocristais de resveratrol e L-prolina por meio de

técnicas convencionais nado tenha gerado resultados satisfatérios em relagcao a
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melhora da dissolugao do composto ativo, de conhecimento da autora, até o momento
nao foi reportado na literatura a utilizacdo de tecnologia supercritica com essa
finalidade, o que pode significar a obtengéo de resultados diferentes.

Da mesma forma, até o momento n&o ha registros da produgao de cocristais
principio ativo-principio ativo de curcumina e resveratrol, nem mesmo por métodos
tradicionais. Considerando o grande potencial apresentado por estes compostos como
agentes de prevencao e tratamento de inumeras doengas e, ainda, a possibilidade de
aumentar sinergicamente este potencial por meio da cocristalizagao, este trabalho
teve como objetivo produzir cocristais de curcumina e resveratrol utilizando tecnologia
supercritica visando aumentar a dissolugdo, capacidade antioxidante e anti-
inflamatdria dos compostos, bem como avaliar estes efeitos por meio de analises de
atividade antioxidante in vitro e avaliagao do efeito antinociceptivo/anti-inflamataério in
Vivo.

Ainda, buscou-se a obtenc¢ao de cocristais de resveratrol e L-prolina por meio
da utilizagdo de tecnologia supercritica com o objetivo de melhorar a dissolugéo e

potencial antioxidante do composto ativo, avaliados por meio de analises in vitro.

1.1OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo a obtencgéo e caracterizagao de cocristais
principio ativo-principio ativo de curcumina e resveratrol, com avaliagcdo de suas
atividades biologicas in vitro e in vivo, e de cocristais de resveratrol e L-prolina

utilizando tecnologia supercritica, com analise de sua atividade bioldgica in vitro.

1.1.2 Objetivos especificos

A partir do objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
estabelecidos:
° Produzir cocristais principio ativo-principio ativo de curcumina e

resveratrol, a partir das técnicas CSS e GAS;
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° Obter cocristais de resveratrol com o coformador L-prolina, de maior
solubilidade aquosa, utilizando tecnologia supercritica;

) Verificar a formagao ou ndo de cocristais por meio da caracterizagao
dos compostos por DSC, DRXP e FTIR;

) Analisar a morfologia, tamanho e distribuicdo de tamanho de particula
dos cocristais a partir de MEV;,

° Verificar a presencga de solvente residual nos cocristais produzidos por
GAS;

° Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos cocristais em comparagao a
dos compostos ativos puros e da mistura fisica dos coformadores;

° Comparar o perfil de dissolugao dos cocristais ao dos compostos puros
e da mistura fisica, realizando a quantificagdo dos compostos por espectrofotometria
no ultravioleta visivel;

) Avaliar o efeito antinociceptivo/anti-inflamatério dos cocristais principio
ativo-principio ativo produzidos, a partir da aplicacdo in vivo, em comparagao aos

compostos puros e a mistura fisica dos compostos.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo € apresentada uma breve revisdo de literatura sobre os

assuntos relevantes para a compreensao e contextualizagao deste trabalho.
2.1 CURCUMINA

A curcumina [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona] € o
composto polifendlico majoritario presente na curcuma (Curcuma longa L.), especiaria
utilizada ha séculos nas culturas indiana e chinesa devido a seu poder aromatizante,
conservante e corante, conferido por sua coloragdo amarelo intensa, bem como
devido as propriedades medicinais popularmente atribuidas a ela. Estas propriedades
incluem tratamento de feridas, resfriados, artrite, fibrose cistica, cancer, inflamacoes,
entre outros (AK; GULCIN, 2008; WUNSCHE et al., 2021).

Tais caracteristicas, bem como a baixa toxicidade, custo e acessibilidade da
curcumina fizeram com que diversos estudos avaliassem seu potencial na prevencao
e tratamento de doengas ao longo dos anos, atribuindo a ela atividade antioxidante
(AFTAB; VIEIRA, 2010), anti-inflamatéria (FADUS et al.,, 2016), hepatoprotetora,
cardioprotetora (KANG; CHEN, 2009) e anticarcinogénica (LI; ZHANG, 2014).

O potencial anti-inflamatdrio da curcumina foi demonstrado recentemente por
Sharma; Sethi; Naura (2020) verificando a melhora de dermatite atépica induzida por
ovalbumina e bloqueio da progressao da marcha atopica associada em camundongos.
Da mesma forma, o uso da curcumina foi investigado frente a rinite alérgica induzida
por ovalbumina em porquinhos-da-india. Os autores avaliaram varios sintomas
incluindo espirros, frequéncias de fricgao, lacrimejamento e congestao nasal em varias
condi¢cbes de umidade, bem como em sensibilizagéo repetida, percebendo redugao
significativa dos sintomas devido ao tratamento com curcumina. Além disso,
observou-se melhora nas alteragdes histopatolégicas (redugdo da infiltracdo de
células inflamatorias) da mucosa nasal na rinite alérgica (THAKARE; OSAMA; NAIK,
2013).

O uso da curcumina para prevengao e tratamento da progressao de glioma
devido a condig¢des de estresse psicoldgico foi avaliado de modo satisfatério por Wang

et al. (2021). Para tanto, estabeleceu-se um modelo de estresse adverso em ratos nus
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e em células humanas para avaliar o efeito inibidor da curcumina na proliferagao e
invasdo de glioma induzido por estresse psicolégico adverso. Os resultados indicaram
a capacidade da curcumina de inibir o crescimento de tumores transplantados nos
ratos, além de induzir alteragdes no ciclo celular e aumento da apoptose, inibindo a
proliferagao celular dos gliomas.

Bertoncello et al. (2018) avaliaram o potencial anticonvulsivante da curcumina
em sua forma pura e micronizada, em comparagado ao medicamento antiepilético
classico valproato, por meio de um modelo de convulsdo induzida por PTZ em
zebrafish (Danio rerio). Os autores observaram efeito neuroprotetor dos compostos,
diminuindo o tempo de desenvolvimento das convulsdes tanto em larvas como em
animais adultos.

A utilizagdo da curcumina com finalidade neuroprotetora foi também
investigada por Caesar et al. (2012) por meio da administragcdo do composto visando
aliviar a toxicidade do peptideo beta amiloide, comumente observado na forma de
depodsitos extracelulares e acumulo intraneuronal em paciente com doenca de
Alzheimer, em Drosophila transgénica. Concluiu-se que a longevidade e a atividade
locomotora das moscas alimentadas com curcumina aumentou em 75%, comparado
ao grupo controle. No entanto, os pesquisadores apontam como maior limitagao para
a utilizacdo da curcumina no tratamento da doenca, sua baixa biodisponibilidade e
estabilidade em solugao.

Da mesma forma, estudos clinicos de fase 1 e 2, que buscam avaliar a
seguranga e eficacia da curcumina para inibicdo do crescimento de tumores,
demonstraram a baixa biodisponibilidade da curcumina em humanos, sendo que
doses diarias de até 1,4 g resultaram em niveis indetectaveis de curcumina no sangue
(CRUZ-CORREA et al., 2006; ZHOU et al., 2016a).

Assim, a utilizagdo da curcumina visando sua acao farmacolédgica apresenta
limitagbes devido a baixa solubilidade em agua, estimada em 11 ng-mL"', baixa
biodisponibilidade devido a minima absor¢do do composto, rapido metabolismo no
figado e na parede intestinal, bem como rapida eliminagao sistémica via urina e fezes
(YU; HUANG, 2010; ANAND et al., 2007).

De nome quimico diferuloilmetano e massa molar 368,38 g-mol-', a curcumina

possui dois 2-metoxifendis ligados simetricamente por meio de uma cadeia dicetona
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insaturada de sete carbonos, o que induz tautomerismo ceto-enol, conforme estrutura
quimica apresentada na Figura 1. No estado sdlido, a forma ceto-enol mostra-se mais
estavel, assim como em fase gasosa. Ja em solugéo, observa-se um equilibrio entre
os dois tautdmeros, sendo a forma di-ceto favorecida em solucdes acidas e neutras,
enquanto a forma ceto-enol sobressai em solugbes alcalinas (SANPHUI; BOLLA,
2018). Em pHs neutros e acidos a curcumina é praticamente insoluvel e, embora
relativamente soluvel em meio alcalino, quando dissociada, degrada-se rapidamente.
Além disso, em solugdes organicas a curcumina decompde-se quando exposta a luz
(TONNESEN; MASSON; LOFTSSON, 2002).

Figura 1 — Tautémeros da curcumina (a) ceto-enol e (b) di-ceto.

(a)

Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BCS), uma forma
de classificacdo cientifica de farmacos baseada na solubilidade aquosa e na
permeabilidade intestinal que correlaciona a dissolugao in vitro e a biodisponibilidade
dos compostos, a curcumina enquadra-se como composto de classe Il. Estes
compostos tém sua biodisponibilidade limitada principalmente pela taxa de dissolucéo,
ao passo que sua permeabilidade mostra-se elevada (KHADKA et al., 2014). Dessa
forma, os estudos que tém como objetivo desenvolver novos produtos a partir destes,
tem como foco o aumento da solubilidade.

Nos ultimos anos, diversas estratégias tém sido utilizadas visando melhorar a
solubilidade da curcumina, como a micronizagdo, encapsulagdo, obtencdo de
polimorfos e cocristais. Esta ultima apresenta uma grande vantagem em relagao a
melhora da estabilidade do composto, visto que ela se relaciona ao ligante B-di-ceto

da cadeia carbénica, cuja reatividade pode ser modulada por meio de ligagdes de



29

hidrogénio intermoleculares formadas na cocristalizagdo com coformadores
adequados (SANPHUI; BOLLA, 2018).

2.2 RESVERATROL

O resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno) € um composto polifendlico
encontrado em inumeras fontes vegetais como uvas, amoras, cacau, amendoim, entre
outros, embora esteja presente em maiores concentragdes nas raizes de Polygonum
cuspidatum, uma planta utilizada na medicina tradicional asiatica ha séculos para
tratar inflamagdes. Pertencente ao grupo dos estilbenos, o composto caracteriza-se
como um poé de coloragdo quase branca, com ponto de fusdo proximo a 255 °C e
massa molar de 228,25 g-mol”' (AGGARWAL et al., 2004).

O reconhecimento do resveratrol na prevengao de doencgas cardiovasculares
levou a criacdo do termo “paradoxo francés”, em referéncia a alimentacdo dos
franceses, rica em gorduras saturadas, e a baixa incidéncia de aterosclerose
coronaria, atribuida ao consumo frequente de vinho e outros alimentos ricos no
composto. De fato, Lagouge et al. (2006) avaliaram a capacidade do resveratrol de
impactar a fungdo mitocondrial e a homeostase metabdlica, observando que o
tratamento de camundongos com resveratrol aumentou significativamente sua
capacidade aerdbica, o que foi evidenciado por seu tempo de execugdo aumentado e
consumo de oxigénio em fibras musculares.

Diversos estudos tém apontado o elevado potencial do resveratrol como
agente antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatorio, antiviral, cardioprotetor,
neuroprotetor e anticarcinogénico. Suas propriedades quimiopreventivas tém sido
associadas a supressdao do processo de proliferagcdo nas etapas de iniciacao,
promogao e progressao de diversas linhas de células cancerigenas como linfocitos,
mama, glia e préstata (HWANG; LIM, 2015; MARAMBAUD; ZHAO; DAVIES, 2005;
OPIPARI et al., 2004; ZHENG et al., 2006).

Simao et al. (2012) demonstraram a atividade anti-inflamatéria do resveratrol
estudando o efeito do pré-tratamento com o composto diante da resposta inflamatéria
do hipocampo apds isquemia cerebral global em ratos, verificando a diminuicdo da

expressao dos niveis de NF-kB e JNK, melhora dos niveis elevados de substrato iINOS
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e COX-2 e diminuigao da ativagao de astrocitos e microglias apds isquemia cerebral
global.

O potencial anticonvulsivante do resveratrol foi recentemente investigado por
Ethemoglu et al. (2017) em ratos adultos, utilizando modelo de convulsao epilética
induzida por penicilina. O trabalho comparou o efeito provocado pelo resveratrol puro
com resveratrol liberado em sistema de entrega lipossémica anfipica, além do grupo
controle e do uso unico de lipossomo. Observou-se que a administragdo conjunta de
resveratrol e lipossomo foi a abordagem mais eficaz no tratamento das convulsoes,
diminuindo consideravelmente o numero de picos por minuto em comparagao aos
demais grupos.

Da mesma forma, Almeida et al. (2021) avaliaram o potencial
anticonvulsivante do resveratrol puro e micronizado utilizando tecnologia supercritica
e do medicamento classico diazepam em zebrafish (Danio rerio) adultos em modelo
de convulsdo induzida por PTZ. O resveratrol micronizado foi capaz de reduzir a
ocorréncia de convulséo tdnico-clénica e retardar o desenvolvimento das convulsées
de forma semelhante ao diazepam, ao passo que o composto ndo processado nao foi
capaz de proteger os animais. O resultado observado pode ser atribuido ao menor
tamanho de particula e distribuicdo de tamanho mais estreita, decorréncia do
processo de dispersdo de solugdo aumentada por fluido supercritico (SEDS). Da
mesma forma, possibilitou-se a auséncia de efeitos comportamentais adversos,
devido a menor toxicidade do resveratrol (puro ou micronizado) em relacédo ao
diazepam.

Com estrutura quimica consistindo em dois anéis aromaticos unidos por uma
ligacao dupla de estireno, conforme apresentado na Figura 2, o resveratrol apresenta
isomeria geométrica. A forma trans, embora apresente maior atividade bioldgica, é
altamente fotossensivel e rapidamente isomerizavel para a forma cis quando exposto
a luz visivel ou ultravioleta. A cinética de isomerizacdo € afetada pelo tempo de
irradiagdo, comprimento de onda, temperatura e estado fisico do resveratrol
(ZUPANCIC; LAVRIC; KRISTL, 2015).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos isémeros (a) trans-resveratrol e (b) cis-resveratrol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como a curcumina, O resveratrol se apresenta no sistema de
classificagdo biofarmacéutica classe Il, com elevada permeabilidade, porém, baixa
solubilidade aquosa, estimada em 30 ng-mL-". A baixa solubilidade, somada a elevada
instabilidade, elevado metabolismo e eliminagcdo no organismo humano e baixa
biodisponibilidade, levam a necessidade do desenvolvimento de estratégias que
possibilitem o aproveitamento de seu potencial em maior escala (TRUZZI et al., 2021).
A presenca de trés grupos hidroxila na molécula de resveratrol representa a existéncia
de grupos funcionais propicios para a formagao de ligagdes de hidrogénio, fornecendo
ao resveratrol a possibilidade do melhoramento de suas propriedades por meio da
cocristalizacdo (ZHOU et al., 2016b).

2.3 L-PROLINA

A L-prolina [acido (2S)-pirrolidino-2-carboxilicol € um aminoacido apolar
(Figura 3) que apresenta importantes fungdes bioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas.
Quando incorporada as proteinas, forma uma amida terciaria, levando a quebra das
estruturas a-hélice e B-folha das proteinas, o que confere as células protecdo em
situacdo de estresse. Assim, diante de situagdes de congelamento, desidratacao,
estresse osmético, entre outros, a L-prolina é produzida e acumulada por uma
variedade de plantas e micro-organismos (BACH; TAKAGI, 2013).
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Figura 3 — Estrutura quimica da L-prolina.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Da mesma forma, estudos tem demonstrado o potencial protetor da L-prolina
também em células animais, de modo particular na criopreservagdo de
espermatozoides e ovocitos humanos e de outros mamiferos (MORADI et al., 2022;
ZHANG et al.,, 2016). Krishnan; Dickman; Becker (2008) também confirmaram a
capacidade do aminoacido de proteger diferentes células de mamiferos contra
estresse causado por peroxido de hidrogénio, hidroperdxido de terc-butila e indutor de
estresse oxidativo cancerigeno.

