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RESUMO 

 

Cocristais descritos na literatura compostos por lamotrigina (LAM), fármaco 

antiepilético pouco solúvel, e coformador nicotinamida (NIC), foram obtidos pelo 

método de cristalização por reação (MCR), com o objetivo de avaliar as vantagens na 

dissolução do fármaco obtidas pelo cocristal. As estruturas cocristalinas foram 

caracterizados por técnicas como difração de raio-x de pó (DRXP), calorimetria 

exploratória diferencial (DSC), termogravimetria (TGA), microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR). Os resultados das técnicas de caracterização demonstraram que os cocristais 

de LAM foram obtidos com sucesso. A metodologia desenvolvida para determinação 

de LAM e NIC em cocristais a partir de derivada de primeira ordem em 

espectrofotômetro UV foi validada e aplicada para a quantificação do cocristal. Os 

resultados indicaram uma razão estequiométrica 1:1 e demonstraram uma boa 

alternativa para a determinação cromatográfica. Também foram desenvolvidas duas 

metodologias por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), com base em 

parâmetros descritos na literatura. Os métodos CLAE foram validados e utilizados 

para avaliação da dissolução dos cocristais. O estudo de dissolução cinética indicou 

que os cocristais apresentaram maior dissolução em água e fluído intestinal simulado 

em comparação à LAM. A avaliação da solubilidade no ponto eutético apresentou 

uma solubilidade 31 vezes maior em água e 19 vezes maior em fluído intestinal 

simulado. O estudo in vivo com convulsões induzidas por PTZ demonstrou-se uma 

metodologia inadequada para avaliação do fármaco. Os cocristais desenvolvidos 

apresentam-se como uma estratégia promissora para o aumento da solubilidade da 

LAM, resultados que viabilizam novos estudos com os cocristais obtidos, como 

desenvolvimento de comprimidos e outras avaliações in vivo. 

Palavras-chave: Lamotrigina. Cocristal. Solubilidade. Dissolução. Método de Reação 

por Cristalização. Método de Espectrofotometria Derivada.  



 
 

ABSTRACT 

 

Cocrystals described in the literature composed of lamotrigine (LAM), a low soluble 

antiepileptic drug, and nicotinamide coformer (NIC), were produced by the reaction 

crystallization method, with the objective of evaluating the advantages in dissolution of 

the drug obtained by the cocrystal. The cocrystalline structures were characterized by 

techniques such as X-ray powder diffraction, differential scanning calorimetry, 

thermogravimetry, scanning electron microscopy and Fourier transform infrared 

spectroscopy. The results of the solid-state characterization techniques demonstrated 

that LAM cocrystals were successfully obtained. The methodology developed for 

determination of LAM and NIC in cocrystals from first order derivative in UV 

spectrophotometer was validated and used for the quantification of the cocrystal. The 

results indicated a 1:1 stoichiometric ratio and demonstrated to be a viable alternative 

for the chromatographic determination. Also, two methodologies were developed by 

high performance liquid chromatography (HPLC), based on parameters described in 

the literature. The HPLC methods were validated and used to evaluate the dissolution 

of cocrystals. The kinetic dissolution study indicated that the cocrystals had greater 

dissolution in water and simulated intestinal fluid compared to LAM. The solubility 

evaluation at the eutectic point presented a solubility 31 times higher in water and 19 

times higher in simulated intestinal fluid. In vivo study in PTZ induced seizures 

demonstrated to be an inadequate methodology for drug evaluation. The developed 

cocrystals were considered as a promising strategy to increase the dissolution of LAM, 

results that make feasible new studies with the cocrystals obtained, such as tablet 

development and other in vivo evaluations. 

 

Keywords: Lamotrigine. Cocrystal. Solubility. Dissolution. Method of 

Crystallization Reaction. Method of Derived Spectrophotometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A produção de medicamentos no Brasil enfrenta diversos desafios no âmbito 

tecnológico, como inserção no mercado, pesquisa de moléculas novas e oferta de 

insumos (ROCHA et al., 2016). Os fármacos disponibilizados em formas 

farmacêuticas sólidas como comprimidos e cápsulas são formas farmacêuticas 

amplamente utilizadas pelos pacientes. Dentre suas vantagens estão a 

conveniência, a facilidade de manuseio, a estabilidade físico-química, o alto 

rendimento e o baixo custo de fabricação (ZHANG et al., 2004).  

 Os princípios ativos farmacêuticos podem existir em diversas formas sólidas, 

como polimorfos, solvatos, hidratos, sais, cocristais e amorfos sólidos, estruturas que 

são fundamentais para definir as propriedades físicas, químicas, mecânicas e 

biofarmacêuticas de um fármaco (MORISSETTE et al., 2004) 

As moléculas com solubilidade aquosa limitada têm sido alvo de diversas 

pesquisas, pois apresentam dissolução lenta em fluídos biológicos, exposição 

sistêmica insuficiente e eficácia reduzida em pacientes (BLAGDEN et al., 2007). 

Assim, um dos principais desafios da indústria farmacêutica é melhorar a 

solubilidade dos fármacos (QIAO et al., 2011; HE et al., 2017). 

O desenvolvimento de novas formulações farmacêuticas visa melhorar o 

manuseio de ingredientes durante o processamento, melhorar a estabilidade e 

aumentar a dissolução de fármacos (IZUTSU et al., 2016). Alterações químicas, 

como modificação de ligações covalentes, são muito comuns em moléculas no 

estado sólido, pois permitem alterações nas propriedades físicas de um fármaco 

sem alterar seu mecanismo de ação (BERRY; STEED, 2017).  

Uma das maneiras de alterar as propriedades do ingrediente farmacêutico 

ativo (IFA) é a adição de um segundo componente à formulação, gerando um sal 

(BERGE; BIGHLEY; MONKHOUSE, 1977) ou cocristal. No entanto a necessidade 

de que o fármaco possua um grupo ácido ou básico ionizável limita a formação dos 

sais, enquanto que os cocristais não necessitam tais grupos, pois formam 

compostos a partir de interações reversíveis e não covalentes (SCHULTHEISS; 

NEWMAN, 2009). 

Nos últimos 15 anos, a percepção da engenharia farmacêutica dos cocristais 

ganhou grande visibilidade (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017) e houve 

aumento do interesse pelos cocristais farmacêuticos, que representam um método 
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robusto para aumento da solubilidade e biodisponibilidade de fármacos pouco 

solúveis (QIAO et al., 2011). 

 Os cocristais são materiais cristalinos estruturalmente homogêneos, formados 

por, no mínimo, dois compostos neutros que se encontram em quantidades 

estequiométricas definidas e são sólidos à temperatura ambiente (AAKERÖY; 

SALMON, 2005). Um cocristal farmacêutico é composto por um IFA e por um 

coformador, que pode ser outro fármaco ou uma molécula não tóxica (QIAO et al., 

2011). Por meio de pesquisas que comprovam a obtenção de maior solubilidade e 

estabilidade de fármacos a partir de cocristais, pode-se afirmar que este é um 

método confiável para alterar as propriedades físicas dos fármacos, sem modificar 

sua farmacologia (SEKHON, 2009). 

Os fármacos pertencentes à classe II do Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica (SCB) representam mais de 30% dos medicamentos 

comercializados. Apesar desses fármacos possuírem boas propriedades 

farmacológicas, eles correm o risco de serem retirados do desenvolvimento de 

novos medicamentos devido à sua fraca solubilidade aquosa (ALHALAWEH et al., 

2012). Portanto, é importante desenvolver estratégias que aumentem a solubilidade 

desses fármacos. 

A Lamotrigina (LAM) é um importante fármaco da classe II do SCB (SINGH; 

GARG; GUPTA, 2015; ZHOU et al., 2005). Esse medicamento é utilizado para 

epilepsia, uma doença que atinge pelo menos 50 milhões de pessoas em todo o 

mundo (KURT, 2018). A epilepsia é caracterizada por interrupções imprevisíveis e 

recorrentes no funcionamento normal do cérebro, chamadas crises epiléticas. O 

tratamento farmacológico é de suma importância para a qualidade de vida dos 

indivíduos acometidos por esta doença. 

Algumas estratégias de melhoria da solubilidade da LAM, como 

desenvolvimento de cocristais de LAM com nicotinamida (NIC) demonstraram uma 

maior solubilidade em função do pH (CAVANAGH; MAHESHWARI; RODRÍGUEZ-

HORNEDO, 2018). O estudo desses cocristais quanto à sua dissolução em fluídos 

biorrelevantes e avaliação in vivo, pode fornecer maiores informações da melhora 

dos efeitos farmacológicos obtidos por esse cocristal.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

• Obter cocristais de lamotrigina e nicotinamida e avaliar as vantagens 

adquiridas pelo cocristal. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Obter cocristais de lamotrigina e nicotinamida, descritos na literatura, pelo 

método de cristalização por reação; 

• Caracterizar as matérias-primas e os cocristais obtidos; 

• Desenvolver e validar método analítico de espectrofotometria derivada de 

primeira ordem para a quantificação de lamotrigina e nicotinamida em 

cocristais; 

• Desenvolver e validar método por cromatografia líquida de alta eficiência para 

quantificação de lamotrigina e nicotinamida em cocristais; 

• Avaliar o perfil de dissolução em fluído biorrelevante da matéria-prima e dos 

cocristais obtidos; 

• Avaliar a solubilidade do cocristal no ponto eutético em água e fluído 

biorrelevante; 

• Avaliar o cocristal in vivo com indução de convulsões por pentilenotetrazol. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Absorção de Fármacos 

Os fármacos indicados para tratamentos de doenças sistêmicas são 

geralmente prescritos como preparações orais ou parenterais. Para que esses 

fármacos tenham sua ação farmacológica, os mesmos devem ser absorvidos e 

transportados pela corrente sanguínea até o tecido alvo. A absorção é definida como 

a transferência de uma substância para a corrente sanguínea e apresenta um papel 

essencial para determinar se o medicamento produzirá o efeito clínico esperado e 

quanto tempo levará para ocorrer (SIM, 2015). 

 A via de administração intravenosa contorna o processo de absorção, tendo 

uma ação imediata, enquanto que para todas as outras vias, a absorção é 

necessária a fim de que ocorram os efeitos farmacológicos. A biodisponibilidade 

refere-se tanto à fração de uma dose administrada de um fármaco que entra na 

circulação sistêmica inalteradamente, quanto à taxa em que este aparece na 

circulação sistêmica (SIM, 2015). 

A absorção sistêmica do fármaco depende da desintegração do medicamento 

e da dissolução do fármaco em um meio aquoso. A solubilidade é um aspecto 

determinante para a biodisponibilidade do fármaco, pois para ser absorvido 

necessita estar na forma de solução aquosa no sítio de absorção, 

independentemente se será absorvido por difusão passiva ou transporte ativo. Os 

obstáculos para o efeito farmacológico, como a solubilidade, a estabilidade, a 

permeabilidade e o efeito de primeira passagem, devem ser superados de modo que 

o fármaco alcance completamente o seu local de ação (PANCHAGNULA; THOMAS, 

2000). 

 

3.2 Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB) 

Em 1995 Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica (SCB), que permitiu a classificação de fármacos baseados na 

solubilidade e permeabilidade intestinal em quatro classes (AMIDON et al., 1995), as 

quais podem ser observadas na Figura 1. 
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A permeabilidade intestinal e a solubilidade são dois fatores que regulam a 

taxa e a extensão da absorção do fármaco, por isso estão diretamente relacionados 

à sua biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995). O SCB tornou-se extensamente 

admitido na comunidade acadêmica, no setor industrial e de regulação de fármacos. 

Inicialmente a aplicação do SCB visava apenas as questões de bioequivalência e 

implicações relacionadas, porém passou também a ser muito utilizado na descoberta 

e desenvolvimento de novos fármacos, pela indústria farmacêutica  (SHAH; 

AMIDON, 2014) 

Baseando-se no SCB, algumas agências reguladoras como a Food and Drug 

Administration (FDA) e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

emitiram guias para bioisenção, permitindo que alguns medicamentos sejam 

registrados e aprovados para comercialização com base em testes de dissolução in 

vitro, não sendo necessário estudos em humanos. Mais tarde este conceito foi aceito 

também para a aprovação de novos medicamentos genéricos, o que reduz 

experiências humanas desnecessárias e o custo desses produtos (LINDENBERG; 

KOPP; DRESSMAN, 2004). Nessas circunstâncias a política de medicamentos 

tende a oferecer à população um tratamento eficaz, seguro e com preço acessível 

(ARRUNÁTEGUI et al., 2015).  

 

Figura 1 - Classes do Sistema de Classificação Biofarmacêutica 
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3.3 Cocristais 

 Os cocristais são compostos orgânicos que contêm duas ou mais moléculas 

orgânicas neutras, sólidas à temperatura ambiente (AAKERÖY; SALMON, 2005), em 

quantidades estequiométricas dentro da mesma rede cristalina (QIAO et al., 2011). 

Eles são compostos por um IFA e um agente cocristalizador (coformador), 

tipicamente um pequeno composto orgânico (BATZDORF et al., 2017), que pode ser 

outro fármaco ou uma molécula não tóxica (QIAO et al., 2011). São utilizados para 

melhorar a estabilidade, solubilidade, taxa de dissolução in vitro e biodisponibilidade 

de fármacos pouco solúveis (MCNAMARA et al., 2006), podendo aumentar sua 

solubilidade em até 100 vezes (BAGHEL et al., 2009). 

 Entre as vantagens dos cocristais estão: design que não requer um grupo 

funcional específico para sua composição, metodologia acessível, a capacidade de 

alterar as formas cristalinas de um fármaco e o desenvolvimento de novas formas de 

cristal, que podem ser patenteadas como novos medicamentos (SHANG; 

ZAWOROTKO, 2008). Em comparação com o sal, que é obtido pela adição de um 

segundo componente à formulação (BERGE; BIGHLEY; MONKHOUSE, 1977), os 

cocristais tem a vantagem de não requerer um grupo básico ou ácido ionizável, pois 

são formados a partir de pontes de hidrogênio (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009). 

