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PREPARO E CARACTERIZACAO DOS DIFERENTES POLIMORFOS DO
CLORIDRATO DE METFORMINA UTILIZANDO TECNICA DE
RECRISTALIZACAO POR EVAPORACAO DE SOLVENTES

RESUMO

Neste trabalho foi realizado o estudo do comportamento térmico e a caracterizacao
do insumo farmacéutico de trabalho cloridrato de metformina (IFT) e de seus cristais
preparados a partir de diferentes solventes. A caracterizacdo do IFT foi preparada
através das técnicas de Difracdo de Raios X, Calorimetria Exploratéria Diferencial
Simultanea, Espectroscopia no Infravermelho, Andlise de gases Evoluidos e
Microscopia Optica. Os resultados obtidos pela caracterizacédo do IFT serviram de
referéncia para posterior comparagcdo com 0s cristais preparados, a partir do IFT,
pela técnica de recristalizacdo por evaporacao de solventes. a partir desta técnica,
foi preparado dois ensaios de temperatura de dissolucdo e armazenamento para o
crescimento dos cristais. A caracterizacdo dos cristais foi realizada pelas técnicas
Difracdo de Raios X, Calorimetria Exploratéria Diferencial Simultanea e Microscopia
Optica. Os estudos atentaram que o IFT esta na Forma polimoérfica |, sendo que com
a exposicdo do IFT a combinagéo de diferentes solventes e determinadas condi¢fes
de temperatura de dissolucdo e armazenamento, resulta em diferentes formas
cristalinas do referido farmaco, além os estudos apresentar outra forma polimérfica
caracterizada como Forma Il. Esta inferéncia foi concluida a partir dos difratogramas
dos cristais, graficos de analise térmica e imagens de microscopia Optica. Foi visto
diferentes difratogramas quando comparados ao referéncia, diferentes pontos de
fusdo, além da obtencao de distintos cristais, permitindo seguramente identificar e
caracterizar segundo polimorfo obtido. Com estes resultados foi possivel apurar que
houve polimorfismo. Desta forma, caracterizou-se A Forma polimorfica | E Forma |l
do farmaco cloridrato de metformina, comprovando a hipotese postulada e o bom
desempenho das técnicas de experimentacdo e andlise utilizadas.

Palavras-chave: Poliformismo, Cristais, Processos Quimicos.



PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF THE DIFFERENT
POLYMORPHES OF METFORMIN CHLORIDRATE USING SOLVENT
EVAPORATION RECRYSTALLATION TECHNIQUE

ABSTRACT

In this work the thermal behavior and the characterization of the pharmaceutical raw
material metformin hydrochloride (IFT) and its crystals prepared from different
solvents were performed. The IFT characterization was prepared using the
techniques of X-ray Diffraction, Simultaneous Differential Exploration Calorimetry,
Infrared Spectroscopy, Evolved Gas Analysis and Optical Microscopy. The results
obtained by the characterization of the IFT were used as references for further
comparison with the crystals prepared from the IFT by the solvent evaporation
recrystallization technique. From this technique, two dissolution and storage
temperature tests were prepared for crystal growth. The crystal characterization was
performed by the techniques X-Ray Diffraction, Simultaneous Differential Exploratory
Calorimetry and Optical Microscopy. The studies have investigated that the IFT is in
polymorphic form I, and with the exposure of the IFT to the combination of different
solvents and certain dissolution and storage temperature conditions, results in
different crystalline forms of said drug, in addition the studies present another
polymorphic form characterized as Form II. This inference was concluded from
crystal diffractograms, thermal analysis graphs and optical microscopy images. It was
observed different diffractograms when compared to the reference, different melting
points, besides the obtaining of different crystals, allowing to safely identify and
characterize the obtained polymorph. With these results it was possible to verify that
there was polymorphism. In this way, the polymorphic Form | and Form Il of the drug
metformin hydrochloride was characterized, proving the postulated hypothesis and
the good performance of the techniques of experimentation and analysis used.

Key-words: Polymorphism, Crystals, Chemical Processes.
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1 INTRODUCAO

A maior parte dos produtos farmacéuticos, tanto os principios ativos quanto
0s excipientes sdo encontrados no estado sélido e sdo de uso oral (CUI, 2007). De
acordo com Shekunov e York (2000), embora estas formas farmacéuticas sejam de
administracdo comoda ao paciente, merecem atencao especial, pois sua dissolucéo
pode ser afetada significativamente pelas caracteristicas peculiares do proprio
farmaco, pela presenca de excipientes adicionados para beneficiar a dissolucéo e
pelas técnicas de fabricacdo empregadas.

