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RESUMO

O Cloridrato de Metformina (MetHCI) é o medicamento de primeira escolha para o
diabetes tipo 2 devido ao seu perfil de toxicidade favoravel e eficacia clinica. O MetHCI
€ um farmaco altamente hidrofilico, com alta solubilidade em &agua, baixa
biodisponibilidade e tempo de meia-vida reduzido, sendo administrado em altas doses
para permitir que quantidades suficientes sejam absorvidas pelo corpo, favorecendo
0 aumento de efeitos colaterais e, no pior dos casos, abandono do tratamento pelo
paciente. Desta forma, visando a reducdo de efeitos adversos e a administracao da
dose diaria deste farmaco, este trabalho, como estratégia inovadora, avaliou a
influéncia dos sais organicos sintetizados a partir da forma basica da metformina, na
producdo de microparticulas de poli(L-acido latico) (PLLA), um polimero organofilico
biodegradavel e biocompativel. Na sintese dos sais de metformina foram utilizados
trés acidos graxos (acido adipico, acido succinico e o acido estearico). Para isso,
primeiro houve a reacdo entre o MetHCI com o hidréxido de sédio (NaOH) para
obtencdo da forma basica da metformina (MetBase). Em seguida, submeteu-se a
MetBase a reacdes com cada um dos acidos graxos para se obter os sais de
metformina. As amostras foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), determinacdo do ponto de fusdo, andlise
termogravimétrica (TGA) e ensaios de solubilidade, sendo possivel a identificacdo das
diferencas moleculares de cada sal de metformina. A microencapsulacdo em PLLA,
foi realizada com todos os sais de metformina, e comparado o efeito tanto da
estratégia de encapsulamento (método de dupla emulsdo e emulsdo simples) quanto
da forma da metformina sobre a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) e o perfil de
dissolucdo da droga. Dentre os sais de metformina sintetizados, o estearato de
metformina (MetC18) apresentou a menor solubilidade em &agua (12 mg/mL),
comparado a do MetHCI (362 mg/mL). O MetC18 também apresentou a melhor
eficiéncia de encapsulacdo, com 7,34% na dupla emulséo e 5,36% na emulsdo simples,
respectivamente. Isso representou um aumento de 178% na dupla emulsdo e 165% na
emulsdo simples, qguando comparados aos resultados obtidos com as microparticulas
contendo o MetHCI. Referente ao perfil de dissolucdo, todas as amostras nao
ultrapassaram 20% de dissolucéo dentro das 8 horas de teste (2 horas no meio acido e 6
horas no meio béasico), em comparacédo com a amostra de MetHCI puro que atingiu 85%
de dissolucdo nesse intervalo, o que demostra a obtencdo de um sistema de liberacéo
modificada. Dessa forma, as microparticulas poliméricas produzidas neste trabalho
podem ser consideradas estratégias promissoras para a obtencdo de formas
farmacéuticas de liberacdo modificada contendo o ativo metformina.

Palavras-chave: Metformina, base livre, sais organicos de metformina,
microparticulas, PLLA.



ABSTRACT

Metformin Hydrochloride (MetHCI) is the drug of choice for type 2 diabetes due to its
favorable toxicity profile and clinical efficacy. MetHCI is a highly hydrophilic drug, with
high water solubility, low bioavailability and reduced half-life, being administered in
high doses to allow sufficient amounts to be absorbed by the body, favoring an
increase in side effects and, at worst, cases, abandonment of treatment by the patient.
Thus, aiming to reduce adverse effects and administer the daily dose of this drug, this
work, as an innovative strategy, evaluated the influence of organic salts synthesized
from the basic form of metformin, in the production of poly(L-acid lactic) (PLLA)
microparticles, a biodegradable and biocompatible organophilic polymer. In the
synthesis of metformin salts, three fatty acids were used (adipic acid, succinic acid and
stearic acid). For this, first there was a reaction between MetHCI with sodium hydroxide
(NaOH) to obtain the basic form of metformin (MetBase). Then, MetBase was
subjected to reactions with each of the fatty acids to obtain metformin salts. The
samples were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
melting point determination, thermogravimetric analysis (TGA) and solubility tests,
making it possible to identify the molecular differences of each metformin salt.
Microencapsulation in PLLA was performed with all metformin salts, and compared the
effect of both the encapsulation strategy (double-emulsion and single emulsion
method) and the metformin form on the encapsulation efficiency (EE%) and the profile
of drug dissolution. Among the synthesized metformin salts, metformin stearate
(MetC18) had the lowest solubility in water (12 mg/mL), compared to MetHCI (362
mg/mL). MetC18 also showed the best encapsulation efficiency, with 7,34% in the
double emulsion and 5,36% in the single emulsion, respectively. This represented an
increase of 178% in double emulsion and 165% in single emulsion, when compared to
the results obtained with microparticles containing MetHCI. Regarding the dissolution
profile, all samples did not exceed 20% dissolution within 8 hours of testing (2 hours in
acidic medium and 6 hours in basic medium), compared to the pure MetHCI sample
which reached 85% dissolution in this interval, which demonstrates the achievement
of a modified release system. Thus, the polymeric microparticles produced in this work
can be considered promising strategies for obtaining modified release pharmaceutical
forms containing the active metformin.

Keywords: Metformin, free base, organic salts of metformin, microparticles, PLLA.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes mellitus é considerado uma das principais doencas cronicas no
mundo, ocasionando entre 2000 e 2019 um aumento global de mortes de 70%
(WORLD GLOBAL ORGANIZATION et al., 2020). No Brasil, a taxa de incidéncia da
doenca cresceu 61,8% nos ultimos dez anos (FIOCRUZ, 2018). De acordo com a
Pesquisa Nacional de Saude, no Brasil em 2019, 7,7% da popula¢édo de 18 anos ou
mais informaram ter recebido diagnostico médico de diabetes, o equivalente a 12,3
milhdes de pessoas (IBGE, 2020).

O diabetes tipo 2 é a manifestacdo prevalente do diabetes, com 90% dos
casos em nivel mundial (SBEM, 2021). Esse tipo esta relacionado a producao
insuficiente de insulina pelo pancreas ou quando o organismo ndo consegue utilizar a
insulina que produz (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). O aumento de
glicose no sangue, ocasionado pelo diabetes, aumenta o risco de desenvolvimento de
doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, complicacbes microvasculares,
cegueira, faléncia renal e neuropatia periférica (MARTINS et al., 2015).

O cloridrato de metformina (MetHCI), quimicamente conhecido como
monocloridrato de 1,1-dimetilbiguanida, € o medicamento de primeira escolha para o
tratamento do diabetes tipo 2 devido ao seu perfil de toxicidade baixa e eficacia clinica
comprovada (MARTINS et al., 2015 e UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2005).
Este antidiabético é administrado por via oral, absorvido no intestino e excretado pelos
rins (ARAUJO et al., 2000). O MetHCI é um farmaco altamente hidrofilico, pertencente
a classe biofarmacéutica Ill, ou seja, tem alta solubilidade em agua e baixa
permeabilidade nas membranas celulares (SEVENINE, 2016; LINDENBERG; KOPP;
DRESSMAN, 2004). O MetHCI possui uma biodisponibilidade oral de 50-60% e uma
meia-vida de 1,5-4,5 h, sendo administrado em altas doses (500 mg ou 850 mg), trés
vezes ao dia (ARAUJO et al., 2000; FARAGO, 2007).

Essa alta dosagem serve para permitir que quantidades suficientes sejam
absorvidas pelo organismo, resultando no aumento de efeitos colaterais, como
diarreia, nausea, anorexia, vomito, disturbios do paladar e, por consequéncia,
abandono do tratamento pelo paciente em funcédo dos desconfortos causados pelos
efeitos adversos (GUNDOGDU; CETIN, 2014).
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As formas farmacéuticas de liberacdo modificada séo indicadas para que o
farmaco seja absorvido no local apropriado do organismo ou que concentracdes
especificas do farmaco sejam mantidas pelo tempo requerido e, como consequéncia,
pode-se reduzir a toxicidade e diminuir o nUmero de administracdes diarias e os
efeitos adversos (LOPES et al., 2005; MANADAS; EUGENIA; VEIGA, 2002).

Entre os sistemas de liberacdo modificada, destacam-se as nano e
microparticulas poliméricas (SANTOS et al., 2015). As particulas com diametro menor
que 1 um sdo consideradas nanoparticulas, enquanto as particulas com diametro
maior ou igual a 1 um sdo denominadas microparticulas (FARAGO, 2007; JYOTHI et
al., 2012).

Dentre os diversos tipos de polimeros utilizados em processos de
microencapsulacéo, o poli(L-acido latico) - PLLA € um dos biopolimeros mais utilizado
na area biomédica em funcdo de suas caracteristicas de biocompatibilidade,
degradacédo e reabsorcdo em meio aquoso (CHAIYASAT et al., 2013; JAHNO, 2005;
MOTTA, 2006).

A eficiéncia da encapsulacéo nas microparticulas depende das caracteristicas
de hidro e lipofilicidade do farmaco e do polimero, da concentracdo do polimero,
solubilidade do polimero no solvente, taxa de remocao do solvente, solubilidade do
solvente organico em agua e a eficiéncia de incorporacdo do farmaco nas
microparticulas (JYOTHI et al., 2012).

A maioria dos métodos de microencapsulacdo empregados envolve o uso de
emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), geralmente dupla emulsédo (agua/éleo/agua),
utilizando solventes na fase oleosa como diclorometano ou cloroférmio, com posterior
evaporacao destes solventes, mediante reducdo da pressdo ou aumento da
temperatura, formando as microesferas solidas que podem ser lavadas e secas
(FARAGO, 2007; FREITAS et al., 2005; JYOTHI et al., 2012; MUSYANOVYCH et al.,
2008).

Uma estratégia para a microencapsulacdo do MetHCI se da pelo método de
dupla emulséo, com a solubilizacdo do farmaco na fase aquosa interna, devido sua
hidrofilicidade, e a utilizagdo de um polimero lipofilico na fase orgéanica como, por
exemplo, o PLLA para o revestimento do farmaco com o propdsito de aumentar a
absorcdo do MetHCI pela camada lipo-protéica das membranas celulares (FARAGO,
2007). Ja na fase aquosa externa, a utilizacdo de um polimero emulsionante e agente

de suspenséo como, por exemplo, o poli (alcool vinilico) — PVA, é empregado para

16



auxiliar no controle do tamanho das microparticulas é empregado para modular a
liberacé@o do farmaco (KIBBE, 2000; KURKURI & AMINABHAVI, 2004).

Porém sabe-se que o MetHCI possui uma facilidade de migracao do interior
das microparticulas para a fase aquosa externa durante a etapa de evaporacao do
solvente, o que corrobora para uma baixa incorporacao do farmaco e a consequente
baixa eficiéncia de encapsulacdo (FARAGO, 2007). Essa facilidade de migracéo para
a fase aquosa pode ser explicada pela alta solubilidade em agua do farmaco devido
a presenca do sal cloridrato na molécula (KIM; PARK, 2015; KIM, et al., 2011;
MARTINS et al., 2015).

Uma estratégia para diminuir a solubilidade da metformina em &gua, sem
comprometer a eficicia terapéutica, seria a formacao de um sal de metformina diferente
do cloridrato (KIM; PARK, 2015). Os sais tém propriedades fisicas diferentes de suas
formas livres e podem ser usados para alterar a solubilidade em agua do farmaco, alterar
sua estabilidade quimica, evitar o polimorfismo, além de melhorar a dissolucdo no trato
gastrointestinal (GLANZNER, 2010; SCOTT; NAQWI, 2016; SERAJUDDIN, 2007).

Por esta razédo, visando contribuir com o desenvolvimento de um sistema
biopolimérico eficiente de liberacdo modificada, com possibilidade de reducdo de
efeitos adversos e niumero de administracao da dose diaria, este trabalho teve como
objetivo a sintese de sais de metformina a partir de acidos graxos, visando reduzir a
solubilidade do farmaco em &gua, para posterior encapsulacdo em microparticulas
biopoliméricas. O estudo comparou a eficiéncia do encapsulamento do cloridrato de
metformina com a dos sais de metformina produzidos a partir de acidos graxos
especificos, utilizando um polimero organofilico biodegradavel e biocompativel, o
PLLA.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

Avaliar a influéncia dos sais organicos de metfomina e da metodologia de
encapsulacao no desenvolvimento de microparticulas de PLLA.

2.2.0bjetivos especificos

e Converter o cloridrato de metformina para sua forma basica.
¢ Sintetizar sais de metformina a partir da forma basica da metformina utilizando trés
acidos graxos (acido adipico, acido succinico e o acido estearico).

e Analisar os efeitos da sintese sobre as propriedades térmicas e alteracdes nos
principais grupos funcionais da metformina.

e Produzir microparticulas de PLLA com os sais organicos de metformina,
empregando os métodos da dupla emulsédo e emulsédo simples.

e Caracterizar as microparticulas de PLLA com os sais organicos de metformina, por
andlises de microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise termogravimétrica
(TGA) e espectroscopia na regido do infravermelho com transformada diferencial
de Fourier (FTIR).

e Comparar o efeito das variaveis sobre a eficiéncia de encapsulagéo e o perfil de

dissolucao.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.Diabetes Mellitus (DM)

O diabetes € uma doenca cronica que consiste em um distarbio metabdlico
caracterizado por hiperglicemia persistente, decorrente da deficiéncia do pancreas em nao
produzir insulina suficiente ou quando o corpo nao utiliza efetivamente a insulina que
produz, ou em ambos os mecanismos (DIABETES, 2014; OLIVEIRA; et al., 2018;
ORGANIZATION et al., 2014).