Essas interações podem ocorrer entre os grupamentos: ácido carboxílico-nitrogênio 

aromático, ácido carboxílico-amida e álcool-piridina (DOUROUMIS; ROSS; 

NOKHODCHI, 2017). 

 Como os cocristais têm um grande potencial para a indústria farmacêutica 

(BRITTAIN, 2013), o Centro de Pesquisa e Avaliação da FDA emitiu uma orientação 

para a indústria sobre a classificação regulatória de cocristais farmacêuticos (FDA, 

2013). Neste documento, o FDA define cocristais como sólidos cristalinos compostos 

por duas ou mais moléculas na mesma rede cristalina, sendo um complexo 

molecular dissociável de IFA-excipiente, onde o coformador é o excipiente. A fim de 

provar a existência do cocristal, a FDA exige evidências de que tanto o IFA como o 

coformador existem em seus estados neutros e que nenhuma interação iônica foi 

usada para associar as duas substâncias. 

 A European Medicines Agency (EMA) também produziu um documento de 

discussão sobre o uso de cocristais em produtos medicinais, a qual diz que os 

cocristais são uma ferramenta versátil, utilizada para obter melhores propriedades 
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de estado sólido. O documento define os cocristais como estruturas cristalinas 

homogêneas constituídas por dois ou mais componentes em uma relação 

estequiométrica definitiva, onde o arranjo na rede cristalina não é baseado em 

ligações iônicas e requer que a formação do cocristal seja demonstrada por meio de 

técnicas analíticas adequadas (EMA, 2014). 

 A ANVISA, emitiu uma nota técnica em fevereiro de 2017 intitulado “Registro 

de medicamentos novos, genéricos e similares contendo solvatos e cocristais como 

insumo farmacêutico ativo” (ANVISA, 2017a). Este documento afirma que o cocristal: 

deve tratado como um IFA; deve ser caracterizado quimicamente; deve ser colocada 

a equivalência da base livre na bula e na rotulagem do medicamento; tenha a 

estequiometria definida e controlada através dos testes de controle de qualidade. 

 Como pode ser visto na Tabela 1, alguns medicamentos já comercializados 

contêm cocristais na formulação, o que demonstra o interesse da indústria 

farmacêutica por essa estratégia de desenvolvimento de novos sólidos cristalinos. 

 

Tabela 1 - Produtos Comercializados que Possuem Cocristais  

Nome comercial Cocristal Ano de registro 

Depakote® Ácido Valpróico- Valproato de Sódio 1983 

Lexapro® Escitalopram – Ácido Oxálico 2002 

Suglat® Ipragliflozin – L-prolina 2014 

Entresto® Valsartana – Scubitril 2015 

Steglatro® Ertuglifozin – Ácido Piroglutamico 2017 

 

3.3.1 Agente Cocristalizador (Coformador) 

 A escolha do coformador é de grande importância para a formação do 

cocristal, pois estes devem apresentar-se seguros em relação à sua toxicidade, 

serem altamente solúveis, e possuírem regiões de complementaridade molecular 

com o fármaco. A interação fármaco:coformador nos cocristais compreende 

especialmente as ligações de hidrogênio intermoleculares, contudo, interações de 

Van der Waals, empilhamento π e ligações de halogênio também se demonstram 

significativas (ROCHA et al., 2016). Existem diversos materiais sólidos reconhecidos 
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como seguros pelo GRAS (Generally Recognized as Safe) do FDA, dentre eles 

aditivos alimentares e outras substâncias. Entretanto, quantidades subterapêuticas 

de fármacos como paracetamol e ácido acetilsalicílico também podem ser utilizadas 

como coformadores. 

  Além de interações baseadas em complementaridade molecular, a 

estereoquímica dos componentes e características intrínsecas do fármaco, como a 

polaridade e o pKa, também devem ser considerados durante a seleção do 

coformador para a síntese do cocristal.  Para reações em solução, ΔpKa < 0 indica a 

formação de um cocristal, enquanto que ΔpKa > 3 designa a produção de um sal, 

enquanto que na região de ΔpKa entre 0 e 3, a previsão do material resultante é 

limitada (JOHNSON; RUMON, 1965). 

  

3.3.2 Métodos de Obtenção de Cocristais 

Diferentes formas de obtenção de cocristais são utilizadas no campo 

farmacêutico, como cristalização em solução (CHIARELLA; DAVEY; PETERSON, 

2007), mecanoquímica (DELORI; FRIŠČIĆ; JONES, 2012), cristalização por fusão 

(BERRY et al., 2008), SonicSlurry™ (CHILDS; MOUGIN; STAHLY, 2005), solvo-

térmico (YU et al., 2011) e o método de cristalização da reação (RODRÍGUEZ-

HORNEDO et al., 2006).  

 Uma técnica clássica para obtenção de cocristais é a cristalização em 

solução. Este método tradicional de cristalização a partir da solução é realizado com 

um solvente adequado no qual todos os componentes são solúveis e que promovem 

a formação dos cocristais. Quantidades estequiométricas dos componentes são 

dissolvidas em um solvente, que pode ser aquecido para facilitar a dissolução, e 

então evaporado (ROCHA et al., 2016). Uma das desvantagens desse método é o 

grande número de solventes possíveis, o que requer vários experimentos de triagem 

(TRASK et al., 2005). Pode-se também citar a técnica solvo-térmica, na qual o 

processo de solução é baseado na geração de supersaturação em relação ao 

cocristal através da mudança de temperatura (YU et al., 2011; YU; CHOW; TAN, 

2010). Este método requer a triagem de solventes com solubilidades reativas 

semelhantes para minimizar sua cristalização (KUMINEK et al., 2016a). Essas 

metodologias, no entanto, têm a chance de cristalizar as fases de componente 
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único, reduzindo assim a possibilidade de acessar a fase cristalina multicomponente 

(RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006). 

 Outra técnica bastante utilizada é a mecanoquímica, cuja metodologia de 

cristalização em estado sólido ocorre através da ativação mecânica por moagem. 

Este método permite a construção de cocristais de dois e três componentes (KARKI; 

FRISCIC; JONES, 2009), apresenta uma via potencial que pode reduzir a triagem 

(TRASK; JONES, 2005) e gera cocristais que não são possíveis por meio de solução 

(ETTER; ADSMOND, 1990). A eficiência da cocristalização por moagem pode ser 

melhorada pela adição de quantidades catalíticas de solventes (SHAN; JONES, 

2003), o que leva à formação do cocristal por alteração da mobilidade molecular da 

fase sólida e/ou interações em solução (TRASK; MOTHERWELL; JONES, 2004) e 

obtém um maior rendimento quantitativo, com maior grau de cristalinidade do que a  

moagem simples (WOUTERS; QU, 2011). 

 O procedimento de cristalização por fusão, também conhecido como técnica 

de Kofler, foi utilizado por ele para investigar cocristais na década de 1940 

(STAHLY, 2007). O método consiste na fusão simultânea de dois compostos em 

uma lâmina, seguida de solidificação, gerando um complexo molecular com ambos 

os componentes, que sob condições apropriadas formam o cocristal (BERRY et al., 

2008). Alguns líquidos orgânicos com altos pontos de ebulição, como salicilato de 

metila ou benzoato de metila, podem ser úteis para criar soluções altamente 

concentradas e reduzir o ponto de fusão dos componentes (MCNAMARA et al., 

2006). 

 Também é possível desenvolver cocristais por meio do SonicSlurry™ 

(CHILDS; MOUGIN; STAHLY, 2005), uma técnica de alta produtividade que é 

realizada em placas (CHILDS et al., 2008). O processo envolve a dispersão de 

partículas sólidas em uma fase líquida, que compreende um ou mais solventes, na 

qual a substância química não é completamente solúvel e por isso é submetida a 

pulsos de ultrassom, que aceleram o processo da cocristalização (FRISCIC et al., 

2009; SCOTT; MOUGIN-ANDRES; STAHLY, 2014). 

 Como consequência da diversa base empírica das técnicas utilizadas na 

pesquisa de cocristais, um grande número de condições experimentais é testado 

frequentemente (MORISSETTE et al., 2004) e a transferência para processos de 

cristalização em larga escala é restrita (RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006). 
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3.3.2.1 Método de Cristalização por Reação  

 O método de cristalização por reação (MCR), descrito pela primeira vez por 

Rodríguez-Hornedo et al., 2006, possui uma metodologia fácil, prática e econômica, 

que pode ser realizado em diversos laboratórios, não necessitando de equipamentos 

caros e específicos. O mecanismo de síntese do cocristal é direcionado pelo efeito 

que o cocristal exerce na redução da solubilidade do complexo molecular a ser 

cristalizado. O MCR é baseado na geração de solução supersaturada em relação ao 

cocristal formado, enquanto esta mesma solução é saturada ou insaturada em 

relação aos componentes do cocristal individualmente (ROCHA et al., 2016).  

 A metodologia é exemplificada pelo diagrama de solubilidade de fase do 

cocristal como mostrado na Figura 2, que demonstra as condições de saturação da 

solução em relação ao cocristal e ao fármaco individualmente. Na região I a solução 

apresenta-se supersaturada em relação ao fármaco e insaturada em relação ao 

cocristal, na região II a solução encontra-se supersaturada em relação ao fármaco e 

ao cocristal e na região III a solução está insaturada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Kuminek et al., 2016 

 

 Para que a cocristalização ocorra, a solução deve estar na região IV, onde 

está supersaturada em relação ao cocristal, mas não saturada em relação ao 

fármaco (GOOD; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2009; NEHM; RODRIGUEZ-SPONG; 

Figura 2 - Solubilidade de um Cocristal em Solução 
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RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006). Portanto, a solução preparada dos componentes 

deve ter concentrações que não saturem a solução antes da formação do cocristal. 

 Estas soluções podem ser obtidas dissolvendo-se o fármaco e o coformador 

em um solvente ou misturando duas soluções contendo o fármaco e o coformador 

previamente dissolvidos (ROCHA et al., 2016). Desta forma, o fármaco e o 

coformador podem formar o cocristal através da reação mediada por solução, que 

consome os componentes da solução até que o processo atinja o estado de 

equilíbrio definido pela curva de solubilidade do cocristal (NEHM; RODRIGUEZ-

SPONG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006; RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006). 

 Entre as vantagens do MCR estão: capacidade de formar cocristais sem a 

cristalização de componentes individuais, aplicabilidade ao desenvolvimento de 

técnicas in situ para a triagem de cocristais de alta qualidade, possibilidade de 

produção em larga escala, não gera resíduos tóxicos para o meio ambiente 

(RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006) e a possibilidade de utilização de uma ampla 

gama de solventes. 

 Entre os solventes mais comumente utilizados estão solventes não tóxicos, 

incluindo água e álcoois (KUMINEK et al., 2016a). 

 Desde 2006 (RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006), vários estudos utilizando 

o MCR estão disponíveis na literatura científica e alguns deles estão resumidos na 

Tabela 2. Os resultados indicaram, de maneira geral, maior solubilidade de 

fármacos, além de maior estabilidade e biodisponibilidade. 

 Como pode ser visto, a grande maioria dos fármacos utilizados para produzir 

cocristais pertencem à classe II do SCB, que apresentam baixa solubilidade e alta 

permeabilidade (AMIDON et al., 1995; SHAH; AMIDON, 2014). Essa classe abrange 

grande número dos medicamentos comercializados e estratégias que aumentam a 

solubilidade desses fármacos são essenciais para a efetividade dos mesmos. 
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Tabela 2 - Pesquisas sobre Obtenção de Cocristais pelo MCR 

Fármaco Coformador SCB Melhorias Autores 

Carbamazepina Nicotinamida II Solubilidade 
(RODRÍGUEZ-

HORNEDO et al., 
2006)  

Carbamazepina 17 Ácidos Carboxílicos* II Solubilidade (CHILDS et al., 2008)  

Carbamazepina 
Ácido salicílico, 

Ácido 4-aminobenzóico 
II Solubilidade 

(BETHUNE et al., 
2009) 

Carbamazepina 

Teofilina, Cafeína, 
Nicotinamida, Ácido 

Malônico, Ácido 
Glutárico, Sacarina, 
Ácido Oxálico, Ácido 

Succínico, Ácido 
Salicílico 

II Solubilidade 
(GOOD; 

RODRÍGUEZ-
HORNEDO, 2009) 

Carbamazepina Sacarina II Solubilidade 
(ALHALAWEH et al., 

2012) 

Carbamazepina 

Sacarina, Ácido 
Salicílico, Ácido 4- 

Aminobenzóico mono-
hidratado 

II Solubilidade (LIPERT et al., 2016) 

Danazol 
Ácido Hidroxibenzóico, 

Vanilina 
II Solubilidade (LIPERT et al., 2016) 

Gabapentina 

Ácido 3-hidroxibenzóico, 
Ácido 4-hidroxibenzóico, 
Ácido Salicílico, Ácido 1-
Hidroxi-2-Naftóico, Ácido 

Mandélico, Ácido 
Tartárico, Ácido Málico, 
(+) - Ácido Canfórico, 

Ácido Gálico 

II 
Solubilidade 
Estabilidade 

(SREENIVAS REDDY 
et al., 2009) 

Indometacina Sacarina II Solubilidade 
(ALHALAWEH et al., 

2012) 

Indometacina Sacarina II Solubilidade (LIPERT et al., 2016) 

Meloxicam 
Ácido Salicílico e Ácido 

Maleico 
II Solubilidade  (MACHADO, 2016)  

6-Mercaptopurina Isonicotinamida II 
Dissolução 
Biodisponi-

bilidade 
(WANG et al., 2015) 

Piroxicam Sacarina II Solubilidade (LIPERT et al., 2016) 

Teofilina Ácido Cítrico I Solubilidade 
(JAYASANKAR; ROY; 

RODRÍGUEZ-
HORNEDO, 2010) 

*Ácido Succínico, Ácido Benzoico, Ácido Cetoglutárico, Ácido Maleico, Ácido Glutárico, 

Ácido Malônico, Ácido Oxálico, Ácido Canfórico, Ácido 4-Hidroxibenzóico, Ácido Salicílico, 

Ácido 1-Hidroxi-2-naftóico, Ácido DL-Tartárico, Ácido L-Tartárico, Ácido glicólico, ácido 

fumárico, ácido DL-Malic Ácido L-Málico. 
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3.3.3 Propriedades Físico-químicas dos Cocristais 

 A principal característica de um cocristal é a maior solubilidade deste em 

relação ao fármaco, e se essa solubilidade irá permanecer frente à adição de 

agentes solubilizantes ou outros ingredientes de uma formulação (MACHADO, 

2016). 

