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DA SILVA, Leila Lyra P. Micronizacdo de particulas de levotiroxina sddica e
chalconas usando CO2como antissolvente supercritico, 2016. Dissertagcédo

(Mestrado) - Escola Politécnica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

RESUMO

O desenvolvimento de novas técnicas de preparacao de formulacdes terapéuticas €
de grande interesse da industria farmacéutica, entre as quais se destaca a
micronizacdo com fluido supercritico, que permite a obtencdo de micro e
nanoparticulas, isentas de solventes residuais, além da possibilidade de alteracdo da
sua morfologia, e o processamento a temperaturas amenas evitando problemas de
degradacdo térmica. Essas vantagens tornam a micronizacdo supercritica atrativa
em comparacdo as técnicas tradicionais de micronizacdo de particulas. Entre as
diversas técnicas de micronizacdo de particulas usando fluidos supercriticos, uma
das mais promissoras é a técnica de precipitacdo usando antissolvente supercritico
(SAS). Na presente dissertacdo, estudou-se o processo de micronizacdo SAS da
levotiroxina soédica, hormonio sintético aplicado no tratamento de pacientes com
hipotireoidismo, e de 3 chalconas (transchalcona, chalcona CHs e NAT 22),
empregadas no tratamento da leishmaniose, usando-se dioxido de carbono como
antissolvente supercritico. As quatro drogas apresentam problemas de baixa
biodisponibilidade, que pode ser melhorada alterando-se a sua morfologia e a
distribuicdo de tamanho das particulas, resultando no aumento da eficacia
terapéutica das suas formulacdes. As corridas experimentais de micronizagéo
supercritica dessas drogas, em escala de bancada, foram precedidas de estudos de
equilibrio de fases a alta pressdo, para delimitar no diagrama de fases dos
respectivos sistemas ternarios droga+solvente organico+CO:2 supercritico a regido
em que se forma uma Unica fase, acima do ponto critico da mistura, e identificar a
faixa de temperatura e pressdo mais apropriada a operacdo da micronizagdo SAS. A
caracterizacdo do material micronizado foi feita por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), para identificar a morfologia e a ordem de grandeza dos tamanhos
das particulas, e a técnica de difracdo laser (dynamic light scattering - DLS) foi
empregada para determinar a distribuicdo de tamanhos das particulas. Os
resultados para a levotiroxina sddica revelaram a alteracdo da morfologia do material
original e uma distribuicdo de tamanhos de particulas tanto na faixa micrométrica
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guanto na faixa nanométrica. Para as trés chalconas, os resultados da micronizacao
indicaram uma limitacdo da técnica SAS, incapaz de evitar o problema da
ressolubilizacdo da droga durante a despressurizagdo do sistema, 0 que pode ser

explicado também pela afinidade quimica solvente-antissolvente supercritico-droga.

Palavras-Chave: Micronizagdo, precipitacdo SAS, didéxido de carbono supercritico,
levotiroxina sédica, chalconas.
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DA SILVA, Leila Lyra P. Micronization of sodium levothyroxine particles and
chalcones using CO2 as supercritical antisolvent, 2016. Dissertacdo (Mestrado)

— Escola Politécnica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

ABSTRACT

The development of new preparation techniques of therapeutic formulations is of
great interest to the pharmaceutical industry, among which stands out the
supercritical fluid micronization. This technique allows obtaining micro- and
nanoparticles free from residual solvents, besides the possibility to change its
morphology and processing at mild temperatures to avoid thermal degradation.
These advantages make the supercritical fluid micronization more attractive than
traditional techniques for particle micronization. . Among the various techniques for
particle micronization using supercritical fluids, one of the most promising technique
is the supercritical antisolvent precipitation (SAS). In this dissertation, we studied the
SAS micronization of sodium levothyroxine, the synthetic hormone used in the
treatment of patients with hypothyroidism, and 3 chalcones (transchalcone, chalcone
CH8 and NAT 22), used in the treatment of leishmaniasis, employing supercritical
carbon dioxide as antisolvent. These four drugs exhibit low bioavailability that can be
improved by changing its morphology and particle size distribution, resulting in
increased therapeutic efficacy of their formulations. The experimental runs of the
supercritical fluid micronization of these drugs, in a bench scale, were preceded by
high pressure phase equilibrium studies to determine the region in the phase diagram
of the ternary system drug + organic solvent + supercritical CO2 where only a single
phase exists, above the mixture critical point, and identify the more appropriate
pressure and temperature range for SAS operation. The characterization of the
micronized material was made by scanning electron microscopy (SEM) to identify the
morphology and magnitude of the particle size, and by dynamic light scattering (DLS)
to determine the particle size distribution. The results for levothyroxine sodium
revealed the change in morphology of the original material and a particle size

distribution both in the micro and nanometer range. For the three chalcones, the
10
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micronization results indicated a limitation of the SAS technique, unable to avoid the
problem of redissolution of the drug during depressurization of the system, which can
also be explained by the chemical affinity between the solvent, the supercritical

antisolvent and the drug.

Keywords: Micronization, SAS technology, supercritical carbon dioxide, sodium

levothyroxine, chalcones.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO
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A producdo de micro e nanoparticulas com distribuicdo de tamanho
controlada é um dos desafios mais relevantes da industria farmacéutica,
sobretudo para a formulacdo de drogas de liberacdo controlada. Farmacos
constituidos de nanoparticulas sdo capazes de levar as substancias até as
regibes mais remotas do corpo humano. Existem varios processos de
micronizacdo, baseados em diferentes fundamentos. A técnica mais comum é
a tradicional trituracdo de particulas maiores, através de forgas fisicas de
friccdo e atrito, impacto, corte, ou da pressdo. As técnicas desenvolvidas mais
recentemente no dominio da micronizacdo envolvem o uso de liquidos
convencionais, gases densos, liquidos em condi¢6es proximas do ponto critico,
ou fluidos supercriticos, que funcionam como solvente ou anti-solvente, ou
meios criogénicos que permitem o congelamento ultra rapido (ESFANDIARI,
2015; MCHUGH e KRUKONIS, 1994; SHARIATI e PETERS, 2003). Estas
técnicas envolvem a separacdo de fases entre o solvente e a droga, por
evaporacao, expansao rapida, mudanca na composicdo do solvente, ou
solidificacdo (PASQUALI, BETTINI e GIORDANO, 2008).

Nesse contexto, a tecnologia do fluido supercritico é uma grande
promessa, pois apresenta algumas vantagens e solucbes para problemas
encontrados com a utilizagdo de técnicas convencionais, tais como a facilidade
de controlar a morfologia, o tamanho e a distribuicdo dos tamanhos das
particulas, a relativa facilidade de aumento da escala de producédo, e o
atendimento aos requisitos de tecnologia limpa e sustentavel, cada vez mais
desejada nos processos industriais, em especial na indastria farmacéutica.
Entre as técnicas mais relevantes de formacdo de nanoparticulas usando
fluidos supercriticos destacam-se RESS, PGSS, GAS, SAS, DELOS, ARISE,
SEDS e SAA, que séo discutidas em detalhes no capitulo 2 dessa dissertacao.

Entre os processos estudados para a producdo de nanoparticulas usando
fluidos supercriticos, destaca-se a micronizagdo com antissolvente supercritico
(SAS), sobretudo por ser um processo operado em modo semi-continuo,

enquanto os demais sdo operados em batelada (REVERCHON et al., 2000).
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Além disso, a micronizacdo SAS é util para processar drogas pouco solaveis
em dioxido de carbono supercritico.

Na técnica de micronizacdo SAS, a precipitacdo ocorre de acordo com a
selecdo adequada das substancias e das condicbes operacionais, de forma
que o solvente e o antissolvente sejam parcial ou totalmente misciveis e o

soluto tenha baixa solubilidade no anti-solvente (FOSTER et al., 2003).

Entretanto, a micronizacdo SAS € um processo complexo que envolve a
interagdo de varios mecanismos de transferéncia de massa, hidrodindmica,
equilibrio de fases, nucleacdo e/ou crescimento dos cristais. Dependendo das
condicBes operacionais, tira-se vantagem da capacidade do diéxido de carbono
supercritico para dissolver e expandir solventes organicos. Quando a expansao
é suficientemente acentuada, o poder de solvatacdo do solvente torna-se tao
pequeno que provoca a sobresaturacdo da solucdo, permitindo a precipitacao
do soluto em pequenas particulas (REVERCHON et al., 2003).

As condi¢cbes operacionais do processo de micronizacdo SAS devem ser
selecionadas com base na andlise do diagrama de fases a alta pressédo do
sistema de interesse. Na caréncia de diagramas ternarios para o sistema
soluto, solvente e antissolvente, o comportamento do sistema pode ser predito,
embora ndo sem algumas reservas, a partir do diagrama binario da mistura
solvente/antissolvente. Este diagrama permite saber qual o ponto critico da
mistura binaria, bem como as fragcdes molares dos dois componentes em cada
uma das fases em equilibrio (ANTUNES e PALAVRA, 2007).

Nessa dissertacdo, estudou-se o processo de micronizagdo SAS usando
diéxido de carbono como antisolvente supercritico, em escala de bancada, na
tentativa de produzir micro e nanoparticulas de drogas para melhorar sua
biodisponibilidade. Foram escolhidos 2 casos para estudo: a micronizagao da
levotiroxina sodica, dando continuidade a estudos iniciados anteriormente no
Laboratério de Nanotecnologia Supercritica (LNS), Escola Politécnica, UFBA, e

a micronizagdo de chalconas, no a&mbito de um projeto de cooperag¢éo do LNS
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com o Laboratério de Imunofarmacologia, do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, da UFRJ.

A levotiroxina sodica tem sido utilizada com sucesso no tratamento do
hipotireoidismo (reducdo da atividade da glandula tiredide), via administracdo
oral (em comprimido), impondo restricbes de uso que alteram hébitos diarios
dos pacientes em tratamento (BOELAERT et al., 2005; CHEMBURKAR et al.,
2010; PATEL et al.,, 2003). Para contornar essas restricbes, é necessario
aumentar sua biodisponibilidade, seu tempo de absor¢céo e seu potencial de
acdo de organismo, o que pode ser conseguido através da reducdo do

tamanho e alteracdo da morfologia das particulas usando CO:2 supercritico.

As chalconas, por sua vez, sdo drogas que vém sendo testadas para o
tratamento da leishmaniose, doenca negligenciada que por décadas se
apresenta e se fortalece em muitos paises, principalmente naqueles onde
persiste grande desigualdade social e/ou pobreza. Os diversos tipos de
leishmaniose sdo causados por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, que parasitam células do sistema
fagocitario mononuclear de humanos e outros mamiferos, principalmente
macrofagos (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005). Afetam milhdes de seres
humanos e muitas vezes levam a morte. A constante baixa eficacia no
tratamento justifica a necessidade de novas terapias, que dependem de novas

formulacdes das drogas.

As chalconas representam uma classe privilegiada de compostos
biologicamente ativos importantes, mas que possuem pouca solubilidade em
agua e baixa biodisponibilidade ap6s a administracdo em muitas formulacdes
(NUNES et al., 2009). Nesse sentido, a possibilidade de redugéo do tamanho e
alteracdo da morfologia das particulas de chalconas usando CO: supercritico
representa uma alternativa aos processos convencionais, visando o aumento

da biodisponibilidade dessas drogas.
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Este trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade técnica do processo
de micronizagdo SAS de particulas de levotiroxina sddica e chalconas, usando
CO2 como antissolvente supercritico, em escala de bancada, visando a

obtencéo de micro e nanoparticulas com morfologia modificada.

Essa dissertacdo esta organizada em 5 capitulos, incluindo este. No
capitulo 2 é apresentada a fundamentacéo tedrica e a revisao da literatura. No
capitulo 3 faz-se a descricdo dos materiais e métodos experimentais utilizados
no desenvolvimento do trabalho. Os resultados e a sua discussdo sé&o
apresentados no capitulo 4. Por fim, apresentam-se as conclusdes e sugestdes
para trabalhos futuros no capitulo 5.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA E
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 Micronizacao com fluido supercritico

Um fluido supercritico é um estado que qualquer substancia pode assumir
acima da sua temperatura critica e pressao critica, conforme ilustra a Figura
2.1. Nesse estado, o fluido possui propriedades intermediarias as dos gases e
liquidos, tais como densidade, difusividade e viscosidade, entre outras, que
facilitam o processamento de materiais (BRENNECKE e ECKERT, 1989). Além
disso, o uso de fluidos supercriticos como solventes, dado o seu elevado poder
de solubilizacdo, € uma alternativa ao uso de solventes organicos
cancerigenos, que deixam residuos nos produtos e demandam tratamento
posterior dos mesmos para a sua eliminacado adequada. Dessa forma, uma das
vantagens do uso de fluidos supercriticos € a obtencédo de produtos livres de
residuos de solventes organicos e a facil recuperagcédo do solvente supercritico
pela simples variacdo de presséao e/ou temperatura (POLING e PRAUSNITZ,
2001).
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Figura 2.1. Diagrama de fases pressao-temperatura para o didxido de
carbono. Ponto triplo (TP) e Ponto critico (CP). Fonte: (TORALLES, 2016)
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O dioxido de carbono (CO2) € o solvente mais utilizado como fluido
supercritico, por ser barato, ndo explosivo nem inflamavel, ser atoxico e
estavel, aléem de possuir valores de temperatura critica (31,1°C) e presséo
critica (73,8 bar) bastante convenientes. E também amplamente aceito pela
industria farmacéutica e de alimentos, além de n&do haver qualquer legislacédo
ambiental contraria ao seu uso, ja que ndo causa nenhum impacto danoso ao

meio-ambiente.