A falta ou ineficacia de insulina significa que a glicose permanece circulando no
sangue e, com o tempo, o alto nivel de glicose no sangue pode causar danos a muitos
tecidos no corpo, levando ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas cardiacas,
acidente vascular cerebral, complicacdes microvasculares, cegueira, faléncia renal e
neuropatia periférica INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015; MARTINS et
al., 2015).

Fatores genéticos, idade avancada, sobrepeso e obesidade, dieta ndo saudavel,
inatividade fisica e tabagismo contribuem para o desenvolvimento do DM tipo 2, e a
manifestacdo prevalente do diabetes (ORGANIZATION et al., 2014).

Estima-se que 46% dos casos de diabetes em adultos ndo sejam diagnosticados
devido aos sintomas leves no inicio do diabetes tipo 2, e que 83,8% de todos 0s casos de
diabetes ndo diagnosticados estejam em paises em desenvolvimento, onde exames
regulares sem sintomas néo fazem parte da cultura (BEAGLEY et al., 2014; OLIVEIRA, et
al., 2018).

A Federacéao Internacional de Diabetes estimou em 2017 que 8,8% da populacéo
mundial (cerca de 424,9 milhdes de pessoas) com 20 a 79 anos de idade vivia com
diabetes e estima-se que esse numero sera superior a 628,6 milhdes de pessoas em 2045
se fatores atuais persistirem, como por exemplo: rapida urbanizacdo, transicao
epidemiologica, transicdo nutricional, maior frequéncia de excesso de peso, maior
frequéncia de estilo de vida sedentario e envelhecimento populacional INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017; OLIVEIRA; et al., 2018).
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Um estudo realizado pelo Diabetes Prevention Program (DPP) em um periodo de
3 anos de acompanhamento de individuos com maior risco no desenvolvimento da
doenca, a incidéncia de diabetes reduziu 58% com intervencdes no estilo de vida, como
por exemplo, prética de exercicios fisicos e alimentacdo saudavel (DIABETES, 2017,
LINDSTROM et al., 2006). Outro fator que também tem diminuido a incidéncia de diabetes
em individuos com pré-diabetes € o uso de agentes farmacoldgicos, como inibidores da
a-glicosidase, orlistate, agonistas do receptor de peptidio semelhante a glucagon
(glucagon-like peptide-1, GLP-1) e, em especial, a Metformina que, de acordo com o DPP,
reduziu o desenvolvimento de diabetes em 31% durante uma meédia de 2,8 anos de
acompanhamento, além de apresentar maior seguranca a longo prazo, quando
comparada a outros farmacos (BRAY et al., 2012; DIABETES, 2017).

3.2.Metformina

3.2.1. Caracteristicas gerais da metformina

O uso das guanidinas e de seus derivados (fenformina, buformina e
metformina) como farmacos para o tratamento do DM tipo 2 teve inicio no século
passado (GRAHAM et al., 2011). A metformina originou-se a partir da ligacéo de dois
anéis de guanidina, conhecido como biguanidas, desenvolvidos a partir da galegina,
um derivado da guanidina encontrado em Galega officinalis (SANTOMAURO JUN et
al., 2008; VIOLLET e FORETZ, 2013). Como a guanidina era um composto altamente
toxico para o uso corriqueiro, foi sintetizada a dimetilbiguanida, denominada
metformina (Cs4H11Ns), um medicamento da classe das biguanidas (MARTINS et al.,
2015).

A metformina e a fenformina foram introduzidas no mercado em 1957, e
amplamente comercializadas até que, na década de 70 a fenformina foi retirada do
mercado devido sua associacdo com a acidose latica (MARTINS et al., 2015).

A explicagéo para isso foi atribuida a estrutura quimica da fenformina, que por
ter uma longa cadeia lateral lipofilica (um radical fenetila - CeHsCH2CH2) que faz com
gue se ligue as membranas mitocondriais e iniba as duas principais vias de eliminacao
de lactato: gliconeogénese e oxidacdo. Em contraste, a metformina possui dois
pequenos radicais metila (CHs) que conferem muito menos lipofilicidade e, portanto,
nenhuma inibicdo da fosforilacdo oxidativa (Figura 1) (LALAU; RACE, 2000).
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Figura 01: Estrutura quimica das biguanidas.
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Fonte: Adaptado de LALAU; RACE, 2000.

Essa diferenca estrutural é responsavel pelas diferencas nos aspectos
farmacoldgicos e metabdlicos: a fenformina é metabolizada por hidroxilacdo aromética
no figado e esta associada a um efeito hiperlactatémico bem definido, aumentando a
liberacdo no musculo esquelético e diminuindo a oxidacdo; por outro lado, a
metformina néo sofre transformag&o metabdlica, e ndo influencia o turnover do lactato
ou a oxidacdo nos estados basal ou mediado pela insulina (KOPEC; KOWALSKI,
2013; LALAU; RACE, 2000).

Acredita-se que a metformina, ao contrario da fenformina, aumenta a oxidagéo
da glicose, sem afetar significativamente a producao de lactato nos tecidos periféricos,
e inibe a mitocéndria (inibicdo da cadeia respiratéria podendo levar ao acumulo de
lactato derivado da glicélise) de forma autolimitada, sendo menos téxica que outros
inibidores do complexo | (MARQUES, 2018; SALPETER SR, GREYBER E,
PASTERNAK GA, 2010).

Estudos de base populacional estimaram uma taxa de dois a nove casos de
acidose latica em usuarios de metformina por 100.000 pessoas/ano. Contudo, a
maioria dos casos relatados ocorreu em pacientes com graves condi¢cdes agudas,
como insuficiéncia renal, que podem por si mesmas causarem a acidose lactica
(SALPETER SR, et al., 2010).

Por este motivo, a metformina é o Unico representante das biguanidas
disponivel atualmente (MARTINS et al., 2015).

A metformina é uma base forte, farmaceuticamente ativa, mas comercializada
na forma de sal cloridrato (HCI). O cloridrato de metformina (MetHCI) é um pé branco,
cristalino, quase inodoro, de sabor amargo e propriedades higroscépicas
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; JANHVI DUREJA, et al., 2018). Agente

insulino-sensibilizador, a metformina é um farmaco com propriedades anti-
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hiperglicémicas que normaliza os niveis de glicose no sangue e é o farmaco de
primeira escolha para o tratamento do diabetes tipo 2 (MARTINS et al.,, 2015;
VIOLLET e FORETZ, 2013). Suas caracteristicas fisico-quimicas podem ser

observadas na Tabela 1:

Tabela 01. Caracteristicas fisico-quimicas da metformina

Massa molar do cloridrato de metformina 165,62 g/mol

Massa molar da metformina 129,20 g/mol

Facilmente sollvel em agua, pouco soltvel
Solubilidade em alcool etilico e praticamente insolivel em

acetona, cloroféormio e cloreto de metileno

Faixa de temperatura de fusao 222 a 226 °C

Fonte: Farmacopeia Brasileira (2019) e Farmacopeia Britanica (2009)

A molécula de metformina (Figura 2) possui como principais grupos funcionais a
amina primaria (representada em vermelho), amina secundaria (em azul), amina terciaria
(em verde) e o grupo metila (CHs) (SILVERSTEIN R.M., WEBSTER F.X., 2005).

Figura 2: Molécula de cloridrato de metformina adaptada.
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3.2.2. Farmacocinética e farmacodinamica

O MetHCI é administrado por via oral, absorvido lentamente pela parte superior
do intestino delgado, com a absor¢cao completa dentro de 6 horas (MARTINS et al.,
2015; VIOLLET e FORETZ, 2013). Possui uma biodisponibilidade oral de 50-60% e
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um tempo de meia-vida de 1,5-4,5 h, sendo administrado em altas doses (500 mg ou
850 mg), trés vezes ao dia e excretada majoritariamente pelos rins (ARAUJO et al,
2000; FARAGO, 2007).

A metformina ndo é metabolizada, circulando em forma livre e distribuida apés
a absorcdo, ndo se ligando as proteinas plasmaticas. Sua distribuicdo ocorre
rapidamente para os tecidos periféricos e lentamente para os eritrocitos, com
concentracdes elevadas nas glandulas salivares, rins e figado (MARTINS et al., 2015;
TUCKER et al., 2006; VIOLLET e FORETZ, 2013).

A absorcao intestinal da metformina pode ser principalmente mediada pelo
transportador de monoamina da membrana plasmatica (PMAT), expresso no lado
luminal dos enterécitos (ZHOU; XIA; WANG, 2007). Além disso, a OCT1
(transportador de cations organicos), que € expressa na membrana basolateral e no
citoplasma dos enterocitos, pode facilitar a transferéncia de metformina para o liquido
intersticial e entrada do farmaco para o figado e rins (LI GONGA, et al., 2013; MULLER
et al., 2005; ZHOU; XIA; WANG, 2007).

A acao da metformina para a reducao glicémica ocorre principalmente no tecido
hepatico e muscular que apresentam efeito sensibilizador da insulina, suprindo a
producado excessiva de glicose hepéatica por meio da inibicdo da gliconeogénese e da
glicogendlise, assim como a estimulacao da glicogénese (VIOLLET e FORETZ, 2013).

Nos tecidos periféricos insulinodependentes, principalmente na musculatura
esquelética, a metformina aumenta a captacao de glicose provocando rapida reducao
da glicemia, além de diminuir a sintese de acidos graxos e triglicerideos, e aumentar
a B-oxidacao de acidos graxos (LI GONGA, et al., 2013).

Diferente de outros farmacos, a metformina ndo estimula a secrecao endégena
de insulina e, com isso, ndo causa hipoglicemia ou hiperinsulinemia, que séo efeitos
colaterais comuns associados a outros medicamentos antidiabéticos (LI GONGA, et
al., 2013).

Em contrapartida, a administracdo em altas doses do cloridrato de metformina
para permitir que quantidades suficientes sejam absorvidas, ocasiona outros efeitos
colaterais como intolerancia gastrointestinal, nauseas, anorexia, distensao abdominal
e diarreia (GUNDOGDU e CETIN, 2014; MARTINS et al., 2015).

Dessa forma, os sistemas que possibilitam uma liberagdo modificada da

metformina podem conduzir a uma melhor resposta biologica, reduzindo a ingestao
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diaria e, principalmente, os efeitos adversos (FARAGO, 2007; LOPES et al., 2005;
MANADAS; EUGENIA; VEIGA, 2002).

3.3.Sistemas de liberacdo modificada de farmacos

As tecnologias de liberacdo modificada de farmacos tornou-se uma das areas
mais promissoras na ciéncia, desenvolvendo sistemas de armazenamento/liberacdo de
medicamentos com maior biodisponibilidade, eficacia e seguran¢a, com uma resposta
terapéutica previsivel, reducdo da toxicidade e aumento da adesdo do paciente
(FARAGO, 2007; KUMAR, 2000; LOPES et al., 2005; SHARIATINIA e ZAHRAEE, 2017).

A liberacdo modificada é capaz de modular a liberacéo do farmaco, retardando,
prolongando ou controlando a sua dissolucéo (LIMA, 2010; PEZZINI; SILVA; FERRAZ,

2007). As categorias da liberagdo modificada podem ser visualizadas na Tabela 02.

Tabela 02. Categorias dos Sistemas de Liberacdo Modificada

Categoria Caracteristica

_ . O farmaco ¢ liberado apés decorrido um periodo de tempo da
Liberacdo Retardada

administracéo.

_ . A liberacdo do farmaco € lenta, se mantendo por um periodo
Liberacdo Sustentada

de tempo mais prolongado apés a administracao.

_ B Mantém o farmaco na concentracéo efetiva e direcionado
Liberacdo Controlada . »
para sitios especificos ou para receptores.

Fonte: Baseado em LIMA, 2010.

A liberagao prolongada, sinGnimo de liberagdo controlada, requer administragbes
menos frequentes se comparadas as convencionais, aumentando a adeséo do paciente
ao tratamento, além de reduzir as oscilagdes na concentracdo sanguinea do farmaco,
evitando niveis subterapéuticos ou téxicos (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007). Nesse
sistema, o principio ativo protegido é liberado gradativamente por meio de estimulos
adequados, tais como mudancga de pH, rompimento fisico, intumescimento, dissolucéo etc
(SUAVE et al., 2006).
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As vantagens para os sistemas de liberacdo prolongada, comparado as formas

farmacéuticas de liberacdo convencional, podem ser visualizadas na Tabela 03.

Tabela 03. Vantagens das formas farmacéuticas de liberacao prolongada sobre as formas

convencionais

Vantagem

Explicagcéo

Menor flutuagao dos niveis
plasmaticos do farmaco

A velocidade de liberagao controlada elimina os picos e vales das
concentragdes plasmaticas

Reducao da frequéncia
de administragao

Os produtos de liberacdo prolongada frequentemente liberam
mais do que uma unica dose e, portanto, podem ser tomados
menos vezes do que as formas convencionais.

Maior conveniéncia e
adesao

Com uma frequéncia de administragdo menor, 0 paciente esta
menos suscetivel a esquecer uma dose; também ha maior
conveniéncia em relagdo a administra¢ao diurna ou noturna.