 Os cocristais altamente solúveis são menos estáveis e possuem uma rápida 

conversão para a forma menos solúvel do fármaco quando expostos ao solvente, 

prejudicando assim o seu desempenho e constituindo a principal barreira no seu 

desenvolvimento. Diante disso, um cocristal altamente solúvel nem sempre é o 

melhor candidato para um novo produto farmacêutico, sendo necessário aplicar 

estratégias que mantenham uma concordância entre os parâmetros solubilidade e 

estabilidade em solução (HUANG; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2010). 

 A avaliação da solubilidade e a estabilidade dos cocristais pode ser realizada 

por meio de métodos cinéticos e termodinâmicos. Os métodos cinéticos determinam 

a dissolução de um cocristal em relação ao tempo, porém a medida que o cocristal 

dissolve e o máximo de concentração em solução é atingido, ocorre a cristalização 

do fármaco estável, então o pico de concentração não deve ser considerada a 

solubilidade do cocristal (MARTIN et al., 2013). Em relação aos cocristais muito 

solúveis, quando submetidos à testes de dissolução, a precipitação pode ocorrer de 

forma imediata, resultando muitas vezes em valores subestimados ou errôneos 

(ROY; LIPERT; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2012). O método termodinâmico avalia a 

solubilidade e a estabilidade dos cocristais, a partir de concentrações eutéticas e é 

considerado mais seguro, confiável e de simples acesso (GOOD; RODRÍGUEZ-

HORNEDO, 2009). 

 

3.3.3.1 Ponto Eutético 

 O ponto eutético (Peu) depende de fatores como temperatura, pH, solvente e 

presença de agentes solubilizantes, e é definido como aquele em que a solução se 

encontra saturada em relação ao fármaco e ao cocristal. Esse ponto é expresso 

pelas concentrações de fármaco e coformador e apresenta os mesmos valores de 

solubilidade para o fármaco e o cocristal (GOOD; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2009). 

Portanto, comparando-se as curvas de solubilidade do fármaco e do cocristal, o Peu 
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é caracterizado pela interseção das curvas de solubilidade, onde estas são iguais 

(RODRÍGUEZ-HORNEDO et al., 2006). 

  A constante eutética (Keu) indica a estabilidade do cocristal e é representada 

pela razão das atividades (a) do coformador e do fármaco no ponto eutético, as 

quais podem ser aproximadas à razão das concentrações (ROCHA et al., 2016). 

Valores de Keu> 1 ou Keu> 0,5, para cocristais 1:1 e 2:1, respectivamente, indicam 

instabilidade termodinâmica do cocristal, mas maior solubilidade em relação ao 

fármaco, enquanto valores de Keu <1 ou <0,5 para cocristais 1:1 e 2:1, 

respectivamente, indicam maior estabilidade termodinâmica e menor solubilidade do 

cocristal em relação ao fármaco (GOOD; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2009). 

 O ponto eutético pode ser medido experimentalmente a partir da suspensão 

de pequenas quantidades de fármaco e cocristal em uma solução até que seja 

alcançada a saturação. As concentrações dos componentes do cocristal devem ser 

posteriormente medidas em solução, através de Cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE), e da fase sólida por Difração de Raio X de pó (DRXP) e 

Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) para assegurar a presença de cocristal e 

fármaco (HUANG; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2010). A Figura 3 apresenta um 

fluxograma para auxiliar nas determinações do Peu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Good e Rodríguez-Hornedo (2010) 

Figura 3 - Fluxograma das Etapas Envolvidas na Determinação das Concentrações 
dos Componentes do Cocristal no Peu 
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 A partir da utilização do Peu é possível determinar a solubilidade 

estequiométrica do cocristal pelas concentrações da solução eutética do fármaco e 

do coformador para um cocristal 1:1 e 2:1. As concentrações utilizadas são dadas 

pela soma de todas as espécies de fármaco e coformador em solução, incluindo 

espécies ionizadas e não ionizadas, bem como aquosas e solubilizadas (KUMINEK 

et al., 2016b). 

 

3.3.4 Técnicas de Caracterização de cocristais 

 Para a confirmação da formação de um cocristal e diferenciação em relação a 

outros cristais multicomponentes, diversas técnicas de caracterização no estado 

sólido podem ser empregadas, como a difração de raios X (HARRIS; TREMAYNE; 

KARIUKI, 2001), análise térmica (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009), microscopia 

(CHADWICK; DAVEY; CROSS, 2007), espectroscopia vibracional (ALLESØ et al., 

2008), espectroscopia do estado sólido (VOGT et al., 2009) e análise de sorção de 

umidade (NEWMAN; REUTZEL-EDENS; ZOGRAFI, 2008). 

 A difração de raios X é uma das ferramentas analítica mais importantes na 

química do estado sólido, com aplicações que vão desde a caracterização detalhada 

da estrutura molecular e cristalina (difração de monocristal) até a detecção de ordem 

de longo alcance em materiais cristalinos (difração de pó) (REUTZEL-EDENS, 

2012). O DRXP permite realizar a determinação da estrutura usando dados de 

difração de pó. É utilizado quando o material não apresenta formato de cristais 

individuais de tamanho ou qualidade suficiente para o uso de difração de raios X de 

cristal único (HARRIS; TREMAYNE; KARIUKI, 2001). Esta análise fornece detalhes 

de novos grupamentos químicos encontrados nas formações dos cocristais, como as 

ligações de hidrogênio (BOLLA; CHERNYSHEV; NANGIA, 2017).  

 A análise térmica compreende técnicas em que uma alteração física ou 

química é medida em função da temperatura, enquanto um material é submetido a 

um programa de aquecimento ou resfriamento predefinido. Entre as técnicas mais 

comuns utilizadas em indústrias farmacêuticas estão a calorimetria exploratória 

diferencial (DSC), que mede a energia necessária para estabelecer uma diferença 

de temperatura próxima de zero entre a amostra e uma referência inerte, e a 

termogravimetria (TGA), uma técnica em que a variação de massa de uma 

substância é medida em função da temperatura ou do tempo em uma atmosfera 
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controlada (REUTZEL-EDENS, 2012). Estes parâmetros são alterados pela 

formação dos cocristais e são avaliados com base na comparação entre o material 

cristalino obtido e os componentes individuais (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009). 

 A microscopia teve seu uso reduzido devido às técnicas cristalográficas e 

espectroscópicas, que a substituíram pela análise química (REUTZEL-EDENS, 

2012). Entretanto, as microscopias óptica, eletrônica e de força atômica podem 

apresentar informações sobre a estrutura cristalina e composição de materiais, sais 

e cocristais, sendo úteis para identificação da homogeneidade e caracterização 

dessas estruturas, de forma concomitante à outras técnicas (CHADWICK; DAVEY; 

CROSS, 2007; ETTER; REUTZEL, 1991). 

 A espectroscopia vibracional é utilizada para caracterizar as vibrações das 

moléculas orgânicas, por absorção de radiação infravermelha na faixa de 4000-400 

cm-1 ou por espalhamento inelástico de radiação (produzindo mudanças Raman) de 

3500 a 50 cm-1 (JOHNSON; RUMON, 1965). Os espectros vibracionais fornecem 

características das moléculas e permitem a caracterização de estruturas químicas. 

 Para as quantificações individuais, das concentrações do fármaco e do 

coformador presentes no cocristal, a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) é bastante utilizada, pois permite a separação e a quantificação de 

compostos químicos em solução. Já o método espectrofotométrico UV-VIS 

(ultravioleta visível) só é possível ser utilizado por meio da espectrofotometria 

derivada, que permite a análise simultânea de mais de uma substância sem 

procedimentos de extração (SVERSUT et al., 2017). Esse método apresenta poucos 

relatos na literatura, mas obteve êxito na determinação de fármacos em cocristais 

(SOPYAN et al., 2016), além de oferecer vantagens práticas e econômicas sobre o 

método CLAE e ser uma boa alternativa para o controle de qualidade (GARCIA et 

al., 2006; MALESUIK et al., 2010). 

 

3.4 Epilepsia 

 A epilepsia é uma doença cerebral caracterizada por interrupções 

imprevisíveis e recorrentes no funcionamento normal do cérebro, chamadas crises 

epiléticas ou convulsões. Esta condição possui consequências neurobiológicas, 

cognitivas, psicológicas e sociais que prejudicam diretamente a qualidade de vida do 

paciente (FISHER et al., 2005) e aumentam o risco de morte de 2 a 3 vezes em 
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comparação à população em geral (THURMAN et al., 2017). Estima-se que cerca de 

30% dos pacientes sejam refratários, ou seja, continuam a ter crises, sem remissão, 

apesar de tratamento adequado com medicamentos anticonvulsivantes (KWAN; 

SANDER, 2004). 

 A doença pode ser generalizada, manifestando-se por crises epilépticas que 

envolvem ambos os hemisférios cerebrais, acompanhadas de alteração da 

consciência e manifestações motoras bilaterais. A epilepsia também pode ser local, 

iniciando em uma área específica do cérebro e ser propagada para o córtex 

cerebral, e causar uma crise epilética (PENRY, 1981). 

 O diagnóstico é realizado por meio de exames como o eletroencefalografia, a 

ressonância magnética do encéfalo e tomografia computadorizada do crânio. As 

causas lesionais mais frequentes são esclerose temporal mesial, neoplasias 

cerebrais primárias, anomalias vasculares e malformações do desenvolvimento 

corticocerebral (CASCINO, 2008). 

 O tratamento com anticonvulsivante baseia-se fundamentalmente no risco de 

recorrência de crises, nas consequências da continuação de crises para o paciente e 

na eficácia e efeitos adversos do fármaco escolhido para o tratamento. Os fármacos 

anticonvulsivantes atuam por diversos mecanismos de ação, como bloqueio de 

canais de sódio (fenitoína, carbamazepina, lamotrigina), aumento da inibição 

GABAérgica (gabapentina, valproato), bloqueio de canais de cálcio (lamotrigina, 

fenobarbital) ou ligação à proteínas da vesícula sináptica (fenobarbital, topiramato) 

(ROGAWSKI; LÖSCHER, 2004). A seleção do fármaco deve levar em consideração 

fatores como eficácia, efeitos adversos (principalmente crianças, gestantes e 

idosos), tolerabilidade individual e facilidade de administração (GLAUSER et al., 

2006). 

 

3.5 Lamotrigina 

A lamotrigina (LAM) é um antiepiléptico eficaz no tratamento de crises 

epilépticas generalizadas e focais, no tratamento adjunto da epilepsia refratária e 

como estabilizador de humor em pacientes com transtorno bipolar (KIM et al., 2014). 

O principal mecanismo de ação da LAM envolve a inibição dos canais de sódio 

voltagem-dependentes, resultando em inibição dos potenciais elétricos pós-

sinápticos (LANDMARK, 2007). 
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A LAM atinge níveis plasmáticos máximos em 1 a 3 horas e meia-vida de 

eliminação de 29 horas. Encontra-se em 55% ligada a proteínas plasmáticas e sofre 

extenso metabolismo hepático, com posterior excreção renal de metabólitos inativos. 

A absorção não é afetada pela ingestão de alimentos e não apresenta interferência 

com anticoncepcionais orais (KLIEMANN; MONTE, 2004; STEPHEN et al., 2001). 

É comercializada no Brasil na forma de comprimidos de 25, 50 e 100 mg, com 

o nome comercial de Lamictal®, marca registrada da GlaxoSmithKline; Lamitor®, 

marca registrada da Torrent; Neural®, marca registrada da Cristália e Neurium®, 

marca registrada da Sintofarma, além de estar presente na lista de medicamentos 

genéricos da ANVISA (ANVISA. AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA 

SANITÁRIA., 2017). A dose inicial é de 25 mg/dia, a qual pode ser elevada 

gradualmente uma vez por semana, chegando até uma dose máxima de 500mg/dia 

em monoterapias e até 700mg/dia em terapia combinada (PUCCI et al., 2005).  

Dentre os estudos sobre a LAM presentes na literatura, está a avalição da 

associação com o ácido valproico, como terapia adjuvante na redução da frequência 

de crises epilepsias focais refratárias, que obteve uma redução de 50% na 

frequência de crises em relação a monoterapia (RAMARATNAM; MARSON; BAKER, 

2001). 

Um outro estudo comprovou que a LAM é melhor tolerada do que a 

carbamazepina em idosos (ROWAN et al., 2005). Também observou-se que no 

primeiro trimestre da gestação, existe menor risco de malformações congênitas com 

o uso da LAM do que com o ácido valproico (SABERS; PETRENAITE, 2009). 

Por conta dos menores riscos de teratogênese e por proporcionar menor 

ganho de peso em relação ao ácido valproico, a LAM tem sido apontada como um 

medicamento de escolha no tratamento da epilepsia mioclônica juvenil em mulheres 

com idade fértil (MONTOURIS; ABOU-KHALIL, 2009). 

Algumas características da LAM estão descritas na Tabela 3, e sua estrutura 

química está representada na Figura 4. 