Em razdo de sua estrutura quimica que apresenta tanto doadores como
aceptores de hidrogénio, a L-prolina apresenta potencial favoravel para a obtencao de
cocristais, tendo sido empregada como coformador em inumeros trabalhos (BONILLA-
LANDA et al., 2021; INAM et al., 2021; NUGRAHANI et al., 2020; SONG et al., 2019).
Soma-se a isso, a elevada disponibilidade e baixa toxicidade do composto, bem como
a elevada solubilidade aquosa (QIU et al., 2019), que fazem da L-prolina um excelente
candidato para cocristalizagcdo visando melhorar a solubilidade de compostos

bioativos e potencializar seus efeitos bioldgicos.
2.4 COCRISTAIS

Os materiais cristalinos apresentam propriedades fisicas relacionadas ao
arranjo molecular de sua estrutura solida. Alteragdes na estrutura cristalina e nas
interacdes entre as moléculas podem provocar alteragdes nas propriedades do sélido.
Assim, propriedades especificas de compostos bioativos podem ser melhoradas por
meio das tecnologias de engenharia de cristais que incluem a formagao de polimorfos
metaestaveis, formas amorfas de elevada energia, particulas ultrafinas e cocristais
(KHADKA et al., 2014).
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Entre estas abordagens, a cocristalizagdo consiste em um processo
fundamentado na associacdo no estado solido, por meio de interagdes nao
covalentes, de um composto ativo e outro componente molecular de modo a alterar
positivamente propriedades fisico-quimicas do composto ativo, como solubilidade,
taxa de dissolucdo, estabilidade térmica, fotorreatividade, entre outras. Devido a
possibilidade de melhorar tais propriedades, sem alterar a estrutura quimica dos
compostos, a cocristalizacdo vem encontrando crescente aplicacdo nas areas
farmacéutica, quimica, agricola, ambiental e de alimentos (SHEMCHUK et al., 2020).

Assim, cocristais sdo materiais cristalinos multicomponentes compostos por
diferentes entidades quimicas, em uma razao estequiométrica, unidos por meio de
interagbes como ligagdes de hidrogénio, 11-11 stacking e forgas de van der Waals. Por
meio destas interagdes entre os coformadores, a estrutura cristalina é gerada
repetidamente, formando uma rede de menor energia comparada aos compostos
cristalinos puros, o que confere aos cocristais maior afinidade com os solventes e
melhor solubilidade (AITIPAMULA et al., 2012; BAVISHI; BORKHATARIA, 2016). Uma
vez que as forcas intermoleculares que possibilitam a formag¢ao do cocristal nao
alteram a estrutura quimica das moléculas ativas, as propriedades bioldégicas dos
compostos sdo preservadas (BRUNI et al., 2019).

As alteracdes nas propriedades fisico-quimicas dos compostos cocristalinos
sao refletidas também no ponto de fusao, espectro de infravermelho, difragcao de raios-
X e dados de ressonancia magnética nuclear destes compostos. Assim, a confirmagao
da formacédo do cocristal e sua caracterizacdo podem ser realizadas por meio de
técnicas termoanaliticas e espectroscopicas (CHADHA et al., 2017).

Os cocristais costumam apresentar propriedades fisico-quimicas
intermediarias as propriedades dos compostos formadores. Dessa forma, costuma-se
utilizar coformadores que apresentem uma determinada propriedade de interesse, que
se deseja melhorar no composto ativo. A selecdo de um coformador deve considerar
também sua seguranca e toxicidade, dando-se preferéncia a substancias Geralmente
Reconhecidas como Seguras (Generally Recognized as Safe, na sigla em inglés
GRAS). Pode-se, ainda, utilizar como coformador outra molécula bioativa com sua
prépria atividade farmacoldgica, formando os chamados cocristais principio ativo-
principio ativo (SEKHON, 2012).
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Nestes casos, além das alteragbes nas propriedades fisico-quimicas do
cocristal, em relagdo aos compostos puros, as atividades biolégicas dos compostos
ativos também podem apresentar diferengas relevantes, resultando em aumento da
agao devido ao efeito sinérgico dos compostos, reducdo dos efeitos colaterais,
redugao no numero de prescrigdes e custos administrativos, aumento da adesao dos
pacientes a farmacoterapia em razdo da simplificacdo do tratamento e aplicacao de
terapias combinadas.

Atualmente, diversas desordens complexas, como algumas doengas
infecciosas, requerem a administracao de dois ou mais farmacos e o custo-beneficio,
assim como a combinacdo de compostos de dose fixa com multiplos alvos, como
ocorre na cocristalizacdo, apresenta ainda beneficios como a reducédo adicional do
risco de efeitos adversos ou de resisténcia ao tratamento, redugdo de custos de
fabricacdo, de embalagens e de logistica e de prescricbes de medicamentos. As
dificuldades relacionadas a associagao de farmacos, como instabilidade e diferencas
de solubilidade, tem na cocristalizacdo uma possibilidade de solugédo (BOLLA,;
NANGIA, 2016; THIPPARABOINA et al., 2016).

Considerando que a cocristalizagdo ocorre baseada em interagoes
intermoleculares, a analise de compatibilidade dos grupos funcionais pode ser uma
ferramenta util, embora insuficiente para predizer a possibilidade satisfatéria de
obtencao de cocristais. Assim, diferentes métodos experimentais tém sido utilizados
visando a cocristalizagdo, como moagem, moagem assistida por liquido e métodos
em solugdo, mais tradicionalmente empregados. Para a técnica de moagem, o0s
coformadores costumam ser moidos juntamente em moinho de bolas ou mesmo por
meio de pistilo e gral, em escala laboratorial. Para facilitar o processo de
cocristalizacdo, uma pequena quantidade de solvente organico pode ser adicionada
ao processo, no que se denomina moagem assistida por liquido (OBER,;
MONTGOMERY; GUPTA, 2013).

Ja nos métodos baseados em solugao, os coformadores sao dissolvidos em
um solvente adequado, geralmente misturados por meio de sonicagao, e entdo a
solucdo é levada a supersaturacdo com a remocao do solvente por meio de
evaporagao ou substituicdo por um antissolvente. Com a variacdo da composi¢ao

inicial da solugéo ou suspenséo, é possivel variar as rotas termodinamicas que levam



35

os coformadores a se rearranjar separadamente ou simultaneamente, formando os
cocristais. Assim, é importante que composto ativo e coformador tenham solubilidades
proximas no solvente a ser utilizado (YU; CHOW; TAN, 2010).

Contudo, existem estudos que demonstram a possibilidade de produgao de
cocristais em condigdes de saturagcdo incongruente por meio de evaporagao muito
rapida, como a utilizacdo de spray drying, por exemplo. Nestes casos, sugere-se a
ocorréncia do confinamento da zona de estabilidade do diagrama de fases,
superando-se os fendmenos termodinamicos. Isto € o que ocorre também com as
técnicas que fazem uso de fluidos supercriticos e que representam a possibilidade de
produgcdo de novos cocristais dificeis de serem obtidos por meios tradicionais
(NEUROHR et al., 2013). Os métodos tradicionais de cocristalizagdo apresentam,
ainda, problemas como dificuldade de escalonamento, presenga de cristais dos
componentes individuais (homocristais) no produto final e, frequentemente, a
necessidade de uma etapa adicional para separagao do solvente, o que torna o uso

de tecnologia supercritica ainda mais atraente.

2.5 OBTENGCAO DE COCRISTAIS UTILIZANDO FLUIDOS SUPERCRITICOS

Um fluido supercritico consiste em uma substéncia que se encontra em
condicbes de temperatura e pressdo acima de suas condi¢gdes criticas e que
apresenta propriedades consideradas intermediarias entre liquidos e gases, como
elevado poder de solvatacdo, baixa tensdo superficial, baixa viscosidade e alta
difusividade (BRUNNER, 1994). Devido a estas caracteristicas, tecnologias que
utilizam fluidos supercriticos tém encontrado cada vez mais aplicagdbes como na
extracdo de compostos bioativos, reacdes de polimerizacédo, reacbes enzimaticas,
micronizagao, encapsulacao e cocristalizacao de diferentes compostos.

Atualmente, o didéxido de carbono (COz2) é o fluido supercritico mais utilizado
em funcao de seu baixo custo e elevada pureza, por ser nao téxico, nao inflamavel,
inodoro, incolor, inerte e por suas condigdes criticas moderadas (Tc = 31,04 °C e Pc =
73,8 bar) que podem ser facilmente alcangadas em escala laboratorial ou industrial e

evitam a degradacao de compostos termolabeis (CUADRA et al., 2018).
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O uso de fluidos supercriticos possibilta a formagdo de cocristais
cineticamente metaestaveis, em raz&o da rapida secagem, da interagcdo entre os
compostos e do gradiente de concentragcédo gerado. O uso de diferentes técnicas e a
modificagdo das condi¢des experimentais como temperatura e pressao, por exemplo,
podem resultar em diferengcas na morfologia e tamanho dos cristais obtidos, o que
pode acarretar grandes alteragdes em suas propriedades fisico-quimicas (OBER;
GUPTA, 2012).

Os métodos de cocristalizagao utilizando fluidos supercriticos fundamentam-
se em trés propriedades basicas: seu poder solvente, fortemente relacionado a
pressédo de processo; sua miscibilidade com liquidos organicos, que causa um efeito
antissolvente nos compostos a serem cocristalizados; e a atomizacao provocada pela
despressurizagao do sistema através de um bocal coaxial. Assim, a cocristalizagao
em meio supercritico pode ser realizada preferencialmente a partir de duas diferentes
abordagens: utilizando o fluido supercritico como solvente ou como antissolvente
(PADRELA et al., 2010).

A técnica mais difundida que utiliza o fluido supercritico como antissolvente é
denominada GAS e consiste na pressurizacao e dissolu¢do do CO2 comprimido em
uma solucado de um solvente liquido miscivel com o fluido supercritico, contendo os
coformadores do cocristal. A medida que o fluido supercritico é dissolvido na soluco,
o solvente liquido é expandido e seu poder de solvatagao € reduzido, o que leva a
supersaturacao do sistema e induz os coformadores a coprecipitarem em uma mesma
estrutura cristalina, em razdo de uma nucleacao simultadnea, crescimento dos cristais
e aglomeragado. O fluxo controlado de CO2, além de promover a precipitagdo dos
cocristais, possibilita, em muitos casos, a remogao quase que completa do solvente
organico, gerando particulas livres de solvente residual (PANDO; CABANAS;
CUADRA, 2016).

Por outro lado, a utilizacdo do fluido supercritico como solvente, no que se
denomina Cocristalizagdo com Solvente Supercritico (CSS), baseia-se na
solubilizacdo dos compostos formadores do cocristal no préprio fluido supercritico,
puro ou por meio da utilizacdo de uma quantidade muito pequena de cossolvente.
Para isso, os coformadores sao previamente inseridos na camara de precipitagao, que

entao é preenchida com o CO: até atingir a pressédo de processo. Apés um periodo
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estatico, a despressurizagao gradual do sistema é realizada, reduzindo o poder de
solvatacao do fluido, levando a supersaturacdo e mudancga de fase. Dessa forma, a
cocristalizacdo ocorre na camara de precipitacdo durante a etapa de
despressurizagao. As vantagens desta técnica consistem na redugao do volume do
equipamento, reducéo de custos e de etapas adicionais de separacao de solvente na
produgéo de cocristais (MACEACHERN; KERMANSHAHI-POUR; MIRMEHRABI,
2020).

Além disso, a utilizagao de tecnologia supercritica para obtengao de cocristais,
em substituicdo a técnicas convencionais, apresenta vantagens como a rapidez de
processamento realizado em uma unica etapa, possibilidade de maior controle do
tamanho e morfologia das particulas, redugao do estresse térmico ou mecanico a que
os coformadores sdo submetidos, comparado aos processos de moagem, redugao ou
mesmo eliminag¢ao do uso de solventes organicos e da presenca de solvente residual
nas particulas (WICHIANPHONG; CHAROENCHAITRAKOOL, 2018).

2.6 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Nos ultimos anos, diversas abordagens tém sido utilizadas com o objetivo de
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade tanto da curcumina como do resveratrol,
entre as quais a cocristalizacdo se mostra cada vez mais presente, gragcas aos
beneficios ja citados, como a relativa simplicidade de operagao, exequibilidade, custo-
efetividade e reduzido impacto ambiental.

A cocristalizagdo da curcumina foi relatada com diferentes coformadores
como resorcinol e pirogalol, por meio de moagem assistida por liquido, resultando em
taxas de dissolugdo em agua 5 e 12 vezes maior, respectivamente, em comparagao
a curcumina pura (SANPHUI et al.,, 2011). Outros coformadores como dextrose
também foram avaliados, por meio de cristalizacdo em solugdo, fornecendo um
aumento de 2,5% na solubilidade da curcumina (KATHERINE; NUGROHO; SUGIH,
2018) e acido cinamico, utilizando moagem no estado sodlido e evaporagdo do
solvente, sem, entretanto, avaliar a solubilidade dos cocristais (RATHI; PARADKAR,;
GAIKAR, 2019).
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Ha ainda registros de patentes referentes a producao de cocristais de
curcumina com 2-aminobenzimidazol, L-lisina (GATELY; TRIEZENBERG; WANG,
2016), naproxeno, piperazina, piperidina e ibuprofeno (CHAVA; GORANTLA;
MUPPIDI, 2015). Pantwalawalkar et al. (2021) produziram cocristais de curcumina
com acido ascorbico por meio do método de evaporacao do solvente, alcangando um
aumento expressivo na solubilidade aquosa da curcumina, 576 vezes maior em agua
destilada comparada a do composto puro, sem, entretanto, avaliar os efeitos disso em
relagao a atividades biologicas.

Entretanto, o uso de fluido supercritico para cocristalizagdo da curcumina por
meio da técnica CSS ainda é pouco explorado, tendo sido recentemente realizado
para nicotinamida e N-acetilcisteina como coformadores (RIBAS et al., 2019a, 2019b).
Como resultado, observou-se para ambos cocristais produzidos um aumento de
aproximadamente duas vezes na velocidade de dissolugdo em agua da curcumina.
Este aumento influenciou o aumento na biodisponibilidade, que para o cocristal
curcumina-nicotinamida foi observado por meio do aumento no potencial
antinociceptivo/anti-inflamatério do composto. O mesmo foi observado por Paulazzi et
al. (2022) para o mesmo sistema, cocristalizado pelo método GAS, identificando, além
do efeito anti-inflamatério, a inibicdo da quimiotaxia de neutréfilos in vitro.

Por sua vez, a cocristalizacdo do resveratrol também tem sido realizada por
meétodos tradicionais como moagem assistida por liquido e rapida remocédo do
solvente, tendo como coformadores 4-aminobenzamida e isoniazida e resultando em
melhora na solubilidade aquosa, taxa de dissolugao e tabletabilidade (capacidade de
transformacao de um material em pé em um formato de comprimido, sob presséo de
compactacgao suficiente) do composto (ZHOU et al., 2016b).