Reducao nos efeitos
colaterais

Devido a reducédo do aparecimento de picos de concentragao
sanguinea acima dos niveis terapéuticos e em niveis toxicos, 0s
efeitos colaterais sdo menos frequentes.

Reducéao nos custos
globais com a saude

Embora o custo inicial das formas farmacéuticas de liberagéo
prolongada possa ser maior do que o das formas convencionais,
0 custo global do tratamento pode ser menor devido a melhoria da
eficacia terapéutica, redugéo dos efeitos colaterais e diminuigcao
do tempo requerido pelos profissionais de salde para dispensar e
administrar o medicamento e monitorar o paciente.

Fonte: (ANSEL, H.C.; ALLEN, L.V.; POPOVICH, 2013)

3.3.1. Liberacdo modificada do cloridrato de metformina

O MetHCI, por ser um farmaco altamente hidrofilico possui grande dificuldade

em permear as membranas celulares devido a estas serem lipoproteicas, tornando-

se necesséria a encapsulacdo com um polimero lipofilico para aumentar a
permeabilidade celular e a biodisponibilidade (FARAGO, 2007).
Dessa forma, diversas estratégias voltadas a liberacdo modificada do MetHCI| tém

sido propostas na literatura e podem ser observadas no Quadro 01.

Quadro 01. Estudos de liberacdo modificada do cloridrato de metformina.
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Estratégia utilizada

Técnica de obtengéo

Principais resultados

Referéncia

Microencapsulacéo

Dupla emulséo (a/o/a)
com proteina de soja e
pectina, como materiais
de revestimento e o dleo
de girassol para
obtencdo da emulséo
primaria

Os resultados
apresentaram um
rendimento de
encapsulacdo de 70% a
85% com um tamanho
de particula variando
entre 0,37 pm e 28 um.

(MANCER; ALLEMANN:
DAOUD, 2018)

Microencapsulacéo

Microcapsulas de
Metformina com PEG-
8000 e mucina de
caracol em diversas
concentracbes

Obteram uma liberacéo
maxima do farmaco de
92% em 18 h,
comparado a 81% em 6
h para a formulagéo
convencional.

(MOMOH et al., 2014)

Microencapsulacéo

Processo de
microencapsulacéo do
cloridrato de metformina,
com revestimento de
EC45, utilizando o leito
fluidizado Wurster.

O diametro médio das
microcapsulas obtidas
foi de 213 pm com um
contelido de farmaco de
23%

(CAO et al., 2014)

Microencapsulacéo

Formacéo de
microcapsulas de
etilcelulose carregadas
com cloridrato de
metformina, pela técnica
de emuls&o simples
(a/0).

As amostras com maior
quantidade de
etilcelulose tiveram uma
maior eficiéncia de
encapsulagdo, em torno
dos 90%.

(PATEL, 2013)

Microencapsulacédo

Formacdo de
microcépsulas de
etilcelulose carregadas
com cloridrato de
metformina, pela técnica
de dupla emulséo
(a/o/a). Realizado
variagdes nas
formulagdes como a
propor¢édo do polimero-
droga, velocidade de
agitacéo e concentracdo
do Span 80.

A eficiéncia de
encapsulacdo obtida das
amostras ficou na faixa
de 45,66 £ 1,53 a 74,95
* 2,65%. Porém, ndo
foram observadas
diferencas significativas
(P>0,05) coma
variagcdo da velocidade
de agitacéo e da
concentracéo do Span
80.

(MAJI et al., 2012)

Microencapsulacéo

Processo de
microencapsulacéo do
cloridrato de metformina
com o polimero PHBV,
pela técnica de dupla
emulséo (a/o/a).

A eficiéncia de
encapsulacdo obtida das
amostras ficou abaixo de

3,0%.

(FARAGO, 2009)
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Microesferas

Formacao de
microesferas de
etilcelulose carregadas
com cloridrato de
metformina, pela técnica
de dupla emulséo
(a/ola).

As microesferas
carregadas com farmaco
mostraram capacidade
de aprisionamento de
29-90% e uma liberacao
do farmaco de 12 horas.

(SAPPIDI et al., 2014)

Microesferas

As microesferas de
metformina foram
preparadas pelo método
de evaporacao de
solvente ndo aquoso,
utilizando vérios
polimeraos, incluindo
etilcelulose (CE),
hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), carbopol 934P
(CA) e quitosana (CH).

Entre as microesferas
desenvolvidas, a
formulagdo com
quitosana como

polimero exibiu maior

tempo de liberacéo (15

horas) e uma eficiéncia
de encapsulacéo de

aproximadamente 83%.

(GARUD; GARUD,
2012)

Dispersao solida

Dispersodes solidas de
metformina com PEG
4000 e Gelucire®

As amostras que
continham maior
quantidade de PEG4000
tiveram uma eficiéncia
de encapsulacéo de
81% e foram as que
obtiveram maior
liberac@o da metformina.

(MOMOH et al., 2017)

Filmes nanocompésitos

Formacao de filmes
nanocompdésitos a base
de quitosana combinada

aos polimeros de poli
(etileno glicol) poli
(propileno glicol)
contendo o farmaco
metformina.

Os filmes obtdos tiveram
uma estabilidade
hidrolitica alta e com
uma liberacéo de 22-24
horas do farmaco.

(SHARIATINIA;
ZAHRAEE, 2017)

O MetHCI possui uma facilidade de migracao do interior das microparticulas
para a fase aquosa externa durante a etapa de evaporacdo do solvente, o que
contribui para uma baixa incorporacdo do farmaco e consequente baixa eficiéncia de

encapsulacdo (FARAGO, 2007). Essa facilidade de migracao para a fase aquosa pode
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ser explicada pela alta solubilidade em agua do farmaco (KIM; PARK, 2015; KIM, et
al., 2011).

O nucleo de biguanida, que € uma fusdo de duas unidades de guanidina, promove
os efeitos farmacolégicos por meio de ligacdes de hidrogénio e interacdes ibnicas com
seus receptores em pH fisiologico (LANGMAIER, et al, 2016; SACZEWSKI; BALEWSKI,
2009). Embora a ligacdo de hidrogénio também contribua para a natureza hidrofilica das
biguanidas, outros aspectos que levam a metformina possuir uma alta solubilidade em
agua € seu pKa caracteristicamente alto (> 12) que leva a mono ou di-protonac¢éo em pH
fisiologico, e também as reacdes de N-atomos com acidos como o HCI (LANGMAIER et
al., 2016).

Uma estratégia para diminuir a solubilidade da metformina em &gua, sem
comprometer a eficicia terapéutica, seria a formacao de um sal farmacéutico, diferente do
MetHCI (KIM; PARK, 2015).

3.3.2. Formacéo de sais no desenvolvimento de farmacos

A conversao em sal de uma molécula de farmaco é o método mais comum e eficaz
para aumentar a solubilidade em agua e as taxas de dissolucdo de drogas &cidas e
béasicas, além de evitar o polimorfismo e melhorar sua estabilidade e higroscopicidade
(GLANZNER, 2010; SERAJUDDIN, 2007).

Os sais mais comuns para bases e acidos fracos sao os cloridratos e os sais de
sadio, pelo fato de os ions cloreto (CI) e sddio (Na*) serem os eletrélitos mais abundantes
no corpo humano, motivos pelos quais espera-se que ndo causem alteragdes fisioldgicas
no organismo (GLANZNER, 2010).

No caso da metformina, por possuir baixa estabilidade, € comercializada na forma
de um sal cloridrato (JANHVI DUREJA, 2018; KIM, et al., 2011). Porém, estudos com
outros sais, diferentes do cloridrato, foram realizados anteriormente, mas até o momento
apenas o cloridrato de metformina foi aprovado para uso como medicamento. A Patente
n°® 8076377 divulga uma composicéo farmacéutica compreendendo novos sais de acido
dicarboxilico de metformina, o glutarato de metformina e o adipato de metformina. A
Patente US No. 4.080.472 reporta o uso do clofibrato de metformina para o tratamento de

doencas relacionadas a diabetes.
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Kim, D. e Park, J. (2015) sintetizaram dez novos sais farmacéuticos e, entre eles,
0 succinato de metformina foi selecionado, devido a sua menor solubilidade em agua e
menor massa molar, para a producdo de comprimidos e posterior comparacao do perfil
de dissolucdo e farmacocinético, in vitro e in vivo com comprimidos comercializados de
cloridrato de metformina.

A substituicdo do sal cloridrato por acidos graxos como, por exemplo, o acido
succinico e acido esteéarico, nos estudos citados a cima, teve como objetivo alterar a
solubilidade da metformina no meio aquoso deixando o farmaco menos hidrofilico para o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada. Analises de TGA, FTIR,
solubilidade e dissolucdo foram realizadas para confirmar a obtencdo desses sais de
metformina e de que o processo sugerido é eficaz para essa finalidade.

Deste modo, o presente trabalho utilizara acido adipico, o &cido succinico e o
acido estearico para a producéo de sais de metformina e posterior desenvolvimento de
um sistema biopolimérico lipofilico de liberacdo controlada. Estes trés acidos foram
selecionados para o presente estudo devido aos resultados satisfatérios na alteracao da
solubilidade e desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada em estudos
anteriores e também por serem substancias ja utilizadas na industria farmacéutica. Porém,
vale ressaltar que até o momento ndo foram encontrados estudos com esses acidos
graxos na producdo de microparticulas de merformina, sendo esta uma estratégia

inovadora do trabalho.

3.3.2.1. Acido Adipico

O acido adipico € um acido dicarboxilico, também conhecido como éacido 1,4-
butanodicarboxilico ou acido 1,6-hexanodioico, com a formula molecular CsH1004,
conforme ilustrado na Figura 03 (LUTRELL; KLAASSEN, 2005).

Figura 03: Molécula de Acido Adipico

O

HO OH

Fonte: (LUTRELL; KLAASSEN, 2005)
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A sua utilizacdo principal € na industria de nailon, mas também é utilizado na
producao de plastificantes, poliuretanos, na industria alimenticia e farmacéutica (MORIS,
2002; SKOOG et al., 2018). As atuais rotas de produgdo contam com precursores
petroguimicos, porém ha estudos para substituicdo do atual processo de base
petroquimica por um gque emprega precursores renovaveis, como fermentacdo indireta
combinada com converséo quimica e fermentacéo direta (SKOOG et al., 2018).

O &cido adipico € um cristal incolor, inodoro e com sabor &acido e suas

caracteristicas fisico-quimicas podem ser visualizadas na Tabela 04.

Tabela 04. Caracteristicas fisico-quimicas do acido adipico

Massa molar 146,14 g mol?

Muito solavel em metanol e etanol, soltvel
Solubilidade em agua e acetona, e pouco solluvel em

ciclohexano e benzeno

Ponto de fusédo 152 °C

pH 3,2 (0,1% solucéo aquosa)

Fonte: Adaptado de Farmacopeia Britanica (2009) e MORIS (2002).

3.3.2.2. Acido estearico

O acido esteérico € um acido graxo saturado, com 18 carbonos, e um dos mais
abundantes na alimenta¢do humana (OLIVEIRA, 2004). Sua férmula molecular, C1sHzs0z,

esta ilustrada na Figura 04.

Figura 04: Molécula de Acido Estearico.

O

HSC/\N\/\/\/V\/\)J\OH

Fonte: (UNIIQUIM, 2015).

Os é&cidos graxos sd@o o0s principais componentes de O6leos e gorduras
comestiveis, e representam 95% dos lipideos da dieta humana. O &cido estearico esta

presente em 0leos e gorduras animais e vegetais (TOGASHI et al., 2007). Sua principal
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utilizacéo € na industria de cosméticos para a producdo de cremes, lo¢des e sabonetes,
e na industria farmacéutica para a producdo de comprimidos (OLIVEIRA, 2004;
VALENZUELA,; et al., 2011).

O &cido esteéarico pode ser encontrado na forma de um p6 branco a branco-
amarelado, cristais brancos, floculosos e cerosos, ou massas solidas brancas a levemente
amareladas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Suas caracteristicas fisico-quimicas

estao apresentadas na Tabela 05:

Tabela 05. Caracteristicas fisico-quimicas do acido estedrico

Massa molar 284,48 g mol*

Praticamente insollvel em agua, facilmente
Solubilidade soltuvel em cloroformio e éter etilico, solivel

em alcool etilico e em éter de petréleo.

Ponto de fusédo 69,6 °C

Fonte: Adapatado de Farmacopeia Brasileira (2019).

3.3.2.3. Acido Succinico

O é&cido succinico é um &cido dicarboxilico contendo 4 atomos de carbono
(C4He04), também conhecido como acido ambar ou acido butanodioico (ANTUNES, 2018;
BEVILAQUA, 2013; SONG e LEE, 2006). Sua forma molecular esta ilustrada na Figura
05:

Figura 05: Molécula de Acido Succinico.

O

OH
HO

Fonte: (CASTRO, 2014)
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A maior parte da producdo de acido succinico ocorre através de processos
petroquimicos, seguido da producao por rotas biotecnoldgicas através do metabolismo
celular de bactérias anaerdbicas como Anaerobiospirilum succiniciproducens,
Actinobacillus succinogenes, Mannheimia succiniciproducens e Escherichia coli
recombinante, e também de certos fungos e leveduras (BEVILAQUA, 2013; NGHIEM, et
al., 2017; PATERAKI, et al., 2016; SONG e LEE, 2006).