 

Figura 4 - Estrutura Química da Lamotrigina 
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Tabela 3 - Características da Lamotrigina 

Característica Lamotrigina 

Nomenclatura 
1,2,4-Triazina-3,5-diamina,6-(2,3-

diclorofenil) 

Apresentação Pó cristalino branco ou quase branco 

Massa molecular 256.09 g/mol 

pKa 5,7 

Classe SCB II 

Solubilidade aquosa 0,17 mg/ml a 25 ºC 

Solubilidade em outros solventes 

Facilmente solúvel em 
dimetilformamida, ligeiramente solúvel 

em metanol e pouco solúvel em acetona 
e benzeno 

Ponto de fusão 216-218 °C 

Fonte: (ANVISA, 2010a; BOLLA; NANGIA, 2016; CHADHA et al., 2013; O’NEIL, 

2013) 

 

Diferentes estratégias de engenharia de cristal vêm sendo aplicadas para a 

formação de novas formas sólidas de LAM, com o objetivo de aumentar sua 

solubilidade (DU et al., 2017).  

Chadha et al., (2013) identificaram quatro novas formas de sais de LAM, com 

ácido acético, ácido propiônico, ácido sórbico e ácido glutárico. As novas formas 

sólidas obtiveram um aumento significativo de solubilidade em água em comparação 

com o fármaco puro, porém a solubilidade em meio ácido foi reduzida. 

Leksic e colaboradores (2012) obtiveram novos cocristais de lamotrigina com 

coformadores como ftalimida, diimida piromelítica, cafeína:3-pentanon e isoftaldeído. 

Os cocristais foram descobertos por meio de uma técnica combinada de 

termomicroscopia em fase quente e calorimetria exploratória diferencial.  

Cheney et al., 2010 elaboraram dez novas formas cristalinas de LAM, 

incluindo cocristais (metilparabeno e nicotinamida como coformadores), sais (com 

adipato e malato), solvatos (com dimetanol) e hidratos (com etanol). Obtiveram 

melhorias na solubilidade aquosa e aquosa acidificada e melhores concentrações 

séricas de LAM, medidas em ratos Sprague-Dawley após uma administração oral de 

dose única. 
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Cocristais de LAM e NIC foram desenvolvidos por Maheshwari, 2012 e 

estudados por Cavanagh et al., 2018. Os cocristais de LAM foram comparados com 

sais de LAM, e avaliou-se a melhor estratégia para aumento da solubilidade do 

fármaco. Os resultados indicaram que os cocristais podem ter solubilidades muito 

mais altas que os sais. O hidrato de cocristal LAM.NIC aumentou 30 vezes a 

solubilidade enquanto que o sal LAM-sacarina aumentou apenas 5 vezes. 

 

3.6 Nicotinamida 

 A nicotinamida (NIC) (Figura 5),  forma amida da vitamina B3 solúvel em 

água, é uma componente chave da via metabólica envolvida na produção de 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) (FRICKER et al., 2018). A NIC está 

presente em dietas ricas em ovos, carne, peixe e cogumelos, e no metabolismo do 

triptofano endógeno, um aminoácido essencial. O consumo excessivo não apresenta 

efeitos adversos, mesmo com doses farmacologicamente altas (KNIP et al., 2000). 

 

Figura 5 - Estrutura Química da Nicotinamida 

 

 

 O interesse na produção de cocristais com nicotinamida se deve à sua alta 

solubilidade em água (WU; DANG; WEI, 2014), sua atoxicidade e aos grupamentos 

químicos presentes em sua estrutura, capazes de formar ligações de hidrogênio. Na 

literatura estão presentes estudos que demonstram a formação de cocristais de 

nicotinamida com diversos fármacos como carbamazepina (RODRÍGUEZ-

HORNEDO et al., 2006), furosemida (HARRISS et al., 2014), hidroclorotiazida 

(SANPHUI et al., 2015) e isoniazida (AITIPAMULA et al., 2013). Algumas 

características da NIC estão descritas na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Características da Nicotinamida 

Característica Nicotinamida 

Nomenclatura piridina-3-carboxamida 

Apresentação Pó cristalino branco 

Massa molecular 122,12 g/mol 

pKa 3,4 

Solubilidade aquosa 1000 mg/mL 

Solubilidade em outros solventes 
Muito solúvel em etanol, glicerol; 

ligeiramente solúvel em clorofórmio 

Ponto de fusão 128 °C 

Fonte:(LIDE, 2005; WU; DANG; WEI, 2014) 
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4 MATERIAIS  

4.1 Materiais, Substâncias e Reagentes 

• Ácido fosfórico (Sigma-Aldrich, SP, Brasil) 

• Água ultrapura Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, HE, Alemanha) 

• Filtro de seringa Nylon 0,45 µm (Sterlitech, Washington, EUA) 

• Fosfato de potássio monobásico (Dinâmica, Diadema SP, Brasil) 

• Lamotrigina (Fagron, India) 

• Lauril Sulfato de Sódio (Anidrol, Brasil) 

• Membrana acetato de celulose de poro 0,45 μm (Millipore, São Paulo, SP, 

Brasil) 

• Metanol grau cromatográfico (Tedia, Fairfield, OH, EUA) 

• Nicotinamida (Sarfam, China) 

• Papel filtro quantitativo 28 μm (J Prolab, São josé dos Pinhais, PR, Brasil) 

• 17 camundongos C57BL/6 adultos 

 

4.2 Equipamentos 

• Balança analítica Shimadzu AUX220 (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

• Bomba à vácuo Pro-Tools (Pró-Análise, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, 

Brasil) 

• Calorímetro DSC-60 (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

• Chapa de agitação magnética (Fisatom Brasil) 

• Cromatógrafo CTO-20A (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

• Difratômetro de raios X de pó D2 PHASER (Bruker, Massachusetts, EUA) 

• Espectrofotômetro FTIR (Frontier, Perkin Elmer, Massachusetts, EUA) 

• Espectrofotômetro UV (Agilent Cary 100, Santa Clara, Califórnia, EUA) 

• Estufa de secagem (Biopar, Porto Alegre, RS, Brasil) 

• Espectrofotômetro V-630 Bio (Jasco, Kyoto, Japão) 

• Incubadora shaker com agitação orbital - nl-343-01 New Lab (Brasil) 

• Microscópio eletrônico de varredura VEGA 3 SB® (Tescan, Libušina třída, 

Brno, República Tcheca) 

• pHmetro Edge (Hanna, Carrollton, Texas, EUA) 
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• Sistema de purificação Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, HE, Alemanha) 

• Termobalança TGA-50 (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

• Titulador Karl Fischer (Mettler Toledo, Greifensee, Suíça) 
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5 MÉTODOS 

 Para facilitar a visualização das diferentes etapas de execução do trabalho, a 

metodologia está apresentada na forma de fluxograma, na Figura 6. 

 

Figura 6 - Etapas de execução do trabalho 

 

 

5.1 Avaliação da Solubilidade da LAM  

 A solubilidade da LAM foi avaliada em solução LSS (lauril sulfato de sódio) 

2% (10 mL de água + 0,2 g de LSS) e em água para comparar o aumento da 

solubilidade devido à presença de LSS. Foi determinada a partir da adição de 

excesso de fármaco em 10 mL de solvente, mantendo-se sob agitação de 110 rpm 

por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida as soluções foram filtradas, 

diluídas e analisadas por metodologia CLAE, descrita no item 5.6. 

 

Avaliação da 
solubildiade da LAM em 

água e em LSS 2%

Produção dos cocristais

Titulação Karl Fisher

Caracterização do 
estado sólido

DRXP, DSC, TG, FTIR, 
MEV 

Desenvolvimento de 
metodologia UV

Validação: linearidade, 
precisão, exatidão e 

robustez 

Desenvolvimento de 
metodologia CLAE

Validação: 
especificidade, 

linearidade, precisão, 
exatidão e robustez

Comparação entre 
metodologia UV e CLAE

Avaliação in vitro
Estudo de dissolução 
em água e em FaSSIF

Estudo de solubilidade 
no ponto eutético em 

água e em FaSSIF

Avaliação in vivo

Administração do 
cocristal seguida por 
indução de convulsão 

por PTZ
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5.2 Obtenção dos Cocristais 

 Os cocristais foram desenvolvidos por meio do MCR, de acordo com 

metodologias descritas na literatura (CAVANAGH; MAHESHWARI; RODRÍGUEZ-

HORNEDO, 2018; MAHESHWARI, 2012). 

 Primeiramente pesou-se 0,2 g de LSS (lauril sulfato de sódio) e diluiu-se em 

béquer contendo 10 mL de água ultrapura, obtendo-se uma solução aquosa de LSS 

2%. Esta solução foi mantida sob agitação em uma chapa de agitação magnética, à 

temperatura ambiente. Em seguida foram pesados e adicionados 4 g do coformador 

NIC à mesma solução e, após a solubilização, adicionou-se lentamente 1 g do 

fármaco LAM. Após a adição do fármaco a solução tornou-se turva e a presença 

partículas sólidas foi observada. O béquer foi coberto com papel filme e papel 

alumínio. Após 48 horas a suspensão foi filtrada à vácuo e a fase sólida retida no 

filtro foi seca em estufa à 60ºC por 2 horas. 

 

5.3 Titulação Karl Fischer 

 O cocristal foi avaliado em triplicata por titulação Karl Fischer com objetivo de  

determinar o teor de água presente, de acordo com a metodologia descrita na 

Farmacopeia Brasileira, 5ª edição (ANVISA, 2010b). 

 

5.4 Técnicas de Caracterização do Estado Sólido 

5.4.1 Difração de Raio X de pó (DRXP) 

A análise foi realizada em difratômetro (D2 Phaser, Bruker) na UNICENTRO. 

Os padrões de difração foram obtidos utilizando um difratômetro de raios X em uma 

voltagem de 30 kV e corrente de 10 mA, radiação CuKα, λ = 1,5418 Å. A varredura 

de raios X foi executada em ângulo aberto de 2θ entre 5 e 40º, com tempo de 

passagem de 1 segundo e incremento de 0,05º. As amostras foram colocadas 

minuciosamente sobre o porta amostras mantido a 5 rpm durante a análise. 

 

5.4.2 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

As curvas DSC foram obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu) utilizando-se 

cápsulas de alumínio parcialmente fechadas contendo aproximadamente 2 mg de 
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amostra sob atmosfera dinâmica de N2 (100 mL/min), com razão de aquecimento de 

10 oC/min, na faixa de temperatura de 25 a 300 oC. O equipamento foi previamente 

calibrado com índio (ponto de fusão = 156,6 oC; H fusão = 28,54 J/g) e zinco (ponto 

de fusão = 419,6 oC). 

 

5.4.3 Termogravimetria (TG) 

As curvas TG foram obtidas em termobalança TGA-50 (Shimadzu) utilizando-

se cadinhos de platina contendo aproximadamente 4 mg de amostra, com razão de 

aquecimento de 10ºC/min, na faixa de temperatura de 25 a 600 ºC em atmosfera 

dinâmica de N2 (100 mL/min). 

 

5.4.4 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 O espectro de FTIR foi obtido em equipamento FTIR Prestige, (Shimadzu) 

dentro de um intervalo de varredura de 4000-600 cm-1, com uma média de mais de 

32 varreduras e resolução espectral de 4 cm-1. Um espectro de fundo (branco) foi 

realizado. As informações espectrais foram obtidas utilizando reflexão difusa, a partir 

da incidência e reflexão de luz em pó dos fármacos, em quantidade suficiente para 

completar o disco de suporte para amostra. 

 

5.4.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As fotomicrografias foram obtidas em microscópio eletrônico de varredura 

(VEGA 3 SB®, TESCAN) com detector de elétron secundário (SE) do tipo Everhart-

Thornley, para alto vácuo, com grade frontal de potencial positivo e filamento de 

voltagem de 5 kV. O processamento dos dados foi realizado através do software 

VegaTC®. As amostras foram montadas em suporte de alumínio e fixadas em fita 

adesiva de dupla face de carbono.  
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5.5 Desenvolvimento, Validação e Aplicação do Método de Espectrofotometria 

Derivada de Primeira Ordem (EDPO)  

5.5.1 Desenvolvimento 

 O método de EDPO foi desenvolvido para a determinação simultânea de LAM 

e NIC em cocristais. As soluções estoque foram preparadas pesando-se com 

precisão 25 mg de LAM e 25 mg de NIC e dissolvendo-se separadamente em 500 

mL de água, obtendo-se concentrações de 50 µg mL-1. As soluções de cocristal 

foram preparadas diluindo-se 50 mg de cocristal em 500 mL de água. Para 

determinação quantitativa de LAM e NIC, as soluções foram diluídas para 20 µg mL-1 

de cocristal. Todas as soluções foram armazenadas a 2–8ºC, protegidas da luz e 

utilizadas por no máximo cinco dias. 

 As análises foram realizadas em espectrofotômetro UV-Visível utilizando água 

como branco, no intervalo de 200-400 nm, com taxa de varredura 60 nm min-1. Os 

resultados de cada espectro foram derivados matematicamente de ordem zero para 

a primeira ordem, com intervalo de 4 e tamanho de filtro de 9, utilizando o software 

Cary WinUV da Agilent. A partir do espectro da derivada observou-se o comprimento 

de onda em que LAM e NIC possuem absorbância zero. As análises foram 

realizadas em 244,4 nm para LAM e 271,6 nm para NIC.  

  

5.5.2 Validação 

 O método foi validado seguindo as diretrizes da International Conference on 

Harmonization (ICH)(ICH, 2005) e da RDC Nº 166, de 24 de julho de 2017 (ANVISA, 

2017b). 

 

5.5.2.1 Linearidade 

 A linearidade foi determinada construindo-se três curvas independentes da 

absorbância em relação às concentrações conhecidas de LAM e NIC, na faixa de 

2,5 a 20 μg mL–1 (2,5; 5; 10; 15; 20 μg mL–1) à temperatura ambiente (25 ± 2 ºC). Os 

valores da absorbância foram obtidos pelo método EDPO nos comprimentos de 

onda 244,4 nm para LAM e a 271,6 nm para NIC e foram utilizados para construção 

das curvas de calibração em função das respectivas concentrações. A linearidade foi 
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avaliada pela análise de regressão dos mínimos quadrados e pela análise de 

variância (ANOVA). 