Segundo Araujo et al. (2012) as alteracbes nédo intencionais da dissolucéo
das formas farmacéuticas soélidas podem causar ainda, problemas em relacdo a
biodisponibilidade e a bioequivaléncia, demandando um controle rigoroso em toda
etapa de producdo. Este processo é dispendioso e envolve desde as certificacdes
de qualidade das matérias primas utilizadas, excipientes e principios ativos, até os
processos finais de embalagem, armazenamento e distribuicdo. Considerar tais
caracteristicas garante a manutencdo da qualidade dos produtos concedidos a
populacdo (SHEKUNOV; YORK, 2000).

A biodisponibilidade de um farmaco é considerada a caracteristica mais
relevante para sua comercializacdo, uma vez que, segundo Capucho et al. (2008),
qualquer fator que altere sua solubilidade pode acarretar na ineficacia e/ou
toxicidade do medicamento comercializado. Sendo a solubilidade do farmaco o fator
limitante para a absorcdo do medicamento, eleva-se a importancia do controle dos
fatores que alteram a dissolucdo do farmaco, na garantia da qualidade dos produtos
destinados a populacao.

Dentre os fatores que afetam a solubilidade e absorcdo de farmacos esta a
ocorréncia de polimorfismo, que segundo Brittain (2012), é um dos principais
problemas na producédo e desenvolvimento de medicamentos.

Segundo Celsi e Martino (2015) a falta de conhecimento das diferentes
formas cristalinas e da existéncia de polimorfismo, bem como a influéncia dos efeitos
do polimorfismo no preparo de determinada formulag&o repercute na qualidade final
do produto, podendo acarretar prejuizos para a saude da populacdo e significante
impacto econémico para as industrias farmacéuticas.

Diversas técnicas de identificacdo do polimorfismo podem contribuir para o

controle de qualidade durante todo o processo de producdo dos farmacos e matérias
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primas solidas utilizadas na sua fabricacdo, além de auxiliar com informacdes
relevantes para o armazenamento do produto final (EMEA, 2006; BRASIL 2003a;
BRASIL, 2003b). Os métodos sao utilizados para verificar a estabilidade térmica,
indicar possiveis mudancas no habito cristalino dos farmacos e na formacéo de
polimorfos, rea¢cfes no estado soélido, possiveis interacdes entre 0s principios ativos
e dos excipientes, além de pureza dos principios ativos e excipientes (GIRON et al.,
2004; CHEUNG; PETERSON, 2009).

O cloridrato de metformina é um farmaco anti-hiperglicémico, pertencente a
classe das biguanidas com principal indicagdo em pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 n&o insulino-dependentes (RAMACHANDRAN; RAMUKUTTY, 2014). Pela
literatura, o cloridrato de metformina se apresenta em dois polimorfos diferentes: a
forma termodinamicamente estavel (Forma 1) (HARIHARAN et al.,, 1989) e o
polimorfo metaestavel (Forma Il) (CHILDS et al., 2004), porém a pouca informacao
referente a caracterizacéo destas formas cristalinas.

Neste contexto, o presente trabalho visa fornecer informacdes
comportamentais do farmaco cloridrato de metformina quando submetido a
recristalizacdo pela técnica de evaporacdo de solventes. Estes dados sdo obtidos
com a utilizando das técnicas Difracao de Raio X, TG-DSC, FTIR, além das técnicas

EGA e Microscopia Optica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho foi em preparar cristais do insumo farmacéutico
cloridrato de metformina utilizando a técnica de recristalizacdo por evaporacao de

solventes.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o insumo farmacéutico de trabalho cloridrato de metformina (IFT)
através das técnicas de DRX, DSC-TG, FTIR, EGA e Microscopia Optica

2. Realizar um estudo a partir da técnica DSC para determinar qual a condicdo de
razdo de aquecimento mais favoravel para melhor caracterizacdo térmica dos
cristais a partir do IFT.

3. Preparar cristais a partir do IFT utilizando diversos solventes sob duas
condicdes de temperaturas de armazenamento para o crescimento do cristais;

4. Caracterizar os cristais preparados pela técnica de DRX, DSC e Microscopia

Optica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo dos conceitos relevantes para o desenvolvimento desse trabalho
abrange desde os conceitos do polimorfismo até propriedades do estado sdlido.
Dessa forma, este capitulo esta subdividido em tépicos para descrever esses
processos.