Cocristais de resveratrol com piperina também foram produzidos empregando
método em solugdo com evaporacao do solvente, porém, resultando em diminui¢cao
na solubilidade e dissolugdo do composto, exatamente o oposto almejado no trabalho
(HE et al., 2017b). Da mesma forma, He et al. (2017a) e Lou et al. (2021) produziram
cocristais de resveratrol e L-prolina via método de recristalizagdo, alcangando
propriedades mecanicas superiores em comparagao ao composto puro, porém, sem

melhora no perfil de dissolu¢do do composto ativo.
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Ja a obtencao de cocristais de resveratrol utilizando tecnologia supercritica foi
reportada por Pessoa et al. (2019) por meio da técnica GAS, utilizando nicotinamida
e isoniazida como coformadores e resultando em melhora na taxa de dissolucédo do
resveratrol tanto em meio acido como em meio neutro.

Tendo em vista este resultado e considerando o potencial de utilizagao da L-
prolina como coformador em funcdo de sua elevada solubilidade, apesar dos
resultados limitados encontrados nos trabalhos que a utilizaram, pensou-se na
possibilidade de obtencdo de cocristais de resveratrol e L-prolina por meio da
utilizacao de tecnologia supercritica, o que nao foi reportado na literatura até o
momento. Em razdo das grandes diferengas relacionadas aos métodos de
preparacdo, acredita-se que o processamento utilizando fluido supercritico possa
apresentar resultados diferentes aos observados pelos autores citados,
preferencialmente com melhora no perfil de dissolugdo em agua do resveratrol.

Considerando o potencial promissor apresentado pela curcumina e resveratrol
na prevencao e tratamento de doengas, alguns autores buscaram formas de unir os
compostos visando aumentar seu potencial, como a administragdo conjunta dos
compostos (MALHOTRA; NAIR; DHAWAN, 2014; MOHAPATRA et al., 2015).

Majumdar et al. (2009) avaliaram o efeito da curcumina e do resveratrol na
inibicado do crescimento de células de cancer de cdélon, observando que a inibicdo do
crescimento das células foi maior quando se utilizou os compostos combinados. Da
mesma forma, Lodi et al. (2017) perceberam que o uso combinado de curcumina e
resveratrol foi mais efetivo que a administracao isolada dos compostos, na inibicdo do
crescimento de tumores em um modelo de aloenxerto de cancer de prdstata em ratos.

Avaliou-se ainda a sintese de moléculas hibridas de resveratrol e curcumina
(DIMAURO, 2010) e de seus derivativos (DE FREITAS SILVA et al., 2018), com
potencial para o tratamento da doenga de Alzheimer e para inibigdo da progressao da
mitose em células de cancer de mama, respectivamente. Outras abordagens
estudadas incluem sua co-encapsulacdo em nanoparticulas lipidicas solidas
(CASSANO et al., 2022; GUMIREDDY et al., 2019) e em nanocomplexos de zein-
quitosana, capazes de retardar a fotodegradagéo e aumentar a termoestabilidade dos
compostos ativos (CHEN et al., 2020).
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No entanto, de conhecimento da autora, este € o primeiro trabalho realizado
envolvendo a cocristalizagdo de curcumina e resveratrol, seja por meio de técnicas
convencionais ou por meio do emprego de técnicas que utilizam fluido supercritico.
Diante disto e levando em consideragcédo os beneficios gerados com a producao de
cocristais por meio de tecnologia supercritica descritos anteriormente, a relevancia

deste trabalho torna-se evidente.
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sao especificados os materiais € os métodos utilizados para

obtencédo e caracterizacado dos cocristais, testes in vitro e in vivo.

3.1 MATERIAIS

Curcumina e resveratrol foram utilizados como formadores para a obtengao
de cocristal, conforme resultados descritos no Capitulo 4. Curcumina com pureza em
massa de 95,0% foi adquirida de Neon Comercial, Suzano/SP, Brasil, e resveratrol
com pureza de 99,5% foi adquirido da SM Empreendimentos, Sdo Paulo/SP, Brasil.

Resveratrol foi também utilizado para obtencéo de cocristal juntamente com o
coformador L-prolina, conforme resultados apresentados no Capitulo 5. Para este
sistema, resveratrol com pureza em massa de 98% foi adquirido da Active
Pharmaceutica, Brasil, e L-prolina com pureza em massa de 98,5% foi adquirida de
Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Brasil.

Os solventes organicos selecionados para os experimentos de producao de
cocristal tanto por métodos convencionais, como por meio de tecnologia supercritica,
foram acetato de etila, acetona e etanol. Sua selecdo deu-se em funcido da
solubilidade dos principios ativos e coformadores nos solventes citados, que se situou
sempre na mesma ordem de grandeza, de modo a favorecer a cocristalizagdo. Todos
os solventes apresentaram pureza de 99,5% e foram adquiridos da Neon Comercial
LTDA/SP. Di6xido de carbono, utilizado como fluido supercritico, com pureza de 99%

em fase liquida, foi adquirido da White Martins S.A.

3.2 OBTENCAO DE COCRISTAIS POR METODOS CONVENCIONAIS

Métodos convencionais de producao de cocristais, especificamente moagem
assistida por liquido e evaporacgao lenta do solvente, foram empregados na tentativa
de obtencao de cocristais de curcumina e resveratrol, cujos resultados s&o descritos
no Capitulo 4. Em ambos os métodos, a razdo molar utilizada entre curcumina e

resveratrol foi de 1:1.
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3.2.1 Moagem assistida por liquido (Liquid-assisted grinding — LAG)

A metodologia de moagem assistida por liquido foi adaptada do trabalho de
Zhou et al. (2016). Principio ativo e coformador foram pesados de forma a obter a
razao molar desejada e colocados em um gral. Em seguida foram adicionados 200 pL
de solvente organico e moidos com o auxilio de um pistilo durante 60 min, com a
formacgao de po de fluxo livre. Ao final da moagem, as amostras foram coletadas e
armazenadas em frasco ambar a 4 °C até o momento da caracterizagao. Os solventes

utilizados como assistentes para a moagem foram acetato de etila, acetona e etanol.

3.2.2 Evaporacgao lenta de solvente

Os componentes formadores, na fragdo molar desejada, foram adicionados a
um frasco ambar contendo 10 mL de solvente orgéanico (acetato de etila, acetona ou
etanol). Em seguida as solugbes foram homogeneizadas por ultrassom durante 10
min. Apés homogeneizagdo, os frascos foram deixados abertos em temperatura
ambiente até completa evaporagao do solvente. O precipitado foi entdo coletado e
armazenado em frasco ambar a 4 °C para posterior caracterizagao (WICHIANPHONG,;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2018).

3.3 OBTENGAO DE COCRISTAIS UTILIZANDO FLUIDO SUPERCRITICO

3.3.1 Unidade experimental

O aparato e procedimento experimentais para obtencao dos cocristais foram
baseados nos trabalhos de Pessoa et al. (2019) e Ribas et al. (2019) que estudaram
a cocristalizacdo do resveratrol e da curcumina, respectivamente, com diferentes
coformadores. Especificamente, os paradmetros de processo foram estudados de
forma mais detalhada por Pessoa et al. (2019), obtendo-se as condigbes mais
favoraveis para produgao de cocristal, que foram reproduzidas neste estudo. A Figura
4 apresenta um diagrama esquematico da unidade experimental utilizada para

producao de cocristais em meio supercritico por meio das técnicas GAS e CSS.
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Figura 4 — Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado para obtengao de

cocristais em meio supercritico.

3
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Fonte: adaptado de Ribas et al. (2019).

De acordo com a Figura 4, a unidade experimental para cocristalizagcao
utilizando fluido supercritico € constituida dos seguintes elementos:

(1) Reservatorio de COz;

(2) Valvula de uma via que permite o fluxo em um unico sentido (Check-
valve HIP, modelo 15-41AF1-T, pressao de operagao até 1034 bar);

(3) e (4) Valvulas de esfera que permitem o fluxo de CO2 para as bombas
de alta pressao (Swagelok, modelo SS-83KS4, pressdo de operagao até 410 bar a
temperatura ambiente);

(5) Banho ultratermostatico de recirculagdo (Nova ética, modelo 512/2D),
utilizado para controlar a temperatura das bombas;

(6) e (7) Bombas de alta pressao compostas por um cilindro de 506 mL de
capacidade (ISCO, modelo 500D, presséo de trabalho até 258 bar e vazdo maxima
de 170 mL-min-");

(8) e (9) Valvulas de esfera que permitem o fluxo de CO:2 pressurizado das
bombas para a camara de cocristalizagdo (Swagelok, modelo SS-83KS4, pressao de

operacgao até 410 bar a temperatura ambiente);
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(10) Valvula métrica tipo agulha utilizada para controle da vazao de CO:2 das
bombas de alta pressdo para a camara de precipitacdo (HIP, modelo 15-11AF1,
presséo de operacao até 1034 bar);

(11) Camara de cocristalizagao cilindrica de ago inox 316, encamisada, com
capacidade de 600 mL (didametro interno de 8 cm e altura 12 cm) constituida de cinco
entradas na tampa: uma central e quatro periféricas, sendo que uma é mantida
fechada;

(12) Entrada periférica que apresenta um transdutor de pressao utilizado para
monitorar a pressao dentro da camara (Transdutor absoluto — 0 a 250 bar, SMAR,
modelo LD301). Estad conectado a linha entre a valvula (10) e a camara de
precipitacao;

(13) Entrada periférica para um sensor de temperatura ligado a um indicador
de temperatura (Universal, NOVUS, modelo N1500);

(14) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno, disposto na
parte interna da cdmara de cocristalizagao e ligado a conexao de liberagdo do COo:.
Utilizada para retencéo das particulas precipitadas no interior da camara, permitindo
apenas o fluxo do fluido supercritico e do solvente organico. Um dos filtros apresenta
porosidade de 1 um, didametro de 8 mm e espessura de 1 mm servindo de base para
o segundo filtro de 0,22 ym de porosidade, 8 mm de didmetro e 150 um de espessura;

(15) Banho ultratermostatico de recirculacdo (Nova ética, modelo 512/2D),
utilizado para controle da temperatura da camara de cocristalizacao;

(16) Valvula métrica tipo agulha (HOKE, modelo 1315G2Y) posicionada na
saida da camara de cocristalizagao, utilizada para controle do fluxo de liberacdo do
COz;

(17) Fita de aquecimento (FISATON, modelo 5, 200 W de poténcia). Utilizada
devido ao efeito Joule-Thomson ser pronunciado pela expansdo do CO2 durante a
despressurizagdo congelando a linha de liberagdo. A temperatura utilizada na fita é
de 200°C;

(18) Filtro de seguranga recheado com algodao;

(19) Agitador magnético.
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3.3.2 Cocristalizagao com solvente supercritico (CSS)

A metodologia experimental para cocristalizagdo com solvente supercritico
inicia com a pesagem dos componentes puros (principio ativo e coformador) de modo
a obter a razdo molar desejada e posterior insercdo dos compostos na camara de
cocristalizacdo, com adi¢do ou ndo de 200 pL de solvente (acetato de etila, acetona
ou etanol).

Simultaneamente, aciona-se o banho ultratermostatico (5) a 5 °C com o
objetivo de resfriar as bombas de alta pressédo. Na sequéncia, as valvulas (2) e (4) séo
abertas permitindo o enchimento da bomba (6) com COz2. Depois de preenchida com
CO2, a bomba costuma apresentar um volume de 500 mL e pressdo de 58 bar,
equivalente a pressao do cilindro de CO2. A bomba é entéo pressurizada a 200 bar.

Realiza-se a montagem da camara de precipitagcdo e sua conexao com 0s
demais equipamentos, o banho ultratermostatico (15) é ligado na temperatura de
trabalho (45 °C), o agitador magnético € acionado (19) e as valvulas (8) e (10) sdo
gradualmente abertas, permitindo o enchimento da camara com CO:2 até atingir a
pressao de trabalho (90 bar). Entao, as valvulas (8) e (10) sao fechadas mantendo o
sistema sem entrada de CO2 durante 60 min. Apds este periodo, a agitagdo magnética
€ desligada e a despressurizagao é feita lentamente, por meio da abertura da valvula
(16), até que a caAmara atinja a pressao atmosférica.

ApOs a despressurizagdo, a camara € aberta e a amostra coletada e
armazenada em frasco ambar a 4 °C para posterior caracterizagao.

O método CSS foi utilizado na obtencdo de cocristais de curcumina e

resveratrol, com razao molar 1:1, tendo seus resultados apresentados no capitulo 4.

3.3.3 Método gas antissolvente (GAS)

O procedimento inicia com a pesagem dos coformadores de modo a obter a
razao molar desejada e subsequente dissolugdo em solvente organico, acetato de
etila, acetona ou etanol. A solucido obtida é entdo adicionada a camara de

cocristalizagao.
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Da mesma forma que no método CSS, procede-se ao acionamento do banho
ultratermostatico (5) a 5°C de modo a resfriar as bombas de alta pressdo. Em seguida
as valvulas (2), (3) e (4) sao abertas permitindo o enchimento das bombas (6) e (7)
com COg, para entdo serem pressurizadas a 200 bar.

Realizada a montagem da camara de precipitacdo e sua conexao com 0s
demais equipamentos, o banho ultratermostatico (15) é ligado na temperatura de
trabalho (45 °C), o agitador magnético € acionado (19) e as valvulas (8) e (10) sdo
gradualmente abertas para permitir o enchimento da cadmara com CO:2 até atingir a
pressao de trabalho (90 bar). Apds atingir a pressao desejada dentro da camara, a
valvula (8) é fechada mantendo o sistema sem vaz&o de CO2 durante 10 min.

Decorrido este tempo, as valvulas (9) e (16) sdo abertas permitindo um fluxo
continuo de CO2 por meio da camara. Nesta etapa, a pressédo € mantida a 90 bar
dentro da camara. Este processo € realizado durante 50 min e tem por objetivo a
secagem do solvente devido a agdo antissolvente do fluido supercritico. Finalizada a
secagem, a agitagdo magnética é desligada, as valvulas (9) e (10) séo fechadas e a
despressurizacao é feita lentamente, por meio da abertura da valvula (16), até que a
camara atinja a pressao atmosférica.

Ap6s a despressurizagdo, a camara € aberta e a amostra coletada e
armazenada em frasco ambar a 4 °C para posterior caracterizagao.

Neste trabalho, a técnica GAS foi empregada na tentativa de producéo de
cocristais de curcumina e resveratrol, com resultados apresentados no capitulo 4,
utilizando-se razao molar 1:1 e volume de solvente (acetato de etila, acetona e etanol)
igual a 10 mL. A obtengao de cocristais de resveratrol e L-prolina, cujos resultados
sao tratados no capitulo 5, também foi realizada pelo método GAS, na proporcéo 1:2

e com volume de etanol igual a 30 mL.

3.4 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Na presente secdo, sao apresentadas as técnicas empregadas para
caracterizagdo das amostras obtidas a partir das diferentes metodologias para

obtencéao de cocristais utilizadas.
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3.4.1 Analise térmica

Os perfis calorimétricos das amostras obtidas em todas as técnicas de
producao de cocristais, dos compostos formadores puros e da mistura fisica dos
compostos foram analisados visando observar alteragdes no ponto de fusado
decorrentes do processo de cocristalizagéo.

As curvas DSC foram obtidas em equipamento da Perkin Elmer (Jade-DSC)
utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados. Ciclos unicos de
aquecimento foram realizados na faixa de 30 a 300 °C, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (20 mL-min-") e razdo de aquecimento de 10 °C-min-'.

As andlises de calorimetria diferencial de varredura foram realizadas na
Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC.