O &cido succinico é utilizado na industria quimica como precursor de alguns
produtos quimicos, incluindo o &cido adipico. E utilizado também na indUstria alimenticia
como agente aromatizante para alimentos e bebidas e na industria farmacéutica
(BEVILAQUA, 2013; CASTRO, 2014; SONG e LEE, 2006). Suas caracteristicas fisico-

guimicas podem ser visualizadas na Tabela 06.

Tabela 06. Caracteristicas fisico-quimicas do &cido succinico

Massa molar 118,09 g mol*

Soltvel em etanol, acetona, metanol e agua,

Solubilidade . ,

e insoluvel em tolueno e benzeno.
Ponto de fusédo 184°C
pH 2,7 em concentracdo de 10 g/L 20 °C

Fonte:Adaptado de (CASTRO, 2014).

3.3.3. Uso de microparticulas para a liberacdo modificada de farmacos

As microparticulas promovem uma liberacdo prolongada, retardada,
sustentada ou sitio-especifica de um farmaco, e o material ndo liberado permanece
protegido da degradacdo e do metabolismo fisiologico (FREITAS et al., 2005). Como
outros beneficios, a microencapsulacdo protege contra o odor ou o sabor
desagradavel do agente ativo, aumenta o prazo de validade com a prevencdo de
reacoes de degradacado, e melhora o processamento, otimizando a solubilidade e a
dispersibilidade (FARAGO, 2007).

O processo de microencapsulacdo resulta na formacdo de microesferas e
microcapsulas. As microesferas sao particulas compactas constituidas por uma rede

polimérica na qual a substancia a encapsular (substancia ativa) se encontra dispersa por
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toda a matriz (porosa) (FILIPA; BARRA, 2015; SZABO et al., 2011). As microcapsulas s&o
particulas constituidas por um ndcleo composto de particulas ou goticulas individuais de
material sélido ou liquido, envolvido ou revestido com uma pelicula continua de material
polimérico (o invélucro) (JYOTHI et al, 2012). As microcapsulas podem ser
mononucleadas, quando sdo constituidas por um Unico nucleo, ou polinucleadas, quando
apresentam mais do que um ndcleo no interior do invélucro (SZABO et al., 2011) (Figura
06).

Figura 06: Representacao da estrutura de uma microcapsula e de uma microesfera.

Rede Polimerica
“Shell" ou parede

Nucleo

Microcépsula com Microcapsula Material ativo disperso
nucleo unico multinucleada
Microcapsula Microesfera

Fonte: Adaptado de (FILIPA e BARRA, 2015; MATTE e DA ROSA, 2013)

Os métodos de microencapsulacéo séo divididos em processos quimicos e fisicos.
Dentre os exemplos de processos quimicos, tem-se a polimerizacdo em emulsdo e
suspensédo, assim como a policondensacao interfacial. Como exemplos de processos
fisicos, tem-se a emulsédo/evaporacgdo do solvente, secagem por aspersao (spray-drying),
coacervacao e a extrusao (FARAGO, 2007).

Nos processos de microencapsulacdo de farmacos, a maioria dos métodos
empregados com matrizes poliméricas envolve o uso de emulsées do tipo 6leo em agua
(O/A), geralmente dupla emulséo (agua/éleo/agua), utilizando solventes na fase oleosa
como diclorometano ou cloroférmio, com posterior evaporacao destes solventes para
formar as microesferas solidas que podem ser lavadas e secas (FARAGO, 2007;
FREITAS et al., 2005; JYOTHI et al., 2012).

A eficiéncia de encapsulacédo das microparticulas depende de fatores como a
concentracdo do polimero, solubilidade do polimero no solvente, taxa de remoc¢éo do

solvente e solubilidade do solvente organico em agua (JYOTHI et al., 2012).

3.3.4. Microparticulas de PLLA - poli(L-acido latico)
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Na diversidade de polimeros utilizados nos processos de microencapsulacdo, o
PLLA - poli(L-acido latico) € um dos polimeros biodegradaveis e bioabsorviveis mais
utilizado na &rea biomédica em funcéo de suas caracteristicas de biocompatibilidade,
degradacao e reabsorcdo em meio aquoso (CHAIYASAT et al., 2013; JAHNO, 2005;
MOTTA, 2006).

O PLLA pode ser sintetizado a partir da policondensacéo direta do acido L-latico
ou da polimerizacdo por abertura de anel do L-lactideo (CHAFRAN et al.,, 2016;
CHAIYASAT et al., 2013; MOTTA, 2006). A conformacdo em hélice de cadeias
poliméricas do PLLA contribui para seu alto percentual de cristalinidade, o que resulta num
material com boas propriedades mecanicas e degradacdo lenta no meio corporeo
(MAZUR, 2012). As propriedades fisico-quimicas do PLLA podem ser visualizadas na
Tabela 07.

Tabela 07. Propriedades fisico-quimicas do PLLA.

Grau de cristalinidade Semi cristalino
Temperatura de transic¢éo vitra (Tg) 60-65 °C
Temperatura de Fusédo (Tm) 173-78 °C
Tempo de degradacdo (meses) < 24 meses
Massa molar ponderal média (Mw) 105.300 g.mol?

Fonte: Adaptado de (JAHNO, 2005)

Nos sistemas de liberacdo modificada com polimeros biodegradaveis, no caso o
PLLA, o farmaco € liberado em trés fases: uma ruptura inicial devido a dissolucdo ou
difusédo do farmaco, seguido de uma fase de retardamento e, entéo, a libera¢cdo modificada
do farmaco devido a degradacé&o do polimero (ENGINEER et al., 2011).

O Quadro 02 apresenta alguns estudos empregando o PLLA como polimero na

microencapsulacéo de farmacos:

Quadro 02. Estudos empregando o polimero PLLA na microencapsulacéo de farmacos

hidrofilicos e lipofilicos.
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Estratégia utilizada

Técnica de obtengéo

Principais resultados

Referéncia

Microencapsulacéo

Dupla emulséo a/o/a
com posterior
evaporacao do solvente

As microparticulas de
PLLA apresentaram
uma liberacéo de 6xido
nitrico de 8 a 13 horas
em exposicao a luz,
contribuindo para
acelerar o processo de
cicatrizacao de feridas.

(MITTAL, 2018)

Microencapsulacéo

Emulsao de 6leoc em
agua (O/W), com fuséo
do solvente e
congelamento por
imersdo em nitrogénio
liquido

Apos 10 dias 50% da
proteina albumina foi
liberada, quando
utilizada a técnica de
extracao por
congelamento, e quando
foi utilizada a fuséo do
solvente, 2,0% da
albumina foi liberada
apos 10 dias.

(DELMOTE et al., 2017)

Microencapsulacédo

Dupla emulséo a/o/a
com posterior
evaporacao do solvente

A liberagéo e o teste
antibacteriano
demonstraram um efeito
antibacteriano da
clorexidina
microencapsulada por
30 dias.

(ZHOU et al., 2017)

Microencapsulacédo

Dupla emulséo a/o/a
com posterior
evaporacao do solvente

As microcépsulas de
PLLA contendo uréia
tiveram uma eficiéncia
de encapsulacéo de
56%, com liberac&o
gradual da uréia das
microcapsulas durante
um més.

(CHAIYASAT et al.,
2016)

Microencapsulacéo

Dupla emulsédo a/o/a
com posterior
evaporacao do solvente

As microcapsulas de
PLLA obtiveram uma
guantidade de 80% em
peso de mildronato e
eficiéncia de
encapsulacdo de 58%.

(LOCA et al., 2014)

Microencapsulacéo

Spray drying

As microcapsulas de
PLLA apresentaram
uma liberacdo do
farmaco metotrexato
mais lenta, com o
aumento do polimero na
formulacdo, com
eficiéncia de
encapsulacdo de 95,6%.

(OLIVEIRA, 2013)
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Microencapsulacéo

Emulséo de 6leo em

agua (O/W) e
evaporacao de solvente.

As microcapsulas de
PLLA apresentaram
uma concentracao de
0,38% de Vitamina E
encapsulada.

(CHAIYASAT et al.
2013)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

e Acetato de etila (ANIDROL, Brasil)

e Acido acético (LAFAN, Brasil)

e Acido adipico (DINAMICA, Brasil)

e Acido esteérico (DINAMICA, Brasil)

e Acido succinico (QUIMICA MODERNA, Brasil)

e Agua destilada (produzida no proprio laboratério);

e Alcool etilico (EXODO CIENTIFICA, Brasil)

e Alcool metilico (QHEMUS, Brasil)

e Cloridrato de metformina - MetHCI| (FRAGON, Brasil);

e Cloroférmio P.A. (CHCIs, VETEC, Brasil);

e Fenoftaleina (NUCLEAR, Brasil)

e Hidroxido de sodio (ALPHATEC, Brasil)

e Membrana de celulose (SPECTRUM LABORATORIES)

e Trioleato de Sorbitam — Sapan® 85 (SIGMA ALDRICH, Brasil);

e Tween® 80 (MAPRIC, Brasil);

e Poli (&lcool vinilico) - PVA (Mw 72.000 g.mol-1, 88,3 %mol de hidrolise, DINAMICA,
Brasil);

e Poli (L-Acido Lético) - PLLA (Mw 105.300 g.mol-1, NATURAL WORKS, Brasil);

4.2 Métodos

4.2.1. Organizacao experimental do trabalho
Na Figura 07, pode-se visualizar um fluxograma das etapas que compuseram

este trabalho.

Figura 07: Fluxograma da metodologia utilizada para o desenvolvimento deste trabalho.
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4.2.2. Estudo preliminar para definir o tempo de reacdo para a conversao de
MetHCI em MetBase.

Para determinar o tempo de reacao necessario para a conversao do cloridrato de
metformina em metformina base livre (item 4.2.3), foi necessario coletar aliquotas da
reacao em tempos pré-determinados: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240, 300
e 360 minutos. Em seguida, estas amostras foram submetidas a uma titulagdo para
verificar a concentracdo de NaOH na reacao e, com isso, estimar a conversao da reacao
de sintese da metformina base livre.

Cada aliquota (3 mL) foi diluida em 10 mL de &gua destilada e adicionada uma
gota do indicador fenoftaleina 1% (m/v). Em seguida, cada solucgéo foi titulada com uma
solucdo padrédo de acido acético (CHsCOOH) 1,162 mol/L usando-se uma bureta de 25
mL. O desaparecimento da coloracdo rosa indicou 0 momento que a concentragéo de
acido dosada neutralizou a quantidade de NaOH remanescente da reagéo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019; MARIA; COSTA, 2012). Anotou-se o volume da
solucéo de CHsCOOH gasto e, com base nos dados obtidos em cada titulagcéo, calculou-

se a concentracao de NaOH, conforme a Equacao 01:
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Equacéo 01:
M CHBCOOH.V CH3COOH — MNaOH- VAmostra

Onde:
M ciscoon= Concentracgéo padrdo de CHsCOOH (mol/L)

V ciscoon= Volume consumido de CHsCOOH na titulagéo (L)
Mu.on= Concentracdo de NaOH que sera calculada (mol/L)

Vamesa= Volume da aliquota + quantidade de agua para diluicéo (L)

A andlise foi realizada em triplicata e o resultado expresso como o valor médio e
seu respectivo desvio-padréo. Para efeitos de definicdo do tempo a ser aplicado para a
reacao, utilizou-se aquele em que a MnaoH Mostrou-se constante ao longo do tempo.

Além da analise de titulacédo, apds a coleta de cada aliquota, foi medido o pH do

meio com um pHmetro digital de bancada e anotado os valores.

4.2.3. Conversao de metformina basica a partir do cloridrato de metformina

A sintese da metformina base livre ocorreu a partir da reacdo quimica entre
o cloridrato de metformina e o hidréxido de sédio, conforme o mecanismo reacional

mostrado na Figura 08:

Figura 08: Mecanismo reacional da transformacédo de MetHCI em MetBase

NH NH NH Ml

“‘{'\ /J\ FaN . gy + MNaOH ——H( x-‘\ /“\ + MaCl
\ NH MNH» Etanol 85% by NH MNhs

Fonte: Adaptado de (GHASEMI et al., 2019; KIM; PARK, 2015)

Nessa reacao, apresentada na Figura 08, ocorre a dissociacao das moléculas
de NaOH e HCI, produzindo céations (H* e Na*) e anions (Cl-e OH"). Com a dissociacao
dessas moléculas, h4 a formacdo de NaCl, agua (H20) e a MetBase, obtendo assim
a metformina base livre (KIM e PARK, 2015; SUSSUCH]; et al., 2005).
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A metodologia para a obtencédo de MetBase foi adaptada de KIM, et al., 2011.
Em um reator quimico confeccionado em vidro boro-silicato de 150 mL, 10 g de cloridrato
de metformina foram solubilizados em 85 mL de etanol 85%, a 70 °C por 30 minutos, com
uma agitacdo magnética de 300 RPM (Solucdo 1). Apos completa solubilizagdo do
farmaco, foram adicionados 15 mL de solucdo de NaOH (2,4 g de NaOH solubilizado em
15 mL de etanol 85% para promover a reacao de converséo do cloridrato em metformina
para a sua forma basica (Solucdo 2), na temperatura de 70°C a 400 RPM por mais 30
minutos.

Como produto secundario desta reacdo, obteve-se o sal inorganico NaCl na forma
de um precipitado, que foi filtrado e descartado. Apés a filtracdo, foram adicionados 25 mL
de acetato de etila no filtrado. O cristal produzido (metformina base livre) foi filtrado e seco
em estufa por 6 horas a 50 °C. A Figura 09 expde de forma simplificada o fluxo do

processo.