 

5.5.2.2 Precisão 

 A precisão do método analítico foi avaliada através da análise de 

repetibilidade e medições de precisão intermediárias entre soluções de 20 µg mL-1 

de cocristal (equivalente à 13,5 µg de LAM e 6,5 µg de NIC). A repetibilidade foi 

examinada testando seis preparações de amostras independentes no mesmo dia 

(intra-dia), e sob a mesma condição experimental. A precisão inter-dia foi avaliada 

comparando os resultados de três dias consecutivos e a precisão inter-analista foi 

obtida comparando os resultados de três analistas diferentes.  

 A precisão foi expressa em termos de Desvio Padrão Relativo (% DPR) 

calculado pela diferença das absorbâncias obtidas. A média do ensaio foi calculada 

pela comparação entre as absorbâncias obtidas com o valor teórico da absorbância 

correspondente à 20 µg mL-1 de cocristal. 

 

5.5.2.3 Exatidão 

 A exatidão foi calculada em triplicata com base na porcentagem de 

recuperação das quantidades conhecidas de LAM e NIC adicionadas às amostras 

de cocristais. Volumes adequados das soluções padrão de LAM (5 µg mL–1) e NIC (5 

µg mL–1) foram adicionados às amostras de cocristais para obter soluções nas 

concentrações finais de 8, 10 e 12 µg mL–1 para LAM e 8, 10 e 12 μg mL–1 para NIC 

(todas as concentrações na faixa de linearidade). 

 

5.5.2.4 Limite de Detecção (LoD) e Limite de Quantificação (LoQ) 

 Os limites foram calculados a partir do desvio padrão da resposta e da 

inclinação de três curvas de calibração. Eles foram obtidos usando as seguintes 

equações, onde DP representa o desvio padrão do intercepto y e a é a inclinação da 

curva de calibração (ICH,2005). 

 

LoD = 3,3 x DP / a 

(Equação 1) 
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LoQ = 10 x DP / a  

 (Equação 2) 

 

5.5.2.5 Robustez 

 A robustez foi investigada variando-se o tipo de água utilizada (Milli-Q, 

destilada e deionizada) e observando-se a interferência no cruzamento zero, 

utilizada para determinar LAM e NIC. 

 

5.5.3 Aplicação do Método 

 O método foi utilizado para quantificar LAM e NIC no cocristal e determinar a 

estequiometria do mesmo. A média de seis análises simultâneas de 20 μg mL–1 de 

cocristal foi obtida e o resultado da absorbância foi aplicado na equação de 

linearidade e a concentração foi calculada em relação às substâncias de referência. 

  

5.6 Desenvolvimento e Validação do Método de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) 

5.6.1 Desenvolvimento  

As análises foram realizadas em cromatógrafo líquido de alta eficiência 

(Shimadzu) e os métodos foram desenvolvidos baseados em parâmetros descritos 

na literatura (ANYAKORA; AFOLAMI, 2008; CAVANAGH; MAHESHWARI; 

RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2018). Foram desenvolvidos dois métodos de CLAE, um 

para a quantificação de LAM e um para a quantificação de NIC, de acordo com os 

parâmetros descritos na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Parâmetros Utilizados para Execução dos Métodos da CLAE para 

Quantificação de LAM e NIC 

Parâmetro LAM NIC 

Coluna Luna® C18 150 x 4,6 mm Luna® C18 150 x 4,6 mm 

Fase Móvel 
Metanol:tampão fosfato 

0,01M pH 3,5 (40:60, v/v) 
Metanol:tampão fosfato 

0,01M pH 3,5 (15:85, v/v) 

Modo Isocrático Isocrático 

Vazão 1,0 mL min–1 1,0 mL min–1 

Comprimento de onda 279 nm 261 nm 

Volume de injeção 10 μL 10 μL 

Temperatura 30ºC 30ºC 

Tempo 6,5 min 4,5 min 

 

5.6.2 Validação 

 Os métodos de CLAE foram validados de acordo com as normas 

internacionais (ICH, 2005) e nacionais (ANVISA, 2017b) recomendadas. 

 

5.6.2.1 Especificidade 

 As especificidades das metodologias CLAE foram realizadas com o intuito de 

comprovar que os métodos são capazes de detectar a LAM na presença da NIC e 

do cocristal e a NIC na presença da LAM e do cocristal. Amostras de LAM, NIC e 

cocristal foram diluídas nas respectivas fases móveis e em ambas analisadas. As 

fases móveis puras também foram analisadas. 

 

5.6.2.1 Linearidade 

 As linearidades das metodologias CLAE foram determinadas construindo-se 

três curvas analíticas independentes de cada substância e analisadas nas 

respectivas fases móveis. As curvas de calibração foram obtidas a partir da área da 

curva em função das concentrações de LAM e NIC, na faixa de 5 a 75 μg mL–1 (5; 
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10; 25; 50; 75 μg mL–1). As linearidades foram avaliadas pela análise de variância 

(ANOVA). 

 

5.6.2.3 Precisão 

 As precisões dos métodos foram avaliadas por meio da análise de 

repetibilidade e medições de precisão intermediárias entre soluções de cocristais 

analisadas em ambas as fases móveis. A repetibilidade foi examinada testando seis 

preparações de amostras independentes no mesmo dia (intra-dia), na mesma 

concentração 50 µg mL-1 de cocristal (equivalente à 33,8 µg de LAM e 16,2 µg de 

NIC). A precisão inter-dia foi avaliada comparando os resultados de três dias 

consecutivos e a precisão inter-analista foi obtida comparando os resultados de três 

analistas diferentes.  

 A precisão foi expressa em termos de Desvio Padrão Relativo (% DPR) 

calculado pela diferença das áreas obtidas. A média do ensaio foi calculada pela 

comparação entre as áreas obtidas com o valor teórico da área correspondente à 20 

µg mL-1 de cocristal. 

 

 

5.6.2.4 Exatidão 

 As exatidões foram calculadas em triplicata com base na porcentagem de 

recuperação padrão, com concentrações dentro da faixa de linearidade. Volumes 

adequados de soluções padrão de LAM foram diluídos juntamente com amostras de 

cocristais para obter soluções nas concentrações finais de 40, 50 e 60 µg mL–1, as 

quais foram analisadas pela fosse móvel da LAM. Volumes adequados de solução 

padrão de NIC também foram diluídos juntamente com cocristais, obtendo-se 

concentrações de 40, 50 e 60 µg mL–1 de NIC, que foram analisadas pela respectiva 

fase móvel. 

 

5.6.2.4 Limites de Detecção e Quantificação 

 Os limites de cada metodologia foram calculados a partir do desvio padrão da 

resposta e da inclinação de três curvas de calibração de acordo com as Equações 1 

e 2. 
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5.6.2.5 Robustez 

 A robustez das duas metodologias CLAE foram investigadas nas respectivas 

fases móveis analisando amostras de 50 µg mL–1 de cocristal e variando-se os 

seguintes parâmetros: temperatura do forno (±3ºC), quantidade de tampão fosfato 

presente na fase móvel (±2%), quantidade de metanol presente na fase móvel 

(±2%), pH do tampão fosfato (±0,2) e fluxo da fase móvel (±0,05). 

 Observou-se cada variável em função do teor de LAM e NIC detectados e do 

fator de calda em comparação com um padrão de condições normais de 

temperatura do forno (30ºC), fase móvel metanol:tampão fosfato 0,01M pH 3,5 

(40:60, v/v), e fluxo de 1,0 mL min–1. 

 

5.7 Comparação entre Metodologia EDPO e CLAE 

 A comparação das metodologias foi realizada com base na porcentagem de 

LAM e NIC detectadas em soluções de cocristal em água avaliada por ambas as 

técnicas. 

 Foram preparadas três soluções mãe de 100 µg mL-1 de cocristal, diluindo-se 

50 mg de cocristal em 500 mL de água. A partir destas foram preparadas em 

triplicatas soluções de 20 µg mL-1 para serem analisadas por UV e CLAE. 

 Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste t, que é um teste 

de hipótese que usa conceitos estatísticos para rejeitar ou não uma hipótese nula 

quando a estatística de teste segue uma distribuição t de Student. 

 

5.8 Técnicas de Caracterização das Propriedades de Dissolução 

5.8.1 Estudo de Dissolução em Água 

 As dissoluções das amostras foram avaliadas em dois recipientes diferentes, 

ambos contendo 100 mL de água, em um deles foi adicionado 500 mg de cocristal e 

em outro 100 mg de LAM. Os recipientes foram mantidos sob agitação de 110 rpm, 

durante 1 hora à temperatura de 25,0 ± 0,2 °C em incubadora Shaker. Após 

intervalos de 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 e 60 minutos, alíquotas de 5 mL 

foram coletadas e filtradas em papel filtro quantitativo com tamanho de poro de 45 

μm. As amostras foram diluídas e analisadas por CLAE. 
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5.8.2 Estudo de Dissolução em Fluído Simulando o Intestino em Jejum 

 O estudo de dissolução foi realizado utilizando o meio biorrelevante simulando 

o fluído intestinal no estado em jejum (do inglês, Fasted State Simulated Intestinal 

Fluid - FaSSIF), cuja composição é: Taurocolato de sódio (3 mM); Lecitina de soja 

(0,75 mM); Cloreto de sódio (105,9 mM); Hidróxido de sódio (8,7 mM); Fosfato de 

sódio monobásico (28,4 mM); Osmolaridade (mOsm kg-1) 270 ± 10 e pH 6,5 (GALIA 

et al., 1998; MARQUES, 2004). 

 As dissoluções das amostras foram avaliadas em dois recipientes diferentes, 

ambos contendo 100 mL de FaSSIF, em um deles foi adicionado 500 mg de cocristal 

e em outro 100 mg de LAM. Os recipientes foram mantidos sob agitação de 110 

rpm, durante 1 hora à temperatura de 37,0 ± 0,2 °C em incubadora Shaker. Após 

intervalos de 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos, alíquotas 

de 5 mL foram coletadas e filtradas em papel filtro quantitativo com tamanho de poro 

de 45 μm. As amostras foram diluídas e analisadas por CLAE. 

 

5.9 Avaliação da Solubilidade do Cocristal no Ponto Eutético 

5.9.1 Avaliação em Água 

 Em um erlenmeyer contendo 10 mL de água adicionou-se 1 g de cocristal e 

100 mg de LAM. Manteve-se sob agitação de 110 rpm e em temperatura ambiente. 

Após 24 e 48 horas foram retiradas alíquotas, filtradas e a fase sólida foi analisada 

por DRXP, e a fase líquida por CLAE. O pH foi avaliado em todas as coletas. 

 

5.9.2 Avaliação em FaSSIF 

 Em um erlenmeyer contendo 10 mL de FaSSIF adicionou-se 2 g de cocristal e 

200 mg de LAM. Manteve-se sob agitação de 110 rpm e à 37ºC. Após 24 e 48 horas 

foram retiradas alíquotas, filtradas, e a fase sólida foi analisada por DRXP, e a fase 

líquida por CLAE. O pH foi avaliado em todas as coletas. 

 

5.9.3 Cálculo da Solubilidade no Peu e da Keu 

 A solubilidade do cocristal no Peu foi calculada pelas concentrações da 

solução eutética do fármaco e do coformador para um cocristal 1:1: 
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S1:1 = √[fármaco]𝑃𝑒𝑢[coformador]𝑃𝑒𝑢 

(Equação 3) 

 A Keu do cocristal foi calculada de pela razão das atividades (a) do coformador 

e do fármaco no ponto eutético, as quais podem ser aproximadas à razão das 

concentrações: 

𝐾𝑒𝑢 ≡  
𝑎𝑐𝑜𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑜𝑟,𝑒𝑢

𝑎𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜,𝑒𝑢
 ≈  

[𝑐𝑜𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑜𝑟]𝑒𝑢

[𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜]𝑒𝑢
 

(Equação 4) 

 O valor da Keu foi utilizado para avaliar a solubilidade e estabilidade do 

cocristal em relação ao fármaco puro. 

 

5.10 Avaliação in vivo dos Cocristais de LAM 

 Foi utilizado um grupo piloto de camundongos C57BL/6 adultos (60 - 70 dias 

de idade) de ambos os sexos, pesando entre 25-35 g, provenientes do Biotério 

Central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e mantidos no Biotério 

Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFSM. Os animais foram 

abrigados em caixas de polipropileno de 41 x 34 x 16 cm dentro de estantes 

ventiladas sob condições controladas de luz - ciclo claro/escuro de 12 horas e 

temperatura (22 ± 2°C), com alimento e água ad libitum. Todos os procedimentos 

realizados com os animais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da UFSM. 

 Para avaliação do efeito dos cocristais foram administradas por via 

intraperitoneal doses únicas referentes à 7,2 mg/kg de LAM (valor referente ao 

ED50), 72 mg/kg de LAM e 72 mg/kg de cocristal utilizando solução salina como 

veículo. Um grupo foi administrado com água. Após duas horas (DALBY; NIELSEN, 

1997), a convulsão foi induzida por injeção intraperitoneal de 30 mg/kg de 

pentilenotetrazol (PTZ) e o tempo que o animal levou para convulsionar foi 

cronometrado.  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Avaliação da Solubilidade da LAM  

 O LSS é um dos agentes solubilizantes mais comuns nas ciências 

farmacêuticas, que permitem a solubilização micelar. Em concentrações acima da 

concentração micelar crítica, micelas são formadas e são capazes de aumentar a 

solubilidade aquosa de fármacos pouco solúveis, sendo um ótimo método para 

aumento da solubilidade em ambientes aquosos (ALIZADEH; SHAYANFAR; 

JOUYBAN, 2018). 

 Observou-se que a solubilidade da LAM, aumentou aproximadamente 7 vezes 

em solução de LSS 2% em relação à solubilidade em água, como pode ser visto na 

Tabela 6. 