3.4.2 Difragao de raio-X de p6 (DRXP)

A analise de DRXP foi realizada utilizando um equipamento 6-6 D2 Phaser
(Bruker), com radiacdo de cobre Ka (A=1,5418 A), operando em corrente de 10 mA e
voltagem de 30 kV, equipado com detector de cintilagdo unidimensional LINXEYE. As
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, em porta amostra com cavidade,
por meio de varredura angular de 206 na faixa de 5 a 40° e com passo angular de
0,091°-s".

As analises foram realizadas na Central de Analises do Departamento de
Quimica da UFSC.

3.4.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorgédo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier foram obtidos em temperatura ambiente a partir de um equipamento Agilent
Technologies (Cary 600 Series FTIR Spectrometer) equipado com ATR (Attenuated
Total Reflectance — refleténcia total atenuada) com cristal ZnSe, em uma faixa

espectral de 4000 a 400 cm™!, com resolugéo de 2 cm'. As analises foram realizadas
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na Central de Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC.

3.4.4 Morfologia e determinagao da distribuicao de tamanho de particula

A analise da morfologia das particulas produzidas em meio supercritico, bem
como dos coformadores puros, foi realizada por meio de microscopia eletrénica de
varredura. A analise foi conduzida no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) da UFSC, em microscoépio eletrébnico JEOL JSM6390LV (MEV), Estados
Unidos. As particulas foram aderidas adequadamente em “stubs” com fita carbono de
dupla face, recobertas com ouro (camada de 30 nm de espessura) e submetidas a
analise com visualizagao realizada em aumentos de 50 a 3000 vezes, aplicando
tensao de 10 kV.

As imagens obtidas foram utilizadas para determinar o tamanho das particulas
com auxilio do software SizeMeter (versdo 1.1, desenvolvido por Luiz Henrique
Castelan Carlson), levando-se em consideragdo o comprimento médio da linha
diagonal de 200 particulas para cada amostra. A partir dos dados de tamanho de
particula, determinou-se a distribuicdo normal de tamanho de particula utilizando o
Excel, onde a moda foi utilizada como um indicativo do tamanho médio de particula
(valor mais provavel) (ALXNEIT, 2020).

3.4.5 Determinagdo da capacidade de inibicao do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

As amostras processadas utilizando fluido supercritico, assim como os
coformadores puros, a mistura fisica dos compostos puros e o antioxidante sintético
butilhidroxitolueno (BHT) foram avaliados quanto a capacidade antioxidante pelo
método de inibi¢do do radical DPPH de acordo com Khan et al. (2016). A analise
consiste na reacdo das particulas em uma solugdo etandlica de DPPH na
concentracdo de 0,3 mM, com concentracdes crescentes das particulas analisadas
(10, 25, 50, 75, 90, 125 e 185 mg-mL-"), por 30 min em temperatura ambiente e ao

abrigo da luz. Apos o tempo de reacdo, a absorbancia das amostras € lida em
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espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 517 nm. O percentual de inibigdo
das amostras sobre o radical DPPH é calculado convertendo-se as absorbancias em

percentual de atividade antioxidante de acordo com a Equacéo 1.

AA (%) = 100 — (AbSamostra — AbSbranco) - 100 (1)
Abscontrole

Onde, Absamostra € absorbancia da amostra, Absbranco € absorbancia do branco
(meio sem DPPH) e Abscontrole € absorbancia do controle (meio sem amostra). Com os
dados obtidos, a atividade antioxidante vs concentragdo € plotada e utilizada para
determinar o valor de ECso, definido como a minima concentragao efetiva necessaria
para decrescer em 50% a concentracao inicial do radical DPPH.

Com o objetivo de determinar diferencas significativas nos resultados da
capacidade de inibigao do radical DPPH das amostras processadas, mistura fisica e
compostos puros, os valores de ECso foram avaliados por analise unidirecional de
variancia ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. Foram
consideradas diferengas significativas os valores de p < 0,05.

As determinagdes da capacidade de inibicdo do radical DPPH referentes ao
sistema curcumina-resveratrol, com resultados descritos no Capitulo 4, foram
realizadas no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) do Centro de
Ciéncias Biolégicas (CCB) da UFSC, utilizando-se espectrofotometro MULTILEITORA
INFINITE M200 TECAN. Por sua vez, as analises relativas ao sistema resveratrol-L-
prolina foram feitas na Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica
e Engenharia de Alimentos da UFSC, com leitura das absorbéncias em

espectrofotdmetro PerkinElmer Lambda 45 UV/Vis Spectrophotometer.

3.4.6 Identificacao e quantificacao de solvente residual

O percentual de solvente residual presente na amostra RES-PRO obtida por
GAS foi determinado por cromatografia gasosa em equipamento Agilent GC 7890 A
acoplado com detector de ionizagédo de chama (CG-FID) em frasco de headspace,
segundo metodologia descrita por Santos et al. (2022). As condi¢des de operagao séo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Condigdes de operagao de CG-FID.

Parametros
Porta de injegao Interfaces volateis
Temperatura 160 °C
Split ratio Sem split
Gas carregador Hélio
Fluxo transportador 0,8 mL-min-"

CG Programacao do forno

Temperatura inicial 40 °C

Tempo inicial 3 min

Razao 40 °C por 3 min, seguido de 20 °C'min' a
90 °C por 1 min e entdo 30 °C-min-' a 140
°C por 2 min

Temperatura final 250 °C

Tempo total de execugao 9,91 min

Coluna 30 m x 250 ym % 0.25 ym

Condigoes do Headspace

Volume de injegao 500 pL

Tamanho da seringa 2,5 mL-HS

Temperatura de incubacéao 85 °C

Tempo de incubagao 600 s

Temperatura da seringa 105 °C

Temperatura do detector 250 °C

Velocidade do agitador 250 rpm

Modelo Agilent GC auto Sampler 80

Fonte: elaborado pelo autor

Um amostrador automatico (headspace sampler), injetor CGSampler 80 e
coluna capilar de silica fundida HP-5MS (Agilent), 30 m x 250 ym x 0,25 yum, composta
por 5% de fenil-95% de metilpolisiloxano foram utilizados nas analises. Para
quantificacado do teor de solvente, uma curva de calibracédo tendo etanol como padrao

foi elaborada (Apéndice A).
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3.4.7 Analise de solubilidade

A solubilidade dos compostos ativos curcumina e resveratrol no cocristal
obtido por CSS com acetona (resultados no Capitulo 4) foi avaliada em comparagao
a solubilidade dos compostos puros nos seguintes solventes: agua deionizada,
solugdo de acido cloridrico (HCI) 0,1 M e solugdo tampédo fosfato (pH 6,8). O
procedimento consistiu na adicdo de uma quantidade em excesso (100 pg) de cada
amostra em erlenmeyers de vidro contendo 100 mL dos solventes avaliados. Os
erlenmeyers foram sonicados por 10 min e entdo incubados em shaker orbital
(Marconi, modelo MA410 CFT) com temperatura controlada em 37 °C e rotagao de
100 rpm durante 72 h. Apds este periodo, as amostras foram filtradas (0,45 pm
VertiClean™ PTFE) e lidas em espectrofotémetro UV-vis (MULTILEITORA INFINITE
M200 TECAN) a 435 nm e 326 nm para determinagao da concentracdo de curcumina
e resveratrol, respectivamente, presentes nas amostras (AGUIAR et al., 2018). As
curvas padrao de curcumina e resveratrol foram produzidas por diluicbes seriadas dos
compostos e sao apresentadas no Apéndice B. A analise de solubilidade foi realizada
nos laboratérios Multiusuario em Alimentos (MULTIALI) do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos e Laboratorio Multiusuario de
Estudos em Biologia (LAMEB) do Centro de Ciéncias Biolégicas (CCB) da UFSC.

3.4.8 Perfil de dissolugao in vitro

A analise de dissolugcao in vitro dos cocristais, dos compostos ativos
curcumina e resveratrol puros, das misturas fisicas CUR-RES e RES-PRO foi
realizada baseada na metodologia descrita por Dal Magro et al. (2017) e Scapinello et
al. (2018).

Para o sistema CUR-RES, adicionou-se um excesso de amostra (10 mg) a
erlenmeyers contendo 100 mL de agua deionizada. Os erlenmeyers foram entao
mantidos sob agitagéo constante de 100 rpm a temperatura de 37 °C (Marconi, model
MA410 CFT). Em intervalos de tempo especificos, 0, 10, 20, 30, 50, 80, 120 e 180
min, coletou-se 1 mL da solugao, o qual foi imediatamente reposto por agua destilada

para manuteng¢ao do volume inicial constante. A aliquota coletada foi filtrada (0,45 ym
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VertiClean™ PTFE) e analisada por espectrofotometria UV—vis (MULTILEITORA
INFINITE M200 TECAN) a 435 nm e 326 nm para determinagédo das concentragdes
de curcumina e resveratrol, respectivamente. Os comprimentos de onda utilizados
para analise espectrofotométrica foram determinados por meio de varredura realizada
previamente. O estudo do perfil de dissolugao in vitro foi realizado nos laboratérios
MULTIALI do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos e
LAMEB do Centro de Ciéncias Biologicas da UFSC.

A avaliagao do perfil de dissolugéo do resveratrol no sistema resveratrol-L-
prolina seguiu a mesma metodologia, com excec¢ao dos equipamentos utilizados para
anadlise: a agitacdo e manutencdo da temperatura durante o processo de dissolugao
foram realizadas por meio de Dubnoff Reciprocal Shaker Ethik Technology, modelo
304-TPA,; e a analise espectrofotométrica das aliquotas coletadas ao longo do tempo
foi realizada em espectrofotometro  PerkinElmer Lambda 45 UV/Vis
Spectrophotometer. O estudo foi realizado no Laboratério de Termodinamica e
Tecnologia Supercritica e na Central de Analises do Departamento de Engenharia

Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados em parceria com a Universidade
Comunitaria da Regi&o de Chapecé — UNOCHAPECO. Para estes testes foi escolhido
o cocristal de curcumina e resveratrol produzido por CSS com acetona como
cossolvente, visto que esta foi a Unica condicdo experimental estudada que resultou

na producao de cocristal.

3.5.1 Animais

Para os testes comportamentais (in vivo), camundongos Swiss machos
criados internamente na Universidade Comunitaria da Regidao de Chapecé
(UNOCHAPECO) foram usados em todos os experimentos. Os animais foram
mantidos em ambiente controlado com temperatura de 22 + 2 °C e ciclo claro/escuro

de 12 h (luzes acesas as 6 h da manha até as 18 h), alimentados com racao de
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laboratério padrao e agua ad libitum. Os cuidados com 0s animais e 0s experimentos
foram conduzidos de acordo com os principios éticos da pesquisa em animais, com a
legislac&o brasileira (Brasil, 2018, 2008) e de acordo com a Diretiva do Conselho das
Comunidades Europeias de 24 de novembro de 1986 (86/609/CEE) e aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Comunitaria Regional de Chapecé (nimero de
aprovagao 007-17), conforme certificado no Anexo D. Todos os experimentos foram

realizados entre as 9 h e as 14 h.

3.5.2 Contorgoes abdominais induzidas por acido acético

A atividade antinociceptiva/anti-inflamatéria do cocristal foi investigada
utilizando o teste de contor¢ées abdominais induzidas por acido aceético, de acordo
com método previamente descrito por Walker et al. (2008). Camundongos Swiss
machos (27 £ 5 g) foram utilizados neste experimento. Para tanto, os animais foram
divididos em grupos (n = 8) e tratados oralmente com o cocristal de curcumina-
resveratrol (0,5 mg-kg™'), ou com a mistura fisica de curcumina (0,31 mg-kg™) e
resveratrol (0,19 mg-kg™') — de acordo com suas proporgdes no cocristal — ou pura
curcumina (50 mg-kg' ou 0,31 mgkg'), ou puro resveratrol (0,19 mg-kg™).
Indometacina (10 mg-kg™', p.o.) foi utilizada como controle positivo. As gavagens
ocorreram 1 h antes da aplicagdo de 0,6% de acido acético (0,1 mL-10 g™, i.p). A
contagem de contorgdes foi realizada durante 20 min. Todas as substancias foram
dissolvidas em agua destilada (veiculo), exceto o acido acético, o qual foi dissolvido
em solugao salina. A dose de curcumina utilizada foi determinada com base em estudo
prévio (SRIMAL; DHAWAN, 1973).

3.5.3 Teste de campo aberto

Os efeitos da administragéo do cocristal CUR-RES (0,5 mg-kg™') na atividade
locomotora dos animais foi avaliado por meio do teste de campo aberto, de acordo
com Muller et al. (2012). O aparato utilizado para o teste consistiu em uma caixa de
acrilico com o fundo dividido em quadrantes iguais (40 x 30 x 30 cm). Camundongos

Swiss machos (32 + 1 g) foram utilizados para o teste. Os animais (n = 8) foram
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tratados oralmente com o cocristal de curcumina-resveratrol (0,5 mg-kg"), por meio
de gavagem unica, 1 h antes do teste de campo aberto. O cocristal foi dissolvido em
agua destilada com auxilio de ultrassom. Finalmente, os animais foram colocados
individualmente no centro do aparato experimental e o numero de crossings
(cruzamentos entre os quadrantes do aparato), rearings (exploragao vertical do
aparato), groomings (comportamento de auto-limpeza) e bolos fecais foram

registrados durante 10 min.

3.5.4 Analise estatistica dos testes in vivo

Os resultados do teste de contor¢des induzidas por acido acético foram
analisados pela analise unidirecional de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey. A avaliagdo dos resultados do teste de campo aberto foi realizada pelo Teste
t ndo pareado. O software GraphPad Prism 5.01 foi utilizado para realizagao das
analises estatisticas. Os resultados foram expressos como média + erro padrao da

média (S.E.M.). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS |
Producgao de cocristal de curcumina-resveratrol utilizando cocristalizagdao com

solvente supercritico

Neste capitulo sdo apresentados os principais resultados obtidos a partir das
diferentes técnicas utilizadas para produgao de cocristais de curcumina e resveratrol.
Foram testadas técnicas convencionais, a baixa pressdo, sendo elas: moagem
assistida por liquido e evaporacédo lenta do solvente. Também foram avaliadas
técnicas que utilizam fluido supercritico, seja na forma de solvente, por meio da técnica
CSS, ou como antissolvente, por meio da técnica GAS. Para todos os métodos
avaliados, curcumina e resveratrol foram utilizados na proporgcédo 1:1. Nas diferentes
técnicas, os seguintes solventes foram empregados: acetato de etila, acetona e
etanol.

Em todas as condi¢des avaliadas, com exce¢ado do emprego da técnica GAS
utilizando etanol como solvente, foi obtido uma quantidade de amostra suficiente para
ser analisada pelas diferentes técnicas de caracterizagcado de particulas. Neste caso
especifico, a quantidade de amostra resultante foi muito pequena, mesmo depois de
repetidos testes, sendo insuficiente para sua caracterizacao.

Apenas a analise de microscopia eletrénica de varredura pode ser realizada,
visto que utiliza uma quantidade extremamente pequena de amostra. Este resultado
pode estar relacionado a elevada solubilidade dos coformadores na mistura etanol +
CO:2 supercritico (BERNA; CHAFER; MONTON, 2001; CUNICO; ACOSTA; TURNER,
2017), ndao ocorrendo o efeito antissolvente que promove a precipitacédo e
cocristalizacdo dos compostos na camara de precipitacdo, ou a formacado de
particulas de tamanho muito reduzido, capazes de passar pelo filtro de
politetrafluoretileno cuja porosidade é 0,22 ym, que teriam sido arrastadas por meio
do fluxo de CO2 para fora da camara de precipitacao.