Diversos trabalhos relatam as tentativas de producdo de micro e
nanoparticulas de farmacos e outros materiais usando CO2 supercritico como
solvente, antissolvente ou mesmo soluto (ESFANDIARI, 2015; FOSTER et al.,
2003; TABERNERO, MARTIN DEL VALLE e GALAN, 2012; THOTE e GUPTA,
2005). O uso do CO:2 supercritico para a producdo de micro e nanoparticulas
apresenta algumas vantagens e solugdes para problemas encontrados com a
utilizacdo de técnicas convencionais, tais como a facilidade de controlar a
morfologia, o tamanho e a distribuicdo dos tamanhos das particulas, a relativa
facilidade de aumento da escala de producgéo, e o atendimento aos requisitos
de tecnologia limpa, cada vez mais desejada nos processos industriais, em
especial na industria farmacéutica. Além disso, a formacdo de particulas em
escala nanométrica é a base para o desenvolvimento dos processos de
formulacdo de sistemas de liberacdo controlada de drogas, que podem usar
nanoparticulas sélidas, suspensdes de nanoparticulas, nanoesferas ou
nanocapsulas como carreadores, ou excipientes impregnados com drogas
(COCERO et al., 2009; PEIXOTO, 2014; SANTO, 2015).

Diversas técnicas que exploram propriedades dos fluidos supercriticos vém
sendo propostas para a formacdo de nanoparticulas, entre as quais se
destacam: RESS — R4pida Expansdo de uma Solugdo Supercritica, PGSS -
Precipitacdo a partir de Solugbes Saturadas em Gas, GAS — Gas Anti-solvente
Supercritico, SAS - Precipitacdo por Anti-solvente Supercritico, DELOS -
Despressurizagcdo de Solucdo Organica Liquida Expandida, ARISE -
Atomizacdo Rapida via Injecdo para Extracdo de Solvente, SEDS — Dispersdo

de Solucéo Intensificada por Fluido Supercritico, SAA — Atomizagdo Assistida
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por Fluido Supercritico, SAILA - Inje¢do supercritica assistida num anti-solvente
liguido (FOSTER et al., 2003; KAYRAK et al., 2003; SIH, 2008; VENTOSA et
al., 2003; CAMPARDELLI e REVERCHON, 2016).

A seguir é feita uma breve descricdo dessas técnicas, que podem ser
classificadas em 3 grupos conforme o papel que o fluido supercritico
desempenha: como solvente supercritico (RESS), como soluto supercritico
(PGSS) e como antissolvente supercritico (GAS, SAS, DELOS, ARISE, SEDS,
SAA e SAILA). Em todas é dado foco as propriedades especiais do diéxido de

carbono na condicao de fluido supercritico.

2.1.1 Rapida expanséo rapida de uma solucéo supercritica (RESS)

O processo de micronizacdo RESS baseia-se na precipitacdo de particulas
através da rapida expansdo da solugcdo em cujo solvente supercritico se
encontram dissolvidas. Nesta técnica, o soluto € dissolvido diretamente no
fluido supercritico, geralmente dioxido de carbono, sendo a solugdo depois
atomizada através de um restritor para uma camara de coleta, que esta em
condicBes atmosféricas (vide Figura 2.2). Esta expansao faz com que o diéxido
de carbono evapore rapidamente e provoque uma reducdo brusca na
densidade. Logo, cai abruptamente o seu poder de solubilizacéo, ja que existe
uma relacdo diretamente proporcional entre a densidade do fluido supercritico
e sua solubilidade, incitando um elevado grau de sobresaturacédo na solucéo e
promovendo a rapida nucleacdo das particulas de soluto, o que produz o po6
micronizado. Esta técnica tem sido aplicada na producédo de pés de produtos
ceramicos, polimeros e diversas drogas (JUNG e PERRUT, 2001).
Dependendo das caracteristicas da droga a ser micronizada, varias
modificagcdes podem ser feitas no processo RESS, tais como a expanséo da
solugcdo em um vaso contendo uma solucéo aquosa (processo RESOLV) para
prevenir aglomeracdo das particulas, a adicdo de um n&o-solvente para
aumentar a solubilidade da droga, o uso de restritores pulsantes para prevenir
entupimento, a despressurizacao parcial controlada para reduzir os custos com

reciclo e recompressao do gas denso, entre outras. Particulas menores tendem
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a ser formadas usando RESOLV, uma vez que a expansdo em meio liquido
tende a inibir fendmenos de coalescéncia e, consequentemente, a producao de
particulas com menores diametros (BRAGA e SOUSA, 2015; SANE, 2009).

A caracteristica mais marcante da formacao de particulas usando RESS ¢é a
possibilidade de obtencdo de sdlidos com morfologia Unica e estreita
distribuicdo de tamanhos para serem utilizados numa vasta gama de materiais.
O entendimento dos fenbmenos envolvidos na formacao de particulas usando
RESS bem como a sua viabilidade técnica e econbmica ainda estdo em fase
de desenvolvimento (KAYRAK, AKMAN e HORTACSU, 2003).
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Figura 2.2. Representacdo esquematica do sistema de formacéo de particulas
pela técnica RESS (FOSTER et al., 2003)

2.1.2 Precipitacao a partir de solucdes saturadas em gas (PGSS)

O processo PGSS foi descrito pela primeira vez por WEIDNER (2009), como
uma técnica de formacdo de particulas com base nas interacdes entre o
didxido de carbono supercritico com polimeros de baixo ponto de fusdo. Muitos
destes componentes podem dissolver grandes quantidades de dioxido de
carbono, mesmo sob pressdo moderada. Em geral, a dissolucdo de didxido de

carbono nestes compostos provoca uma reducdo da sua fusdo e das

27



Da Silva, L. L. P.- PEI/ UFBA,2016

temperaturas de transicdo vitrea, e pode também causar uma forte reducao
das suas viscosidades. O processo PGSS pode ser usado em uma vasta gama
de alimentos e de produtos farmacéuticos e tem sido particularmente bem
sucedido na formacdo de microcompadsitos ou microcapsulas destes compostos
com polimeros (TOMASCO, et al., 2003; VARONA et al.,, 2010; WEIDNER,
2009).

A técnica e os fundamentos do processo PGSS sdo muito similares aos
usados na RESS. Embora sejam poucos 0s compostos organicos solluveis em
diéxido de carbono, existe um numero consideravel de polimeros ou lipideos
que podem ser embebidos em dioxido de carbono supercritico e, portanto,
processados por PGSS. O processo consiste na dissolucdo de dioxido de
carbono em substancias fundidas ou suspensas em liquidos, conduzindo a
formac&o de uma solucéo ou suspenséo saturada em gas (SAO PEDRO et al.,
2016; VARONA et al., 2010). O diéxido de carbono supercritico € disperso para
dentro de um composto fundido, para criar uma suspensao gas-liquido, cujo
ponto de fusé@o e a viscosidade diminuem com a concentracdo do fluido. Esta
suspensao € atomizada, através de um restritor, para dentro de uma camara de
coleta, que se encontra em condicfes atmosféricas, conforme mostra a Figura
2.3. Ao expandir, o dioxido de carbono se resfria e promove também o
resfriamento e a solidificacdo do material fundido, formando-se microparticulas
porosas, através de um mecanismo de sobresaturacdo semelhante ao ja
descrito para a RESS. A PGSS requer, geralmente, pressdes menores e
menos consumo de gas do que a RESS. As caracteristicas das particulas
podem ser controladas manipulando-se as condi¢cdes de operacao, tais como
concentracdo inicial do soluto, temperatura e pressdo da pré-expansao,
temperatura e pressdo da expansdo, e geometria do restritor (LACK et al.,
2000; SAMPAIO DE SOUSA et al., 2009).

AplicacOes recentes dessa técnica relatam a preparacéo particulas lipidicas

sélidas carregadas de curcumina (SAO PEDRO et al., 2016) e a producéo de
micro e nanoparticulas de farmacos (ESFANDIARI, 2015).
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Figura 2.3. Representacédo esquematica do sistema de formacao de
particulas pela técnica PGSS (SOUZA e BRAGA, 2015)

2.1.3 Gas Antissolvente Supercritico (GAS)

O processo GAS € uma técnica de precipitacdo em batelada que faz uso do
fluido supercritico como antissolvente. Os processos de micronizacdo de
particulas baseados em antissolventes dependem de trés requisitos: (a) a
capacidade do solvente organico para dissolver grandes quantidades do soluto;
(b) a pouca afinidade entre o soluto e o fluido supercritico; (c) e a miscibilidade
mutua entre o solvente organico e o fluido supercritico (ESFANDIARI, 2015;
JESSOP et al.,, 2002). Muitas vezes o processo GAS faz uso de fluido nas
proximidades, mas abaixo, do ponto critico, sendo denominado nesses casos
de gas denso. A Figura 2.4 ilustra um esquema tipico do processo GAS.
Inicialmente, prepara-se uma solucdo do soluto em solvente organico, que €
previamente colocada numa camera de precipitacdo. O gas é comprimido até a
pressdo desejada na camera de precipitacdo e, durante a sua dissolucdo na
solucéo orgéanica, ocorre a expansédo volumétrica da mesma, reduzindo o poder
de dissolucdo do solvente. Como consequéncia, a mistura fica supersaturada e
0 soluto precipita em micro ou nanoparticulas. Apds a completa precipitacdo do
soluto, o solvente organico é purgado do sistema e o gas denso € usado para

remover o residuo de solvente das particulas precipitadas.
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Figura 2.4. Representacdo esquematica do sistema de formacao de
particulas pela técnica GAS (JUNG e PERRUT, 2001)

A técnica GAS difere significativamente do processo RESS por haver a
necessidade de um sistema ternario solvente organico + soluto sélido +
antissolvente supercritico, enquanto a RESS requer apenas um sistema binario

soluto solido + solvente supercritico (PRIAMO, 2009).

Os fundamentos termodindmicos da técnica GAS sdo bem conhecidos e
discutidos na literatura (DE LA FUENTE, SHARIATI e PETERS, 2004), por ter
sido a primeira técnica de micronizagdo com antissolvente supercritico
desenvolvida. Por essa razdo, a técnica GAS é sempre uma referéncia para
comparacdo com as demais técnicas de micronizacdo com antissolvente
supercritico que vém sendo desenvolvidas. Por exemplo, VIEIRA DE MELO et
al. (2014) utilizaram esta técnica para micronizagdo da levotiroxina sédica

usando etanol e CO:2 supercritico, comparando-a com a técnica ARISE.
2.1.4 Precipitacdo com antissolvente supercritico (SAS)
Os antissolventes sdo amplamente conhecidos e aplicados na industria.

Sao baseados no uso de dois solventes, completamente misciveis entre si,

sendo o soluto a precipitar solavel em apenas um deles. A adicdo de um
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antissolvente conduz a supersaturacdo do soluto e, consequentemente, a sua
precipitacdo. O wuso de fluidos supercriticos ou gases densos como
antissolvente aparece como alternativa a processos de antissolvente liquidos,
devido a sua vantagem potencial de remover completamente o antissolvente
pela reducdo de pressao da fase gasosa, j& que o0 uso de solventes liquidos
tem a grande desvantagem do complexo pds-processamento, necessario para
a completa eliminacédo dos residuos de solvente. Devido as caracteristicas de
transporte dos fluidos supercriticos e a possibilidade da sua recuperacéo (e do
solvente organico) sem processamento posterior, este tipo de fluido tem sido
proposto, nas Ultimas décadas, como alternativa aos antissolventes liquidos. A
micronizacao baseada neste conceito foi apresentada, pela primeira vez, numa
proposta de patente, em 1988 (JUNG e PERRUT, 2001; REVERCHON, 1999).

SAS € um processo semi-continuo que se baseia na capacidade do fluido
supercritico ou gas denso para remover solventes organicos e promover a
precipitacdo de micro e nanoparticulas. Essa técnica € também conhecida
como ASES - Sistema Aerosol para Extracdo de Solvente ou PCA -
Precipitagdo usando Antissolvente Comprimido. Do ponto de Vvista
termodindmico, o processo de micronizacdo SAS tem de obedecer as
seguintes especificacdes:

a) O soluto deve ser soluvel no solvente organico a temperatura de
trabalho;

b) O soluto deve ser muito pouco soluvel (ou insolivel) no fluido
supercritico (antissolvente);

c) O solvente e o fluido supercritico devem ser misciveis.