Figura 09: Fluxograma do processo de obtencdo de metformina base livre.

Solugdo 1 Solugdo 2

l:l Etapas do processo

2,4 g de NaOH + 15
mL etanol 85%

10 g de MetHCl +

l:l Parametros do processo (T°C, agitagdo e tempo)
85 mL etancl 85%

____________________ o |
-70°C i | -60°C
- 300 rpm i | - 300 rpm
“30Min | S — { -30Min
I. f \ o

- \ -70°C
Verter a Solugdo 2
erter a ONLIEED —— | 300 rpm
na Solugdo 1

Filtragdo e adigdo
de 25 mL de s
acetato de etila

Fonte das imagens: (SILVA, 2015; VLAB,2012;)
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A taxa de conversao de cloridrato de metformina para a forma de metformina base
livre foi avaliada pela analise de titulacdo, monitorando-se a diminuicdo da concentracéo
de NaOH na solucéo ao longo do tempo (conforme descrito no item 4.2.2). Analises de
FTIR também foram realizadas para comparacdo das ligagbes quimicas presentes no
cloridrato de metformina e na metformina base livre, conforme metodologia descrita no
item 4.2.5.1.

4.2.4. Obtencéao de sais organicos de metformina

As sinteses dos sais organicos de metformina ocorreram a partir da

metformina base livre, conforme ilustrado na Figura 10.

Figura 10: Mecanismo reacional da sintese dos sais organicos de metformina.

NH NH Acido NH NH ) )
| H | H Adipato de metformina
H.C J . E— H.C J . Sl Estearato de metformina
Sl L M : Sl s e ’ i i
.'\.'/ NH NH Metanol 75% .'\."/ NH NH, Succinato de metformina

CH; CH;

Fonte: Adaptado de (GHASEMI et al., 2019; KIM; PARK, 2015)

A reacdo da metformina base livre com os &cidos adipico, esteéarico e
succinico leva a formacao de sais organicos de metformina.

Para a obtencdo desses sais organicos de metformina, foi adaptada a
metodologia utilizada por Kim et al (2011) e por Kim e Park (2015); a quantidade de
cada acido graxo foi calculada estequiometricamente com base na MetBase. O acido
adipico (3,4 g), o acido esteéarico (13,2 g) e o &cido succinico (2,7 g) foram
solubilizados separadamente em 75 ml de metanol 75%, sob agitacdo magnética de
300 RPM por 30 minutos, em temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C).

Em cada uma das solu¢des foram adicionados 6,0 g de MetBase sob agitacao
(100 RPM) por 2 horas. Apos esse tempo, foi realizada a filtrag&o para a remogéo de
cristais ndo solubilizados, e foram adicionados 12 mL de etanol P.A. ao filtrado. Cada
sal de metformina foi seco em estufa elétrica a 60 °C por 6 horas, obtendo-se assim
o adipato de metformina, o estearato de metformina e o succinato de metformina,

respectivamente.
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As reaclfes quimicas desse processo estardo descrita no item 5.2 e a
confirmacédo da obtencdo dos novos sais de metformina sera realizada pelas analises
de solubilidade, FTIR, DSC e TGA, descritas a seguir.

4.2.5. Caracterizacdo da metformina base livre e dos sais organicos de
metformina

4.2.5.1. Espectroscopia na Regiédo do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

Esta técnica foi utilizada para avaliacdo dos grupos funcionais presentes nas
moléculas sintetizadas e compara-los aos grupos funcionais das moléculas reagentes. As
analises foram realizadas em um espectrdmetro na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (Perkin-Elmer Spectrum One B) instalado no Laboratério de
Materiais da UNIVILLE. Foi utilizado o modulo de Refletancia Total Atenuada (ATR), com

32 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™ e resolucéo de 4 cm™.

4.2.5.2. Andlise de Termogravimetria — (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi determinada pela técnica de TGA, na
termobalanca TGA-Q50/TA Instruments (Laboratério de Materiais / UNIVILLE), utilizando

um aguecimento na faixa de 20 até 800°C a 10 °C.min~tsob atmosfera inerte de nitrogénio.

4.25.3. Ponto de Fusao

O ponto de fusdo das amostras foi determinado no equipamento digital de ponto
de fuséo (Microguimica equipamentos), a amostra € colocada entre duas laminulas sobre
a placa de aquecimento do aparelho. O aparelho é aguecido até atingir cerca de 10°C
abaixo do ponto de fusdo esperado. Em seguida, a temperatura € aumentada a uma
velocidade de 1 (£ 0,5) °C por minuto. A temperatura deve ser registrada quando a
primeira gota de liquido se formar, ponto de fuséo inicial (P inicial) e quando os ultimos

cristais de sélido desaparecem, ponto de fusao final (P final) (ALVES et al., 2016).

O ponto de fusdo deve ser expresso conforme Equacdo 02:

Equacéo 02:
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(Pfinicial + Pf final)
2

Pontodefusao =

4.2.6. Andlise de solubilidade em agua dos sais de metformina

Para determinar a solubilidade em agua dos sais organicos de metformina, foi
realizada a andlise de solubilidade por fases, que consiste na adicdo de porcdes
crescentes de amostra a volumes constantes de solvente visando obter uma solucéo
saturada dessa substancia, determinando assim o contetdo total de soluto na solugéo
sobrenadante (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Desta forma, em um becker, foram adicionados 5 mL de agua destilada e, sob
agitacdo magnética de 200 rpm e temperatura constante de 25 °C, foram adicionadas
porcdes de 0,05 g, com um intervalo de 15 minutos entre cada adi¢cdo. Apds atingir a
saturacao, a solucdo foi mantida sob agitacdo por mais 1 hora. A analise foi realizada em
triplicata com os sais organicos de metformina, MetBase e com o MetHCI.

4.2.7. Obtencdo das microparticulas poliméricas pelo método de dupla
emulsao

A microencapsulacao por dupla emulséo foi realizada para comparar a eficiéncia

de encapsulacéo do MetHCI e dos sais organicos de metformina encapsulados.
A obtencd@o das microparticulas poliméricas foi realizada pelo método de dupla
emulsdo, seguida da evaporacao do solvente com posterior separacao das particulas do
meio aquoso por filtracdo. A Tabela 08 relne as formulacdes testadas. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata.

Tabela 08. Composicao das formulacdes para a producdo das microparticulas poliméricas

por dupla emulséo

43



Formulacao
Componente Quantidade

Fase aquosa interna

Farmaco* 0,59
Agua destilada 6,0 mL
Tween 80% 0,34 ¢

Fase organica

PLLA 2049
Tensoativo Span 85 0,06 g
Cloroférmio 40,0 mL

Fase aguosa externa

Estabilizante PVA 6,09

Agua destilada 200,0 mL

*MetHCI ou sais organicos de metformina.

O processo de obtencdo das microparticulas pode ser dividido em 2 etapas
sucessivas, sendo a primeira relacionada a preparacao das fases, indicadas na tabela 8,

seguida pela etapa de producdo das microparticulas propriamente dita.

4.2.7.1. Preparacado dos insumos do processo

Para a preparacdo da fase aquosa interna, a solubilizacdo do farmaco foi
realizada em agua destilada, sob agitacdo magnética durante 1 h, a 300 RPM e
temperatura de 40 °C. Em seguida, foi adicionado o Tween 80 sob agitacdo magnética de
500 RPM, mantendo o sistema em 40 °C por mais 1 hora. Desta forma, obteve-se a fase
aquosa interna para ser usada na primeira emulsao (agua em 6leo).

Para o preparo da fase aguosa externa da segunda emulsdo, o PVA foi solubilizado
em agua sob agitacdo magnética de 700 RPM numa temperatura de 60 °C durante 3

horas.

Em relacé@o a fase organica, o polimero PLLA foi solubilizado em cloroférmio, em

um béquer de 50 mL, sob agitacdo magnética a 400 RPM, a temperatura ambiente
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durante 1,5 hora. Depois, foi adicionado o Span 85 e o sistema foi mantido sob agitacéo

magneética por mais 30 min, obtendo a fase organica.

4.2.7.2. Preparacao das microparticulas

Para a obtencéo das microparticulas, a fase aquosa interna foi adicionada na fase
organica, contida no béquer, para formacao da 12 emulsdo, mediante agitacdo magnética
de 400 RPM, em temperatura ambiente, por 30 minutos.

ApOs o preparo da 12 emulséo, esta foi vertida no reator contendo a fase aquosa
externa, sob agitacdo mecanica com um impelidor do tipo 4 pas planas inclinadas em 45°,
a 1000 RPM e temperatura de 36,5 °C por 30 minutos para a formacao da 2° emulséo.

Apds os 30 minutos de agitacdo mecanica, esta foi diminuida até 200 RPM bem
como a temperatura a 30 °C, e o processo mantido, por no minimo, mais 12 horas. Este
procedimento foi adotado para que ocorresse a evaporacao do solvente organico.

Transcorrido esse tempo, a separacao das microparticulas solidas da fase aquosa
foi realizada por centrifugacéo em tubos falcon a 3000 RPM e 24 °C, por 20 minutos. O
sobrenadante, constituido pela fase aquosa, foi pipetado e descartado.

As microparticulas foram entéo suspensas em 5 mL de alcool etilico, sob agitacao
vigorosa em voértex. O tubo falcon foi lavado por 3 vezes com alcool para recuperacgéo de
particulas aderidas na parede do tubo. O contetudo das 3 lavagens foi vertido em placas
de Petri para posterior secagem em estufa a 50 °C, por 12 horas. Ao final da secagem, as

microparticulas produzidas foram armazenadas para posterior caracterizacao.

4.2.8. Obtencdo das microparticulas poliméricas pelo método de emulséo
simples

O preparo das microparticulas poliméricas foi realizado pelo método de emulséo
simples, seguida da evaporac¢éo do solvente. A Tabela 09 apresenta a formulagcéo usada

nos ensaios, que foram realizados em triplicata.

Tabela 9. Composicdo das formulacdes de microparticulas poliméricas por emulséo

simples
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Formulacao
Componente Quantidade

Fase organica

Farmaco* 059
PLLA 2049
Tensoativo Span 85 0,34 g
Cloroférmio 40,0 mL

Fase aquosa

Estabilizante PVA 6,09
Agua destilada 200,0 mL
Tween 80% 0,06 g

*MetHCI ou sais organicos de metformina.

4.2.8.1. Preparacado dos insumos do processo

Para a preparacdo da fase organica, a dissolu¢céo do farmaco foi realizada em
cloroférmio em um béquer de 50 mL, sob agitacdo magnética de 400 RPM e temperatura
ambiente (~20 °C) durante 1 hora. Na sequéncia, o polimero base (PLLA) foi adicionado
e o sistema foi mantido nas mesmas condi¢des de agitacdo por 1,5 horas.

Em seguida foi adicionado o Span 85, mantendo o sistema sob agitacdo

magneética por mais 30 min, obtendo desta forma a fase organica.

Para o preparo da fase aquosa, o PVA foi solubilizado em agua sob agitacéo
magnética de 700 RPM numa temperatura de 60 °C e, apds 2,5 horas de agitacéo, o

Tween 80% foi adicionado a solu¢éo e mantido sob agitacéo por 30 minutos.

4.2.8.2. Preparacado das microparticulas

Para obtencao das microparticulas, a fase organica foi vertida no reator contendo
a fase aquosa, sob agitacdo mecéanica, com impelidor do tipo 4 pas planas inclinadas em
45° a 1000 RPM e temperatura de 36,5 °C por 30 minutos.
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Ap6s os 30 minutos, a agitacdo mecanica foi diminuida até 200 RPM, e a
temperatura reduzida para 30 °C. O processo foi mantido nestas condi¢cdes por, no
minimo, 12 h. Este procedimento foi adotado para garantir a evaporacdo da maxima
quantidade possivel do solvente organico.

Transcorrido o tempo para a evaporacdo completa do solvente organico, a
separacao das microparticulas soélidas da fase aquosa foi realizada por centrifugacdo em
tubos falcon, a 3000 RPM e 24 °C, por 20 minutos. O sobrenadante, constituido pela fase
aquosa, foi pipetado e descartado.

As microparticulas foram suspensas em 5 mL de alcool etilico, sob agitacdo
vigorosa em vortex. O tubo falcon foi lavado 3 vezes com alcool para recuperacdo de
particulas aderidas na parede. O conteudo das 3 lavagens foi vertido em placas de Petri,
para posterior secagem em estufa a 50 °C, por 12 h. Ao final da secagem, as

microparticulas produzidas foram armazenadas para posterior caracterizacao.

4.2.9. Determinagéo do rendimento do processo

O rendimento do processo foi calculado pela razdo entre a massa obtida apos a
preparacdo das microparticulas, e a soma das massas de PLLA, MetHCI ou sal organico
de metformina. O PVA, tensoativos, solvente organico e a agua destilada ndo foram
considerados nos calculos. Na Equacao 03 € apresentado o calculo empregado para

obtencéo do rendimento do processo.