A analise térmica por DSC foi utilizada como uma avaliagéo inicial da
formacgao de cocristal, uma vez que o ponto de fusdo dos compostos costuma ser

afetado pelo processo de cocristalizacao.
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4.1 ANALISE TERMICA

O comportamento térmico das amostras produzidas por moagem assistida por
liquido (LAG) utilizando acetato de etila, acetona ou etanol como cossolvente, bem
como da curcumina e resveratrol puros, sdo apresentados na Figura 5. Curcumina e
resveratrol puros apresentaram um unico pico endotérmico em 174,3 °C e 277,3 °C,
respectivamente. Todas as amostras produzidas por LAG apresentaram mais de um
ponto de fusdo, indicativo da presenca de mais de uma fase cristalina na amostra e,

portanto, ndo sendo consideradas para as proximas analises.

Figura 5 — DSC da curcumina, resveratrol e das amostras CUR-RES produzidas por

LAG com acetato de etila, acetona e etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Da mesma forma, as amostras obtidas por evaporacdo lenta com os

diferentes solventes avaliados foram analisadas por DSC e os termogramas obtidos,
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juntamente com os termogramas da curcumina e resveratrol puros, sao apresentados
na Figura 6. As amostras produzidas por este método também apresentaram mais de

um pico endotérmico, sendo assim desconsideradas para as analises posteriores.

Figura 6 — DSC da curcumina, resveratrol e das amostras CUR-RES produzidas por

evaporacgao lenta com acetato de etila, acetona e etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Por sua vez, as amostras produzidas pela técnica CSS nas diferentes
condi¢cdes (sem uso de cossolvente e com acetato de etila, acetona ou etanol como
cossolventes) apresentaram um unico evento endotérmico, conforme apresentado na
Figura 7, inferior aos pontos de fusdo da curcumina (174,3 °C) e resveratrol (277,3 °C)
puros. Os picos foram observados em 170,4 °C para a amostra obtida sem uso de
cossolvente, 169,9 °C para a amostra obtida utilizando-se acetato de etila como
cossolvente, 170,4 °C para a amostra que utilizou acetona e 161,9 °C para a amostra

produzida com uso de etanol como cossolvente. A existéncia de um pico unico na
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curva de DSC representa uma amostra com estrutura cristalina homogénea, que pode
tratar-se de cocristal (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Figura 7 — DSC da curcumina, resveratrol, mistura fisica dos compostos e das
amostras CUR-RES produzidas por CSS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A mistura fisica de curcumina e resveratrol nas mesmas concentracoes
utilizadas para obtencao dos cocristais foi analisada para comparagcéo com as demais
amostras, sendo também apresentada na Figura 7. Observou-se, para a mistura
fisica, um pico endotérmico em 171,5 °C que pode ser atribuido a fusao de um eutético
metaestavel. Este pico endotérmico foi imediatamente seguido por um evento
exotérmico atribuido a cocristalizagao induzida pelo calor e, na sequéncia, outro
evento endotérmico em 198,6 °C devido a fusao deste cocristal. Tal comportamento é
caracteristico de misturas propicias a formagéo de cocristal (YAMASHITA et al.,

2013). Ja as amostras obtidas por CSS apresentaram curvas de DSC com um evento
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endotérmico e nenhum evento exotérmico, o qual se relacionaria a cocristalizagao
induzida pelo calor. Assim, este unico evento endotérmico observado refere-se a
fusao de cocristal previamente formado por outro mecanismo, uma vez que a técnica
CSS empregada para producéao de cocristais foi conduzida na temperatura de 45 °C,
muito inferior aos pontos de fusdo apresentados.

Todas as amostras apresentaram temperaturas de fuséo inferiores ao ponto
de fusdo dos componentes puros, o que se relaciona a existéncia de uma estrutura
cristalina mais fraca (PADRELA et al., 2010). Observa-se que as trés primeiras
amostras produzidas por este método apresentaram pontos de fusdo muito préximos,
enquanto a amostra obtida utilizando etanol apresentou temperatura de fusédo cerca
de 10 °C inferior as demais, 0 que sugere diferengas também em sua estrutura
cristalina. Para confirmar a formacgao de cocristal, as amostras obtidas por CSS foram
entdo analisadas por DRXP, sendo os resultados obtidos apresentados na secéo
seguinte.

As curvas de DSC das amostras produzidas por meio da técnica GAS
utilizando acetato de etila e acetona como solventes, juntamente com as curvas da
curcumina e resveratrol puros e da mistura fisica dos compostos, sao apresentadas
na Figura 8. Ambas as amostras apresentaram apenas um evento endotérmico,
localizado em 163,4 °C para a amostra tendo como solvente acetato de etila e em
172,8 °C para a amostra obtida utilizando acetona. Assim, as amostras produzidas por
GAS foram também analisadas por DRXP, cujos resultados sao apresentados na
sequéncia.

As amostras que apresentaram um unico evento endotérmico diferente
daquele apresentado pelos compostos puros foram selecionadas, pois indicam a
possivel formagado de uma nova fase cristalina. Em seguida, realizou-se a analise de
DRXP para comprovar a formagcdo de uma nova fase cristalina a partir do

deslocamento ou mudanca nos padrdes de difracdo das amostras.
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Figura 8 — DSC da curcumina, resveratrol, mistura fisica dos compostos e das
amostras CUR-RES produzidas por GAS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 DIFRACAO DE RAIO-X DE PO (DRXP)

A técnica de DRXP é a principal ferramenta utilizada para caracterizar

estruturas policristalinas, uma vez que diferentes padrdes de difragao correspondem

a diferentes estruturas cristalinas. Estas estruturas podem representar diferentes

compostos ou varios polimorfos, solvatos, sais e cocristais de um determinado
composto ativo (KARA; RATHNANAND, 2022).

As amostras produzidas a partir dos diferentes métodos, que apresentaram

um uUnico evento endotérmico na analise térmica, foram submetidas a analise de

DRXP e os padrdes obtidos foram comparados aos da curcumina e resveratrol puros,

com o objetivo de confirmar a formagao dos cocristais. Tal confirmacgao pode ser feita

a partir da observacédo de deslocamentos, aparecimentos ou desaparecimentos de
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reflexdes caracteristicas dos compostos, o que se relaciona a formagao de uma nova
fase cristalina.

Os padrées de DRXP da curcumina e resveratrol puros, da mistura fisica dos
compostos, bem como das amostras produzidas por CSS sem uso de cossolvente,
com acetato de etila, acetona ou etanol como cossolvente, sdo apresentados na
Figura 9. A curcumina apresentou reflexdes caracteristicas em 7,8°, 8,9°, 12,2°, 14,5°,
17,4°, 18,2°, 21,2°, 23,4°, 23,9°, 24,6°, 25,6°, 26,1°, 26,8°, 27,3° e 29,0° 26, enquanto
as reflexdes caracteristicas do resveratrol foram observadas em 6,6°, 13,2°, 16,3°,
19,1°, 20,3°, 22,2°, 23,5° 25,2° e 28,3° 206. Os padrdes obtidos para ambos os
compostos correspondem a dados presentes na literatura (ZHAO et al., 2015; DAL
MAGRO et al., 2017).

Figura 9 — DRXP da curcumina, resveratrol, mistura fisica dos compostos e das
amostras CUR-RES produzidas por CSS.
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O padrao de DRXP da mistura fisica apresentou a sobreposi¢céo dos padrdes
dos compostos puros, com todas as reflexdes caracteristicas da curcumina e do
resveratrol presentes, com alguns leves deslocamentos. No caso dos padrdes das
amostras obtidas por CSS, observa-se que algumas reflexdes se sobrepbem as
reflexbes dos compostos puros, porém, algumas reflexdes caracteristicas
desapareceram ou foram deslocadas. Nos padrdes das quatro amostras houve o
desaparecimento da reflexdo em 23,9° 20, caracteristica da curcumina. O mesmo
acontece para a amostra CSS-acetona e CSS-etanol em 20,3° 26 para a reflexdo
caracteristicas do resveratrol. Em 13,2° 20, também reflexao caracteristica do
resveratrol, percebe-se o desaparecimento da reflexdo no caso da amostra produzida
com acetona. Para essa amostra, observou-se também o deslocamento, pelo
surgimento de novas reflexdes, de reflexdes comparadas a curcumina em 12,1°,17,2°,
18,1°, 24,5°, 25,4° e 28,9° 26, e em 28,2° 20 em comparagdo ao resveratrol. As
diferencas mais significativas entre o perfil de difragdo da amostra e da mistura fisica
estdo marcados na Figura 9 com um asterisco.

A reducéao da intensidade das reflexdes observada nas amostras processadas
esta relacionada a um menor grau de cristalinidade, sendo que a intensidade dos picos
de difracdo e sua area aumentam proporcionalmente com o aumento do grau de
cristalinidade (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Diante das circunstancias observadas, considerou-se que a amostra
produzida por CSS tendo acetona como cossolvente pode se tratar de uma nova
estrutura cristalina, indicativa de cocristal.

Por sua vez, os padrées de DRXP da curcumina, resveratrol, mistura fisica e
amostras produzidas por GAS utilizando acetato de etila e acetona como solventes
sao apresentados na Figura 10. Novamente, percebe-se nos padroes de DRXP das
amostras produzidas por GAS que muitas reflexdes se sobrepdem as reflexdes dos
compostos puros, com excecgao da reflexdo em 13,2° 20, caracteristica do resveratrol,
que desapareceu em ambas as amostras. Por esta razdo, pode-se considerar que o
processo GAS nao foi eficiente para producao de cocristais de curcumina e resveratrol
nas condicdes estudadas, sendo as amostras produzidas desconsideradas nas

analises subsequentes.
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Figura 10 — DRXP da curcumina, resveratrol, mistura fisica dos compostos e das
amostras CUR-RES produzidas por GAS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Diante dos resultados observados nas analises térmica e de difragao de raio-
X de po, as amostras produzidas por CSS tiveram suas interacées quimicas
investigadas por FTIR e os espectros obtidos foram comparados aos da curcumina e
resveratrol puros, conforme Figura 11.

Observou-se que a curcumina apresenta bandas caracteristicas em 3509
cm™', correspondente a frequéncia de estiramento do O—H fendlico, 1627 e 1602 cm™,
atribuidos ao estiramento do C=0 e C=C do grupo aromatico, respectivamente, 1427
cm™' referente a curvatura do plano C-O no enol e 1280 cm™" devido ao estiramento
do C-0O aromatico (CHOW et al., 2014; SANPHUI et al., 2011). Por sua vez, o espectro
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do resveratrol apresenta as maiores absorgdes correspondendo ao estiramento do O—
H como uma ampla absorgdo entre 3204 e 3184 cm™', estiramento do C=C aromatico
em 1606 cm™ e estiramento da ligagdo C=C olefinica em 1584 cm™'. Em 964 cm™
observa-se a banda caracteristica da forma trans do resveratrol (AGARWAL; KHARB;
SAHARAN, 2014).

Figura 11 — FTIR da curcumina, resveratrol e das amostras CUR-RES produzidas por
CSsS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No caso da amostra produzida por CSS sem cossolvente, a banda
correspondente ao estiramento do O—H manteve-se em 3509 cm™', como apresentado
pela curcumina, observando-se o mesmo comportamento nas demais bandas,
idénticas aos compostos puros. Ja no espectro das amostras obtidas com

cossolvente, a banda correspondente ao estiramento do O—H fendlico foi observada
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em 3504 cm™' para a amostra CSS-acetato de etila e CSS-acetona e em 3507 cm™
para a amostra CSS-etanol. As amostras CSS, CSS-acetato de etila e CSS-etanol
apresentaram também uma absorc¢&o alargada correspondendo ao estiramento do O—
H por volta de 3300 a 3210 cm™', de modo semelhante ao observado para o
resveratrol. Ja a banda correspondente ao estiramento C=C aromatico foi mudada
para 1598 cm™' nas trés amostras. Em relagdo a ligagdo C=C olefinica, a amostra
CSS-acetona apresentou a banda correspondente em 1583 cm™, que foi mantida em
1585 nos demais espectros. A banda referente a curvatura do plano C-O no enol
também foi observada em 1429 cm™' para as trés amostras. Por fim, nos trés casos,
a banda relativa ao estiramento do C-O aromatico foi alterada para 1276 cm™.

Nos espectros das trés amostras produzidas por CSS com cossolvente,
percebe-se que as alteracbes mais representativas, em comparagdo aos espectros
da curcumina e resveratrol puros, estao relacionadas ao ambiente quimico relativo
aos grupos fendlicos, sugerindo a ocorréncia de interagdes intermoleculares nestes
locais. Embora as variagdes nos resultados de FTIR sejam relativamente sutis para
identificar claramente variagdo na estrutura quimica da amostra, os resultados
corroboram com aqueles apresentados nas analises de DSC e DRXP, os quais sao
mais representativos no que diz respeito as interacdes entre os coformadores que

resultam em cocristal.

4.4 MORFOLOGIA E DETERMINAGAO DA DISTRIBUIGAO DE TAMANHO DE
PARTICULA

Embora apenas a amostra produzida por CSS com acetona como cossolvente
tenha sido considerada um cocristal, todas as amostras processadas em meio
supercritico foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura, com o objetivo
de avaliar o efeito dos processos na morfologia e tamanho das particulas. As imagens
MEYV obtidas para curcumina, resveratrol e amostras produzidas por CSS (Figura 12)
e GAS (Figura 13) séo apresentadas a seguir.
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Figura 12 — Imagens de microscopia eletrébnica de varredura da (a) curcumina, (b)

resveratrol, (c) amostras produzidas por CSS, (d) CSS com acetato de etila, (e) com

%
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Imagens de microscopia eletrébnica de varredura da (a) curcumina, (b)

resveratrol, (c) amostras produzidas por GAS com acetato de etila, (d) com acetona e

(e) com etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como a curcumina e o resveratrol puros, todas as amostras produzidas
por CSS e GAS apresentaram morfologia irregular, com elevado indice de
aglomeragcdo e uma ampla variagdo de tamanho. As micrografias obtidas foram

também utilizadas para determinacéo da distribuigdo normal de tamanho de particula,

apresentada na Figura 14.
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Figura 14 — Distribuicdo normal de tamanho de particula da curcumina (laranja),
resveratrol (preto), amostra processada por CSS sem cossolvente (verde claro), CSS-
acetato de etila (azul claro), CSS-acetona (rosa), CSS-etanol (azul escuro), GAS-

acetato de etila (verde escuro), GAS-acetona (amarelo) e GAS-etanol (marrom).
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir da curva de distribuicdo normal, observa-se que o processo CSS
utilizando etanol como cossolvente e 0 método GAS resultaram na producido de
particulas com distribuicdo de tamanho mais estreita em comparacao ao resveratrol
puro (variagdo de mais de 100 um), embora préxima a observada para a curcumina,
com uma variagado de aproximadamente 50 um, exceto para a amostra produzida por
GAS com acetona. Esta amostra apresentou distribuicdo de tamanho um pouco mais
ampla, intermediaria entre o observado para os compostos puros, assim como as
amostras produzidas por CSS sem cossolvente e com acetato de etila.