3.1 Polimorfismo e suas propriedades

O polimorfismo € definido como a capacidade de uma substancia quimica
sélida apresentar no minimo duas estruturas cristalinas distintas (FDA, 2007). Estas
substancias sdo chamadas polimorfos e possuem a mesma composicdo quimica,
porém estruturas e propriedades fisico-quimicas diferentes.

De forma analoga, o pseudopolimorfismo é o termo utilizado para as formas
cristalinas de uma dada molécula que apresenta particulas como agua ou solventes
(FDA, 2007). Nos pseudopolimorfos, os solvatos sdo a subclasse de cristal que
apresenta quantidades estequiométricas de solventes na estrutura da molécula, e os
hidratos caracterizam pseudopolimorfos onde a agua € o solvente (VIPPAGUNTA et
al., 2001).

Grande parte dos polimorfos pode ser obtida mudando-se o solvente de
cristalizacdo. De modo geral, é indesejavel utilizar solvatos para fins farmacéuticos,
dado que a presenca de vapores organicos pode ser vista como impureza no
produto (MORISSETTE et al., 2004).

Além das estruturas polimérficas descritas, existem ainda o0s cocristais,
definidos como uma forma sdélida cristalina contendo mais de uma particula sélida
em temperatura ambiente (PUIGJANER et al., 2009). Estes compostos coexistem no
cristal seguindo uma razéo estequiométrica (organizacdo molecular) bem definida
entre uma molécula alvo e uma molécula neutra formadora do cocristal, denominada
coformador (SHAN; ZAWOROTKO, 2008; PUIGJANER et al., 2009). Quando nao ha
organizacdo molecular e ndo ha definicdo da forma cristalina, se trata de uma
estrutura amorfa (RAW et al., 2004).

Em comparag¢do com polimorfos cristalinos, a forma amorfa de um sdlido é
geralmente a quimicamente menos estavel (BALANI et al.,1995; PETERSON et al.,

2006). De acordo com Glusker e Trueblood (2010), o conhecimento da configuracao
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absoluta e das conformacdes moleculares é adicionalmente Util para o entendimento
das suas propriedades quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas.

A determinacao da forma termodinamicamente mais estavel de um farmaco,
que apresente diversas formas cristalinas, demanda analisar sua temperatura e
presséo de transicao dos diferentes polimorfismos.

E importante definir as propriedades fisico-quimicas de um dado composto
que apresenta diferentes polimorfos, a saber: solubilidade, perfil de dissolucéo,
ponto de fuséo, fluidez, espectro molecular, dureza, cristalinidade, cor, estabilidade,
higroscopicidade, ponto de ebulicdo, indice de refracdo, densidade, volume,
condutividade elétrica ou térmica, difracao de raio X, estabilidade quimica e reacdes
no estado solido (ROLLAND; SULLIVAN, 2003; FLORENCE; ATTWOOD, 2003;
VIPPAGUNTA et al., 2001), pois tais propriedades caracterizam aplicabilidade e

potenciais beneficios do farmaco.

3.2 Propriedades do estado soélido

As propriedades fisicas de farmacos e excipientes farmacéuticos no estado
sélido sdo de interesse, pois praticamente todos os farmacos em alguma etapa da
formulacdo sdo manipulados na forma de po, e tais propriedades afetam diretamente
o comportamento bioldégico do paciente e a formulacdo do farmaco (FLORENCE;
ATTWOOD, 2003).

Os farmacos em estado sélido podem ocorrer como substancias cristalinas,
apresentando forma definida identificavel, ou como particulas amorfas sem estrutura

definida, como apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo de estruturas (a) cristalina e (b) amorfa

3) S b)
oo o 0.“.
2 ® ‘0
e @ |

Fonte: Adaptado de Cuffini et al. (2011)

As estruturas da Figura 1 sao classificadas por subfases com base na ordem
da embalagem molecular e apresentando diferentes niveis de energia (CUI, 2007;
PETERSON et al., 2006).
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Embora uma molécula organica de um solido possa existir sob duas ou mais
formas cristalinas, apenas uma destas formas € termodinamicamente estavel a uma
determinada pressédo e temperatura, com niveis energéticos potencialmente mais
baixos, devido a reducéo do seu volume molecular em relacdo aos amorfos ou outro
estado desordenado.

Em geral, a forma mais estavel (menor energia livre) de uma substancia
polimorfica exibe um ponto de fusdo mais alto e menor solubilidade com o maximo
de estabilidade quimica, ou seja, mantém sua integridade quimica dentro de limites
especificados e as mesmas propriedades e caracteristicas durante o periodo de
armazenamento e uso (RAW et al., 2004; VISHWESHWAR et al., 2006).