Equacéo 03:
R(%) massamicroparticulas %100
o Massa(PLLA + Metformina)
4.2.10. Determinacao do teor de ativo encapsulado nas microparticulas e

eficiéncia da encapsulacao

4.2.10.1. Curva de calibracdo do cloridrato de metformina e dos sais organicos de
metformina
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Para realizar a quantificacdo do cloridrato de metformina e dos sais organicos de
metformina por meio da analise de espectrofotometria de UV-Vis, uma curva de calibracédo
contendo sete concentracdes conhecidas de cada farmaco (1, 2, 5, 10, 15, 20 e 25 pg.mL"
1) foram preparadas em baldo volumétrico de 100 mL, utilizando agua destila e cloroférmio
como solvente. A analise foi realizada no comprimento de onda aproximado a 232 nm,
conforme cada sal, e os resultados foram utilizados para se construir um grafico da
absorbancia lida em funcdo da concentragéo, a partir do qual foi obtida uma equacao de
reta por regresséo linear dos dados, para ser utilizada na quantificagédo do teor de

cloridrato de metformina ou do sal organico de metformina encapsulado (FARAGO, 2007).

4.2.10.2. Andlise do teor de ativo encapsulado nas microparticulas

Com base nos estudos de Farago (2007) o procedimento a seguir foi realizado:
Em um tubo falcon, foram adicionadas 50 mg de microparticulas e 4 mL de
cloroférmio. Em seguida, o contetdo do tubo falcon foi misturado num agitador do tipo
vortex por 5 min. A amostra foi vertida em um frasco tipo vial (volume de 20 mL), e exposta
a agitacdo magnética de 400 RPM por 12 horas para a total solubilizacdo do polimero.
Transcorrido o tempo de solubilizacdo, acrescentaram-se 2,0 mL de agua
destilada no frasco tipo vial, sob agitacdo magnética de 400 RPM por 2 horas. Esse
procedimento foi repetido por mais 2 vezes, totalizando um volume de agua destilada no
sistema de 6,0 mL e 6 horas de agitacdo. Como resultado, obteve-se uma emulsdo que
foi transferida para um tubo falcon para posterior centrifugacéo (4300 RPM, 24 °C, por 25
minutos). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante aquoso e a fase oleosa foram
cuidadosamente separados e armazenados em novos tubos falcon para posterior analise
da fase aquosa e oleosa em espectrofotobmetro (localizado no Laboratério de Praticas
Farmacéuticas da UNIVILLE), utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.
Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE%), realizou-se o calculo
apresentado na Equacgéo 04:
massademetforminanasmicroparticulas

%) = X100
n(%) massainicial(teérica)demetformina
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4.2.11. Caracterizacao das microparticulas

4.2.11.1. Andlises de FTIR e TGA das microparticulas

As andlises de FTIR e TGA das microparticulas obtidas por emulsdo simples e

dupla emulséo, foram realizadas conforme os métodos descritos na subsecéo 4.2.5.

4.2.11.2. Andlises morfoldgicas e de superficie das microparticulas

As andlises morfolégicas e de superficie foram realizadas por microscopia
eletrbnica de varredura com canhdo emissor de campo (MEV-FEG) no equipamento
JEOL JSM—6701F, a 15,0 Kv. As amostras foram recobertas por uma fina camada de
ouro, no equipamento Denton Vacuum Desk V, gerando uma pelicula condutora de
elétrons. Ambos equipamentos estdo instalados no Laboratério de Microscopia Eletrénica
da UDESC.

4.2.12. Determinacao da eficiéncia de dissolucéo

A dissolucéo ocorreu em um equipamento dissolutor (Nova Etica, Brasil), usando
uma solucéo acida de HCI (pH = 1,2), por um periodo de 2 horas, e depois em pH
levemente alcalino (7,4) por mais 6 horas. As amostras (12 mg do sal de metformina puro
ou 200 mg de microparticulas poliméricas) foram carregadas em pacotes de membranas
de celulose que foram amarrados no eixo, logo acima do impulsor do aparelho.

As amostras foram analisadas por espectrofotometria na regido do ultravioleta
visivel (Shimadzu UV1601PC, Japéo) no comprimento de onda especifico de 232 nm
(UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2005), determinando a concentracdo de MetHCl e
do sal organico de metformina presente na amostra, com o auxilio das curvas de
calibracdo elaboradas para estes dois compostos quimicos. Os perfis de dissolucéo
(porcentagem dissolvida versus tempo) foram obtidos para o cloridrato de metformina para

0s sais organicos de metformina puros e para as formulacdes de microparticulas.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Sintese de metformina base livre

5.1.1. Definicdo do tempo de reagcédo para a conversao de MetHCI para MetBase

Na Figura 11 sé@o apresentadas as meédias dos resultados da concentracao de
NaOH e do pH da reacédo de conversdo de MetHCI para MetBase, obtidas a partir das
triplicatas da reacdo. Estes resultados revelam que a reacdo de conversao do
cloridrato de metformina (MetHCI) para a sua forma basica (MetBase) ocorre
rapidamente e, apds aproximadamente 20 minutos, a reacdo atinge uma condi¢do de
estabilidade, momento este que sugere que todo o MetHCI tenha reagido com o NaOH
para formar a metformina na sua forma de base livre.

Desta forma, para uma facilidade na contagem de tempo de processo, foi
padronizado um tempo de 30 minutos de reacdo. Como subproduto da reacdo de
conversdo do MetHCI em MetBase, tem-se a formacdo de NaCl. Pelo fato deste sal
ser praticamente insolavel no meio reacional (etanol), ele precipita & medida que vai
sendo formado, o que permite um acompanhamento visual, porém indireto, da
formacao da MetBase ao longo do tempo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Figura 11: Variacao da concentracdo de NaOH (mol/L) e do pH em relagéo ao longo

do tempo de reacéao.
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Os resultados da Figura 11 indicam que a concentracdo de NaOH e o pH
diminuem concomitantemente ao longo da reacdo, como seria esperado devido a
participacdo do NaOH como reagente do mecanismo reacional mostrado na Figura 8.
Outro ponto a se observar € que o valor de pH da reacao ficou em torno de 13,5, valor
esse maior que o pKa da metformina (pKa 12,4), o que faz com que o farmaco tenda
a permanecer em sua forma molecular, ndo-ionizada e, por consequéncia, mais
lipofilico (DE ASSIS GONSALVES et al., 2013; MOURA, 2020; NCBI,2020).

Na Tabela 10 sdo apresentadas as porcentagens de reducéo da concentracao
de NaOH, tomando coma base a concentracéo inicial e final deste composto quimico.

De acordo com os resultados, obteve-se uma reducao meédia de 96,88 (+ 0,18)%.

Tabela 10. Porcentagem de reducao da concentracdo de NaOH com base nas suas

concentracdes inicial e final.

Concentragéo Concentragao Queda da Média
Amostra inicial de NaOH final de NaOH concentracédo de (%) DP
(mol/L)t (mol/L) NaOH (%) 0
Amostra 1l 3,96 0,125 96,84
Amostra 2 3,96 0,116 97,07 96,88 0,18
Amostra 3 3,96 0,130 96,72

Fonte: Primaria, 2020.

1Concentracado da solugdo nomeada como Reacao 2 no item 4.2.2.

5.1.2. Analises de FTIR

As analises de FTIR foram realizadas com as amostras de MetBase e MetHCI.
O espectro do MetHCI e as principais bandas identificadas e suas atribuicbes sao
apresentados na Figura 12 e Tabela 11, respectivamente. O espectro foi dividido em

dois graficos com variacdes de escala para melhor visualizagéo.

Figura 12: Espectro do MetHCI com as principais bandas em destaque.
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Tabela 11. Principais bandas presentes no espectro do MetHCI e grupos funcionais
correspondentes.
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Estrutura molecular MetHCI

Principais Comprimento

Grupos funcionais

bandas deondacm?
1 3368 Estramento N-H de aminas
secundarias
NH NH 2 3292 Estiramento assimétrico do N-H de
S | aminas primarias
",'fl;_(.‘\"}J\--;(\ ...... - HCl 3 3149 Estiramento simétrico N-H de
L N “YNH1 :NH, i aminas primarias
€|.‘Ei.~": 4 2812 Banda de HCI, atribuida ao
o estiramento N - H
5 2696 Banda de HCI, atribuida ao
alongamento N - H
6 1622 Estramento do grupo N=C;
deformacgédo angular do NH2, de
amina priméaria, no plano
7 1418 Estiramento C-H assimétrico
8 ~ 1165 Estiramento C-N simétrico em

aminas primarias e terciarias

Os valores encontrados concordam com GUNDOGDU e CETIN, 2014; KRISHAN e
IQBAL, 2014; VENKATESWARA RAO, S., et al.,, 2017; RITZHAUPT e DEVLIN, 1991,
RODRIGUES et al., 2013; VIDAK; et al., 2015.

Na Figura 13 é possivel visualizar os espectros da MetBase em comparacao com

0 MetHCI.

Figura 13: Espectro do MetHCI e MetBase com as principais bandas em destaque.
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As bandas entre ~3000 e 3500 cm indicadas no gréfico 1 correspondem ao
estiramento da ligagdo N-H, demonstrando a presenca de amina primaria na estrutura.
O cloridrato de metformina teve trés picos funcionais perceptiveis para N-H se
estendendo a 3368, 3291 e 3148 cm™. A banda na regido de 3368 cm também pode
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ser atribuida ao estiramento N-H de aminas secundarias. A metformina base livre teve
dois picos notaveis, em ~3297 e 3094 cm* (GUNDOGDU; CETIN, 2014; KRISHAN;
IQBAL, 2014; VENKATESWARA RAOQO, S., DIVYA, K. AND PADMALATHA, 2017).

A regido indicada no grafico 1 entre 2900 a 2500 cm, de acordo com a
literatura, esta relacionada a bandas de HCI atribuida ao alongamento N - H devido a
formacdo do sal cloridrato. No espectro do MetHCI foi observado duas bandas na
regido de 2812 e 2695 cm™, ja no espectro de MetBase visualizamos apenas uma
banda em ~2700 cm conforme indicado no gréafico 1 (RITZHAUPT; DEVLIN, 1991;
RODRIGUES et al., 2013; VIDAK; et al., 2015).

Ja as vibracbes de dobramento relacionadas ao grupo N-H ocorrem na
mesma regido do estiramento do grupo N=C, identificadas com a banda em ~ 1622
cm? no MetHCl e 1664 cm™? na amostra de MetBase. Para o estiramento C-H
assimétrico, observam-se as bandas em 1417 cm™ na amostra de MetHCI e,
aproximadamente, 1419 cm para a amostra de MetBase (GUNDOGDU; CETIN,
2014; KRISHAN; IQBAL, 2014; VENKATESWARA RAO, S., DIVYA, K. AND
PADMALATHA, 2017).

Deste modo, com 0s espectros apresentados na Figura 13, podemos verificar
uma alteracdo quimica do MetHCI e dessa forma a conversdo do MetHCI para

MetBase.

5.1.3. Andlises Termogravimétricas (TGA)

Na Figura 14 é possivel visualizar os resultados de perda de massa obtidos por

TGA da MetBase, comparando-os com a perda de massa do MetHCI.

Figura 14: Andlise de TGA da MetBase em comparacao com o MetHCI.
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O MetHCI é termicamente estavel até 230°C, decompondo-se na faixa entre
240 e 350°C (RAMUKUTTY S, 2014; SANCHEZ-LARA et al., 2018). Na Figura 14
podemos observar que a maior perda de massa das trés amostras de MetBase
ocorreu em uma temperatura aproximada de 236,0°C, que € menor que a obtida para
a amostra de MetHCI (~249,0°C). Esta reduc¢éo na Tmax esta relacionada a uma menor
estabilidade térmica da amostra da MetBase em comparacdo ao MetHCI (MARTINS
et al., 2015; RAMUKUTTY S, 2014).

A eliminacdo da molécula de HCI ocorre na temperatura aproximada de 275
°C. Na reacao para obtencdo da molécula de MetBase, o HCI é retirado da molécula
de MetHCI. Logo, na analise de TGA, o pico correspondente a perda de massa do
HCI, proximo a 280°C, ndo apareceu nas amostras de MetBase, conforme esperado.
(RAMUKUTTY S, 2014). Esses resultados corroboram os resultados de FTIR e
indicam a ocorréncia do processo de transformacao do cloridrato de metformina para

a sua forma basica.

5.2. Obtencao dos sais organicos de metformina: adipato de metformina,
estearato de metformina e succinato de metformina

As analises de caracterizacéo foram realizadas com 3 amostras de cada sal
organico de metformina para confirmar a reprodutibilidade do processo. Os espectros
de FTIR e as curvas de perda de massa obtidas por TGA para as trés amostras de
cada sal poder&o ser visualizados no APENDICE A. Desta forma, para a anélise dos
resultados apresentados abaixo, foram utilizados os resultados de apenas uma das

amostras de cada sal.

5.2.1. Andlises de caracterizacdo dos sais organicos de metformina
5.2.1.1. Andlise de FTIR dos sais organicos de metformina

5.2.1.1.1. Adipato de metformina

As analises de FTIR foram realizadas com as amostras de acido adipico,

MetBase e adipato de metformina (Met(C6)). O espectro do &cido adipico com as
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principais bandas identificadas e suas atribuicdes sado apresentados na Figura 15 e
Tabela 12, respectivamente.

Figura 15: Espectro de FTIR do acido adipico com as principais bandas em destaque.
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Tabela 12. Principais bandas identificadas no espectro do Met(C6) e os grupos
funcionais correspondentes.

Principais Comprimento

Estrutura molecular
bandas de ondacm?