Em ambos os processos, a utilizagdo de etanol resultou na obtengao de

particulas menores e mais homogéneas, sendo o menor tamanho médio observado
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(valor mais provavel) de 6,3 um para a amostra GAS-etanol, justamente o processo
que resultou em quantidade de amostra insuficiente para caracterizagao pelas demais
analises. Este resultado corrobora com a hipétese de que as particulas produzidas
nesta condigdo experimental, em sua maioria, nao puderam ser retidas pelo filtro de
politetrafluoretileno, tendo sido arrastadas para fora da camara de precipitagao. Por
outro lado, a utilizacdo de acetona influenciou a producdo de particulas com
distribuicao de tamanho mais ampla, especialmente no caso do método CSS, em que

0 maior tamanho médio foi observado, 32,5 um.

4.5 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDRAZIL (DPPH)

Assim como na analise de microscopia eletrénica de varredura, as amostras
produzidas pelos métodos CSS e GAS foram avaliadas quanto a sua capacidade
antioxidante por meio do ensaio de inibicdo do radical DPPH e comparadas aos
resultados obtidos para a curcumina e resveratrol puros, além de uma mistura fisica
dos compostos na mesma proporg¢ao utilizada nos experimentos supercriticos e do
antioxidante sintético BHT, comumente utilizado pelas industrias alimenticia e
farmacéutica. O radical DPPH apresenta absorbancia a 517 nm, porém, quando
reduzido por um antioxidante sua absor¢cdo decresce. Quando um atomo de
hidrogénio ou um elétron é transferido ao elétron impar do DPPHe, a absorbancia em
517 nm decresce proporcionalmente ao aumento das formas nao-radicais do DPPH
(ANCEREWICZ et al, 1998). Os valores de ECso obtidos, que se referem a
concentragdo minima necessaria para inibir 50% do radical livre DPPH, séao
apresentados na Tabela 2.

Curcumina e resveratrol puros apresentaram valores de ECso proximos a
resultados encontrados na literatura (AK; GULCIN, 2008; SAKATA et al., 2021), n&o
tendo sido observado melhora na capacidade antioxidante para a mistura fisica dos
compostos, visto que o ECso obtido nao difere significativamente do apresentado pela

curcumina.
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Tabela 2 — Valores de ECso obtidos para curcumina e resveratrol puros, para a mistura
fisica dos compostos, para as amostras processadas por meio das técnicas CSS e

GAS e para o BHT, utilizado como padréo.

Amostra ECso (ug-mL-1)
Curcumina 30,4 £0,9%°
Resveratrol 31,9+0,3°2
CSS 17,6 £ 0,79"
CSS — acetato de etila 22 + 2¢f
CSS - acetona 14,3 £ 0,3"
CSS — etanol 25,4 +1,4°d
GAS — acetato de etila 21,7 £ 0,2¢f
GAS — acetona 22,5 + 1,49
Mistura fisica 27 £ 1,0
BHT 19 + 1,9

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p > 0,05), ANOVA seguido pelo teste
de Tukey a 95% de confianca.

Fonte: elaborado pelo autor.

Por outro lado, o ECso encontrado para todas as amostras processadas foi
estatisticamente inferior ao dos compostos puros e da mistura fisica, para a qual
apenas a amostra CSS-etanol ndo diferiu significativamente. A melhora na capacidade
antioxidante dos compostos, em alguns casos adquirindo valor estatisticamente igual
ao padrao BHT, pode ser atribuida a micronizagao, ou seja, reducao de tamanho e
distribuicdo de tamanho de particula ocasionada pelos métodos CSS e GAS.

A amostra produzida pela técnica CSS com acetona, por sua vez, apresentou
ECso com valor aproximadamente a metade do encontrado para a mistura fisica, e
significativamente inferior ao préprio BHT, o que pode ser atribuido as mudangas
ocorridas na estrutura cristalina e nas interagdes intermoleculares do cocristal, que
promoveram uma maior disponibilidade para reduzir o radical DPPH e resultaram em
um grande aumento da atividade antioxidante. A atividade antioxidante de compostos
bioativos € frequentemente associada a seu potencial farmacolégico, uma vez que

processos como a reducao de doengas cronicas, danos ao DNA, mutagénese e
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carcinogénese costumam estar relacionados com a terminagdo da propagacao de

radicais livres em sistemas bioldgicos (ZHU et al., 2002).

4.6 ANALISE DE SOLUBILIDADE

A solubilidade dos compostos bioativos € de grande importancia, uma vez que
esta propriedade, juntamente com a permeabilidade, esta correlacionada com a
biodisponibilidade dos compostos (SRIMAL; DHAWAN, 1973). Curcumina, resveratrol
e o cocristal obtido por CSS com acetona como cossolvente foram avaliados quanto
a sua solubilidade em agua deionizada, solugéo salina tampao fosfato e solugcéo de
acido cloridrico (HCI) 0,1 M, sendo os resultados apresentados na Figura 15. Para o
calculo da solubilidade do cocristal, considerou-se o percentual de cada componente
no mesmo, determinado por sua solubilizagdo completa em etanol, analise
espectrofotométrica no ultravioleta visivel e quantificacdo por meio de curva de

calibragao.

Figura 15 — Solubilidades da curcumina e resveratrol puros e do cocristal CUR-RES,

em relagao a cada componente, em diferentes solventes.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Considerando-se a solubilidade da curcumina nos diferentes meios
analisados, a solubilidade do cocristal foi maior que a da curcumina pura em agua e
na solugdo tampao fosfato. Em meio acido, a solubilidade das duas amostras foi
estatisticamente equivalente. Ambas as amostras apresentaram solubilidade
crescente nos seguintes meios: agua < solugao HCI 0,1 M < solugdo tampao fosfato,
assim como reportado na literatura (PANTWALAWALKAR et al., 2021). A solubilidade
da curcumina em agua foi aumentada aproximadamente 1,5 vezes, passando de 0,31
ug-mL-' (curcumina pura) para 0,47 ug-mL-! apds o processo de cocristalizagéo.

Da mesma forma, a solubilidade do resveratrol, também apresentada na
Figura 15, em agua e na solugdo tamp&o aumentou apds a cocristalizagdo. Assim
como a curcumina, o resveratrol presente no cocristal apresentou solubilidade
crescente em agua, HCI 0,1 M e entdo solugao tampéo fosfato. Por sua vez, o
resveratrol puro apresentou maior solubilidade em solugcdo acida do que em meio
neutro, o que foi relatado previamente por outros autores (AGARWAL; KHARB;
SAHARAN, 2014). A solubilidade aquosa do resveratrol aumentou aproximadamente
2 vezes para o cocristal (6,50 ug-mL-') comparado ao composto puro (3,16 ug-mL-").

A solubilidade e o perfil de dissolugdo de um sélido estdo relacionados as
interagdes a nivel molecular presentes em sua estrutura cristalina, assim como no
solvente. Ainda, estas propriedades podem ser influenciadas pelo tamanho e forma
das particulas, sendo favorecidas por formas que possibilitem uma maior superficie
de contato entre sdlido e solvente.

De acordo com Babu e Nangia (2011), cocristais formados por meio de
ligagbes de hidrogénio resultam em compostos ativos com elevada solubilidade.
Conforme ocorre a dissociagao do cocristal, 0 componente mais soluvel no meio é
extraido da matriz cristalina para o meio de dissolugdo. A outra molécula, mais
hidrofébica, torna-se supersaturada no meio e imediatamente precipita formando
clusters fracamente agregados, orientados aleatoriamente devido a precipitagao
instantanea. Esses aglomerados moleculares de tamanho micrométrico assemelham-
se a fase amorfa do componente, comportando-se como o composto amorfo disperso
em uma matriz polimérica, por exemplo. Aos poucos, a solucao rica em “fase amorfa”

se transforma em um polimorfo metaestavel do composto e, por fim, no polimorfo
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cristalino, menos soluvel, porém, neste ponto, a maior parte do composto ja tera sido
absorvida devido a rapida dissolucédo do estado metaestavel.

Tal comportamento, associado a um grau de cristalinidade menor conferido
aos compostos pela cocristalizagdo em meio supercritico, comparado a cristalinidade
dos componentes puros, podem estar relacionados com 0 aumento da solubilidade da

curcumina e do resveratrol nos meios analisados.

4.7 PERFIL DE DISSOLUGCAO IN VITRO

O perfil de dissolugdo cumulativa em agua da curcumina, resveratrol, mistura
fisica dos compostos e do cocristal CUR-RES produzido por CSS com acetona como
cossolvente foi analisado, quantificando-se os componentes por meio de analise
espectrofotométrica das aliquotas coletadas ao longo do tempo.

Os resultados obtidos para a dissolugédo da curcumina em sua forma pura, na
mistura fisica com resveratrol e no cocristal sdo apresentados na Figura 16.

Imediatamente apds a adi¢do de agua, a curcumina pura apresentou 0,28%
de dissolugao, comparado a 0,62% para a mistura fisica e 0,83% para o cocristal. Nos
primeiros 50 min de analise, a dissolu¢cado da curcumina manteve-se aproximadamente
constante, enquanto a mistura fisica e o cocristal apresentaram aumento gradativo na
dissolugao até atingir 0,92% e 1,1%, respectivamente. A dissolugdo da mistura fisica
continuou a aumentar de forma mais expressiva até os 80 min de analise, quando
atingiu o valor de 1,07%, mantendo-se proxima a este até o final da analise. Ja a
dissolucéo do cocristal manteve um aumento menos expressivo entre 30 e 80 min de
analise, entdo voltando a aumentar mais expressivamente e atingindo o valor final de
1,34% em comparacao a 1,16% da mistura fisica e 0,45% da curcumina pura.

Embora a analise permita observar que a presenca de resveratrol influenciou
0 aumento da dissolu¢cédo da curcumina, em todo o intervalo analisado a dissolug¢ao do
cocristal manteve-se superior a da mistura fisica, o que indica melhora resultante do
processo de cocristalizagdo. O mesmo comportamento foi observado por Ribas et al.
(2019) para a dissolugéo de cocristal de curcumina-nicotinamida também obtido por
meio da técnica CSS, embora o valor total de dissolugdo cumulativa encontrado pelos

autores seja maior que o obtido neste trabalho, possivelmente devido a elevada
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solubilidade aquosa da nicotinamida, uma vez que a solubilidade dos cocristais é

fortemente influenciada pela solubilidade de seus coformadores.

Figura 16 — Perfil de dissolugdo da curcumina (A ), do cocristal CUR-RES (e) e da
mistura fisica CUR-RES (V) em agua deionizada, 37 °C. Os valores referem-se as

meédias e as barras de erro representam o desvio padrao, n=3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto a dissolugdo cumulativa do resveratrol, apresentada na Figura 17, ja
no tempo inicial o cocristal apresentou dissolucdo de 6,18%, quase o dobro da
dissolugdo apresentada pelo resveratrol puro (3,39%), embora equivalente a
dissolugédo apresentada pela mistura fisica (5,9%). As trés curvas apresentaram um
comportamento semelhante até o tempo de 50 min, quando a dissolugao apresentada
pelo resveratrol foi de 17,77%, 25,6% para a mistura fisica e 24,97% para o cocristal.
Apds, os valores de dissolucdo do resveratrol puro continuaram aumentando

lentamente até atingir 20,31% apds os 180 min de experimento. Apesar deste
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percentual de dissolugao ter sido obtido para o cocristal em menos de 30 min, o
mesmo foi notado para a mistura fisica, cujos valores de dissolugdo passaram a se
diferenciar significativamente dos obtidos para o cocristal apenas no ponto final. Neste
momento, a dissolugdo cumulativa do cocristal atingiu 41,89%, enquanto a mistura

fisica apresentou dissolugéo de 36,1% e o resveratrol 20,31%.

Figura 17 — Perfil de dissolugdo do resveratrol (m), do cocristal CUR-RES (e) e da
mistura fisica CUR-RES (A ) em agua deionizada, 37 °C. Os valores referem-se as

meédias e as barras de erro representam o desvio padrao, n=3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Um aumento expressivo na velocidade de dissolugao do resveratrol apds a
cocristalizacdo foi também observado na utilizacdo do coformador nicotinamida via
método tradicional de evaporagao (HE et al., 2017a) e por meio da técnica GAS
(PESSOA et al., 2019), em meios de dissolugao com diferentes pH, entretanto, em

ambos os trabalhos a mistura fisica dos coformadores nao foi avaliada.
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Neste trabalho, ao avaliar a dissolugdo do cocristal em termos do teor de
resveratrol, 0 aumento na dissolugcdo do composto possivelmente esta atrelado a
presenca de curcumina. Ainda assim, os resultados encontrados sao animadores,
visto que a cocristalizagdo parece ter influenciado mais significativamente a
dissolugdo da curcumina do que apenas a presenga de seu coformador, o que foi
refletido na avaliagdo da atividade bioldgica in vitro, avaliada por meio da capacidade
de inibicdo do radical DPPH.

4.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

A atividade antinociceptiva/anti-inflamatéria do cocristal CUR-RES obtido por
meio da técnica CSS com acetona como cossolvente (0,5 mg-kg™') foi observado por
meio do teste de contorgbes abdominais em camundongos induzidas por acido
acético, conforme apresentado na Figura 18.

Os resultados demonstraram que o cocristal, em relagdo ao grupo veiculo
(agua destilada, 10 mL-kg™'), reduziu significativamente as contorgbes abdominais no
teste (P<0,001), assim como no grupo controle positivo, representado pela
indometacina, o qual também reduziu significativamente as contor¢cbes abdominais.
Da mesma forma, a curcumina pura (50 mg-kg') também apresentou resultados
significativos ao teste (P<0,001). No entanto, foi necessaria uma dose 100 vezes
maior para a curcumina pura apresentar o mesmo efeito, comparado a dose do
cocristal, o que pode ser relacionado a maior solubilidade, taxa de dissolugdo do
cocristal e consequentemente biodisponibilidade.

Da mesma forma, a atividade antinociceptiva/anti-inflamatdéria do cocristal
pode ser relacionada a potencializacdo da atividade antioxidante dos componentes
em funcdo da cocristalizagdo, uma vez que se entende que as espécies reativas de
oxigénio exercem um papel importante no dano celular, estando envolvidas em muitos
processos inflamatérios (GERONIKAKI; GAVALAS, 2006; MIGUEL, 2010).
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Figura 18 — Efeito antinociceptivo do cocristal CUR-RES em camundongos. Os
animais foram tratados oralmente com veiculo (dgua destilada, 10 mL-kg™'),
indometacina (10 mg-kg™), curcumina (50 mg-kg-! ou 0,31 mg-kg™), resveratrol (0,19
mg-kg™), mistura fisica de curcumina (0,31 mg-kg™) + resveratrol (0,19 mg-kg™") ou
cocristal CUR-RES (0,5 mg-kg™'). Os dados sdo expressos como média + desvio
padrao. Analise de variancia simples (One-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey,

*** P < 0,001 diferente do grupo controle.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Sabe-se que diversos farmacos apresentam respostas falso-positivas no teste
de nocicepgao devido a sedacdo e comprometimento da atividade locomotora
(TREVISAN et al., 2013). Portanto, a atividade locomotora dos camundongos tratados
com o cocristal CUR-RES (0,5 mg-kg™') foi observada por meio do teste de campo
aberto, cujos resultados sao apresentados na Figura 19.

O grupo tratado com o cocristal CUR-RES nao apresentou diferenca
significativa nos crossings (cruzamentos entre os quadrantes do aparato), rearings
(exploragao vertical do aparato) e groomings (comportamento de auto-limpeza)
quando comparado ao grupo tratado com veiculo. Dessa forma, os resultados
encontrados demonstram que o cocristal (0,5 mg-kg™') ndo interferiu na atividade
locomotora dos camundongos, o que significa que ele ndo induz efeitos motores

adversos. Da mesma maneira, a ocorréncia de bolos fecais observada no teste nao
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diferiu entre os grupos, indicando que a administracdo do cocristal ndo induz a

ocorréncia de efeitos gastrointestinais adversos.