Na técnica de micronizacdo SAS, a precipitacdo ocorre de acordo com a
selecdo adequada das substancias e das condi¢cdes operacionais, de forma
gue o solvente e o0 antissolvente sejam parcial ou totalmente misciveis e o
soluto tenha baixa solubilidade no antissolvente. A micronizagdo SAS é um
processo complexo que envolve a interagdo de varios mecanismos de
transferéncia de massa, hidrodindmica, equilibrio de fases, nucleacdo e/ou

crescimento dos cristais. Quando as condicbes operacionais se encontram
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abaixo do ponto critico da mistura, tira-se vantagem da capacidade do diéxido
de carbono supercritico para dissolver e expandir solventes organicos. Quando
a expansao é suficientemente acentuada, o poder de solvatacdo do solvente
torna-se tdo pequeno que provoca a sobresaturacdo da solucéo, permitindo a

precipitacdo do soluto em pequenas particulas (WANG et al., 2012).

No processo de mistura, o solvente organico difunde-se rapidamente no
diéxido de carbono supercritico e este no solvente, formando uma Unica fase.
Nesse caso, ambas as taxas de solubilidade sdo maiores quando comparadas
com antissolventes liquidos convencionais. Assim, as elevadas taxas de
transferéncia de massa resultam numa nucleacdo muito mais répida e
uniforme, permitindo atingir tamanhos de particula muito menores e

distribuicdes de tamanho mais estreitas.

As condicbes operacionais do processo de micronizacdo SAS devem ser
selecionadas com base na analise do diagrama de fases do sistema ternario
constituido pelo soluto, solvente e antissolvente supercritico. Na caréncia de
diagramas ternarios, uma alternativa é utilizar o diagrama de fases do sistema
binario solvente-antissolvente supercritico para poder diminuir o risco de uma
precipitacdo fora do estado desejado. Entretanto, ndo se € garantido que isso
ocorra, pois, tal comportamento, pode mudar muito dependendo da natureza
quimica do soluto. Com, muita cautela, pode- se usar a vantagem da
identificacdo do ponto critico binario, para que se possa conduzir 0 processo
SAS acima desse ponto (quando ha uma unica fase) evitando-se a operacéo

abaixo desse ponto (quando podem surgir 2 fases).

A Figura 2.5 ilustra o esquema tipico do processo SAS. O fluido é
bombeado, a vaz&o constante, para 0 vaso de precipitacdo até que a pressao
desejada seja atingida. Quando as condi¢cbes de estado estacionario séo
atingidas (pressédo, temperatura e vazdo do antissolvente supercritico
constantes), uma solucéo orgéanica contendo o farmaco dissolvido é injetada no
vaso de precipitacdo usando-se um restritor. Ocorre a expansao volumétrica do

solvente orgénico pela acdo do antissolvente supercritico, induzindo a
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precipitacdo do soluto na forma de nanoparticulas. A mistura formada pelo
antissolvente supercritico e solvente organico ao sair do vaso de precipitacdo é
despressurizada, ocorrendo a separacdo de ambos. Em geral, obtém-se
nanoparticulas mais uniformes e com estreita distribuicAo de tamanhos,
comparando-se com 0 processo GAS, porque SAS permite a operagdo a
razes mais elevadas entre o antissolvente e o solvente organico, e € um
processo mais rapido do que GAS, inibindo o crescimento das particulas.
Atencédo especial deve ser dada a condicdo de pressao utilizada, que deve
estar acima do ponto critico da mistura solvente-antissolvente supercritico,
garantindo que ambos formem uma Unica fase. Além disso, 0o processo SAS

requer a concepcdo nao-trivial do restritor, o que no processo GAS ndo €&

necessario.
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Figura 2.5. Representacédo esquematica do sistema de formacao de
particulas pela técnica SAS (JUNG e PERRUT, 2001)

A técnica SAS em geral consegue produzir particulas micrométricas e
nanomeétricas com um melhor controle do tamanho de particula quando
comparada com os métodos convencionais (REVERCHON e ADAMI, 2006;
REVERCHON, 1999). Na literatura ha inUmeros estudos sobre varios materiais
micronizados pela técnica SAS, usando diferentes equipamentos e condi¢cdes
do processo, como, por exemplo, os produtos farmacéuticos, supercondutores,
precursores de catalisadores, pigmentos e polimeros (REVERCHON, 1999;
SHARIATI e PETERS, 2003).
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2.1.5 Dispersdo de Solucdo Intensificada por Fluido Supercritico
(SEDS)

O processo SEDS foi concebido para aumentar a taxa de formacao de
particulas usando vazdes de solvente organico e antissolvente supercritico,
altamente turbulentas, de modo a intensificar o processo de mistura e
disperséo, evitando que o processo de difusdo molecular limite 0 andamento do
processo de formacédo das particulas. Para intensificar o processo de mistura é
usado um restritor coaxial, que permite melhor contato entre solvente e
antissolvente supercritico do que no processo SAS, e pequenas gotas sao
formadas em funcéo da velocidade do fluido. A taxa de transferéncia de massa
elevada conduz a uma taxa de nucleacdo rapida e a formacdo de
nanoparticulas muito pequenas e com pouca agregacao (JUNG e PERRUT,
2001; PAZ, 2014). A Figura 2.6 ilustra o processo SEDS. Modificagbes foram
propostas posteriormente, incluindo o uso de restritores triaxiais. Esse
processo vem sendo utilizado com sucesso para a micronizacdo de farmacos
em escala de bancada, mas o aumento de escala dos restritores € um desafio

para poder se chegar a escala piloto.

Bomb:
omba Aquecedor

T I_ B 4@
= .
P } T
Solugdo [ ]
| coz

T
Soluclo == Mistura é <H: .
| =~ co2

Vaso

Valvula BPR |

Restritor

Coaxial Linha de Vent

Vaso de Recuperacdo Medidor de Fluxo

de solvente

Figura 2.6. Representacdo esquematica do sistema de formacédo de particulas
pela técnica SEDS. (TABERNERO, MARTIN DEL VALLE e GALAN, 2012)
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A utilizacdo de restritores diferentes na entrada do vaso de precipitagéo
produz formas diferenciadas de aspersdo produzindo alta turbuléncia, que
podem modificar a morfologia da particula por proporcionar tamanhos variados
de goticulas. Além disso, a geometria dos restritores afeta o tempo da difuséo
das goticulas formadas em funcéo do desenvolvimento da aspersao dentro da

célula de precipitacao.

2.1.6 Atomizacdo via Injecdo Rapida para Extracdo de Solvente
(ARISE)

O processo ARISE aproveita tanto a capacidade do antissolvente
supercritico como a injecdo rapida de solucbes organicas para promover a
precipitacdo de particulas de farmacos. Em linhas gerais, 0 processo consiste
em pressurizar a solugdo orgéanica usando nitrogénio, numa camera de alta
pressdo, seguida de rapida despressurizacdo por injecdo dessa solucdo no
vaso de precipitacdo contendo o0 antissolvente supercritico, a uma pressao
inferior a do N2, usando um pequeno tubo de 1/8” de didmetro interno, mantida
constante a temperatura. ApGs a precipitacdo do farmaco, usa-se o CO:2
supercritico para remover o0 solvente organico do vaso e do farmaco
precipitado. A Figura 2.7 ilustra o processo ARISE, que € particularmente util
para a producdo de particulas para sistemas de administracdo pulmonar. Entre
as vantagens dessa técnica destacam-se: a capacidade de processamento de
guantidades relativamente maiores, comparadas as que fornecem as outras
técnicas de antissolvente supercritico; a relativa facilidade para o aumento de
escala, pois ndo faz uso de restritor; a flexibilidade para controlar o tamanho de
particulas, geralmente numa faixa estreita; e o baixo nivel de solvente residual
no produto final (KURNIAWANSYAH et al., 2015; SIH, 2008).
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Linha de Vent

Figura 2.7. Representacdo esquematica do processo ARISE (SIH, 2008).
V1,2,3.4,5,6, valvulas; NV, valvula agulha; 1, cilindro de N2; 2, cilindro de COz2; 3,
Bombas; 4, serpentina; 5, camara de pressao; 6, solucao; 7, Vaso de
precipitacéo; 8, restritor; 9, filtro; 10, vaso de recuperacgéo de solvente; 11,

termotasto.

No processo ARISE, utiliza-se o CO2 como antissolvente em pressdes mais
elevadas que o processo GAS, superando a necessidade de dispositivos de
pulverizacdo e os seus inconvenientes (VIEIRA DE MELO et al., 2014). Esta
caracteristica elimina as limitacbes de aumento de escala relacionadas a
utilizacao de restritores de atomizacdo. A transferéncia de massa rapida que
ocorre durante o processo pode induzir a precipitagdo instantanea num
ambiente substancialmente homogéneo favorecendo assim a formacdo de
particulas com morfologia controlada. ARISE tem sido aplicado com sucesso
para a micronizacdo de varios compostos farmacéuticos ativos e excipientes
(KURNIAWANSYAH et al., 2015).

2.1.7 Despressurizacdo de Solucdo Orgéanica Liguida Expandida
(DELOS)

No processo DELOS, o fluido supercritico (ou gas denso) tem o papel de

cossolvente e é completamente miscivel com a solugéo organica que contém o
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farmaco dissolvido. O papel do fluido supercritico é produzir um
subresfriamento da solucdo através da sua vaporiza¢do, quando a solugéo é
expandida, o que provoca a precipitacdo das particulas solidas. A Figura 2.8
ilustra 0 processo, que se inicia com a dissolucdo do farmaco no solvente
organico, formando a solucdo que é alimentada no vaso de alta presséo
(VENTOSA et al., 2003). Em seguida, o cossolvente é bombeado para esse
vaso até a pressdo e temperatura desejadas, resultando na expanséo
volumétrica da solucdo. Até esse ponto, é fundamental que a concentracao de
soluto esteja abaixo do limite da saturacdo, do contrrio o processo GAS tera
inicio. Em seguida, o sistema é despressurizado em uma camera a pressao
atmosférica através de wuma valvula de néo-retorno. Durante a
despressurizacdo, a pressao da solugdo no vaso de alta pressdo € mantida
constante pela continua adicdo de nitrogénio pelo topo do vaso. A
despressurizacao repentina da solucao expandida provoca uma reducdo rapida
e significativa da temperatura da solucdo, levando ao aumento do grau de
supersaturacdo da solucdo. Como consequéncia, a nucleacdo rapida é
induzida levando a formacéo de particulas cristalinas e com estreita faixa de
distribuicdo dos tamanhos (BEH, 2013; GIMENO et al., 2006).
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Figura 2.8. Representacédo esquematica da técnica DELOS (VENTOSA et al.,
2003). S1,S2, serpentinas; V1,2,3.456,7.8, valvulas; F1, F2 vasos de alta pressao;
RC1, camara de alta pressdo; RC2, camara de presséo atmosferica; Pw,

mandémetro; Tw, TF, termostatos.

2.1.8 Atomizacéo Assistida por Fluido Supercritico (SAA)

O processo SAA consiste em misturar uma corrente aquosa contendo o
farmaco e o fluido supercritico (ou gas denso) para auxiliar na atomizacao da
solucéo. O fluido supercritico é inicialmente dissolvido na solucéo liquida antes
de chegar ao estagio da aerosolizacao (WANG et al., 2012). A Figura 2.9 ilustra
o procedimento experimental do processo SAA. Uma torre recheada €
normalmente usada para aumentar a superficie de contato e permitir um tempo
de residéncia suficiente para que o fluido supercritico sature a solu¢éo liquida.
Em seguida, a solucado liquida contendo o fluido supercritico passa por um
sistema de dispersao do tipo spray bastante fino e é injetada numa camera de
precipitacdo, por onde passa nitrogénio aquecido, que ajuda a evaporar 0
solvente liquido. A morfologia e o tamanho das particulas obtidas dependem
fortemente da temperatura de precipitacdo, do solvente utilizado e da razéo
entre as quantidades de CO:2 e solucédo liquida (TAVARES CARDOSO et al.,
2008).

A 'Y
N Saturador .
= Camara de Precipitacao
CcO, A A e
Vaso de
SO|U<;§O LI'QUIda Recuperagéo

de solvente

Figura 2.9. Representagcdo esquematica da técnica SAA (DELLA PORTA, DE
VITTORI e REVERCHON, 2005).
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7

No processo de atomizacdo da mistura, que é realizada através de um
restritor, promove-se um determinado tempo de residéncia longo o suficiente
para possibilitar um contato eficiente de forma a obter a saturacdo completa da
solucéo liguida. Em um segundo momento da atomizacdo (a descompresséo),
através de uma abrupta despressurizacdo que ocorre do saturador para o
precipitador, as goticulas sdo fragmentadas e precipitadas, além de submetidas
a aguecimento para secagem, 0 que permite a precipitacdo de particulas com
tamanho limitado, determinado pelo didmetro de goticula, que esta diretamente
relacionado com o processo de atomizacao. Esse segundo processo sé € bem
sucedido quando ndo ocorre a coalescéncia das particulas formadas (FALLIS,
2013).