Grupos funcionais

@] 1 2961- Estiramento C-H simétrico
HOMOH
2 1686- Estiramento C=0, de A&cido
o carboxilico

§ Os valores encontrados concordam com CRUZ et al., 2014; LESBANI et al., 2015.

Na Figura 16 sédo apresentados os espectros da MetBase, do acido adipico e do
Met(C6), com a identificacdo das principais bandas para que se possa comparar as
bandas de cada reagente com as do produto formado e, desta maneira, identificar as
modificagdes quimicas.
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Figura 16: Espectro de FTIR do adipato de metformina com as principais bandas em

destaque.
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As bandas entre ~ 3000 e 3300 cm™, indicadas no gréafico 1 da Figura 16,
correspondem ao estiramento da ligacdo N-H, demonstrando a presenca de amina

primaria e secundaria da estrutura da metformina. Ja4 a banda ~ 2800 cm, também
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indicada no grafico 1, corresponde ao estiramento O-H da estrutura do adipato
(GUNDOGDU e CETIN, 2014; KRISHAN; et al., 2014; LESBANI et al., 2015).

As bandas indicadas no gréfico 2 entre ~1700 e 1500 cm™ correspondem ao
estiramento C=0 e N=C, respectivamente, sendo bandas caracteristicas do adipato
de metformina. Essas bandas estao presentes na molécula de acido adipico e na de
MetBase, como pode ser visualizado também na Figura 17 (CRUZ et al., 2014;
GUNDOGDU; CETIN, 2014).

Na Figura 17 os principais grupos funcionais visualizados nos espectros de
FTIR estdo destacados na molécula de Met(C6), confirmando a obtencdo do sal de

adipato de metformina.

Figura 17: Molécula do adipato de metformina com as principais bandas em destaque.
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Fonte figura: Adaptado de (KIM; PARK, 2015)

5.2.1.1.2. Estearato de metformina

As analises de FTIR foram realizadas com as amostras de acido estearico,
MetBase e estearato de metformina (Met(C18)). O espectro do acido estearico com
as principais bandas identificadas e suas atribuicdes sdo apresentados na Figura 18

e Tabela 13, respectivamente.

Figura 18: Espectro de FTIR do &cido estearico com as principais bandas em

destaque.
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Tabela 13. Principais bandas presentes no espectro do Met(C18) e grupos funcionais
correspondentes.

Principais Comprimento

Estrutura molecular
bandas de ondacm?

Grupos funcionais

1 2954 Estiramento O-H
0 2 2848 Estiramento simétrico de
HJC/\N\/\/V\M)LOH C-H do CHs
3 1698 Deformacéo axial do C=0
4 1429 deformacdo angular de
CHz2e C-O-H

8 Os valores encontrados concordam com FERREIRA, 2017; GENNER;
ALMEIDA, 2014; YE et al., 2019.

Na Figura 19 é possivel comparar os espectros do acido estearico, da MetBase e do
Met(C18).

Figura 19: Espectro de FTIR do estearato de metformina com as principais bandas
em destaque.
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As bandas entre ~ 3000 e 3300 cm™, indicadas no gréafico 1 da Figura 18,
correspondem ao estiramento da ligacdo N-H, demonstrando a presenca de amina
primaria e secundaria, da estrutura da metformina. A terceira banda indicada no
grafico 1, ~2850 cm, corresponde ao estiramento CHs, caracteristica do &cido

estedrico e que se encontra presente no estearato de metformina.
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No gréfico 2, a banda destacada entre ~1700 e 1600 cm* esta relacionada ao
estiramento C=0 e N=C, banda essa caracteristica da molécula de acido estearico e
metfomina, respectivamente. Para a amostra de Met(C18) observa-se uma banda
entre essas regides, indicando a presenca desses etiramentos na molécula. Ja a
banda destacada entre 1500 e 1400 cm™, corresponde ao estiramento C-H
assimétrico, sendo banda caracteristica da MetBase (GENNER e ALMEIDA, 2014;
GUNDOGDU e CETIN, 2014; KRISHAN; et al., 2014; YE et al., 2019).

Na Figura 20 os principais grupos funcionais visualizados nos espectros de
FTIR estdo destacados na molécula de Met(C18), confirmando a obtencéo do sal de

estearato de metformina.

Figura 20: Molécula do estearato de metformina com as principais bandas em

destaque.
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Fonte figura: Adaptado de (KIM; PARK, 2015)

5.2.1.1.3. Succinato de metformina

As analises de FTIR foram realizadas com as amostras de acido succinico,
MetBase e succinato de metformina (Met(C4)). O espectro do acido succinico com as
principais bandas identificadas e suas atribuicdes sado apresentados na Figura 21 e

Tabela 14, respectivamente.

Figura 21: Espectro de FTIR do acido succinico com as principais bandas em

destaque.
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Tabela 14. Principais bandas presentes no espectro do Met(C4) e grupos funcionais
correspondentes.

Principais Comprimento

Estrutura molecular
bandas de ondacm?

Grupos funcionais

0 1 2929 Estiramento O-H
OH .
HO 2 2533 e 2629 Estiramento O-H
0) 3 1684 Grupamentos C=0

8 Os valores encontrados concordam com CASTRO, 2014; MENDES; et al., 2020.

Na Figura 22 € possivel visualizar os espectros da MetBase, do acido succinico e do
Met(C4), com a identificacéo das principais bandas.

Figura 22: Espectro de FTIR do succinato de metformina com as principais bandas
em destaque.
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O espectro do Met(C4) apresentou duas bandas referentes aos grupos
funcionais para N-H na regido indicada no grafico 1, entre 3400 e 3000 cm%, e duas
bandas referentes aos grupos funcionais para O-H, entre 2930 e 2600 cm. Referente
a essas duas ultimas bandas, no espectro do acido succinico devido a escala aplicada
para esse grafico, ndo € possivel visualizar as bandas de forma clara, porém na Figura

21 as mesmas estao destacadas em vermelho.
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As bandas indicadas no gréfico 2, entre ~1700 e 1600 cm™ esta relacionada
ao estiramento C=0 e N=C, banda essa caracteristica da molécula do acido succinico
e metfomina, respectivamente. Para a amostra de Met(C4) observa-se uma banda
entre essas regides, indicando a presenca desses etiramentos na molécula. Ja a
banda destacada em ~1400 cm™, corresponde ao estiramento C-H assimétrico, sendo
banda caracteristica da MetBase (GUNDOGDU; CETIN, 2014; KIM; PARK, 2015b).

Na Figura 23 os principais grupos funcionais visualizados nos espectros de
FTIR estdo destacados na molécula de Met(C4), confirmando a obtencdo do sal de

succinato de metformina.

Figura 23: Molécula do succinato de metformina com as principais bandas em

destaque.
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Fonte figura: Adaptado de (KIM; PARK, 2015)

5.2.1.2. Andlise Termogravimétrica (TGA) dos sais organicos de metformina

Através dos dados da Tabela 15 e das curvas de perda massa mostradas nos
graficos das Figuras 24, 25 e 26, pode-se avaliar os resultados termogravimétricos
dos sais organicos de metformina, e compara-los com os resultados de TGA da
MetBase e dos acidos graxos correspondentes a cada sal.

Figura 24: Amostra de Met(C6), Acido Adipico e MetBase; A — Curva de TG e B —
Curva de DTG.
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Tabela 15: Resultados quantitativos da analise de TGA

Amostra Tonset (°C) Twax1 (°C) Twaxz (°C) Perda de massa
(%)
MetBase 2242 241,6 --- 97,1
Acido Adipico 220,9 248,7 100,0
Met(C6) 215,5 225,2 281,6 94,4
Acido Estearico 234,1 262,4 96,8
Met(C18) 223,7 240,3 314,2 100,0
Acido 198,2 215,1 99,9

Succinico

Met(C4) 195,7 226,4 277,9 91,7

Fonte: Primaria, 2020.

Comparando os resultados da temperatura méaxima de degradacdo da
amostra de cada sal organico de metformina com os &cidos correspondentes,
apresentados na Tabela 15, pode-se observar nas curvas de DTG da figura 24 e 26,
dois picos de temperatura de degradacdo, o que pode corresponder a uma
degradacdo da estrutura dos sais (succinato e adipato) na molécula, e posterior
degradacédo da estrutura da metformina.

J& na amostra de Met(C18), observa-se na curva de DTG da Figura 25 um
pico de degradacdo maximo, Tmax de 240,3°C, sendo esse proximo ao da MetBase,
241,6 °C, e um pico de Tmax 314,2°C que pode estar relacionado a degradacao do

estearato.

5.2.1.3. Anaélise de Ponto de Fuséo

O resultado médio da analise do ponto de fusdo dos sais de metformina, em

comparacao com o do MetHCI e da MetBase, podem ser visualizados na Tabelal6:

Tabela 16: Resultados quantitativos da analise de ponto de fuséo.
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Amostra Ponto de fuséo Ponto de fuséo Ponto de fuséo Desvio padréo

inicial (°C) final (°C) meédio (°C) relativo (DPR%)
MetHCI 229,3 231,2 230,2 0,398
MetBase 235,5 236,5 236,0 0,382
Met(C4) 240 242 241,0 0,415
Met(C6) 190,0 211,0 200,5 0,474
Met(C18) 238,0 240,0 239,0 0,209

Fonte: Primaria, 2020.

Com os resultados da Tabela 16, pode-se observar que ha alteracdo no ponto
de fusdo da amostra conforme a alteragéo do sal, comparado ao ponto de fusdo da
MetBase.

Fatores como polaridade da molécula e forcas intermoleculares presentes entre
elas, sao fatores que interferem no ponto de fusdo das substancias, assim como, na
sua solubilidade (GLANZNER, 2010).

Com isso, analisando os resultados da Tabela 16, é possivel correlacionar a
alteracdo no ponto de fusdo dos sais com a diferenca de solubilidade em agua dos
mesmo, conforme apresentado na Figura 27, onde pode-se observar que quanto mais
alta a solubilidade em &gua maior o ponto de fusdo, confirmando a diferenca molecular

entre os sais de metformina.

5.2.2. Andlises de solubilidade em agua dos sais organicos de metformina

A andlise de solubilidade em &gua dos sais organcios de metformina foi
realizada com o objetivo de comparar a afinidade com a agua dos sais sintetizados
em comparagao com o MetHCI. Os resultados de solubilidade estéo apresentados em

mg/mL e podem ser visualizados na Figura 27.

Figura 27: Resultado de solubilidade em agua dos sais organicos de metformina.
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De acordo com a US Farmacopéia (2005), podemos classificar a solubilidade
do MetHCI (362 mg/mL) e Met(C6) (481 mg/mL) como livremente solGvel, a
solubilidade do Met(C4) e MetBase como soluvel (53 mg/mL e 55 mg/ mL,
respectivamente), e para Met(C18) a classificacdo de moderadamente soluvel (12
mg/mL) (KIM; PARK, 2015b).

Comparando os resultados de solubilidade da Figura 27 com a estrutura
molecular dos sais organicos de metformina, apresentados na Figura 28, a baixa
solubilidade em agua do Met(C18) pode ser explicada por sua cadeia carbbnica, onde
a quantidade de carbonos elevada favorece a hidrofobicidade da molécula; e também
por possuir uma proporcao de 1:1, ou seja, para cada molécula de &cido esteérico
tem-se uma molécula de metformina, diferente dos demais sais, em que a proporcao
é de 1:2, tendo duas moléculas de metformina, deixando o composto mais solivel em
agua (KIM; et al., 2011; KIM; PARK, 2015a).

A MetBase possui uma solubilidade semelhante ao Met(C4) e menor que 0
MetHCI. Porém, por ela possuir uma baixa estabilidade, ndo foi utilizada neste estudo
na producgéo das microparticulas (JANHVI DUREJA, 2018; KIM, et al., 2011).
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Figura 28: Estrutura molecular dos sais organicos de metformina.
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5.3. Obtencéo das microparticulas poliméricas

5.3.1. Rendimento do processo

O rendimento obtido na producéo das microparticulas pode ser visualizado na Figura
29.

Figura 29: Rendimento obtido na producéao de microparticulas.
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Analisando os resultados da Figura 29 e utilizando o teste de Tukey para
comparacao de média, pode-se considerar que nao héa diferenca estatistica (p > 0,05)
no rendimento das microparticulas de dupla emulsdo e emulsdo simples do mesmo
sal de metformina, assim como, entre os sais de metformina.

Deste modo, entende-se que tanto a estratégia de encapsulamento quanto a
forma da metformina ndo influenciaram no resultado de rendimento das

microparticulas.

5.3.2. Determinacdo do teor de ativo encapsulado nas microparticulas e
eficiéncia da encapsulacao
Para obter os resultados da eficiéncia de encapsulacdo (EE%), foi
determinado primeiramente o teor do ativo encapsulado. Para isso, obtiveram-se as
curvas de calibragcéo dos sais de metformina, que podem ser visualizadas no Apéndice
B. E com os dados de absorbancia de cada amostra, foi possivel calcular o teor dos
sais encapsulados e posteriormente a EE% mediante o uso da Equacéo 04.

Os resultados da eficiéncia de encapsulacéo estao apresentados na Figura 30.

Figura 30: Resultado da eficiéncia de encapsulagéo.
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Legenda: Estearato de metformina (MetC18); Succinato de metformina (MetC4); Cloridrato de
metformina (MetHCI) e Adipato de metformina (MetC6).