Tabela 6 - Solubilidade da LAM  

Analito Água (mg mL-1) LSS 2% (mg mL-1) 

Lamotrigina 0,160  1,11  

 

  

6. 2 Obtenção dos Cocristais 

 Foram testadas diferentes metodologias para obtenção dos cocristais (Tabela 

7), como mecanoquímica, cristalização em solução e cristalização por fusão, porém 

nenhuma dessas tentativas produziram uma fase sólida cocristalina adequada. O 

cocristal LAM-NCT hidratado só pôde ser sintetizado pelo MCR na presença de LSS 

2%. A solubilidade de LAM é maior na presença de LSS 2%, portanto pode facilitar a 

formação de cocristal proporcionando maior concentração de reagente na solução 

(MAHESHWARI, 2012). 

 Após a adição dos componentes do cocristal na solução aquosa de LSS 2% 

observou-se a turvação da solução e a presença de partículas sólidas. Após 48 

horas a fase sólida foi filtrada e apresentou-se homogênea e de coloração branca, 

rendendo aproximadamente 1,5 g de cocristal.  
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Tabela 7 - Técnicas de produção de cocristais LAM.NIC avaliadas 

Técnica 
utilizada 

LAM  
(g) 

NIC  
(g) 

Procedimento Resultado 
Referência 
baseada 

1. Mecano-
química 

0,10405 0,10405 
Maceração por 
30 minutos com 

grau e pistilo 

Cocristal 
não obtido 

(CHENEY et al., 
2010b) 

2.Cristalização 
em solução 

0,2139 0,2138 

Diluição em 50 
mL de LSS 2%, 
24 h, 110 rpm e 

centrifugado  

Cocristal 
não obtido 

(CAVANAGH; 
MAHESHWARI; 
RODRÍGUEZ-
HORNEDO, 

2018) 

3.Cristalização 
por fusão 

0,3557 0,1748 
Aquecido por 

125ºC por 2,5 h 

Cocristal 
obtido + 

produto de 
degradação 

(BERRY et al., 
2008) 

4.Cristalização 
em solução 

0.0639 0,0615 

Suspenso em 
1mL de acetato 
de etila por 24 h 

e filtrado 

Cocristal 
obtido, não 

puro 

(CHENEY et al., 
2010b) 

5.Cristalização 
em solução 

0,1022 0,0518 

Diluído em 60 
µL de butanol 

seguido de 
evaporação  

Cocristal 
não obtido 

(LEKSIC; 
PAVLOVIC; 

MESTROVIC, 
2012) 

6. Mecano-
química 

0,5 0,5 

Moínho de 
bolas - 10 g de 
bolas de aço e 

100 µL de 
metanol, 

agitado por 60 
min 

Cocristal 
não obtido 

(CHENEY et al., 
2010b) 

7. Método de 
Cristalização 
por Reação 

1 4,27 

Suspenso em 
10 mL de LSS 
2%, 48 h, 110 
rpm, filtrado e 

secado 

Cocristal 
obtido 

(CAVANAGH; 
MAHESHWARI; 
RODRÍGUEZ-
HORNEDO, 

2018) 

8. Método de 
Cristalização 
por Reação 

1 4 

Suspenso em 
10 mL de LSS 
2%, 48 h, 110 
rpm, filtrado e 

secado 

Cocristal 
obtido 

(CAVANAGH; 
MAHESHWARI; 
RODRÍGUEZ-
HORNEDO, 

2018) 
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6.3 Titulação Karl Fischer 

 A análise foi realizada objetivando avaliar a quantidade de água presente no 

cocristal, pois o cocristal descrito por Maheshwari, 2012, apresenta uma molécula de 

água na sua composição. 

 A titulação apresentou uma média de 5,0% de água presente no cocristal. 

Esse resultado comprova que o cocristal obtido também é hidratado, uma vez que 

um cocristal hidratado possuiria uma massa molar de 396,21 g/mol, sendo composta 

por 1 mol de LAM (256,091 g), correspondente à 64,63% da massa molar total; 1 

mol de NIC (122,12 g), correspondente à 30,82%; e 1 mol de água (18 g), 

correspondente à 4,54%. Supõem-se que a presença dos 0,46% de água restantes 

se deve a exposição à umidade do ar. 

  

6.4 Técnicas de Caracterização de Cocristais 

 Para confirmação da formação do cocristal e diferenciação em relação aos 

componentes individuais, diversas técnicas de caracterização no estado sólido foram 

empregadas. A escolha das técnicas utilizadas levou em consideração: técnicas 

disponíveis, informações necessárias, quantidades de amostras disponíveis e 

aspecto das amostras. 

 

6.4.1 DRXP 

Como os padrões distintos de DRXP correspondem a diferentes estruturas 

cristalinas, eles podem ser considerados como “impressões digitais” de fases 

cristalinas específicas e por isso podem ser utilizados para identificar novos 

cocristais (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017). Muitos cocristais foram 

determinados com sucesso a partir de dados de DRXP, como cocristais de 

carbamazepina-nicotinamida (JAYASANKAR; GOOD; ARBOR, 2007), ácido 

salicílico-cafeína (LU; RODRÍGUEZ-HORNEDO; SURYANARAYANAN, 2008) e etil-

parabeno-nicotinamida (NICOLI et al., 2008). 

Ao caracterizar a LAM, a NIC e o cocristal por DRXP (Figura 7) observou-se, 

comparando os espectros, que a amostra de cocristal apresentou picos de maior 

intensidade em 10,8; 24,7 e 25,9º, tais reflexões são distintas dos materiais de 

origem e da mistura física entre eles; o que indica a formação de uma nova estrutura 
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cristalina. Em comparação ao espectro presente na literatura descrito por 

Maheshwari, 2012, o cocristal obtido apresentou o mesmo padrão de DRXP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.2 DSC 

Nas ciências farmacêuticas a DSC é uma técnica muito utilizada como meio 

de caracterização, identificação, pureza, estabilidade e conversões de fase de 

sólidos (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009). A análise de DSC das amostras 

identificou alteração do ponto de fusão do cocristal (167ºC) em comparação com a 

LAM (216ºC) e a NIC (129ºC) (Figura 8). Esse resultado apresenta-se em 

conformidade ao descrito por Maheshwari, 2012. 

 

 

 

 

Figura 7 - Análise Experimental de DRXP do Cocristal LAM.NIC 
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Figura 8 - Análise Experimental de DSC do Cocristal LAM.NIC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esse resultado apontou ponto de fusão para o cocristal entre os valores dos 

compostos formadores. O mesmo aconteceu um estudo que comparou os pontos de 

fusão de dez cocristais com diferentes coformadores, os quais exibiram ponto de 

fusão entre o ponto de fusão do IFA e seu coformador (STANTON; BAK, 2008). 

Esse mesmo estudo identificou que o ponto de fusão do cocristal pode ser atribuído 

à variabilidade do ponto de fusão dos coformadores, desta forma o ponto de fusão 

pode ser ajustado de acordo com o a escolha do coformador. 

Na literatura diversos autores caracterizaram cocristais por DSC, por exemplo 

em estudo de hesperetina com diferentes coformadores (ácido picolínico, 

nicotinamida e cafeína), em que os cocristais obtidos, obtiveram ponto de fusão 

definido e distinto daqueles da hesperetina e dos respectivos coformadores 

(VASISHT et al., 2017). Em um estudo de revisão das características físico-químicas 

dos cocristais os autores levantaram dados de DSC de 50 amostras cocristalinas e 

detectaram que 26/50 (51%) tiveram pontos de fusão entre os do IFA e do 

coformador, enquanto 19/50 (39%) mais baixos do que do IFA e do coformador, 

apenas 3/50 (6%) maiores e 2/50 (4%) o mesmo ponto de fusão que o IFA ou 

coformador (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).  

 

6.4.3 TG 

O método TG é frequentemente conduzido simultaneamente ao DSC e seus 

resultados são amplamente utilizados em avaliações da estabilidade física de 

cocristais farmacêuticos (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017). A análise 
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TG realizada mostrou uma perda de massa do cocristal em 140ºC, o que mostra a 

estabilidade térmica do cocristal até essa temperatura, enquanto a LAM é estável 

até 270ºC (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esse resultado é esperado porque os cocristais mais solúveis apresentam-se 

menos estáveis que o fármaco, enquanto que cocristais mais estáveis que o fármaco 

seriam menos solúveis (GOOD; RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2009). 

Os resultados de TG dependem dos fármacos e dos coformadores utilizados, 

como por exemplo em relato da literatura (BRUNI et al., 2013), cocristais de aciclovir 

com ácidos dicarboxílicos foram avaliados pelo TGA e o início da perda de massa do 

cocristal de aciclovir-ácido fumárico-3H2O foi em 150ºC, enquanto que para os 

cocristais de aciclovir com ácidos malônico em 135ºC e com ácido tartárico em 

140ºC. 

 

6.4.4 FTIR 

 A espectroscopia no infravermelho tem sido amplamente utilizada na 

caracterização e identificação de cocristais por meio da detecção de grupos 

funcionais, obtida por meio da comparação entre o espectro do cocristal e o espectro 

dos componentes puros (REUTZEL-EDENS, 2012). 

Figura 9 - Análise de TGA 
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 A análise demonstrou absorção em 3330 cm-1, que pode ser atribuída à uma 

ligação entre O-H e uma absorção em 3130 cm-1, a qual pode ser relacionada à uma 

ligação entre N-H (Figura 10). Tais ligações são características da formação dos 

cocristais (DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017) e ambas aparecem nas 

possíveis interações entre a LAM e a NIC (Figura 11), constatadas a partir da 

análise da estrutura química das moléculas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 -  Possíveis interações entre LAM e NIC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Análise de FTIR 
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6.4.5 MEV 

 Por meio da análise de MEV (Figura 12) pode-se observar a diferença entre 

as imagens da LAM (A), da NIC (C) e da estrutura cocristalina (B). Esta metodologia 

não pode ser analisada separadamente para identificação de cocristais, entretanto 

se utilizada juntamente às demais análises apresenta-se de forma complementar. 

 

 

 

Figura 12 - Análise de MEV de (A) Lamotrigina, 
(B) Cocristal, (C) Nicotinamida 
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6.5 Desenvolvimento, Validação e Aplicação do Método EDPO 

6.5.1 Desenvolvimento 

 A escolha da água como solvente para todas as etapas de preparação da 

amostra levou em consideração a ausência de riscos toxicológicos, a não geração 

de resíduos para o meio ambiente e a boa estabilidade do fármaco.  

 De acordo com a Figura 13, que mostra os espectros de UV de ordem zero de 

sobreposição de LAM e NIC, pode ser visto que os comprimentos de onda de 

absorção máxima em água foram de 302,6 nm e 262,2 nm para LAM e NIC, 

respectivamente. No entanto, a determinação simultânea dos dois compostos por 

medições de absorbância direta é impossível devido à sobreposição significativa 

entre os dois espectros. 

 

A espectrofotometria derivada pode ser uma técnica adequada para superar 

este problema, pois permite a medição simultânea de ambos os elementos e elimina 

a interferência entre eles (TODESCHINI et al., 2013). Este método baseia-se em 

medições do cruzamento zero, que envolve a análise do espectro derivado a um 

valor de abscissa correspondente ao comprimento de onda de cruzamento zero da 

outro substância (MALESUIK et al., 2010).  

Como pode ser visto na derivada (Figura 14), os comprimentos de onda do 

cruzamento zero, onde a substância tem absorbância nula, foi de 244,4 nm para NIC 

e 271,6 nm para LAM e não sofreu qualquer interferência mútua, demonstrando a 

Figura 13 - Espectros UV de Sobreposição 
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especificidade do método. Desta forma, 244,4 nm foi o comprimento de onda 

selecionado como ótima determinação da LAM, e 271,6 foi o valor escolhido para a 

NIC. 

 

Figura 14 - Espectros Derivados de Primeira Ordem 

 

 

6.5.2 Validação 

6.5.2.1 Linearidade 

A linearidade mostra a capacidade de obter resultados de teste que são 

diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra. Para demonstrar 

uma faixa linear aceitável, a ICH recomenda a preparação de cinco soluções padrão 

diferentes para o ensaio de matéria-prima ou de um produto acabado (ICH, 2005). 

As faixas de linearidade estavam na faixa adequada para o instrumento, como 

pode ser visto nos espectros de ordem zero (Figura 15), que contêm quantidades 

crescentes de uma mistura de LAM e NIC. A curva de calibração foi construída pela 

plotagem da absorbância do espectro derivado de primeira ordem (Figura 16) versus 

concentração.  
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Figura 16 - Espectros Derivados de Primeira Ordem da Curva Analítica de LAM e 
NIC 

 

 

 Os coeficientes de correlação indicaram boa linearidade para LAM (Figura 17) 

e para NIC (Figura 18). Além disso, a ANOVA (α = 0,05) foi realizada para verificar o 

bom ajuste do método linear e os resultados mostraram regressão linear significativa 

(P <0,05) e nenhum desvio da linearidade para o LAM (Fcalculado = 0,26 <Fcrítico = 3,71) 

e para NIC (Fcalculado = 1,21 <Fcrítico = 3,71). 

 

 

 

 

Figura 15 - Espectros de Ordem Zero da Curva Analítica de LAM e NIC 
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6.5.2.2 Precisão 

A precisão indica a concordância entre medidas variadas obtidas a partir de 

amostragens múltiplas da mesma amostra nas condições prescritas(ICH, 2005). Os 

resultados foram expressos como desvio padrão relativo (DPR). 

Para repetibilidade (6 análises), o valor de DPR obtido foi de 1,88% (média do 

ensaio = 100,22%) para LAM e 0,90% (média do ensaio = 100,72%) para NIC. Os 

valores de DPR obtidos para a precisão inter-dia foram de 0,56% (média = 101,23%) 

Figura 17 - Curva de Calibração da Absorbância em Função da 
Concentração de LAM por Metodologia de EDPO 

Figura 18 - Curva de Calibração da Derivada da Absorbância em 
Função da Concentração de NIC por Metodologia de EDPO 
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para LAM e de 1,23% (média do ensaio = 100,31%) para NIC. Os valores de DPR 

obtidos para precisão inter-analista foram de 0,90% (média do ensaio = 100,56%) 

para LAM e de 0,77% (média do ensaio = 100,31%) para NIC. A variabilidade dos 

resultados foi baixa, com valores de DPR dentro da faixa aceitável (<2%), indicando 

a precisão do método proposto. 