2.1.9. Injecdo supercritica assistida num anti-solvente liquido (SAILA)

O processo SAILA consiste na injecdo continua de CO2 em um sistema
para producdo de microparticulas utilizado para uma liberagdo controlada de
drogas. S&o duas linhas de alimentagdo, usadas para entregar
CO2 comprimido e solvente liquido para um saturador.

Este processo requer maior quantidade de soluto e geralmente € um
processo manuseado para microencapsulacdo. Segue- se o principio basico
do soluto ser solivel no solvente, mas ndo soluvel no anti-solvente e ao
mesmo tempo, o solvente e o anti-solvente devem ser misciveis. Nesta
técnica, o SC-CO 2 atua como um co-soluto e esta é baseada na injecao
continua de uma solucdo liquida que é preparada dissolvendo uma
quantidade conhecida de Soluto (polimero + farmaco) em solvente com
guantidades controladas de SC-CO 2 (pré-aquecido) e injetada, jA com uma
baixa tensdo superficial e viscosidade, numa cémara de alta pressao
contendo uma solugcdo antisolvente (geralmente agua). A mistura, entre 0s
dois fluidos, produz uma rapida supersaturacdo e consequente precipitacao
(CAMPARDELLI e REVERCHON, 2016). Obtém- se, assim, particulas
precipitadas compostas de varios diametros. O saturador garante um longo

periodo de residéncia que € necessario ao equilibrio entre o soluto, solvente e
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CO 2. Este processo possui também a vantagem da ndo degradacéo térmica
e a possibilidade de utilizar solventes ndo toéxicos. E uma tecnologia
alternativa que fornece um bom controle sobre a distribuicdo de tamanho de
particula com producdo de microparticulas e nanoparticulas de acordo com

as condic¢des do processo.

x R2

R1

RB

Figura 2.10. Esquema do processo SAILA (CAMPARDELLI e
REVERCHON, 2016). Ra, cilindro de COz2; R2, bureta (solvente+soluto); RB,
banho termostatico; M, mandémetro; P1, P2, bombas; S, saturador.

2.2 Levotiroxina Soédica

O hiper ou hipotireoidismo € quando ocorre o excesso ou a deficiéncia de
horménio na glandula tireéide. Logo, quando diagnosticado, apresenta
disfuncdo da prépria glandula tireéide (primaria), ou distarbios do eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide (secundaria) (DAVIES, 2001).

O aumento do nivel dos hormbnios tireoidianos, denominado
hipertireoidismo, ocorre mesmo quando a funcdo da glandula tiredide esta
normal. Provocando a liberagdo excessiva dos horménios devido a um
processo inflamatério da glandula tiredide, ingestdo excessiva do horménio

exdgeno e producédo deste por um foco ectopico (GILKISON, 1997). Ja as
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pessoas portadoras de hipotireoidismo ndo produzem hormonio suficiente,
causando varios sintomas e tornando mais lento seu metabolismo,
necessitando de reposicdo hormonal.

A administragdo da levotiroxina sodica, que é a forma sintética do
hormbénio da tiredide, tenta substituir o horménio natural, levando o
metabolismo aos niveis normais. A dose do hormdnio deve ser controlada e é
altamente influenciada pela sua taxa de absorcdo, que quando adequada deve

causar um conforto fisico ao paciente.

A levotiroxina sodica € o tratamento de escolha na rotina clinica de
pacientes com hipotireoidismo. A terapia com hormoénios tireoidianos tem sido
indicada também para problemas nao-tireoidianos, incluindo obesidade,
infertilidade, irregularidade menstrual, baixa estatura e fadiga cronica. Alguns
psiquiatras reportam o beneficio de adicionar estas medicacdes a terapia
antidepressiva (CAVALCANTI 2005 apud SINGER et al., 1995).

Algumas reacdes desagradaveis se apresentam na sua administracédo oral
nao somente devido a interacdes medicamentosas e alimentares, mas também
pela sua forma de absorcdo e seu tamanho, que interferem diretamente em
sua posologia (JAIN, 2008).

A levotiroxina em sua forma sddica € um po cristalino, pouco solivel em
agua e de dificil absor¢cdo no trato gastrointestinal, variando de 40 a 75%,
especialmente quando ingerida com alimentos ou por pacientes que
apresentem sindrome de mé absorcao. O farmaco é inodoro, insipido, amarelo
claro, higroscopico e amorfo, além de solivel em solugbes alcalinas
(CAVALCANTI, 2005; DOLLERY, 1999). Sua estrutura molecular é ilustrada
pela Figura 2.10 (Cis HiolaNNaO4H20), um sal de sédio cristalino sintético da L-
3,3',5,5'- tetraiodotironina,cuja solubilidade em agua € de 150ug/mL a 25°C
(BOULTON, FAWCETT e WOODS, 1996).
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A levotiroxina sédica, nas formas comerciais Levoid® (Aché Laboratérios
Farmacéuticos S.A.), Puran® (Sanofi-Synthelabo Ltda.), e Synthroid® (Abbott
Laboratérios do Brasil Ltda.) apresenta baixa biodisponibilidade. Além disso,
sabe- se que o seu mecanismo de acdo e a forma que o farmaco segue nas
etapas de administracdo, absorcao, biotransformacédo, biodisponibilidade e
excrecdo do organismo depende de varios fatores, entre os quais o tamanho e

a morfologia das particulas, dependentes do processo de obtencao.

A micronizacdo da levotiroxina sédica permite a formacdo de particulas
pequenas, com distribuicdo de tamanhos controlada, promovendo o aumento
da area superficial, favorecendo o processo de desintegracéo, e o consequente
aumento da dissolucdo e da taxa de absorcdo do farmaco pelo organismo.

Tudo isso facilita 0 melhor aproveitamento e aplicagédo do farmaco.

Além da reducdo do tamanho das particulas, o processo de micronizagcao
supercritica geralmente leva a obtencdo de distribuicbes de tamanho mais
estreitas, além de alterar a sua morfologia, que também afeta a
biodisponibilidade da droga (velocidade e quantidade que um principio ativo é

absorvido).
|
OH |
HO
0 |

| e xH0
HoN
0~ “OH

Levotiroxina Levotiroxina soédica

Figura 2.11. Estruturas moleculares da Levotiroxina (Chemburkar, et al., 2010).

2.3. Chalconas
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Drogas derivadas das chalconas tém sido pesquisadas para o
desenvolvimento de novas formulagbes farmacéuticas para o tratamento da
leishmaniose, mas em geral sdo pouco soluveis em agua e de baixa
biodisponibilidade, limitando a eficacia terapéutica do tratamento (CHEN et
al., 1994; ROSSI-BERGMANN et al.,, 1999; SAMPAIO DE SOUSA et al.,
2009). Além disso, apresentam reacdes adversas agudas que precisam ser
atenuadas. Para viabilizar a administracdo dessas drogas para o tratamento
de pacientes com leishmaniose, uma alternativa € utilizar a micronizacao
supercritica para a formacdo de nanoparticulas, de modo a melhorar a
morfologia, o tamanho e o controle da distribuicdo dos tamanhos das

particulas.

Nesse sentido, escolheram-se 3 tipos de chalconas (transchalcona,
chalcona CH8 e NAT-22) para estudos de micronizacdo SAS, visando a
determinacdo das condicbes Otimas de formacdo de nanoparticulas em
funcdo dos seguinte parametros de processo em escala de bancada:

pressao, temperatura, vazao de solvente e tempo de residéncia.

As chalconas consistem de uma cadeia aberta em que os dois anéis
aromaticos sdo ligados por um e trés atomos de carbono, formando uma
carbonila insaturada. Para um grupo de compostos estruturalmente simples,
chalconas tém exibido uma impressionante variedade de atividades
farmacoldgicas, incluindo antimalarica e leishmanicida, bem como
antimicrobiana, efeitos anti- inflamatérios e anti-virais (NUNES et al., 2009).
As Figuras 2.12, 2.13 e 2.14 ilustram as estruturas moleculares da

transchalcona, chalcona CH8 e NAT 22, respectivamente.

A transchalcona é uma cetona aromatica presente em muitos compostos

bioldgicos importantes (vide Fig. 2.12).
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‘ g ‘
Figura 2.12. Estrutura molecular da transchalcona (C1sH120) (SAMPAIO
DE SOUSA et al., 2009).
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Figura 2.13. Estrutura molecular da chalcona CHs (3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona) (ZANCHETTA, 2009)

Figura 2.14. Estrutura molecular da NAT 22 (C18H17NOs), adaptado de
BOECK et al., 2006.

Estas moléculas possuem uma potente atividade seletiva e sinteses
simples que indicam ser potenciais candidatas para o desenvolvimento de
novas drogas leishmanicidas. Entretanto, a atividade leishmanicida se
modifica com as substituicdes de elementos quimicos em seu anel e suas
posi¢cdes, assim 0s mesmos apontam para uma variagcao significativa em sua
acao biolégica (BOECK et al., 2006).
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CAPITULO 3. ESTUDO
EXPERIMENTAL: MATERIAIS E
METODOS
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3.1. Materiais

As drogas utilizadas nas corridas experimentais de micronizagado SAS
foram a levotiroxina sodica, de grau farmacéutico (PM= 798,86 g/mol), a
transchalcona (PM= 208,26 g/mol), a chalcona CH8 (PM= 208, 26 g/mol) e a
NAT 22 (PM= 343,33 g/mol). A levotiroxina sodica foi adquirida na Sigma-
Aldrich, Brasil. As trés chalconas foram gentilmente cedidas pelo Laboratério
de Imunofarmacologia, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ. Os
solventes utilizados foram o etanol, acetato de etila, acetona, metanol,
dimetilsulféxido, acetonitrila, alcool isopropilico, diclorometano, todos em grau
analitico, aquiridos junto a Sigma-Aldrich, Brasil. O diéxido de carbono foi
comprado da White Martins. A Tabela 3.1 apresenta o grau de pureza de todos
0S compostos quimicos citados. Todos os produtos quimicos foram usados tal

como recebidos.

Tabela 3.1- Grau de pureza dos compostos quimicos utilizados neste trabalho.

Os solventes organicos estao listados do apolar para mais polar.

Composto Quimico Pureza (%)
Dioxido de carbono = 99,99
Levotiroxina de sodica > 98
Transchalcona =97
Chalcona CH8 =97
NAT 22 =97
Diclorometano = 99,8
Acetona =99,5
Acetonitrila >99.8
Dimetilsulfoxido 2999
Alcool isopropilico >99,8
Etanol 299,5
Metanol 299,5
Acetato de etila = 99,8
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3.2. Unidade de micronizagdo SAS

A Figura 3.1 apresenta o esquema da unidade de micronizacdo SAS em
escala de bancada, montada no Laboratério de Nanotecnologia Supercritica da
UFBA. As partes principais da unidade SAS s&o: um vaso de precipitagdo
(volume interno de 300 mL), conforme Fig. 3.2, uma bomba seringa ISCO (Fig.
3.3) para CO2, uma bomba tipo HPLC Gilson modelo 308 (Figura 3.4), para
alimentacdo da solucdo organica no vaso de precipitacdo, uma banho
criostatico para o CO2 e um banho termostético para aguecimento do vaso de
precipitacdo, uma valvula micrométrica (HOKE, modelo 1315G4Y) para
despressurizar o sistema e um cilindro de recuperacao de solvente. Um filtro
sinterizado foi colocado na parte inferior do vaso de precipitacdo para reter o
material sélido. Na parte superior do vaso de precipitacdo foi instalado um
restritor, com didmetro de 125 um, através do qual a solugédo orgéanica da droga

a ser micronizada é atomizada.
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Figura 3.1. Esquema ilustrativo da unidade de bancada SAS. C, cilindro de COz; C1, Banho criogénico; B1 e B2, bombas de alta
presséao; S, bureta de solucéo; BP1 e BP2, reguladores de presséo; BT, banho termostatico; VP, vaso de precipitacao; P,
indicadores de presséo; T, indicadores de temperatura; SR-1 e SR-2, trocadores de calor; S, bureta de solugéo; VS, vaso de
recuperacgéo de solvente; VM, valvula micrométrica (agulha); Q, medidor de fluxo.