De uma forma geral, a EE% dos sais de metformina apresentaram valores
baixos, inferiores a 10%, porém tais resultados sdo condizentes e melhores que
agueles reportados no estudo de microencapsulacdo do cloridrato de metformina
desenvolvido por Farago (2010) e Silva et al (2021), por exemplo.

Contudo, quando comparadas as formulacdes, a melhor eficiéncia de
encapsulacao (7,34%) e o melhor rendimento (89,77%) foi o da formulacdo Met(C18)
produzida por dupla emulsao, sendo este o farmaco menos sollvel em agua. Ja a alta
hidrofilicidade dos ativos MetHCI e Met(C6) contribuiu para a uma baixa EE% devido
a difusdo desses ativos para 0 meio aquoso, gerando perdas durante o processo de
formacdo das microparticulas. Além disso, outros fatores também podem alterar os
resultados da EE% como, por exemplo, a concentracdo utilizada do polimero e do
estabilizante, porosidade das microparticulas e estabilidade da emulsdo priméria
(YEO; PARK, 2004).

Apesar dos resultados da eficiéncia de encapsulagdo do Met(C18) parecerem
baixo, este foi considerado promissor, uma vez que demonstrou um aumento de
aproximadamente 178% na dupla emulsdo e 165% na emulsédo simples, quando

comparado com os resultados do MetHCI nos dois processos, respectivamente.

Utilizando o teste de Tukey para comparacdo de média, pode-se considerar
que ha diferenca estatistica (p < 0,05) entre os métodos de encapsulacdo, dupla
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emulsdo e emulsdo simples, sendo assim, os melhores resultados de EE% foram para

as amostras de dupla emulséao.

5.3.3. Caracterizacao das microparticulas

5.3.3.1. Andlise de FTIR

O resultado da anélise de FTIR das microparticulas pode ser visualizado na
Figura 31. Para melhor comparacdo, os espectros foram divididos por sais de
metformina, apresentando os resultados das microparticulas produzidas pelas
técnicas de dupla e simples emulséo, do farmaco puro e do PLLA.

Figura 31: Espectros de FTIR para comparacdo de cada formulacdo com o 0s

principais componentes puros.
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Com a analise dos espectros expostos na Figura 31 pode-se verificar que nédo
h& diferenca nas posi¢cdes das bandas de absorcao das amostras de microparticulas
em comparacgéo com o espectro do PLLA puro, o que significa que ndo houve a ligacao
guimica entre os principais componentes da formulacdo e a matriz polimérica de
PLLA.

Além disso, com esses resultados, ndo foram detectados os sais de
metformina por ATR na superficie das esferas comparando com os espectros do
farmaco puro, o que confirma que o sal de metformina estd no interior das

microparticulas.

5.3.3.2. Anélise de TGA

Nas curvas termogravimétricas das microparticulas obtidas por dupla
emulsédo, emulséo simples e do PLLA estéao representados nas Figuras 32 e 33 e 0s

resultados quantitativos na Tabela 17.

Figura 32: Microparticulas produzidas pelo método de dupla emulsdo e PLLA puro; A
—Curvade TG e B — Curva de DTG.
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Figura 33: Microparticulas produzidas pelo método de emulséo simples e PLLA puro;
A —Curvade TG e B — Curva de DTG.
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Tabela 17: Resultados quantitativos da analise de TGA.

Amostra Tonset (°C) Twmax1 (°C) Perda de massa
(%)
PLLA 345,7 364,7 98,8
MetHCI dupla emulséo 323,5 353,4 90,2
Met(C4) dupla emulséo 275,9 301,5 89,4
Met(C6) dupla emulséo 328,8 361,2 96,6
Met(C18) dupla emulsdo 291,5 301,5 96,2
MetHCI emuls&o simples 297,4 3215 96,2
Met(C4) emulséo simples 2917 323,2 96,5
Met(C6) emulséo simples 313,1 355,6 98,4
Met(C18) emulsdo simples 2729 301,3 97,5

Fonte: Primaria, 2021.
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Nos termogramas, tanto para dupla emulsdo como emulsdo simples, &
possivel verificar que quando ocorreu uma baixa incorporacdo do farmaco nas
microparticulas, com base nos resultados de EE%, néo foi observada uma alteracéo
significativa no perfil dos termogramas em relagéo ao PLLA puro.

Nas amostras que apresentaram uma melhor incorporacéo do farmaco, como
a Met(C4) e Met(C18), foi constatado que a incorporacdo do farmaco promoveu a
degradacédo térmica do material polimérico em temperaturas mais baixas a do PLLA
puro. Esse resultado sugere que os sais Met(C4) e Met(C18), que possuem menor
solubilidade em agua, atuaram como uma espécie de agente plastificante, por

encontram-se solubilizados na matriz polimérica (FARAGO,2010).

5.3.3.3. Anadlises morfolégicas das microparticulas

As imagens obtidas por MEV-FEG das microparticulas obtidas por dupla
emulsdo e emulsdo simples podem ser visualizadas na Figura 34 e 35,

respectivamente.

Figura 34: Conjunto de imagens obtidos para formula¢des de dupla emulséao.
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Legenda: Adipato de metformina (MetC6), cloridrato
(MetC18) e succinato de metformina (MetC4).
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Figura 35: Conjunto de imagens obtidos para formulacdes de emulsdo simples.
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Legenda: Adipato de metformina (MetC6), cloridrato de metformina (MetHCI), estearato de metformina
(MetC18) e succinato de metformina (MetC4).
(1) Superficie lisa e (2) poros.

Para ambas as formula¢cfes, pode-se observar microparticulas esféricas ou
guase esféricas, de superficie lisa ou com poros e com variacdes granulométricas. No
geral as microparticulas obtidas pela técnica de emulsdo simples formaram mais
aglomerados de particulas, comparado com as microparticulas obtidas pela técnica
de dupla emulsdo. Alguns fatores que influenciam a agregacéo de microparticulas sao
o tamanho da microesfera e concentracdo, nivel de carga superficial, natureza e
concentracédo de ions no meio de suspensdo (BANGS, 2013). Se observarmos as
imagens do MetHCI e Met(C6), no aumento de 2000x, observam-se microparticulas
menores em comparagdo com as microparticulas dos outros sais neste mesmo
aumento, sendo esta uma hipotese por estarem mais agregadas na emulsdo simples.

Uma forma de melhorar a distribuicdo granulométrica, controlando seu
tamanho médio e reduzindo a coalescéncia das microparticulas seria aumentando a
concentragdo de PVA, podendo resultar no aumento da estabilidade do sistema
(FARAGO, 2010 e SILVA, 2015).

Outro ponto que podemos observar é que as microparticulas contendo o
estearato de metformina (MetC18) e contendo o succinato de metformina (MetC4)
apresentaram uma maior presenca de poros em comparacdo as microparticulas de
adipato e cloridrato de metformina (MetC6 e MetHCI, respectivamente). A presenca
de poros em microparticulas geralmente € resultado de uma lenta solidificacdo
(processo de secagem das microparticulas), ou até mesmo uma difusdo da agua da
fase aquosa interna para a fase aquosa externa, criando canais/poros na matriz do
polimero (YEO; PARK, 2004).
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E importante salientar que em todas as microparticulas analisadas n&o foram
verificados cristais dos sais de metformina na superficie, 0 que é confirmado pela

andlise de FTIR por ATR apresentado no item 5.3.3.1.

5.3.4. Determinacéao da eficiéncia de dissolucao

Os resultados da eficiéncia de dissolugdo das microparticulas de dupla
emulsdo e emulsdo simples podem ser visualizados nas Figuras 36 e 37,
respectivamente.

Para auxiliar na discusséo dos resultados, foi realizada também a analise de
dissolucéo dos farmacos puros, cujos graficos podem ser visualizados no Apéndice
C.

A fim de comparacédo, nas figuras abaixo, o grafico menor destacado em
vermelho, corresponde ao resultado de dissolu¢do do Cloridrato de metformina puro

para ser usado como referéncia.

Figura 36: Perfil de dissolu¢éo das microparticulas produzidas por dupla emulséo
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Figura 37: Perfil de dissolucdo das microparticulas produzidas por emulséo simples
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As Figuras 36 e 37 demonstram que para ambas as formulacfes, dupla
emulsdo e emulsdo simples, o Met(C18) apresentou uma maior porcentagem de
dissolucédo, seguido do Met(C4), MetHCI e Met(C6). Todas as amostras nao
ultrapassaram 20% de dissolucdo dentro das 8 horas de teste (2 horas no meio acido
e 6 horas no meio basico), em comparacdo com a amostra de cloridrato de metformina
puro que atingiu 85% de dissolugdo em 8 horas de teste, o que demostra que
obtivemos uma liberacdo modificada das microparticulas atingindo um dos objetivos
do trabalho.

A velocidade de liberacao de farmacos pode ser influenciada pela combinacgéo
de diversos fatores, como caracteristicas da matriz polimérica (espessura,
porosidade, capacidade de intumescimento), localizagdo do ativo no interior das
particulas, tamanho das microparticulas, das propriedades fisico-quimicas do farmaco
e do polimero (FROTA et al., 2018; MARCOLONGO, 2003).

Uma explicacdo para a maior porcentagem de dissolu¢cdo das amostras de
estearato de metformina estd principalmente relacionada com o resultado da
eficiéncia de encapsulacdo dessas amostras, visto que as mesmas apresentaram uma

maior quantidade de farmaco encapsulado, comparado com as amostras de adipato
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de metformina, por exemplo, que tive o0 menor resultado de EE% e,
consequentemente, um perfil de dissolucédo mais lento (FARAGO, 2007; YEO; PARK,
2004).

Outro fator seria a presenca de poros nas amostras de Met(C18) e também
nas de Met(C4), observadas nas imagens de MEV (item 5.3.3.3) destacados em
vermelho, sendo a porosidade um dos fatores responsaveis por acelerar 0 processo
de difusdo do farmaco para o meio liquido e, por consequéncia, levar a um aumento
da velocidade de dissolucdo (ROJAS et al., 2011).

Esses resultados indicam que as microparticulas de estearato de metformina
e succinato de metformina podem ser consideradas como estratégias promissoras
para a elaboracdo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada, especialmente
em funcado dos valores obtidos para o rendimento, eficiéncia de encapsulacdo e no

estudo de dissolucéo.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizada a sintese dos sais de metformina a partir da forma
béasica da metformina, obtendo o adipato, estearato e succinato de metformina. Analises
de caracterizacéo, como FTIR, TGA e ponto de fusao foram realizadas a fim de identificar
diferencas fisicas e quimicas desses sais, em comparagdo com o MetHCI. Verificou-se
também a solubilidade em agua desses sais, onde o Met(C18) apresentou a menor
solubilidade em agua, seguido do Met(C4), sendo este um resultado muito satisfatorio,
visto que um dos principais problemas do MetHCI é a sua alta solubilidade em agua.

Além de apresentar a menor solubilidade em agua, o Met(C18) também
apresentou o melhor resultado de rendimento e eficiéncia de encapsulacdo, com uma
EE% de 7,34% na dupla emulséo e 5,36% na emulsdo simples, sendo este um aumento
de 178% na dupla emulsdo e 165% na emulsédo simples, comparado com as
microparticulas de MetHCI. Vale ressaltar também que, com os resultados da solubilidade
em agua dos sais em comparacdo com a EE%, podemos verificar que ha uma relacéo
direta, onde para este trabalho, a menor solubilidade em agua resultou na melhor EE%.

Nos resultados de perfil de dissolugéo, tanto da dupla emulsdo como emulséo
simples, foi possivel constatar que as microparticulas desenvolvidas no presente trabalho
promoveram uma liberacdo modificada em comparacgéo aos farmacos puros.

Comparando os resultados das microparticulas obtidas pela metodologia de
dupla emulsdo com as microparticulas de emulséo simples, é possivel verificar resultados
de EE% mais satisfatorios foram com as de dupla emulsédo. Com isso, apesar da eficiéncia
de encapsulacdo ter sido relativamente baixa, as estratégias adotadas, com seus
respectivos resultados, forneceram informacdes importantes e relevantes para a
continuidade deste desenvolvimento em trabalhos futuros.

Dessa forma, as microparticulas poliméricas de Met(C18) e Met(C4) (segundo
melhor resultado de rendimento e EE%), podem ser consideradas como estratégias
promissoras para a obtencéo de formas farmacéuticas de liberagcdo modificada contendo

0 ativo metformina.

e Sugestao para trabalhos futuros
Considerando-se os resultados atingidos, propde-se a continuidade deste
estudo, com 0s sais de estearato e/ou succinato de metformina, investindo em

modifcacbes da metodologia de produgcdo de microparticulas poliméricas, a fim de
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aumentar a EE% e posteriormente prover estudos aprofundados de liberacédo in vitro
e in vivo e toxicidade destes sais.

Sugere-se a utilizacdo de outras estratégias de producdo de microparticulas
referenciadas na literatura, como por exemplo, alteragbes nas concentracbes de
tensoativos utilizadas; substituicdo da fase aquosa externa para uma solucéo
hidroetandlica ou etandlica, na qual o farmaco esteja menos soluvel, dentre outras
estratégias (FARAGO, 2010).
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APENDICE A — RESULTADOS DE CARACTERIZACAO
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Resultados de TGA
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APENDICE B — RESULTADOS DE TEOR DO ATIVO ENCAPSULADO

Curvas de calibracao
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APENDICE C — RESULTADOS DE DISSOLUCAO FARMACO PURO

Gréfico perfil de dissolucao
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