Figura 19 — Efeito antinociceptivo do cocristal CUR-RES em camundongos no teste
de campo aberto. Os animais foram tratados oralmente com veiculo (agua destilada,
10 mL-kg™") ou cocristal (0,5 mg-kg™'). Dados expressos como média + desvio padrao.

Teste-t ndo pareado (Mann-Whitney).
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Fonte: elaborado pelo autor.

A partir dos resultados observados por meio dos testes comportamentais,
conclui-se que o cocristal (0,5 mg-kg'), assim como a curcumina pura (50 mg-kg™') e
a indometacina, apresentam atividade antinociceptiva e anti-inflamatoéria. A
cocristalizacdo da curcumina possibilitou uma significativa redugdo em sua dose
minima efetiva (100 vezes). Considerando que a solubilidade dos farmacos influencia
sua biodisponibilidade (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017), sugere-se que
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0 aumento no potencial da curcumina apos a cocristalizagao é provavelmente devido
a melhora em sua solubilidade em pH neutro e acido, o que favorece uma maior
absorcao no sistema gastrointestinal e, consequentemente, maior biodisponibilidade
(PLEUVRY, 2005) o que esta relacionado com dados de solubilidade obtidos nos teste
in vitro, bem como a potencializagdo da atividade antioxidante dos compostos.
Analisados conjuntamente, os resultados demonstram que o processo de
cocristalizacdo leva a um aumento no potencial antinociceptivo/anti-inflamatério da
curcumina. Considerando que a cocristalizagao é apontada como um processo efetivo
para melhorar a biodisponibilidade de substancias sem alterar sua estrutura
molecular, pode-se inferir que o potencial da curcumina foi elevado apds o processo

de cocristalizacao devido a alteragdes em sua biodisponibilidade.

4.9 CONCLUSAO

A obtencdo de cocristal CUR-RES foi realizada com sucesso por meio da
técnica CSS utilizando acetona como cossolvente. As analises de DSC, DRXP e FTIR
foram utilizadas para confirmar as diferencas entre as estruturas cristalinas do
cocristal em relagdo aos compostos puros. Enquanto o grau de cristalinidade da nova
estrutura mostrou-se menor apds o processamento, as particulas produzidas
apresentaram morfologia irregular e a distribuicdo normal de tamanho de particula
mostrou-se intermediaria entre o comportamento observado para os compostos puros.

Observou-se uma maior taxa de dissolugcédo do cocristal em comparacao aos
compostos puros, porém, em relagdo ao resveratrol, o mesmo efeito foi observado
para a mistura fisica dos compostos formadores. Ao avaliar a atividade bioldgica do
cocristal produzido por CSS-acetona em comparagao a curcumina e resveratrol nao
processados, observou-se a potencializacdo da capacidade antioxidante dos
compostos. Testes comportamentais com camundongos também demonstraram
atividade anti-inflamatéria maior apds a cocristalizagao, sugerindo grande potencial
de aplicacado do cocristal como um novo agente anti-inflamatério natural, frente aos

resultados satisfatdorios observados tanto in vitro como in vivo.
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CAPITULO 5 — RESULTADOS Ii
Producao e caracterizagcao de cocristal de resveratrol e L-prolina pelo método

gas antissolvente

O presente capitulo apresenta os resultados de obtengao e caracterizagao de
cocristal de resveratrol e L-prolina por meio do método gas antissolvente. Resveratrol
e L-prolina foram utilizados na razdo molar 1:2, baseado no estudo de He et al.
(2017a), que obteve cocristais de resveratrol-L-prolina pelo método de recristalizagao,
nesta mesma razao molar, alcangando certa melhora no perfil de dissolu¢cdo do
resveratrol com a utilizacado de surfactante. A produgao de cocristais de resveratrol e
L-prolina também foi relatada por Lou et al. (2021) utilizando o mesmo método
convencional, mas na proporcao 1:1. No entanto, o cocristal obtido por estes
demonstrou capacidade de dissolugao inferior ao resveratrol puro, razdo pela qual
optou-se por seguir a razao molar utilizada no primeiro estudo citado. No método GAS
utilizado, etanol foi selecionado como solvente, diante da solubilidade relativamente
proxima dos coformadores no solvente, e CO2 utilizado como antissolvente. Os

demais parametros de processo foram executados conforme descrito no Capitulo 3.

5.1 ANALISE TERMICA

Os componentes puros resveratrol e L-prolina, sua mistura fisica nas mesmas
proporcdes utilizadas para obtencdo de cocristal, e a amostra produzida por GAS
foram analisados por calorimetria diferencial de varredura, uma vez que o
comportamento térmico dos componentes costuma ser afetado pela cocristalizagao.
Conforme apresentado na Figura 20, o resveratrol apresentou um evento endotérmico
em 264,7 °C e a L-prolina em 234,4 °C, que condizem com os pontos de fusdo dos
componentes puros (LIU et al., 2016).

Por sua vez, a mistura fisica dos compostos apresentou um evento
endotérmico em 204,7 °C, enquanto a amostra RES-PRO produzida por GAS
apresentou fusdo em 200 °C. Apesar da amostra GAS e da mistura fisica
apresentarem eventos proximos, o comportamento térmico da amostra processada é

idéntico ao observado por He et al. (2017a) e Lou et al. (2021) na obtencao de
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cocristais de resveratrol-L-prolina produzidos por métodos convencionais. Diante da
evidéncia observada, a analise de DRXP foi utilizada para confirmar a formacao de

cocristal.

Figura 20 — DSC do resveratrol, L-prolina, mistura fisica dos compostos e da amostra
RES-PRO produzida por GAS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 DIFRACAO DE RAIO-X DE PO (DRXP)

Considerando que diferentes padroes de difragao correspondem a diferentes
estruturas cristalinas, a analise de DRXP foi utilizada para verificar a obtencao de
cocristal. Os padrbes de difracao do resveratrol e L-prolina puros, da amostra RES-
PRO obtida por GAS e do padrao de DRXP simulado a partir de dados de raio-X de

monocristal de He et al. (2017a) s&o apresentados na Figura 21.
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Figura 21 — DRXP do resveratrol, L-prolina, amostra RES-PRO obtida por GAS e

padrao de DRXP simulado a partir de dados de raio-X de monocristal.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O padrao de difracao do resveratrol apresentou reflexdes caracteristicas em
6,6; 13,2; 16,3; 19,1; 20,3; 22,3; 23,5; 25,2 e 28,3 26, que corresponde ao padrao
observado na literatura. As reflexdes caracteristicas da L-prolina foram observadas
em 8,8; 14,9; 17,4; 18,1; 19,3; 19,9; 23,1; 25,4; 26,6; 30,6; 32,4; 33,6; 33,9 e 34,9 26.
Por sua vez, o padrao de difracdo da amostra RES-PRO produzida por GAS mostrou
diferengas significativas em relagdo ao padrdo dos compostos puros, exibindo
reflexdbes em 6,2; 9,4; 9,8; 12,4; 15,4; 16,3; 17; 18,4; 20,6; 21,7; 22,6; 23,3; 24,6; 25;
26,1; 28,9 e 29;7. Estas reflexdes condizem com as observadas por He et al. (2017a)
para cocristais de resveratrol e L-prolina, e com padroes de difracdo simulados
gerados a partir de dados de difragdo de monocristal pelos mesmos autores. A

existéncia de um padrao de difracdo gerado a partir de um monocristal permite uma
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analise mais consistente sobre a estrutura cristalina em questdo, confirmando a

formacéao de cocristal e a presencga de fases de elevada pureza.

5.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Como apresentado na Figura 22, os espectros de FTIR do cocristal produzido
por GAS, resveratrol e L-prolina puros, e da mistura fisica dos compostos foram

analisados de modo a investigar interagées quimicas entre os coformadores.

Figura 22 — FTIR do resveratrol, L-prolina, cocristal RES-PRO produzido por GAS e
mistura fisica dos compostos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que o resveratrol apresentou bandas caracteristicas intensas

correspondendo ao estiramento do grupamento O—H em 3297 cm™', alongamento do



84

C=C aromatico em 1606 cm™', estiramento da ligagdo C=C olefinica em 1587 cm™' e
a banda caracteristica da forma trans em 966 cm™'. L-prolina exibiu uma banda intensa
em 1623 cm™' correspondendo ao alongamento do COO- assimétrico, 1407 cm™
relacionada ao COO- simétrico, 3060 cm™' correspondendo ao estiramento do O—H
carboxilico e em 3380 cm™" relacionada ao estiramento do —NH- (SHIMPI et al., 2014).
O espectro de FTIR do cocristal RES-PRO apresentou algumas diferengas em relagao
aos espectros dos componentes puros. Observou-se uma alteracdo na banda
associada ao estiramento do —NH- para 3430 cm™', deslocamento para 3127 cm™' em
relagédo ao estiramento O-H e para 1619 cm™ devido ao estiramento do COO-. Tais
alteracbes observadas para o cocristal ndo foram evidentes para a mistura fisica,
indicando que os grupos O—H e —NH- encontram-se envolvidos na formagéo do

cocristal.

5.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICAGAO DE SOLVENTE RESIDUAL

O teor de solvente residual nas particulas de cocristal RES-PRO produzidas
por GAS, determinado por GC-FID, foi de 153,56 ppm. Etanol, o solvente organico
utilizado no processo de cocristalizagéo, € caracterizado como solvente de Classe 3,
considerado menos toxico e de menor risco a saude humana que os solventes de
Classe 1 e Classe 2. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, Farmacopeia da Republica Popular da China, Farmacopeia Europeia e
Conferéncia Internacional de Harmonizag¢ao dos Requisitos para Registro de Produtos
Farmacéuticos, documento Q3C(R8) de 2021, a concentragdo maxima aceitavel dos
solventes de Classe 3 é de 5000 ppm. Portanto, as particulas produzidas pelo método
GAS estdo em consonancia com a legislagao vigente, sendo consideradas seguras

para o consumo humano (BRASIL, 2009).

5.5 MORFOLOGIA E DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE
PARTICULA

A microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada com o intuito de observar a

morfologia do resveratrol, L-prolina e do cocristal RES-PRO obtido por GAS, cujas
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imagens sado apresentadas na Figura 23. Optou-se por apresentar uma imagem do
cocristal obtida com magnitude de 500x (Fig. 23.c), similar ao utilizado para resveratrol
e L-prolina, de modo a evidenciar as diferengas de tamanho entre as amostras, e uma
imagem do cocristal com magnitude de 1000x (Fig. 23.d), para possibilitar uma melhor
observacao da morfologia, visto que as particulas sdo menores. Tanto o resveratrol
como a L-prolina apresentaram morfologia irregular semelhante a estruturas de
blocos, o que também foi observado na amostra do cocristal, juntamente com algumas

estruturas em forma de agulhas.

Figura 23 — Microscopia eletrénica de varredura do (a) resveratrol, (b) L-prolina, (c)

cocristal RES-PRO com magnitude de 500x e (d) com magnitude de 1000x.

/

Fonte: elaborado pelo autor.

As micrografias obtidas foram também utilizadas para determinagdo da
distribuicdo de tamanho de particula, apresentada na Figura 24. A partir da curva de
distribuicdo normal, observa-se para o resveratrol um tamanho médio de particula de
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29,3 uym e para a L-prolina, tamanho médio de 152,3 pm, com uma distribuicdo de
tamanho muito ampla. O processo GAS resultou na redu¢do do tamanho de particula,
tendo o cocristal apresentado tamanho médio de 11,5 ym e uma distribuicdo de
tamanho mais estreita, comparada as curvas dos compostos puros, indicando uma
amostra de tamanho mais homogéneo. Embora a redugdo do tamanho e da
distribuicdo de tamanho de particula ndo sejam o foco da cocristalizagéo, este € um
resultado interessante do ponto de vista industrial, uma vez que costuma estar

relacionado a propriedades fisico-quimicas e atividades bioldgicas de interesse.

Figura 24 — Distribuicdo normal de tamanho de particula do resveratrol (verde), L-

prolina (preto) e cocristal RES-PRO (vermelho).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.6 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DO RADICAL DPPH

O teste de capacidade de inibi¢ao do radical DPPH foi utilizado para estimar
a capacidade antioxidante do cocristal RES-PRO em comparagéo ao resveratrol, L-
prolina, e a mistura fisica dos compostos. Os resultados expressos como ECso, a
concentragdo minima necessaria para inibir 50% do radical DPPH livre, séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de ECso do resveratrol, cocristal RES-PRO e mistura fisica (média

* desvio padrio).

Amostra ECso (ug-mL1)
Resveratrol 32+0,3b
Cocristal RES-PRO 28,2 +£0,8°
Mistura fisica 38,4 + 0,92

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p > 0,05), ANOVA seguido pelo teste
de Tukey a 95% de confianca.

Fonte: elaborado pelo autor.

Dentro da faixa de concentracdo analisada, L-prolina n&o apresentou
atividade antioxidante, enquanto o resveratrol apresentou valor de ECso igual a 32 +
0,3 ug-mL™", correspondendo aos resultados encontrados por Dal Magro et al. (2021)
e Sakata et al. (2021). Por sua vez, a mistura fisica de resveratrol e L-prolina
apresentou ECso de 38,4 + 0,9 ug'mL~". O aumento no valor de ECso, que representa
diminui¢cdo na atividade antioxidante em relagao ao resveratrol puro, explica-se pela
menor quantidade de composto analisado (aproximadamente 50% em massa da
amostra é composta por resveratrol), considerando que o coformador L-prolina ndo
apresentou atividade antioxidante. Por outro lado, o ECso encontrado para o cocristal
RES-PRO foi de 28,2 + 0,9 yg'mL™", o que sugere a potencializagdo da capacidade
antioxidante, possivelmente atribuida a modificagbes na estrutura cristalina do
composto que resultaram em maior disponibilidade para reagir reduzindo o radical
DPPH.
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5.7 PERFIL DE DISSOLUGAO IN VITRO

O perfil de dissolucao in vitro do resveratrol puro, do cocristal RES-PRO
produzido por GAS e da mistura fisica de resveratrol e L-prolina nas mesmas
proporgdes existentes no cocristal foi estudado em agua destilada a 37 °C, sendo os

resultados obtidos apresentados na Figura 25.

Figura 25 — Perfil de dissolucéo in vitro do (A ) resveratrol, (e) cocristal RES-PRO e
(m) mistura fisica em agua destilada a 37 °C. Os valores representam as médias e as

barras de erro representam os desvios padrao, n=3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Imediatamente apds a adicdo de agua, uma aliquota de cada amostra foi
analisada, para a qual o resveratrol puro apresentou dissolugao de 3,4%, enquanto a

dissolucdo da mistura fisica foi de 9,8% e do cocristal de 12,4%. Apds 10 min, a
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dissolugcao do cocristal atingiu 50,5%, valor obtido para a mistura fisica apenas apos
80 min de analise e aproximadamente 2,5 vezes o valor de dissolu¢gdo cumulativa
apresentado pelo resveratrol puro ao final do experimento. Ao longo de todos os
pontos experimentais, a dissolugao do cocristal manteve-se cerca de 1,4 vezes o valor
de dissolugdo da mistura fisica e aproximadamente 3,6 vezes a dissolugdo do
resveratrol puro. Ao final do experimento (180 min), a dissolu¢do cumulativa do
cocristal atingiu o valor de 75%, enquanto a dissolugdo cumulativa da mistura fisica
permaneceu em 56,6%, e do resveratrol puro em 20,3%.