Uma corrida experimental tipica comeca resfriando o CO2 até 5°C, para
garantir que o mesmo esteja suficientemente subresfriado de modo a né&o
sofrer vaporizagdo durante o bombeamento, o que ocasionaria cavitagcdo da
bomba. O COz2, na condi¢cdo de liquido subresfriado, € bombeado pela bomba
seringa ISCO, passa por uma serpentina de aguecimento para atingir a
temperatura desejada (acima da temperatura critica), e pressuriza o vaso de
precipitacdo até a pressdo desejada. Simultaneamente, a bomba tipo HPLC
Gilson introduz a quantidade estipulada de solvente organico no vaso de
precipitacdo, a fim de formar uma mistura saturada com CO2 (o solvente liquido
€ expandido pelo CO2). A vazdo volumétrica do efluente do vaso de
precipitacdo € continua e controlada por um regulador do tipo back-pressure
(valvula BPR) para evitar flutuacbes, e é conduzida através de uma valvula
agulha de ajuste fino, responsavel pela despressurizacdo lenta. Depois que 0
sistema atinge o0 estado estacionario (pressdo, temperatura e vazao
constantes), o solvente organico € substituido pela solucdo organica contendo
a droga a ser micronizada. Na parte superior do vaso de precipitacdo existe um
restritor (125 um de didmetro interno) através do qual a solucdo orgéanica é
atomizada bruscamente. O efeito simultaneo da expanséo do solvente organico
pelo di6xido de carbono supercritico e da drastica reducédo da solubilidade da
droga nesse solvente leva a precipitacdo da mesma, na forma de p6, que é
retido por um filtro de porosidade adequada, instalado na parte interna do fundo
do vaso de precipitacdo. O tempo de residéncia é calculado a partir da vazéo
das dimensdes do vaso de precipitacdo, das condicbes de pressdao e
temperatura e das propriedades dos fluidos nessas condi¢cdes, conforme
recomendacdo da literatura (CARDOSO, 2008; REVERCHON e DE MARCO,
2011). A memoria de célculo do tempo de residéncia € apresentada no

apéndice 4.

Apés a precipitacdo das particulas, no tempo de residéncia adequado, o
CO: é utilizado para purgar o solvente organico do vaso de precipitagao,
visando a obtencdo de um po seco (particulas micronizada) como produto final.
O tempo de purga (entre 1 e 2 horas) € estimado conforme o volume do vaso

de precipitagdo. Apés a purga, o vaso de precipitacdo é lentamente
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despressurizado e, ao atingir a temperatura ambiente, é aberto para permitir a

recuperacgédo do precipitado solido.

Todos os solventes organicos, as condi¢cdes experimentais testadas e os
respectivos resultados encontrados sdo apresentados em tabelas do anexo 3
para as chalconas. Na tabela 3.2 s&o apresentados os resultados das corridas

experimentais para a levotiroxina sédica.

Tabela 3.2. Condi¢des experimentais da micronizacéo da levotiroxina sodica
usando metanol como solvente organico (Co = 2 mg/mL) e CO2 como

antissolvente supercritico.

Q sol Q coe T P p CO2(g/lcm3) Particula
(mL/ min.) (ml.min.Y) (°C) (bar)
2 15 45 90 0, 385 P
2 15 48 100 0,433 P
2 15 48 110 0, 489 P
2 15 42 95 0,512 P
2 15 45 120 0, 599 P

*P- Precipitado

3.3. Unidade de Equilibrio de Fases a Alta Pressé@o (EQUIFASE)

A técnica de micronizacdo SAS, para ser bem sucedida, necessita que as
seguintes condicdes iniciais sejam atendidas:
() A droga deve ser muito pouco soluvel ou insolavel no
antissolvente supercritico;
(i) O solvente organico e o antissolvente supercritico devem
ser misciveis ou parcialmente misciveis.

(i) A droga deve ser soltvel no solvente organico;

Por essa razdo, € fundamental conhecer o comportamento de fases da
mistura ternaria droga-solvente organico-antissolvente supercritico antes de

realizar experimentos de micronizacdo SAS. O estudo do equilibrio de fases a
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alta pressdo para esse tipo de sistema ternario permite identificar a regido do
diagrama de fases (condicbes de temperatura e pressao) onde é possivel

ocorrer a precipitacao.

Na literatura ha alguns métodos disponiveis para estudos de equilibrio de
fases a alta pressdo. Nesse trabalho, foi escolhido o método estatico sintético,
devido a sua rapidez e versatilidade, para estudar a transicdo de fases dos
sistemas ternarios previamente a micronizacdo SAS, conforme descrito na
proxima se¢do (GUPTA e SHIM, 2007; VIEIRA DE MELO, 1997).

A unidade de equilibrio de fases a alta pressdo EQUIFASE (SITEC Sieber
Engineering AG) é constituida de uma célula de alta pressdo com pistao
(volume interno variavel entre 35 e 50 cm?), equipada com janelas de safira e
endoscépio com camera, para a observacdo do comportamento de fases em
funcdo da presséo e temperatura, podendo ser operada até 500 bar e 150 °C.
A Figura 3.5 apresenta o esquema simplificado dessa unidade, instalada no
Laboratorio de Nanotecnologia Supercritica 2 (LAB-08, localizado no CIENAM-
UFBA), ilustrada na Figura 3.6. A imagem dentro da célula é capturada por um
uma camera e ampliada no monitor localizado no painel frontal da EQUIFASE,
facilitando a visualizacdo da transicdo entre as fases. O agitador magnético e a
bomba de recirculacdo séo usados para intensificar o processo de mistura das
fases, permitindo que se atinja o equilibrio termodindmico em cerca de 1 hora.
O pistédo de ajuste fino, acionado por nitrogénio, permite que o valor desejado
da pressao na célula de equilibrio seja atingido de forma bastante precisa, além
de poder ser usado para restabelecer a presséo na célula de modo automatico

quando se faz a retirada de amostras.
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Figura 3.2. Esquema da unidade de equilibrio de fases a alta pressao (EQUIFASE).
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Figura 3.3. Unidade de equilibrio de fases a alta pressao (EQUIFASE).

Um experimento tipico na EQUIFASE inicia-se com a introducdo de um
volume conhecido da solucdo organica (droga + solvente organico) na célula
de equilibrio. A preparacdo dessa solucdo envolve o estudo prévio da
solubilidade da droga no solvente orgéanico para identificar a faixa desejada
(entre 1 a 10 mg.mL1), evitando-se inclusive o consumo excessivo da droga
(geralmente uma substancia de alta pureza e custo elevado) nos experimentos
de micronizacdo SAS. A concentracdo dessa solucdo é também um fator que
afeta a morfologia e o tamanho das particulas micronizadas, como relatado o
em trabalhos da literatura (REVERCHON, 1999; FOSTER et al., 2003). Para a
introducdo da solucéo na célula de equilibrio, remove-se o atuador do pistéo e
verte-se a mistura liquida na célula, evitando-se o derramamento fora da
mesma. O atuador do pistdo é remontado e a célula é completamente fechada.
O dioxido de carbono liquido, obtido de um cilindro com tubo pescador a cerca
de 55 bar e temperatura ambiente, € subresfriado até 5 °C e bombeado para a
célula de equilibrio até a pressao desejada (na faixa de 80 a 120 bar) usando-
se uma bomba seringa. A mistura ternaria droga-solvente organico-CO2 é
aguecida até a temperatura do experimento (na faixa de 40 a 70 °C), sob
agitacdo, para promover o contato entre as fases e encurtar o tempo para se
atingir o equilibrio térmico. Em seguida, o sistema é deixado em repouso por

cerca de 1 hora até atingir o equilibrio termodinamico. O ajuste fino de pressao
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é feito acionando-se um pistdo movido a N2 pressurizado, até que uma Unica
fase (sistema homogéneo) seja observada visualmente. A transicdo entre as
fases € realizada a temperatura constante, variando-se a pressao atraves do
movimento do pistdo. Observa-se cuidadosamente a transicdo da fase Unica
(acima do ponto critico da mistura) para 2 fases (liquido-vapor) e se ha a
formacao da terceira fase (sélida), evidenciada pelo aparecimento de particulas
no sistema. Repete-se o procedimento de variacdo da pressdo, nos dois
sentidos, por pelo menos trés vezes para cada temperatura, e anotam-se as

condi¢cOes de pressao e temperatura em que se observa cada transicao.

Os resultados do estudo do equilibrio de fases a alta pressdo permite
escolher as condicGes de pressao e temperatura mais adequadas as corridas

experimentais da micronizacao SAS.

3.4. Difracéo a laser

A técnica de difracdo a laser (Laboratério de Nanotecnologia Supercritica
2 (LAB-08, localizado no CIENAM-UFBA), foi usada para determinar a
distribuicdo de tamanhos das particulas, antes e depois da micronizacdo, em
um Mastersizer 3000 (Malvern ®), com laser de He-Ne (4 mW, 632.8 nm),
conforme ilustra a Figura 3.7. E feita a medicdo da variacdo angular na
intensidade da luz dispersa e os tamanhos das particulas sao calculados pelo
padrdo de disperséo (baseado na teoria de Mie), considerando o diametro de

uma esfera de volume equivalente [Da,3].

Embora as técnicas de determinacdo do raio hidrodinamico, como
espalhamento dinamico da luz e difracédo a laser, tenham como limitacdo o fato
de considerar apenas uma dimensdo da particula (0o seu diametro), ou seja,

apenas particulas aproximadamente esféricas, essa técnica quantitativa é

largamente utilizada pela comunidade cientifica.

Para cada analise de tamanhos realizada no equipamento DLS (Malvern

Mastersizer 3000), foram utilizadas 30 mg de amostra, empregando-se agua
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deionizada como meio de dispersdo, ja que a levotiroxina sodica ndo é

facilmente sollivel em agua (105-150 pug.mL?)

A distribuicdo de tamanhos das amostras foi medida apos 30 segundos
de agitacdo em agua (2000 rpm). Além de 30s, analisou-se a distribuicdo de
tamanhos em 40,50,60 e 80 segundos, numa concentragdo de 27,3 pg. mL?.

O farmaco comercial foi também analisado para fins de comparacéo.

P R\
s e L R P AT SRS

Figura 3.4. Analisador de tamanho de particula por difracédo a laser

Mastersizer 3000 (Malvern ®)

3.5. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi empregada para avaliar a
morfologia e ordem de grandeza dos tamanhos das particulas, antes e apds a
micronizacdo. Utilizaou-se um microscopio eletronico de varredura, da marca
TESCAN, modelo VEGA 3 LMU de alto vacuo na voltagem de 15keV. As
analises foram realizadas no IFBA campus Salvador- Ba e as amostras
foram previamente metalizadas com ouro, por pulverizagdo a vacuo, e

observadas no microscopio usando aumentos de até 15.000 vezes.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Solubilidade das drogas em solventes organicos

Conforme ja dito no capitulo anterior, para que a técnica de micronizacao
SAS, usando CO2 como antissolvente supercritico, seja bem sucedida, &
preciso que as seguintes condicdes iniciais sejam atendidas:

(i) A droga deve ser muito pouco solavel ou insolivel no CO:2 supercritico;

(i) O solvente organico e o CO:2 supercritico devem ser misciveis ou

parcialmente misciveis.

(i) A droga deve ser solavel no solvente organico;

A condigéo (i) € a primeira a ser observada, pois se a droga for muito
soluvel no CO:2 supercritico a técnica de micronizacdo SAS ndo é indicada.

Nesse caso, a melhor op¢éo seria a técnica RESS.

N&o foi encontrado na literatura nenhum dado de solubilidade da
levotiroxina sodica, da chalcona CHs ou da NAT 22 em CO:2 supercritico.
Entretanto, para a transchalcona ha dados de solubilidade em CO:2 supercritico,
com a fracdo molar da droga na faixa de 103 (NUNES et al., 2009). Ha também
um relato de calculos preditivos da solubilidade da levotiroxina em CO:2
supercritico usando métodos de contribuicdo de grupo, em que a solubilidade
calculada (fracdo molar) é da ordem de 10 a 10! (VIEIRA DE MELO et al.,
2010). A observacéo da estrutura molecular e polaridade dessas substancias
(para a levotiroxina, a presenca de grupos NH2 e OH, enquanto para as
chalconas a presenca de um grupo nitrogenado ligado ao anel aromético) sédo

um indicativo da baixa solubilidade no CO2 supercritico.

Uma vez detectada a baixa solubilidade da droga no CO:z supercritico,
parte-se para a escolha dos possiveis solventes organicos, que devem ser
misciveis ou parcialmente misciveis com o CO2 supercritico, além de passiveis
de expansao volumétrica consideravel quando em contato com 0 mesmo para
atender a condicéo (i) (KORDIKOWSKI et al., 1995; CARDOSO et al., 2015;
LAZZARONI et al., 2005).
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Feita uma selecao prévia dos possiveis solventes organicos que atendem
a condicéo (i), passa-se ao teste da condicao (iii), ou seja, a verificagdo ou
determinacao da solubilidade da droga no solvente organico. A primeira opcao
de solvente organico é sempre o etanol, pelo fato de ser amplamente aceito e
utilizado na industria farmacéutica, devido ao seu valor de Limite Maximo
Residual (LMR) permitido por lei. Para a levotiroxina sddica, a literatura relata
que o etanol é um bom solvente (VIEIRA DE MELO et al., 2014). Portanto,
decidiu-se usar o etanol como o solvente organico para todos os testes de
micronizacdo SAS dessa droga. Para a chalcona CHs, a transchalcona e a NAT
22, foi necessario realizar testes de solubilidade em varios solventes orgéanicos,

selecionados conforme a condicao (ii).