 

6.5.2.3 Exatidão 

A exatidão de um método é expressa como a proximidade da concordância 

entre o valor que é aceito como referência e o resultado encontrado (ICH, 2005). 

Este parâmetro foi avaliado pela determinação dos analitos em soluções preparadas 

pelo método de adição padrão. Os resultados foram expressos como a porcentagem 

de substâncias de referência LAM e NIC recuperadas da amostra e são mostradas 

na Tabela 8. Os dados médios de recuperação, compreendendo os três níveis 

adicionados, ficaram entre 95,79 e 104,04%, demonstrando que o método é exato 

dentro do intervalo desejado. 

 

Tabela 8 - Valores Experimentais Obtidos no Teste de Recuperação para LAM e NIC 
Utilizando o Método EDPO. 

Analito 
Concentração 
adicionada (ug 

mL-1) 

Concentração 
teórica 

(ug mL-1) 

Concentração 
experimental 

(ug mL-1) 

Exatidão 
(%) 

Média ± σ 

 
LAM 

 
2 

 
8 

8,69 
8,73 
8,63 

102,02 
104,04 
98,99 

 
101,68 ± 2,54 

 

LAM 4 10 
10,55 
10,30 
10,27 

97,47 
97,72 
96,97 

 
97,38 ± 0,38 

LAM 6 12 
12,39 
12,41 
12,46 

95,79 
95,96 
96,80 

 
95,95 ± 0,54 

NIC 4 8 
8,28 
8,25 
8,25 

96,63 
95,98 
95,98 

 
95,98 ± 0,38 

NIC 6 10 
10,17 
10,19 
10,17 

96,03 
96,46 
96,14 

 
96,14 ± 0,22 

NIC 8 12 
12,10 
12,09 
12,11 

96,14 
96,05 
96,30 

 
96,17± 0,18 

* σ- Desvio padrão relativo 
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6.5.2.4 LoD/LoQ 

O LoD de um procedimento analítico é a menor quantidade de analito numa 

amostra que pode ser detectada e o LoQ é a menor quantidade de analito numa 

amostra que pode ser determinada quantitativamente (ICH, 2005). Estes parâmetros 

não são um requisito para a análise de fármacos, no entanto, é importante mostrar a 

sensibilidade do método e que a análise está sendo conduzida num intervalo de 

concentrações adequado. Os resultados para LoD e LoQ foram 0,024 e 0,080 μg 

mL–1 para LAM e 0,024 e 0,080 μg mL–1 para NIC. Estes valores mostram que o 

método proposto possui boa sensibilidade. 

 

6.5.2.5 Robustez 

A robustez é uma medida da capacidade do método não ser afetado por 

variações pequenas e deliberadas em seus parâmetros, o que indica confiabilidade 

durante a utilização (ICH, 2005). Não houve alterações significativas no ensaio com 

a mudança no tipo de água utilizada, como pode ser visto na Tabela 9, que mostra a 

robustez do método desenvolvido. 

 

Tabela 9 - Análise de Robustez 

 
Cruzamento zero 

LAM 
Cruzamento zero 

NIC 

Destilada 244,18 271,84 

Milli-Q 244,40 271,60 

Deionizada 244,24 271,75 

Média 244,27 271,73 

Desvio padrão 
relativo 

0,11 0,12 

 

 

6.5.2.6 Aplicação do Método EDPO 

O método espectrofotométrico de UV proposto apresentou-se adequado para 

a determinação simultânea de LAM e NIC em cocristais. Os resultados para a 

determinação simultânea utilizando este método (Tabela 10), foi de 0,05 mol de LAM 

e NIC, indicando que a razão molar estequiométrica do cocristal é 1:1. Tal 

determinação não seria possível com base em um comprimento de onda máximo de 
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cada substância, porque o ensaio de LAM no seu pico de absorção tem um espectro 

de sobreposição com o coformador NIC, assim o desenvolvimento desta 

metodologia é essencial para a quantificação dos componentes em cocristal por 

meio de análise UV. 

 

Tabela 10 - Análise do Cocristal 

Analito LAM NIC 

Absorbância 0,01239 0,01012 

Equação da Linearidade 
y = 0,000990x – 

0,000151 
y = 0,001529x – 

0,000015 

Concentração (μg mL-1) 12,667 6,628 

Molaridade (M) 0,049 0,054 

 

Uma razão relevante para conhecer a estequiometria do cocristal é a 

necessidade de correlacionar este valor com a constante eutética (Keu), um 

importante indicador da estabilidade e solubilidade do cocristal.  

 

6.6 Desenvolvimento e Validação do Método CLAE 

6.6.1 Desenvolvimento 

Devido às características da LAM e da NIC foram testadas fases móveis 

constituídas por solventes orgânicos (acetonitrila, metanol, ácido trifluoroacético), 

água e tampão fostato (0,01 M e 0,02 M, pH 3,5). A coluna cromatográfica testada 

foi Luna® C18 150 x 4,6 mm. Para a solubilização da LAM utilizou-se metanol, 

sendo as diluições posteriores realizadas com as fases móveis testadas. A 

temperatura do forno foi mantida a 30ºC para evitar flutuações na qualidade 

analítica. 

A continuidade dos testes deu-se com a escolha da fase móvel 

metanol:tampão fosfato 0,01M (40:60, v/v) para a LAM e metanol:tampão fosfato 

0,01M (15:85, v/v) para a NIC. A pressão se manteve estável (104kgf para LAM e 84 

kgf para NIC) e os fatores de cauda também se encontravam dentro das exigências. 

As fases móveis de escolha apresentaram áreas maiores quando relacionada às 

demais e tempos de retenção mais afastados do volume morto. 
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6.6.2 Validação 

6.6.2.1 Especificidade 

 Com a utilização da fase móvel metanol:tampão fosfato 0,01M (40:60, v/v) 

(Figura 19), a LAM apresentou um tempo de retenção de 5 min, enquanto que a NIC 

permaneceu junto com o volume morto, não interferindo na determinação da LAM. A 

análise do cocristal apresentou o mesmo tempo de retenção para a LAM e não 

indicou interferências.  

 Por outro lado, com o emprego da fase móvel metanol:tampão fosfato 0,01M 

(85:15, v/v) (Figura 20) a NIC apresentou um tempo de retenção de 3,0 min, porém 

não permitiu a determinação da LAM. A avaliação do cocristal exibiu o mesmo 

tempo de retenção para NIC. Ambas as fases móveis puras foram injetadas para 

demonstrar que não interferiram na metodologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 19 - Cromatogramas Obtidos por Fase Móvel Metanol:Tampão 
Fosfato 0,01M (40:60, v/v) 
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 Desta maneira, a metodologia com a fase móvel metanol:tampão fosfato 

0,01M (40:60, v/v) foi considerada específica para determinação da LAM e a fase 

móvel metanol:tampão fosfato 0,01M (15:85, v/v) foi considera específica para a 

determinação da NIC. 

 

6.6.2.2 Linearidade  

A curvas de calibração foram construídas pela área da curva versus a 

concentração. Os coeficientes de correlação indicaram uma linearidade adequada, 

para a metodologia da LAM (Figura 21) e para a metodologia da NIC (Figura 22). A 

ANOVA (α = 0,05) indicou um bom ajuste do método linear e os resultados 

mostraram regressão linear significativa (P <0,05) e nenhum desvio da linearidade 

para LAM (Fcalculado = 3,40 <Fcrítico = 3,71) e para NIC (Fcalculado = 0,08 <Fcrítico = 3,71). 

Figura 20 - Cromatogramas Obtidos por Fase Móvel Metanol:Tampão 
Fosfato 0,01M (15:85, v/v) 
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6.6.2.3 Precisão  

A precisão do método da LAM apresentou um valor de DPR de 1,10% (média 

do ensaio = 101,13%) para precisão intra-dia, DPR de 1,08% (média do ensaio = 

101,70%) para precisão inter-dia e DPR de 0,98% (média do ensaio = 101,01%) 

para precisão inter-analista. O método da NIC apresentou um DPR de 1,35% (média 

do ensaio = 100,21%) para precisão intra-dia, DPR de 1,41% (média do ensaio = 

Figura 22 - Curva de Calibração da Área da Curva em Função da 
Concentração de NIC por CLAE  

Figura 21 - Curva de Calibração da Área da Curva em Função da 
Concentração de LAM por CLAE  
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99,07%) para precisão inter-dia, e DPR de 1,53% (média do ensaio = 100,86%) para 

precisão inter-analista. 

A variabilidade dos resultados apresentou valores de DPR dentro da faixa 

aceitável (<2%), indicando a precisão dos métodos. 

 

6.6.2.4 Exatidão 

As exatidões foram avaliadas pela determinação dos analitos em soluções 

preparadas pelo método de adição padrão. Os resultados foram expressos como a 

porcentagem de substâncias de referência LAM e NIC recuperadas por meio da 

utilização das respectivas metodologias. A Tabela 11 mostra os dados médios de 

recuperação, compreendendo os três níveis adicionados. Ambas as metodologias 

apresentaram exatidão, na faixa entre 98,19 e 99,30% para LAM e entre 98,12 e 

100,11 para NIC. 

 

Tabela 11 - Valores Experimentais Obtidos no Teste de Recuperação para LAM e 
NIC Usando as Respectivas Metodologias CLAE 

Analito 

Concentração 

adicionada 

(ug mL-1) 

Concentração 

teórica 

(ug mL-1) 

Concentração 

experimental 

(ug mL-1) 

Exatidão 

(%) 

Média (%) ± 

σ* 

 
LAM 

 
15 

 
40 

39,03 
38,95 
38,96 

99,10 
98,53 
98,64 

 
98,64 ± 0,3 

 
 

LAM 25 50 
48,93 
48,71 
48,72 

99,04 
98,18 
98,21 

 
98,21 ± 0,49 

LAM 35 60 
58,53 
58,56 
58,92 

98,19 
98,27 
99,30 

 
98,27 ± 0,61 

NIC 15 40 
40,01 
40,01 
39,96 

99,32 
99,30 
99,00 

 
99,30 ± 0,18 

NIC 25 50 
49,73 
49,90 
49,64 

98,45 
99,14 
98,12 

 
98,45 ± 0,52 

NIC 35 60 
60,15 
59,66 
60,14 

100,11 
98,71 

100,08 

 
100,08 ± 0,80 

* σ- Desvio padrão relativo 
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6.6.2.5 LoD e LoQ 

 Os resultados para LoD e LoQ foram respectivamente 0,37 e 1,25 μg mL–1 

para LAM e 1,01 e 3,38 μg mL–1 para NIC, demonstrando a boa sensibilidade do 

método. 

6.6.2.6 Robustez 

 O método foi considerado robusto para LAM (Tabela 12) e para NIC (Tabela 

13), indicando a confiabilidade das metodologias, uma vez que não houve alterações 

significativas no ensaio do teor, obtendo resultados entre 95 e 105%, e da assimetria 

de pico, apresentando um valor até 1,23. 

 

Tabela 12 - Condições Cromatográficas Investigadas Durante o Ensaio de Robustez 
do Método Analítico para a Determinação da LAM 

 

Experi 

mento 

Fatores Respostasa 

Metanol 

(%) 

Tampão 

Fosfato 

(%) 

pH 

Fluxo 

(mL 

min-1) 

Tempe 

ratura 

(oC) 

Teor (%) 
Assimetria 

de pico 

0 40 60 3,5 1,00 30 
100 

(± 0,04) 
1,20 

1 40 60 3,5 1,00 27 
99,98 
(± 0,15) 

1,20 

2 40 60 3,5 1,00 33 
100,36 
(± 0,22) 

1,20 

3 38 62 3,5 1,00 30 
99,67 
(± 0,25) 

1,17 

4 42 58 3,5 1,00 30 
99,84 
(± 0,15) 

1,21 

5 40 60 3,3 1,00 30 
102,14 
(± 0,08) 

1,23 

6 40 60 3,7 1,00 30 
96,12 
(± 0,27) 

1,17 

7 40 60 3,5 0,95 30 
104,14 
(± 0,32) 

1,23 

8 40 60 3,5 1,05 30 
97,56 
(± 0,28) 

1,20 

a n =3 
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Tabela 13 - Condições Cromatográficas Investigadas Durante o Ensaio de Robustez 

do Método Analítico para a Determinação da NIC 

  

Experi 

mento 

Fatores Respostasa 

Metanol 

(%) 

Tampão 

Fosfato 

(%) 

pH 

Fluxo 

(mL 

min-1) 

Tempe 

ratura 

(oC) 

Teor (%) 
Assimetria 

de pico 

0 15 85 3,5 1,00 30 
100 

(± 0,05) 
1,15 

1 15 85 3,5 1,00 27 
99,69 
(± 0,10) 

1,16 

2 15 85 3,5 1,00 33 
99,86 
(± 0,14) 

1,16 

3 13 87 3,5 1,00 30 
100,95 
(± 0,16) 

1,12 

4 17 83 3,5 1,00 30 
99,91 
(± 0,18) 

1,16 

5 15 85 3,3 1,00 30 
103,64 
(± 0,21) 

1,14 

6 15 85 3,7 1,00 30 
97,57 
(± 0,22) 

1,15 

7 15 85 3,5 0,95 30 
104,69 
(± 0,35) 

1,17 

8 15 85 3,5 1,05 30 
98,80 
(± 0,33) 

1,13 

a n =3 

 

6.7 Comparação das Metodologias EDPO e CLAE 

 A comparação entre as metodologias EDPO e CLAE foi avaliada com base na 

porcentagem de LAM e NIC detectada em cocristais em ambos os procedimentos. A 

análise realizada em triplicata apresentou uma média de detecção da LAM em CLAE 

de 59,5% (DPR = 0,36%), e em EDPO 63,3% (DPR = 0,36%). A média de 

determinação da NIC foi de 31,6% para CLAE (DPR = 0,29%) e 33,1% por EDPO 

(DPR = 0,04%). A análise estatística por teste t indicou que os resultados são 

similares, apresentando uma igualdade entre as metodologias (P<0,05) (Fcalculado = 

1,0x10-7 < Fcrítico = 2,306 para LAM e Fcalculado = 3,23x10-7 < Fcrítico = 2,306 para NIC). 