A influéncia da selecao do coformador € evidente neste experimento, onde a
mistura fisica apresentou uma melhor dissolucdo em comparacgao ao principio ativo
puro ao longo de todo o experimento, uma vez que a L-prolina € um composto muito
soluvel em agua. No entanto, a dissolugdo apresentada pelo cocristal mostrou-se
ainda maior, o que se relaciona a uma diferente estrutura cristalina, compreendendo
diferentes interagdes no estado sélido que influenciam o processo de dissolugcdo. Da
mesma forma, o menor tamanho de particula e distribuicdo de tamanho de particula

mais estreita influenciam positivamente para uma melhor dissolugao aquosa.

5.8 CONCLUSAO

O método GAS mostrou-se efetivo para a obtencdo de cocristais de
resveratrol e L-prolina pela primeira vez utilizando tecnologia supercritica. As
particulas produzidas foram caracterizadas por DSC, DRXP e FTIR, apresentando
uma estrutura cristalina diferente dos coformadores puros e semelhante a cocristais
RES-PRO reportados na literatura, obtidos a partir de técnicas convencionais de
cocristalizagao.

Os cocristais produzidos sio livres de solvente residual e, neste sentido,
seguros para o consumo humano. A cocristalizagcdo por GAS melhorou
significativamente o perfil de dissolugdo e capacidade antioxidante do resveratrol,
comparado ao composto puro e a mistura fisica dos coformadores. As mudancas
observadas podem ser atribuidas as diferencas na estrutura cristalina e a redugao no

tamanho e distribuicdo de tamanho de particula, consequéncia do processo GAS.
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CAPITULO 6 — CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

6.1 CONCLUSOES

O uso de tecnologia supercritica por meio de duas diferentes abordagens
resultou na producgao satisfatoria de cocristais de curcumina e resveratrol. A técnica
CSS, que utilizou o fluido supercritico na condicdo de solvente com adicdo do
cossolvente acetona possibilitou a obtengao de cocristal principio ativo-principio ativo
de curcumina e resveratrol pela primeira vez. Por sua vez, o emprego do fluido
supercritico como antissolvente no método GAS gerou cocristal de resveratrol e L-
prolina, até entdo obtido apenas por vias convencionais.

As analises de DSC, DRXP e FTIR foram utilizadas para confirmar as
diferencas entre as estruturas cristalinas dos cocristais obtidos, em relacdo aos
compostos puros e a sua mistura fisica. No caso do cocristal RES-PRO produzido por
GAS, a estrutura cristalina do cocristal foi também comparada a um padrao de DRXP
simulado a partir de dados de difragao de raio-X de monocristal reportado na literatura,
confirmando a semelhancga das estruturas.

Em relagéo a técnica CSS, os cocristais produzidos apresentaram morfologia
irregular e distribuicdo normal de tamanho de particula intermediaria entre o
comportamento observado para os compostos puros. Ja o método GAS resultou na
obtencao de particulas com menor tamanho e distribuicdo normal de tamanho mais
estreita. Os cocristais produzidos por esta técnica se mostraram livres de solvente
residual, assim, seguros para o consumo humano.

Em ambos os casos, a cocristalizagdo possibilitou a potencializagédo das
atividades bioldgicas avaliadas em comparacéo aos compostos nao processados e a
sua mistura fisica. Esta melhora foi observada em analises in vitro, para ambos os
cocristais, e in vivo, para o cocristal CUR-RES. Tais mudancas podem ser atribuidas
as diferengas na estrutura cristalina dos compostos, aumentando as possibilidades de

aplicacao dos compostos tanto na area alimenticia como farmacéutica.
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6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas algumas sugestdes e ideias para continuidade
deste trabalho:

° Estudar o processo de cocristalizagdo por GAS para o sistema CUR-
RES utilizando etanol como solvente, substituindo o filtro localizado na saida da
camara de precipitacdo por um de menor porosidade, capaz de reter particulas de
menor tamanho;

° Avaliar as propriedades biologicas do cocristal RES-PRO produzido por
GAS em comparagao ao resveratrol puro e a mistura fisica de resveratrol e L-prolina
por meio de analises in vivo;

) Estudar a producdo de cocristais principio ativo-principio ativo a partir
de outros compostos bioativos com potencial para utilizagdo nas industrias alimenticia
e/ou farmacéutica;

° Investigar a influéncia de cada parametro de processo separadamente
na producao dos cocristais pelos métodos CSS e GAS;

° Estudar o processo de produg¢éao de cocristais ternarios de curcumina +
resveratrol + outro coformador, visando um aumento mais expressivo na dissolucéo e
biodisponibilidade dos compostos, caracterizando-os e avaliando suas atividades
bioldgicas;

° Investigar a possibilidade de aplicagdo dos cocristais produzidos em
alimentos, avaliando a estabilidade dos principios ativos e efeito de sua adicdo nas

propriedades sensoriais e nutricionais do alimento.
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CAPITULO 7 - PRODUCAO TECNICO-CIENTIFICA DECORRENTE DA
EXECUCAO DESTE TRABALHO

O presente capitulo apresenta a produgao técnico-cientifica decorrente (direta
ou indiretamente) da execugao do trabalho, sendo relacionados artigos publicados e
submetidos, bem como trabalhos publicados em anais de eventos cientificos. Alguns
dos trabalhos aqui mencionados nao fazem parte do corpo do documento de tese,
porém, foram desenvolvidos concomitantemente e apresentam grande relevancia no

desenvolvimento do trabalho.

7.1 TRABALHOS PUBLICADOS EM PERIODICO

1. DAL MAGRO, C.; SANTOS, A.E.; DIAS, J.L.; AGUIAR, G.P.S;
BORTOLUZZI, A.J.; LANZA, M.; OLIVEIRA, J.V. Production and characterization of
resveratrol and L-proline cocrystal by gas antisolvent cocrystallization. The Journal of
Supercritical Fluids, submetido, 2022.

2. SANTOS, A.E.; DAL MAGRO, C; DE BRITTO, L.S.; AGUIAR, G.P.S;;
OLIVEIRA, J.V.; LANZA, M. Micronization of luteolin using supercritical carbon dioxide:
Characterization of particles and biological activity in vitro. The Journal of
Supercritical Fluids, v.181, p.105471, 2022.

3. DAL MAGRO, C.; SANTOS, A.E.; RIBAS, M.M.; AGUIAR, G.P.S;;
VOLFE, C.R.B.; LOPES, M.L.L.C; SIEBEL, AM.; MULLER, L.G.; BORTOLUZZI, A.J.;
LANZA, M.; OLIVEIRA, J.V. Production of curcumin-resveratrol cocrystal using
cocrystallization with supercritical solvent. The Journal of Supercritical Fluids,
v.171, p. 105190, 2021.

4. SAKATA, G.S.B.; RIBAS, M.M.; DAL MAGRO, C.; SANTOS, A.E;
AGUIAR, G.P.S.; OLIVEIRA, J.V.; LANZA, M. Encapsulation of trans-resveratrol in
poly(e-caprolactone) by GAS antisolvent. The Journal of Supercritical Fluids, v.171,
p.105164, 2021.

5. AGUIAR, G.P.S.; DAL MAGRO, C.; CARVALHO, G.O.; SANTOS, A.E,;
LANZA, M.; OLIVEIRA, J.V. Co-precipitation of anthocyanin in PHBV by the SEDS
technique. Journal Of Food Science And Technology-Mysore, v. 58(11), p. 4217 -
4224, 2021.
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6. RIBAS, M.M.; SAKATA, G.S.B.; SANTOS, A.E.; DAL MAGRO, C,;
AGUIAR, G.P.S.; LANZA, M.; OLIVEIRA, J.V. Curcumin cocrystals using supercritical
fluid technology. The Journal of Supercritical Fluids, v.152, p.104564, 2019.

7. SCAPINELLO, J.; AGUIAR, G.P.S.; DAL MAGRO, C.; CAPELEZZO,
A.P.; NIERO, R.; DAL MAGRO, J.; DE OLIVEIRA, D.; OLIVEIRA, J. V. Extraction of
bioactive compounds from Philodendron bipinnatifidum Schott ex Endl and
encapsulation in PHBV by SEDS technique. Industrial Crops and Products, v.125,
p.65 - 71, 2018.

8. AGUIAR, G. P. S.; DAL MAGRO, C.; OLIVEIRA, J. V.; LANZA, M.
Poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) micronization by solution enhanced
dispersion by supercritical fluids technique. Brazilian Journal of Chemical
Engineering, v.35, p.1275 - 1282, 2018.

7.2 TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSO
Completo

1. DAL MAGRO, C.; SANTOS, A.E.; GIRARDI, D.G.L.; OLIVEIRA, J.V.;
LANZA, M.; AGUIAR, G.P.S. Obtencgao de cocristais de curcumina e trans-resveratrol
utilizando tecnologia supercritica. X CBTermo - Congresso Brasileiro de
Termodinamica Aplicada, Nova Friburgo, 2019.

Resumo

1. VOLFE, C.R.B.; DAL MAGRO, C.; LOPES, M.L.L.C.; SANTOS, A.E,;
RIBAS, M.M.; AGUIAR, G.P.; BORTOLUZZI, A.J.; SIEBEL, A.M.; OLIVEIRA, J.V,
LANZA, M.; MULLER, L.G. Potencializacdo da atividade anti-inflamatéria de
curcumina através da cocristalizagdo com resveratrol. VII Simpésio Regional de
Ciéncias Farmacéuticas, Chapecd, 2020.

2. LOPES, M.L.L.C.; DAL MAGRO, C.; VOLFE, C.R.B.; OLIVEIRA, J.V;;
LANZA, M.; MULLER, L.G. Investigagdo do efeito antinociceptivo do cocristal de
curcumina-resveratrol em camundongos. Congresso de Anestesiologia USP 2020,
online, 2020.

3. VOLFE, C.R.B.; DAL MAGRO, C.; SANTOS, A.E.; RIBAS, M.M,;
AGUIAR, G.P.; LOPES, M.L.L.C.; SIEBEL, A.M.; BORTOLUZZI, A.J.; LANZA, M
OLIVEIRA, J.V.; MULLER, L.G. Cocristal de curcumina e resveratrol: sintese,
caracterizagdo e avaliacdo da atividade biologica. 10° Seminario Integrado de
Ensino, Pesquisa, Extensao e Inovagao da Unochapecd, Chapeco, 2021.
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APENDICE A - Curva de calibragdo construida por CG-FID para determinagéo

de solvente residual

Figura 26 — Curva de calibragao para quantificagdo de ppm residual de etanol.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE B - Curvas de calibracdo para determinagdo da concentragio de
curcumina e resveratrol

Figura 27 — Curva de calibragdo média da curcumina obtida por espectrofotometria

UV em 423 nm.
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106

Figura 28 — Curva de calibragdo média do resveratrol obtida por espectrofotometria

UV em 306 nm.
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ANEXO A - Especificagao técnica e laudo de andlise da curcumina emitidos

pelo fornecedor Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda

NEDN Especificacdo Técnica do

Produto
Nro. CAS  458-37-7 Férmula Molecular [HOCsH1(OCH.)CH=CHCO]:CHz
Nome Curcumina Verséo
Ref. Bibliografica
Elaborado por Natalia Moraes
Revisado per Fabiano Teixeira de Oliveira
Aprovado por Carlos Alberto Santos Cappelletto
Observacdes
Determinacao Especificagao
Teor >= 95,0 %
Aparéncia = P4 fino amarelo a laranja

Ponto de fusdo

12/11/2020 14:11:28

entre 175,00°C e 180,00°C

Observagbes Gerais

Neon

www.neancomercial.com.br

Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda
CNPJ.00.327.149/000341 LE..672.313.766.110

Rua Ermesto Joaguim de Souza, 575

CEP: 08655-805 - Chacara Primavera, Suzanc-SP

Tek(11)2219-9999

Peso Molecular

0 Validade

Data

Data

Data

Fax:(11)2219-9999

368,38

5 Anos

16/06/2008

16/06/2008
17/06/2008

Pagina 1/1



NEDN LAUDO DO PRODUTO

Neon Comercial Reagentes Analiticos Ltda
CNPJ:00.327.149/0003-41 LE..672.313.766.110

Rua Ernesto Joaguim de Souza, 575
CEP: 08655-805 - Chécara Primavera, Suzano-SP
Tel:(11)2219-9999  Fax:(11)2219-999%

Nome: Curcumina P.A. (C.1. 75300) 10 g Lote: 48969

Nome Curcumina Namero CAS 458-37-7
Nro. de Lote 48969
Formula Molecular [HOC&H3:(OCH3)CH=CHCO]:CH= Fabricagdo 01/11/2018
Peso Molecular 368,38 Validade 31/10/2023
Determinacgéo Especificacao Resultado
Teor >=195,0 % 96,21 %
Aparéncia = Po fino amarelo a laranja Po fino amarelo a laranja
Ponto de fusao entre 175,00°C e 180,00°C 175,00 °C
Obs: * Produto classificado como reagente analitico, uso para laboratdrio de controle de qualidade e fins industriais.

* Proibida a venda para menores de 18 anos.

Observagoes Gerais

P 7Y Y AL At
Alexandre Oliveira (CRQ 04264809-IV Reg.)
Responsavel Técnico
Pagina 1/1

12/11/2020 14:11:56 Neon

wiww.neoncomercial.com.br
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ANEXO B - Certificado de analise do resveratrol emitido pelo fornecedor SM

Empreendimentos — Sao Paulo, Brasil
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CERTIFICADO DE ANALISE
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TESTE: MCROBIOLOGICC:
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mmmmumum

LEGENDA DAZ REFERENCIAZ: FB (Farmacapels Erashea)/ UG (Unhed Siies Prarmacopoels) ! EP (European Framacogoels) | 3P (Bdh
Pharmaconoeia) ! /P {Jasanese Prammaconoeia) | W3 (Métde Geral temacopeics) | Fabricarte (esoecTicagho ¢ metodclogla corom o fabicame g
Insuma) | Informattio (resuiags formeciin coma omathva pela LCQ SM ENPREENDIMENTOR FARMACEUTICOS LTDA).
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ANEXO C - Certificado de analise do resveratrol emitido pelo fornecedor

Active Pharmaceutica
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ANEXO D - Certificado de aprovagio dos estudos in vivo pelo Comité de Etica

(/> UNIVERSIDADE COMUNITARIA DA REGIAO DE CHAPECO
i PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E POS GRADUACAO
U N 0 c |.| A PEC 0 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA
UNIVERSIDADE COMUNITARIA DA REGIAO DE CHAPECO
CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “INVESTIGACAO DA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DE COCRISTAIS DE CURCUMINA
PRODUZIDOS POR TECNOLOGIA SUPERCRITICA.” protocolo n°007/17, sob a
responsabilidade de Liz Girardi Miiller, que envolve a produgdo/manutencdo e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrada (exceto homem),
para fins de pesquisa cientifica— encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794 de
oito de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da

Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé (UNOCHAPECO).

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica.

Vigéncia da Autorizacdo 01/2017 a 12/2020.

Espécie/Linhagem/Raca ‘C‘amundongos linhagem Swiss (Mus musculus) Especie: Taxon.
N° de animais 400.

Peso/Idade 25-35g/ 8 semanas.
Sexo ‘Macho.
Origem Biotério.

Prof. Ronei Baldissera

Coordenador da CEUA — Unochapecd




		2023-02-27T17:02:45-0300


		2023-02-27T18:07:57-0300