Sucintamente, os testes de solubilidade consistem em pesar certa
quantidade de cada droga em um béquer, seguida da adicdo do solvente
organico com a ajuda de uma pipeta, até que se observe a dissolu¢cado completa
da droga, se for solivel no solvente organico, formando uma mistura

homogénea (solucéo organica).

Algumas solucdes foram preparadas com o auxilio de um banho de
ultrassom (+/- um minuto), para facilitar a dissolugcdo, em particular para a NAT

22, que se apresenta na forma de pequenos cristais.

Geralmente, a faixa de solubilidade da droga no solvente orgéanico
desejada é de 1,0 a 10 mg/mL. Abaixo dessa faixa, implicaria nhum grande
consumo de solvente organico e de CO2 (antissolvente supercritico) para uma
pequena quantidade de droga. Por outro lado, se a solubilidade do soluto for
muito alta, este competiria com o CO2 supercritico em termos de afinidade pelo
solvente organico. Além disso, em se tratando de drogas muitas vezes de custo
de aquisicdo elevado, solubilidades muito altas aumentam o consumo das

mesmas, onerando 0s custos das corridas experimentais.

4.1.1. Solubilidade da Levotiroxina Sédica
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Resultados da literatura mostram que a solubilidade da levotiroxina sodica
em etanol estd em torno de 7 mg/mL (VIEIRA DE MELO et al., 2014). Portanto,

esta dentro da faixa desejada.

4.1.2. Solubilidade das Chalconas

Os resultados dos testes de solubilidade das trés diferentes formas
moleculares das chalconas em diversos solvente organicos sao apresentados

na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Solubilidades das Chalconas CHs, transchalcona e NAT 22
em solventes organicos (ordem crescente de polaridade).

CHs Transchalcona NAT 22

Solventes (mg.mL?Y)  (mg.mL?1)  (mg.mL?)
Acetona 2,8 77,0 5,3
Acetonitrila 0,6 49,0 45
DMSO NR 60,0 3,75
Alcool Isopropilico 0,4 75,0 <0,5
Alcool Etilico InsolGvel 50,0 <0,5
Metanol 0,3 23,0 1,0
Acetato de Etila NR 84,0 5,0

*NR- Nao Realizado

Os resultados da tabela 4.1 mostram que a chalcona CHs apresenta
solubilidade desejada apenas em acetona, enquanto a NAT 22 possui
solubilidade desejada em acetona, acetonitrila, DMSO e acetato de etila. J4 a
transchalcona apresentou elevadas solubilidades (acima de 10 mg/mL) em

todos os solventes organicos testados.

A partir desses resultados, partiu-se para o estudo do equilibrio de fases a
alta pressao dos sistemas ternarios droga+solvente organico+CO2 supercritico,
visando identificar as melhores condigbes de pressédo e temperatura para a
realizacdo da micronizacdo SAS. Conforme relata a literatura, a micronizacao

SAS ocorre de modo mais eficiente se 0 sistema solvente organico + CO:2
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supercritico (antissolvente) encontra-se na regido A do diagrama da Figura 4.1,
ou seja, acima do ponto critico da mistura (REVERCHON e DE MARCO, 2011).
Se a operacdo da micronizacdo SAS cair nas regibes B (fase gasosa
subcritica), C (regido de 2 fases, liquido e vapor) e D (fase liquida expandida),
resultados completamente diferentes séo obtidos, dependendo do estado fisico
da mistura formada no vaso de precipitacdo. Portanto, o estudo do equilibrio de

fases antes da micronizacdo SAS é fundamental.

140

100+

Q0
0z

Xro

Figura 4.1. Diagrama de equilibrio liquido-vapor para um sistema do tipo
CO2-solvente orgéanico (adaptado de REVERCHON e DE MARCO, 2011).

Como ja havia dados na literatura disponiveis para construcdo do
diagrama pressédo X composi¢ao, analogo a Fig. 4.1, para os sistemas binarios
solvente organico-CO2, os mesmos foram utilizados como ponto de partida
para os estudos de equilibrio de fases dos sistemas ternarios droga+solvente

organico+CO: supercritico.

Para o sistema levotiroxina sodica+etanol+CO:z supercritico, ndo houve
necessidade do estudo preliminar do equilibrio de fases, pois relato prévio da
literatura sobre a micronizacdo da levotiroxina usando as técnicas GAS e
ARISE, com etanol e CO:2 supercritico, indicou a faixa de temperatura e
pressdo a ser utilizada (VIEIRA DE MELO et al., 2014). Aléem disso, dados de
equilibrio de fases do sistema etanol-CO:2 supercritico encontrados na literatura

revelam que o ponto critico dessa mistura a 80 bar e 40 °C esta proximo da
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fracdo molar do CO:2 igual a 0,8, conforme mostra a figura 4.2 (BRAEUER et
al., 2007). Portanto, a 40 °C, € recomendavel que a micronizacdo SAS da

levotiroxina usando etanol e CO:2 supercritico seja conduzida a partir de 80 bar.

CO2 - Etanol

120

100

"I
!

80

60

40

Pressdao (bar

20

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
XCO2

Figura 4.2. Diagrama de fases do sistema binéario etanol-CO2, adaptado
de BRAEUER et al., 2007.

Diante do exposto, foi necessario realizar o estudo de equilibrio de fases
a alta presséo apenas para a chalcona CHs, a transchalcona e a NAT 22, com

alguns solventes organicos, em presenca de COo..

A literatura dispde ainda de dados de equilibrio liquido-vapor a alta
pressdo para os sistemas binarios CO2-solvente organico, em particular para
0s solventes organicos que deram bons resultados nos testes de solubilidade
das chalconas (vide tabela 4.1), entre os quais 0 acetato de etila, conforme
mostra a figura 4.3 (BYUN et al., 2006; FALCO e KIRAN, 2012; MARTIN et al.,
2007). Esse diagrama de fases revela que, a 40°C, é recomendavel que a
micronizagcdo SAS da transchalcona e da NAT 22, usando acetato de etila e
CO:2 supercritico, seja conduzida acima de 90 bar, para fracdo molar de CO:
em torno de 0,98.
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Figura 4.3. Diagrama de fases do sistema binario acetato de etila-CO2
(Dados experimentais obtidos de DA SILVA et al., 2000)

4.2. Resultados do Estudo de Equilibrio de Fases a Alta Presséao

Os experimentos realizados na unidade de equilibrio de fases a alta
pressdo (EQUIFASE) para os sistemas ternarios droga+solvente organico+CO2
supercritico objetivaram identificar as condicbes de temperatura e pressao em
gue a droga inicia a precipitagdo, tomando como base a regido acima do ponto
critico da mistura binaria solvente organico+CO2 supercritico (regido A da figura
4.1).

A tabela 4.2 sintetiza os resultados dos estudos de equilibrio de fases
realizados visando detectar o aparecimento de particulas das chalconas, que
levaram em consideracdo o0s resultados dos testes de solubilidade
apresentados na tabela 4.1. O relato de todas as corridas experimentais de
equilibrio de fases realizadas encontra-se no apéndice 1. Todos 0s ensaios
experimentais ocorreram a 40 °C, na faixa de pressdo de 70 a 150 bar e

concentracéo droga/solvente organico entre 5 e 6 mg/mL.
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Tabela 4.2. Resultados da Formacé&o e/ou Precipitacdo das Chalconas

Solvente Transchalco CHS8 NAT
na 22
Diclorometano CF - SF
Acetona CF CF CF
Acetonitrila SF - SF
DMSO SF - SF
Alcool
Isopropilico SF - -
Etanol SF - -
Metanol SF - -
Acetato de Etila CF - SF

SF: Sem Formacdao de Particulas; CF: Com formagéo de particulas.

Os resultados da tabela 4.2 revelaram que a formacdo de particulas de
transchalcona ocorreu apenas em acetona, acetato de etila e diclorometano,
quando expandidos pelo CO: supercritico. Para a chalcona CHs foi feito o
estudo com acetona, pois sua solubilidade nos demais solventes organicos &
muito baixa, e os resultados indicaram a ocorréncia de formacéo de particulas.
Para a chalcona NAT 22 somente foi observada a formacao de particulas em
acetona, mas eram tdo raras que foram desconsideradas nos ensaios

conduzidos.

Vale ressaltar que a formacdo de particulas ndo implica na sua
precipitacdo, pois, dependendo das condicbes operacionais, as mesmas
podem ficar em suspensdo. Esse fato provavelmente decorre da célula de
equilibrio ndo ter sido projetada para fins de precipitacdo, mas para a
observacdo da transicdo entre fases. O equipamento concebido
especificamente para estudar a precipitacdo de particulas € o vaso de

precipitacdo da unidade SAS.
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O estudo prévio do equilibrio de fases a alta pressao é necessario
também para uma boa estimativa das vazdes de solvente organico e dioxido de
carbono a serem utilizadas no vaso de precipitacdo, de modo a garantir as
proporcdes adequadas para a supersaturacdo do solvente em condicbes de
estado estacionario, durante a micronizacdo SAS. O cdlculo dessas vazdes
segue o procedimento de ANTUNES (2007) e é apresentado detalhadamente

no apéndice 4.

4.3. Resultados da Micronizacdo SAS

4.3.1. Micronizagdo da Levotiroxina Sédica

A levotiroxina sédica foi micronizada usando &lcool etilico como solvente
organico e CO2 supercritico como antissolvente. As corridas experimentais
foram conduzidas em diferentes condicbes de temperatura e presséao,
explorando-se o efeito da variagdo da densidade do di6xido de carbono na
morfologia e distribuicdo de tamanhos das particulas. O melhor resultado seria
0 que alcancasse o menor tamanho de particula e a distribuicdo de tamanhos
mais estreita. Os testes foram realizados em duplicata e todas as solucfes
possuiam o volume de 50 mL, uma vazéo fixa do diéxido de carbono
supercritico de 15 mL/min., uma concentracao fixa de 2 mg/mL e o calculo do
tempo de secagem (purga) de 1h20min, usando dioxido de carbono
supercritico, como descrito por ANTUNES (2007).

4.3.2. Micronizagao das chalconas

As corridas experimentais de micronizagdo da chalcona CHs, da
transchalcona e da NAT 22 foram conduzidas em diferentes solventes
organicos, com base nos resultados obtidos do estudo de equilibrio de fases a
alta pressdao, fixando-se a concentracdo da solu¢do organica. Variaram-se 0s
parametros principais do processo, tais como temperatura, pressdo, vazao da
solucdo orgéanica e vazdo de CO2, de modo a observar seus efeitos na
formacdo de particulas. Os resultados sdo apresentados no apéndice 3 deste

trabalho. Como pode ser observado, em nenhum dos casos obteve-se a
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formacdo de precipitado (particulas) ao final da micronizagdo SAS. Para a
transchalcona, os ensaios experimentais foram conduzidos para concentracdes
da solucédo organica de 6 e 10 mg/mL, com uma vazao do COz de 15 mL/min.,
e para concentracdo de 30 mg/mL com uma vazao de 20 mL/min. O volume da
solucédo variou de 17, 20 a 50 mL, o que a principio poderia afetar somente a
quantidade do p6 micronizado a ser obtida e o tempo total do experimento.
Respeitaram-se as condi¢cdes operacionais de temperatura e pressao indicadas
pelo estudo prévio de equilibrio de fases a alta presséo (EQUIFASE), nas quais
haviam sido visualizadas particulas em suspensdo, embora sem precipitacao.
Além disso, investigou-se a possibilidade de ocorréncia de precipitacao
variando-se a concentracdo e a vazao da solucéo organica, bem como a vazéo
do CO.. As variacdes nas condi¢cdes de vazdo também foram modificadas com
0 intuito de propiciar mudangas no tempo de residéncia no vaso de
precipitagdo, visando aumentar o contato entre as duas fases (CO:2 e solugéo
organica) bombeadas continuamente. Apesar de todas as tentativas, o0s
resultados desejados da micronizacdo SAS da transchalcona ndo foram
alcancados, ou seja, ndo se obteve o pd precipitado (droga micronizada) ao
final do processo. Entre as possiveis razdes para esses resultados, apontam-

se:

i) A mistura ternaria COz-solvente organico-soluto pode apresentar uma
boa afinidade quimica entre as moléculas das 3 substancias (NUNES et al.
2009), de forma que o efeito antissolvente ndo se manifestasse da forma

adequada,;

i) O processo de mistura na parte superior do vaso de precipitacao, por
onde entram tanto o CO2 quanto a solucdo organica, pode ter ocorrido de
forma pouco eficiente, ou seja, se as fases CO: e solugdo organica nao tiverem
um contato adequado desde o inicio, a solugdo pode ter passado pelo vaso
sem expandir como deveria. Nesse caso, uma opc¢ao seria adquirir um novo

restritor com bocal coaxial, adaptando o SAS para a técnica SEDS.
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Para a chalcona NAT 22, foram realizados 4 corridas experimentais de
micronizagdo SAS usando acetona, variando-se as condi¢cdes de pressao,
temperatura, vazdo da solugcdo organica e vazao de CO2, além do tempo de
purga, conforme mostra a tabela A 3.4 do apéndice 3. No entanto, ndo se
alcancou a precipitacdo de material sélido (particulas da droga) ao final do

processo.