 O uso da técnica espectrofotométrica apresentou-se uma alternativa ao 

método de CLAE para controle de qualidade, apresentando-se prático e econômico, 

além de não utilizar produtos químicos caros e tóxicos que geram resíduos para o 

meio ambiente. 
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6.8 Estudo de Dissolução do Cocristal 

6.8.1 Estudo de Dissolução do Cocristal em Água 

 Inicialmente avaliou-se a dissolução do cocristal pelo método cinético (Figura 

23), que indicou dissolução do cocristal 19 vezes maior que o da LAM em 1 minuto 

(0,06 mM de LAM e 1,36 mM de LAM do cocristal). Com o passar do tempo a  

dissolução da LAM e a do cocristal se igualaram, porém a solubilidade do cocristal 

pode estar subestimada devido a precipitação do fármaco (ROY; LIPERT; 

RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2012). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Os experimentos cinéticos, exemplificados na Figura 24, devem ser 

analisados com cautela. À medida que ocorre a dissolução de um cocristal 

moderadamente solúvel, este pode atingir um máximo de concentração em solução 

e em seguida dar início a cristalização do fármaco estável (conversão cinética), por 

isso a concentração máxima (Cmax), não deve ser considerada como a solubilidade 

do cocristal (MARTIN et al., 2013; THAKURIA et al., 2013). No caso dos cocristais 

altamente solúveis, que possuem potencial de gerar alta supersaturação em relação 

ao fármaco, a precipitação pode ocorrer de forma imediata (ROY; LIPERT; 

RODRÍGUEZ-HORNEDO, 2012).  

 

 

Figura 23 - Avaliação da Dissolução do Cocristal em Água 
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Figura 24 - Representação da Solubilidade por Método Cinético 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Roy; Lipert; Rodríguez-Hornedo (2012). 

 Considerando que a LAM é um fármaco BCS classe II, um aumento na sua 

dissolução poderá resultar em aumento na absorção do fármaco. Assim, pode-se 

pressupor que in vivo não haveria precipitação do fármaco, pois como a LAM é 

altamente permeável não atingiria a saturação, uma vez que antes de ser 

precipitada seria absorvida.  

 

6.8.2 Estudo de Dissolução do Cocristal em FaSSIF 

 O estudo em FaSSIF, diferentemente do estudo em água, é importante devido 

à proximidade dos resultados encontrados in vitro com o que se espera dos 

resultados in vivo, devido à semelhança da composição do meio e do intestino 

humano. 

 O ensaio apresentou uma melhora da dissolução do cocristal em relação ao 

fármaco até 90 minutos, momento em que as solubilidades se igualaram (Figura 25). 

O cocristal obteve uma solubilidade 1,5 vezes maior que a do fármaco em 20 

minutos (2,35 mM de LAM do cocristal e 1,52 mM de LAM). 
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 Apesar do experimento cinético não ser a melhor maneira de avaliar a 

melhora da dissolução do cocristal, é possível verificar a melhora significativa na 

solubilidade do fármaco em FaSSIF, o que ressalta o benefício da utilização da 

forma cocristalina in vivo. 

 

6.9 Avaliação da Solubilidade do Cocristal no Ponto Eutético 

6.9.1 Avaliação do Ponto Eutético em Água  

  Após 24 e 28 horas da adição de fármaco e cocristal em água, retirou-se uma 

alíquota e analisou-se a fase sólida presente em suspensão por DRXP, para a 

avaliação do ponto eutético. Quando o Peu é alcançado, tanto o fármaco quanto o 

cocristal estão contidos na fase sólida e líquida da suspensão. 

 A figura 26 mostra que o pico em 10,8º e 24,7º característico do espectro do 

cocristal está presente em ambas as amostras analisadas e que o pico em 20,4º 

característico da LAM também está presente nas duas amostras. Isso indica que 

tanto o cocristal quanto a LAM estão presentes no precipitado, portanto o Peu foi 

alcançado. 

 

 

 

 

Figura 25 - Avaliação da Dissolução do Cocristal em FaSSIF 
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 A determinação da quantidade de LAM e NIC presentes em solução foi 

avaliada por CLAE (Tabela 14). A variação entre as concentrações de 24 e 48 horas 

foi menor que 5%, indicando o equilíbrio da suspensão. As concentrações foram 

aplicadas na equação da solubilidade estequiométrica (Equação 3), que apresentou 

uma solubilidade no Peu aproximadamente 31 vezes maior para o cocristal do que 

para a LAM. 

  

Tabela 14 - Concentração Eutética de LAM e NIC em Água 

 
[LAM]Peu 
(mmol) 

[NIC]Peu 
(mmol) 

Solubilidade 
cocristal 
(mmol) 

Solubilidade 
LAM (mmol) 

Aumento da 
Solubilidade  

pH 

24 
horas 

1,45 269,85 19,82 0,62 31,6 7,5 

48 
horas 

1,40 276,2 19,77 0,62 31,6 7,3 

 

 A determinação da solubilidade do cocristal no Peu, também conhecida como 

método termodinâmico é a maneira mais segura e confiável de avaliação da 

solubilidade do cocristal. Isso se deve ao fato dos cocristais que possuem maior 

solubilidade que o fármaco possuírem baixa estabilidade termodinâmica em solução, 

Figura 26 - DRXP do Peu entre o Cocristal e a LAM em Água 
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ou seja, estão suscetíveis à conversão para a forma menos solúvel do fármaco. 

Desta forma os estudos de solubilidade e estabilidade termodinâmica, o qual utiliza 

concentrações eutéticas, evitam a conversão do cocristal em fármaco, impedindo a 

obtenção de valores errôneos ou subestimados (ROY; LIPERT; RODRÍGUEZ-

HORNEDO, 2012; THAKURIA et al., 2013). 

 A partir do Peu foi determinado o valor da constante eutética, que prevê a 

solubilidade e estabilidade do cocristal. A Keu foi calculada de acordo com a equação 

4, e obteve-se o valor de 186, valor maior que 1, indicando que o cocristal é mais 

solúvel e menos estável que o fármaco puro. O motivo do valor ser bem maior do 

que 1 está relacionado com a vantagem de solubilidade do cocristal em relação ao 

fármaco, quanto maior o valor do Keu, maior esta vantagem (GOOD; RODRÍGUEZ-

HORNEDO, 2009).  

 

6.9.2 Avalição do Ponto Eutético em FaSSIF 

 A avaliação do Peu também foi avaliada após 24 e 48 horas da adição de 

fármaco e cocristal em FaSSIF. A análise da fase sólida por DRXP (Figura 27), 

demonstra que o pico em 24,7º característico do espectro do cocristal e que o pico 

34,2º característico da LAM, estão contidos tanto na amostra de 24, quanto de 48 

horas. Portanto o Peu foi alcançado. 

 A determinação da quantidade de LAM e NIC presentes em solução foi 

avaliada por CLAE (Tabela 15). A variação menor que 5% entre as concentrações 

de 24 e 48 horas indicou o equilíbrio da suspensão. As concentrações foram 

aplicadas na equação da solubilidade estequiométrica (Equação 3), que apresentou 

uma solubilidade no Peu aproximadamente 20 vezes maior para o cocristal do que 

para a LAM em FaSSIF. 
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Tabela 15 - Concentração Eutética de LAM e NIC em FaSSIF 

 
[LAM]Peu 
(mmol) 

[NIC]Peu 
(mmol) 

Solubilidade 
cocristal 
(mmol) 

Solubilidade 
LAM (mmol) 

Aumento da 
Solubilidade 

pH 

24 
horas 

4,0 490,3 44,54 2,27 19,5 6,6 

48 
horas 

4,2 495,8 45,82 2,27 20,1 6,7 

 

 A solubilidade do cocristal em FaSSIF não aumenta tanto quanto em água, 

porque em FaSSIF tanto a solubilidade do cocristal como a solubilidade do fármaco 

aumentam. A solubilidade do fármaco aumenta de maneira linear com o aumento de 

qualquer agente solubilizante do fármaco, entretanto a solubilidade do cocristal não 

aumenta de maneira linear, pois tem uma dependência de raiz quadrada. Isso ocorre 

porque normalmente, para cocristais formados de fármaco hidrofóbico e coformador 

hidrofílico, o agente solubilizante solubiliza preferencialmente o fármaco e não o 

coformador. 

 A Keu calculada de acordo com a equação 4, apresentou o valor de 122, valor 

maior que 1, indicando que o cocristal em FaSSIF também é mais solúvel e menos 

Figura 27 - DRXP do Peu entre o Cocristal e a LAM em FaSSIF 
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estável que o fármaco puro, assim como em água. Entretanto como a Keu é menor 

em FaSSIF do que em água (186), observa-se que melhora da solubilidade é um 

pouco menor.  

 

6.10 Avaliação in vivo dos Cocristais  

 O estudo piloto de administração de cocristais de LAM em camundongos está 

representado no gráfico da Figura 28, no qual cada ponto representa um animal. 

 

Figura 28 - Avaliação do Efeito do Cocristal de LAM no Tempo de Início de 
Convulsões Induzidas por PTZ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 As convulsões observadas foram divididas em mioclônicas, que apresentam 

abalos musculares bruscos e breves de vários músculos, que fazem o animal dar 

pequenos saltos, como se tivesse levado um susto; e tônico-clônicas, que se iniciam 

por uma sucessão de abalos musculares generalizados, breves, com duração de 

segundos, e depois substituídos por uma contração tônica generalizada e 

posteriormente por abalos ritmados generalizados. O termo latência de crises aqui 

se refere ao tempo decorrido entre a aplicação de PTZ e o início das primeiras 

manifestações de crises convulsivas. 

 Em um grupo utilizou-se 7,2 mg/kg de LAM, que corresponde ao ED50, 

quantidade de fármaco que produz a metade da resposta relativa à sua eficácia. 

Esse grupo apresentou tanto convulsões mioclônicas quanto tônico-clônicas 

praticamente com a mesma latência de crise que o grupo administrado com água (0 

– 200 s). 
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 Em outro grupo foi utilizada uma dose dez vezes maior que o ED50, 72 mg/kg 

de LAM, porém a mesma latência de crise para as convulsões mioclônicas foi 

encontrada e apenas 1/3 apresentou uma latência maior (800 – 1000 s) para 

ocorrência de convulsões tônico-clônicas. 

 O grupo administrado com cocristal recebeu uma dose correspondente à 72 

mg/kg de LAM, e apresentou resultados melhores do que a LAM pura, pois 2/4 dos 

animais demoraram 800-1000 s para apresentar convulsões mioclônicas e tônico-

clônicas.  

Por mais que uma melhora tenha sido observada com a utilização do 

cocristal, esta não correspondeu às expectativas. Isso pode ser explicado pela não 

efetividade da LAM frente ao estímulo de PTZ, uma vez que os fármacos que agem 

inibindo canais de sódio dependentes de voltagem (LAM, fenitoína, carbamazepina), 

podem mostrar-se ineficazes nesse teste (LÖSCHER, 2011). 

Os mecanismos pelos quais o PTZ exerce suas ações pró-convulsivantes são 

apenas parcialmente compreendidos. O PTZ É um antagonista do receptor GABA
A 

pós-sináptico que age através de uma provável interação alostérica no canal de Cl 

(HUANG et al., 2001). Em quatro diferentes estudos encontrados na literatura, a 

LAM demonstrou-se ineficaz em 50% dos resultados de convulsões induzidas por 

PTZ em camundongos (YUEN; TROCÓNIZ, 2015).  

Desta forma, a melhor maneira de continuar os estudos in vivo dos cocristais 

de LAM seria por meio de indução de convulsões por eletrochoque. Entretanto, 

devido algumas controvérsias do uso dessa metodologia os estudos em animais 

deste trabalho foram interrompidos. 
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7 CONCLUSÕES 

• Cocristais de LAM e NIC (1:1) foram obtidos partir do MCR. 

• Os cocristais foram analisados por técnicas de caracterização do estado sólido, 

que comprovaram a formação da nova estrutura cristalina. 

• Foi desenvolvido, validado e aplicado um método de espectrometria derivada de 

primeira ordem para a quantificação de LAM e NIC em cocristais. Esse método 

demonstrou ser simples, econômico e rápido, sendo assim uma alternativa 

segura para o controle de qualidade. 

• Foram desenvolvidas e validadas duas metodologias CLAE que se mostraram 

adequadas para a quantificação de LAM e NIC no estudo de dissolução 

realizado. 

• O cocristal apresentou uma dissolução 19 vezes maior que a LAM em estudo 

cinético em água, e em FaSSIF uma dissolução 1,5 vezes maior que a LAM, o 

que retrata a vantagem da formação dos cocristais. 

• O estudo no ponto eutético apresentou uma solubilidade do cocristal 31 vezes 

maior que o fármaco em água, e 20 vezes maior que o fármaco em FaSSIF, o 

que apresenta uma perspectiva de melhoria na biodisponibilidade do fármaco. 

• O estudo em FaSSIF permitiu avaliar as vantagens esperadas in vivo, devido à 

semelhança da sua composição com o intestino, o que não seria possível apenas 

com o estudo em água. 

• A avaliação dos cocristais in vivo com indução de convulsões por 

pentilenotetrazol apresentou resultados positivos em 50% dos animais de um 

grupo piloto, o que não atingiu as expectativas e os testes foram interrompidos. 
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