Para a micronizagdo SAS da chalcona CHs, utilizou-se como solvente
organico apenas a acetona, de acordo com os resultados do estudo preliminar
de equilibrio de fases a alta pressdo. Conforme mostra a tabela A.3.5
(apéndice 3), apenas 2 corridas experimentais foram conduzidas e em ambas
nao se conseguiu a formacao de particulas no vaso de precipitacdo. Devido a
pouca quantidade da droga (a chalcona CHs ndo estd disponivel
comercialmente e foi gentimente cedida pelo Laboratério de
Imunofarmacologia, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ), ndo
foi possivel realizar experimentos adicionais. Entretanto, observou-se a
dificuldade em solubilizar a chalcona CHs em muitos solventes, quando
comparada a transchalcona, que é muito menos polar, o que altera as forcas
intermoleculares. Ressalta-se que essa dificuldade de solubilizacdo da
chalcona CHs se deve a sua estrutura molecular, j& que a presenca de dois
grupos metoxi e uma hidroxila modificam bastante a polaridade da molécula. A
nuvem eletrénica deslocalizada torna a molécula mais estavel, diferentemente

da transchalcona.

Em sintese, a micronizacdo SAS ndo alcancou éxito para nenhuma das 3

chalconas testadas.

4.4. Caracterizagcdo da Levotiroxina Sédica Micronizada

4.4.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da Levotiroxina Sodica

A morfologia das amostras de levotiroxina sodica obtida nas corridas
experimentais foi analisada por microscopia eletrénica de varredura e

comparada com a da levotiroxina comercial da Sigma. As micrografias séo
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mostradas na Figura 4.4, com ampliacdo na faixa de 2.000 a 15.000 vezes.
Observou-se uma significativa mudanca de morfologia das amostras
micronizadas (aspecto amorfo) quando comparadas a amostra comercial

(aspecto cristalino em forma de placas).

(A) levotiroxina comercial

SEl 10kV  WD10Wim .SS40 x3,500 Spm | ==
co LAMUME - IF / UFBA 0002

(B) Densidade do CO2: 0,385 g/ cm 3
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(D) Densidade do CO2: 0,512 g/ cm 3
s R

(E) Densidade do CO2: 0,489 g/ cm 3

(F) Densidade do CO2: 0,599 g/ cm 3

Figura 4.4: Micrografia das amostras analisadas: (A) levotiroxina comercial e
levotiroxina sdédica micronizada com etanol, para diferentes densidades do
CO2(B,C,D,EeF).
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4.4.2. Analise da distribuicdo de tamanhos das particulas micronizadas

Utilizou-se a técnica de difracdo a laser (Dynamic Light Scattering - DLS)
para determinar a distribuicdo de tamanhos das particulas da levotiroxina

s6dica micronizada.

As duplicatas (fig.4.11, d= 0,385 g/cm?3; fig. 4.12, d=0,433 g/cm?3; fig.4.13,
d=0,512 g/cm?; fig.4.14, d=0,599 g/cm?), sdo apresentadas graficamente numa
sobreposicao (linhas laranja, preta e cinza) em relacdo ao comportamento da

forma comercial (linha azul) para comparacéao.

Os graficos das distribuicbes de tamanhos das amostras foram
construidos considerando todos os tamanhos médios (D10, D50 e D90). Os
resultados revelaram estreitas distribuicdes de tamanhos, com perfil uni e
bimodal, com faixas de tamanhos diferentes, dependendo da densidade do
CO2 supercritico empregada. Esta varidvel é responséavel pelas principais
caracteristicas das particulas, como tamanho e morfologia (THORAT e DALVI,
2012).

A Fig. 4.5 mostra a distribuicdo de tamanhos de levotiroxina sddica
comercial para fins de comparagdo com as amostras micronizadas. A
distribuicdo de tamanhos das particulas para as amostras micronizadas com
etanol e CO:2 supercritico sdo apresentadas nas figuras 4.6 a 4.10. Para
densidades de CO: de 0,433 g/cm? (Fig. 4.8) e 0,489g/cm? (Fig. 4.9), observou-
se um perfil bimodal com uma subpopula¢éo que varia de 0,5 a 100 pum. Ja 0s
ensaios realizados com densidades de CO: iguais a 0,385 g/cm? (Fig. 4.6),
0,512 g/cm? (Fig. 4.7) e 0,599 g/cm?® (Fig. 4.10), produziram particulas com

perfil de distribuicdo unimodal.

A Fig. 4.10 mostrou que as particulas apresentaram um perfil monomodal,
mas com ampla distribuicdo de tamanhos (comportamento polidisperso).. Tal
comportamento pode ser atribuido a presenca de solvente residual que causou

aglomeracao apreciavel dos pos, contribuindo com o perfil polidisperso das
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particulas micronizadas. No entanto, vale a pena ressaltar que todos o0s
didmetros médios obtidos na micronizacdo foram reduzidos quando
comparados com a levotiroxina comercial. Estes resultados sdo compativeis
com os resultados da micronizacdo usando as técnicas GAS e ARISE,
relatados por VIEIRA DE MELO et al., (2014).

10,0
~—~ 8,0_
S
= 40
o
> 20
O,B T T TTTITT] 1 1 T TTITTT T T T TTTTT] T T TTTTTI] T T T TTTIT] T
00 01 10 100 1000 1.0000
Tamanho (um)
Figura 4.5: Distribuicdo de tamanhos das particulas de
levotiroxina sddica comercia [D4,3] ~100 um .
15,0
S 1004
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S 50
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00 0,1 10 100 1008
Tamanho (um)
Figure 4.6: Distribuicdo monomodal de tamanhos das particulas de
levotiroxina sddica micronizada com CO2(d=0,385 g/cm?), [D4,3] ~0,7 um.
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Figure 4.7: Distribuicdo monomodal de tamanhos das particulas de
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levotiroxina sédica micronizada com CO:2 (d=0,512 g/cm3).

1507

100

Volume (%)

50+

Uru I T TTTTT I T TTTTI] T TTTTI] T TTTT I T TTTTTg

00 01 10 100 1000 10000

T

Tamanho (um)

Figure 4.8: Distribuicdo bimodal de tamanhos das particulas de

levotiroxina sédica micronizada com COz2 (d=0,433 g/cm?).
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Figura 4.9: Distribuicdo bimodal de tamanhos das particulas de

levotiroxina sédica micronizada com COz2 (d=0,489 g/cm?).
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Figura 4.10: Distribuicio monomodal de tamanhos das particulas de

levotiroxina sodica micronizada com CO2 (d=0,599 g/cm3).
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Figura 4.11. Distribuicdo de tamanhos das particulas de
levotiroxina sédica micronizada com CO:2 (d=0,385 g/cm?).
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Figura 4.12.Distribuicdo de tamanhos das particulas de
levotiroxina sédica micronizada com CO:2 (d=0,433 g/cm?).
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Figura 4.13. Distribuicdo de tamanhos das particulas de

levotiroxina sddica micronizada com COz (d=0,512 g/cm?).
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Figura 4.14. Distribuicdo de tamanhos das particulas de
levotiroxina sédica micronizada com COz2 (d=0,599 g/cm3).

Os tamanhos meédios das particulas (D50) dos diferentes experimentos
realizados estdo apresentados na Fig.4.15, mostrando que os tamanhos
médios obtidos (D50) com a micronizacao sao bem menores que o da férmula
comercial da levotiroxina sodica para todos os experimentos. Entretanto, ha
alguns pontos com altos desvios em relacdo a média, os aglomerados, que nao
foram contabilizados. Vale notar que o aumento da densidade do COz2 leva a
uma reducdo significativa nos tamanhos, como ja foi relatado em varios

estudos anteriores.

160 D (50)

140
120
100

80

60

Diametro (um)

40

]
0

0,385g/cm® 0,433 g/com®  0,489g/cm® 0,512g/cm® 0,599 z/cm? Comercial
sigma

Densidades COz- SC

Figura 4.15. Diametro médio das particulas micronizadas com diferentes

densidades (g/cm?) de CO2- SC e da levotiroxina comercial.
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CAPITULO 5.

CONCLUSOES E SUGESTOES

74



Da Silva, L. L. P.- PEI/ UFBA,2016

5.1 Conclusdes

A micronizacdo da levotiroxina sédica usando a técnica SAS foi realizada
com sucesso, apresentando uma reducéo significativa do tamanho da particula
e uma distribuicdo mais estreita. As microparticulas precipitadas estdo em uma
faixa entre 1 e 10 um e a sua morfologia indica um estado amorfo, diferente do
aspecto cristalino da droga antes da micronizacdo. No entanto, néo foi possivel
identificar com precisdo sua morfologia devido a limitacdes de ampliacdo do
microscopio eletrénico de varredura. A comparacao desses resultados com os
da literatura usando a técnica GAS (VIEIRA DE MELO et al., 2014) revelou
distribuicdo de tamanhos de particulas distintos e morfologia diversa. Vale
ressaltar, contudo, que a analise MEV do p6 de levotiroxina sodica micronizado
por GAS utilizou ampliagbes mais significativas, possibilitando melhor
identificacdo da morfologia gerada. Os resultados da micronizagdo SAS de
levotiroxina sédica mostraram que o tamanho da particula esta diretamente
relacionado ao valor de densidade do CO:2 supercritico. Alguns parametros
podem ser otimizados, como o tempo de purga e a vazdo do COz, para que se
obtenham produtos menos aglomerados e totalmente livres de residuo de
solvente orgéanico, embora esses parametros nao influenciem diretamente no
tamanho e morfologia, como relatado em MONTES, PEREYRA e DE LA OSSA
(2015).

O insucesso das inUmeras tentativas de micronizagdo das 3 chalconas
pode ter véarias causas, mas a principal parece ser a ocorréncia de
ressolubilizacdo da droga no solvente organico durante a etapa de
despressurizacdo do vaso de precipitacdo, quando o efeito antissolvente do
CO2 diminui drasticamente. Outra explicacdo pode ser a solubilidade da
transchalcona em CO:2 supercritico que, segundo dados de NUNES et al.
(2009), ndo é desprezivel, o que seria um indicativo da possibilidade de
utilizacdo da técnica RESS ao invés de SAS. Além disso, é possivel que efeitos
termodinamicos, de transferéncia de massa e de fluidodindmica tenham
ocorrido de forma combinada e, dada a sua complexidade, é dificil analisa-los

isoladamente. Entre os quais, pode-se pensar que 0 processo de mistura da
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solugdo organica (que passa pelo atomizador/restritor) com o0 antissolvente
supercritico ndo ocorreu de forma adequada, o que poderia ser melhorado

usando-se um restritor coaxial como na técnica SEDS.

5.2. Sugestdes

Apesar das dificuldades encontradas em respostas experimentais, 0
estudo contribuiu para reforcar a necessidade de aperfeicoamento na
otimizacdo de operacao nas técnicas supercriticas aos referidos farmacos. E a
fim de garantir os resultados esperados para as futuras formulagbes no
tratamento da leishmaniose sugere-se entre as possibilidades de estudos

futuros das chalconas:

e Realizar a micronizacdo usando a técnica SEDS, o que exigiria a
aquisicao de um restritor coaxial para ser adaptado na atual unidade SAS;

e Realizar um estudo mais aprofundado das variagbes moleculares do
farmaco disponiveis para testes.

e Sugere-se a otimizacdo das condicbes operacionais de processo

escolhidas;

e Investigar resultados de micronizacbes realizadas com diferentes

didmetros de restritores
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Experimentos de Equilibrio de Fases a Alta Pressé&o envolvendo as Chalconas

Tabela Al.1 — Condi¢des experimentais para a Transchalcona a 40°C.

SOLVENTES/ SOLUBILIDADES

PRESSAO Etanol Acetona Metanol DMSO Acetonitrila Alcool Acetato de etila Diclorometano
(bar) (50 mg/mL) (77 mg/mL) (23 mg/mL) (60 mg/mL) (49 mg/mL) isopropilico (84 mg/mL) (22 mg/mL)
(75 mg/mL)
70 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado precipitado precipitado
(S.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F)
80 Nao N&ao Nao Nao N&ao N&aoprecipitado Nao Nao
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado (S.F) precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (S.F) (S.F) (C.F) (C.F)
90 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
100 N&ao N&ao N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (S.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
110 N&ao N&ao N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S. F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
120 N&o N&ao N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
130 Nao N&ao N&ao N&ao N&ao N&ao Formacéo de Nao
precipitado precipitado precipitado precipitado precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
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140 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S. F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
150 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S. F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
160 N&o N&o N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S. F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
170 N&o N&ao N&o N&o N&o N&o Formacéo de N&o
precipitado precipitado precipitado precipitado Precipitado precipitado muitas precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) (C.F) (S.F) (S.F) particulas (C.F)
Legenda

S.F. - Sem Formacéo de Particulas
C.F. - Com Formacéo de Particulas, porém sem precipitacédo
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Tabela Al.2. — Condicdes experimentais para a NAT 22 a 40°C.

PRESSAO Etanol Acetona Metanol DMSO Acetonitrila Alcool Isopropilico  Acetato De Diclorometano
bar <0,5mg/mL) (5,3mg/mL) (1,0 mg/mL) (3,7 mg/mL) (4,5 mg/mL) (< 0,5mg/mL) Etila (8,0 mg/mL)
(5,0 mg/mL)
70 Nao Nao Nao Nao N&o precipitado N&ao N&ao N&ao
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S.F) precipitado precipitado precipitado
(S.F) (S.F) (S.F) F) (S.F) (S.F) (S.F)
80 Nao Nao Nao Nao N&o precipitado N&ao N&ao N&ao
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S.F) precipitado precipitado precipitado
(S.F) (S.F) (S.F) F) (S.F) (S.F) (S.F)
90 Nao Nao Nao Nao N&o precipitado N&ao N&ao N&ao
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S.F) precipitado precipitado precipitado
(S.F) (S.F) (S.F) F) (S.F) (S.F) (S.F)
100 Nao Nao Nao Nao N&o precipitado N&ao N&ao N&ao
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S. F) precipitado precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F) (S.F) (S.F) (S.F)
110 N&o N&o Nao Nao N&o precipitado N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S.F) precipitado precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F) (S.F) (S.F) (S.F)
120 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. precipitado(S. precipitado precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.) (S.F) (S.F) (S.F)
130 N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. precipitado(S. precipitado precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.) (S.F) (S.F) (S.F)
140 Nao Nao Nao Nao N&ao N&ao N&ao N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. precipitado(S. precipitado precipitado precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.) (S.F) (S.F) (S.F)
150 Nao Nao Nao Nao N&o precipitado N&ao N&ao N&ao
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S. (S.F) precipitado precipitado precipitado
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(S.F) (C.F) (S.F) F)

160 N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S.

(S.F) (C.F) (S.F) F)

170 N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado (S.

(S.F) (C.F) (S. F.) F)

Nao

precipitado(S.

F.)
Nao

precipitado(S.

F.)

(S.F)
N&o
precipitado
(S.F)
N&o
precipitado
(S.F)

Da Silva, L. L. P.- PEI/ UFBA,2016

(S.F) (S.F)
N&o N&o
precipitado precipitado
(S.F) (S.F)
N&o N&o
precipitado precipitado
(S.F) (S.F)

Legenda
S.F. -Sem Formacao de Particulas
C.F. - Com Formacéo de Particulas, porém sem precipitacédo
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Tabela A1.3 — Condic¢des experimentais para a CHs a 40°C.

PRESSAO Etanol Acetona Metanol Acetonitrila Alcool
(bar) (INSOLUVEL) (2,8mg/mL) (0,3 (0,6 mg/mL) Isopropilico
mg/mL) (< 0,5 mg/mL)
70 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (S.F) (S.F) F.) F.)
80 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (S.F) (S.F) F.) F.)
90 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (S.F) (S.F) F.) F.)
100 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
110 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F.) (S.F)
120 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
130 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
140 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
150 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado
(S.F) (C.F) (S.F) F.) (S.F)
160 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
170 N&o N&o N&o N&o N&o
precipitado  precipitado precipitado precipitado(S. precipitado(S.
(S.F) (C.F) (S.F) F.) F.)
Legenda

S.F. -Sem Formacao de Particulas
C.F. - Com Formacéao de Particulas, porém sem precipitagdo
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APENDICE 2
Corridas Experimentaisde Micronizagao SAS da Levotiroxina

Saddica

Tabela A2.1 — Condi¢Ges Experimentais (em duplicata) da Micronizagdo SAS

da Levotiroxina Sodica em Etanol e CO:2 supercritico

Q sol Q coz T P P co2 Purga Particula
(ml. min‘t) (ml. min?) (°C) (bar) (g/lcm3) (hr)
2 15 45 90 0,385 1:20 Precipitado
2 15 48 100 0,433 1:20 Precipitado
2 15 48 110 0,489 1:20 Precipitado
2 15 42 95 0,512 1:20 Precipitado
2 15 45 120 0,599 1:20 Precipitado
2 15 45 90 0,385 1:20 Precipitado
2 15 48 100 0,433 1:20 Precipitado
2 15 48 110 0,489 1:20 Precipitado
2 15 42 95 0,512 1:20 Precipitado
2 15 45 120 0,599 1:20 Precipitado
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APENDICES3

Corridas Experimentaisde Micronizagao SAS envolvendo as

Chalconas

Tabela A3.1- Condicdes experimentais da micronizagcdo da transchalcona
dissolvida em acetato de etila (Co = 6 mg/ mL) usando CO2 como antissolvente

supercritico. Tempo de purga do solvente: 1h 20min.

Q sol Q co2 T P pcoz Particula
(mL/ min) (ml.mint)  (°C) (bar)  (g/cm3)
2 15 40 90 0,485 N P
2 15 40 100 0,628 N P
2 15 40 110 0,659 N P
2 15 40 120 0,689 N P
2 15 40 130 0,719 N P
1 15 40 90 0,485 N P
1 15 40 100 0,628 N P
1 15 40 110 0,659 N P
1 15 40 120 0,689 N P
1 15 40 130 0,719 N P
2 15 45 90 0,385 N P
2 15 45 100 0,506 N P
2 15 45 110 0,553 N P
2 15 45 120 0,599 N P
2 15 45 130 0,646 N P
1 15 45 90 0,385 N P
1 15 45 100 0,506 N P
1 15 45 110 0,553 N P
1 15 45 120 0,599 N P
1 15 45 130 0,646 N P

* Co - Concentracdo  *NP- N&o Precipitado
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Tabela A3.2- Condicdes experimentais da micronizacdo da transchalcona
dissolvida em acetato de etila (Co = 10 mg/ mL) usando CO2 como

antissolvente supercritico. Tempo de purga do solvente: 1h 20min.

Q sol Qcoz T P p co2 Particula
(mL/ min) (ml.mint) (°C) (bar)  (g/cm?)
2 15 40 90 0,485 N P
2 15 40 100 0,628 N P
2 15 40 110 0,659 N P
2 15 40 120 0,689 N P
2 15 40 130 0,719 N P
1 15 40 90 0,485 N P
1 15 40 100 0,628 N P
1 15 40 110 0,659 N P
1 15 40 120 0,689 N P
1 15 40 130 0,719 N P
2 15 45 90 0,385 N P
2 15 45 100 0,506 N P
2 15 45 110 0,553 N P
2 15 45 120 0,599 N P
2 15 45 130 0,646 N P
1 15 45 90 0,385 N P
1 15 45 100 0,506 N P
1 15 45 110 0,553 N P
1 15 45 120 0,599 N P
1 15 45 130 0,646 N P

* Co - Concentracdo  *N P- N&o Precipitado
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Tabela A3.3 - CondigOes experimentais da micronizacdo da transchalcona
dissolvida em acetato de etila (Co = 30 mg/ mL) usando CO2 como

antissolvente supercritico. Tempo de purga do solvente: 1h 20min.

Q sol Q co: T P P coz Particula
(mL/ min)  (ml.min?) (°C) (bar) (g/cm3)
2 20 40 90 0,485 NP
2 20 40 100 0,628 NP
2 20 40 110 0,659 NP
2 20 40 120 0,689 N P
2 20 40 130 0,719 N P
1 20 40 90 0,485 NP
1 20 40 100 0,628 NP
1 20 40 110 0,659 NP
1 20 40 120 0,689 NP
1 20 40 130 0,719 NP
2 20 45 90 0,385 N P
2 20 45 100 0,506 NP
2 20 45 110 0,553 N P
2 20 45 120 0,599 N P
2 20 45 130 0,646 N P
1 20 45 a0 0,385 N P
1 20 45 100 0,506 NP
1 20 45 110 0,553 N P
1 20 45 120 0,599 N P
1 20 45 130 0,646 N P

* C - Concentragdo *N P- Nao Precipitado
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Tabela A3.4 - Condi¢cdes experimentais da micronizagédo da NAT 22 dissolvida

em acetona (Co = 6 mg/ mL) usando CO2 como antissolvente supercritico.

Q sol Qco: T P P coz Purga  Particula

(mL/ min)  (ml.min%) (°C) (bar) (g/cm®) (hr)

1 15 40 90 0,485 1:20 NP
1 15 45 100 0,506 1:30 NP
2 18 40 100 0,628 1:20 NP
2 18 45 120 0,599 1:30 NP

* C - Concentracdo  *N P- N&o Precipitado

Tabela A3.5 - Condicdes experimentais da micronizacdo da chalcona CHs
dissolvida em acetona (Co = 5 mg/ mL) usando CO:z como antisolvente

supercritico. Tempo de purga do solvente: 1h 20min.

Q sol Qco: T P P coz Particula
(mL/ min)  (ml.min") (°C) (BAR)  (g/c md)
1 15 40 100 0,628 NP
2 18 40 120 0,689 NP

* C - Concentracdo  *N P- N&o Precipitado
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APENDICE 4
Célculo da quantidade de solvente a alimentar no estado estacionério
A4.1. BASE DE CALCULO DE 1 min para o sistema ACETATO DE ETILA + CO2

ENSAIO NAS SEGUINTES CONDICOES:

Presséo (Bar) Temperatura (°C) Vazéo da solucao Concentragao da solucéo Vazao do COz2 (entrada)
(mg/ mL) (mL/ min)
(mL/ min)
100 40 1 7 15
DADOS
pcoz( 100 bar,40 ° C)  pcoz (1 bar, 25 °C) p Acetato de Etila (100 V célula (ML)
g/ mL g/ mL bar,40 ° C)
0,68655 0,001784 0,902 266,415

BALANCO MASSICO DO CO2
(Coz)entra = (COZ))sai

15 mL x 0,68655 g/ mL = 10, 29825 g/ min.
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CALCULO DA MASSA DE CO2 NA CELULA

0,68655 g/ mL x 266,415 mL = 182,9072 g

BALANCO MASSICO DO ACETATO DE ETILA

1 ml/ min. X 0,902 g/mL = 0,902 g/ min.

CALCULO DA COMPOSICAO DENTRO DA CELULA

0,902 acetato/ 10,29825 g/min. = 0,087588 g ac / g coz

CALCULO DA MASSA E DO VOLUME DE ACETATO DE ETILA NA CELULA

0,087588 gac/g COz2 x 182,9072 g = 16,02042 g acetato

VOLUME INJETADO

16,02042 g/ 0,902 g/mL =17,761 mL
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A 4.2. BASE DE CALCULO DE 1 MIN. — ACETONA + CO2

ENSAIO NAS SEGUINTES CONDICOES:

Presséo (Bar)

Temperatura (°C) Vazao da solucao

Concentracao da solucéao

Vazao do CO: (Entrada)

(mL/ min) (mg/ mL) (mL/ min)
100 40 1 6 15
DADOS
pcoz2( 100 bar,40 ° C) g/ mL  pco2 ( 1 bar, 25 °C ) g/ mL p Acetona V célula (ML)

(100 bar,40 ° C)

0,68655

0,792 0,7922

266, 415

BALANCO MASSICO DO CO2
(COZ)entra = (COZ))sai

15 mL x 0,68655 g/ mL = 10, 29825 g/ min.
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CALCULO DA MASSA DE CO2 NA CELULA

0,68655 g/ mL x 266,415 mL = 182,9072 g

BALANCO MASSICO DA ACETONA

1 ml/ min. X 0,7922 g/mL = 0,7922 g/ min.

CALCULO DA COMPOSICAO DENTRO DA CELULA

0,7922 acetona/ 10,29825 g/min. =0,0769256 g ac / gco2

CALCULO DA MASSA E DO VOLUME DE ACETONA NA CELULA

0,0769256 gac /g CO2 x 182,9072 g = 14,07024610 g acetona

VOLUME INJETADO

14,070246109/ 0,7922 g/mL =17,7609 ml
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