Na maioria dos casos, a forma mais estavel resulta em menor velocidade de
dissolucdo e, consequentemente, menor velocidade de absorcdo (SINGHAL;
CURATOLO, 2004; FDA, 2007). E possivel afirmar, adicionalmente, que as demais
formas, consideradas metaestaveis, se converteriam a forma estavel com o passar
do tempo induzidas por fatores termodinamicos (VIPPAGUNTA et al., 2001).
Segundo Burger e Ramberger (1979), quanto mais termodinamicamente estavel é o
polimorfo, mais quimicamente estavel o polimorfo é em relagdo a uma forma
metaestavel.

A conversao de uma forma polimérfica metaestavel para um polimorfo mais
estdvel pode afetar o0 desempenho farmacéutico do medicamento
(RODRIGUEZSPONG et al., 2004). De acordo com Segundo Shekunov e York
(2000), verificacdes de dificuldades nos processos de moenda, micronizacao,
liofilizacdo, compressao, granulacdo umida, granulacdo seca e armazenamento sao
indicios de diferentes polimorfos nos medicamentos.

O polimorfismo pode também resultar em alteragbes na estabilidade
quimica, principalmente para compostos com predisposicéo a degradacao no estado
sélido (ARAUJO, 2009). Porém, dentre as consequéncias do polimorfismo, a mais
critica € a diferenga na biodisponibilidade dos diferentes polimorfos de um farmaco,
uma vez que, a velocidade de absor¢céo de um farmaco depende da sua velocidade
de dissolucdo podendo torna-lo menos ativo, inativo ou toxico de acordo com o tipo
de polimorfo empregado (FERREIRA, 2011; CUFFINI et al., 2011).

O rastreio de todas as formas no estado sélido e o desenvolvimento de
técnicas de cristalizacdo para sua caracterizacdo devem preferencialmente ser

efetuadas o0 mais cedo possivel no desenvolvimento de um medicamento
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(SHEKUNOV; YORK, 2000; ARAUJO et al., 2012) para a garantia da qualidade de

medicamentos.

3.3 Cristalizacao

O processo de formacdo de um cristal, a cristalizagéo, caracteriza-se pelo
agrupamento de moléculas ou ions em um arranjo regular (BERNSTEIN et al.,1999).
O conjunto de métodos de cristalizacdo se denomina engenharia de cristais, e
abrange desde a concepcédo e o crescimento de sélidos moleculares cristalinos até a
andlise da transformacao das propriedades dos materiais (PETERSON et al., 2006).

A cela unitaria € o menor subcomponente (menor unidade imaginaria) de

organizacdo de uma estrutura cristalina, ilustrada na Figura 2.

Figura 2 - Representagao esquematica do reticulo cristalino e ad cela unitéria.

Fonte: Prado e Rocha (2015).

A geometria é determinada pelos comprimentos das arestas e angulos entre
as faces (parametros de rede), onde as dimensfes das celas sédo definidas pelos
vetores de translacionais (eixos cristalogréaficos) a, b e ¢ que indicam o comprimento
dos trés eixos, enquanto a, B e vy, s&o os trés angulos existentes em um vértice da
célula (DATTA; GRANT, 2004).

Existem celas unitdrias com sete tipos de simetria: clbica, tetragonal,
ortorrdbmbica, romboédrica (ou trigonal), hexagonal, monoclinica e triclinica, como
ilustrado na Figura 3 (ARAUJO et al., 2012; DATTA; GRANT, 2004).
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Figura 3 - Representacédo dos sete tipos de sistemas cristalinos, Redes de Bravais.
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Fonte: Prado e Rocha (2015).

Derivam dessas sete formas simétricas as chamadas 14 redes de Bravais,
onde diferentes combinacfes possiveis geram multiplos sistemas cristalinos com
diferentes niveis de energia e se propagam continuamente em trés dimensdes
(FLORENCE; ATTWOOD, 2003; BLEICHER; SASAKI, 2000). A diferenciagdo da
geometria das moléculas caracteriza o polimorfismo (VIPPAGUNTA et al., 2001;
CUI, 2007; FLORENCE; ATTWOOD, 2003), onde os cristais podem variar quanto a
distribuicdo das celas unitarias e nao ser iguais ao longo das diferentes direcbes
cristalogréficas (BRITTAIN; FIESE, 1999; FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Segundo Beinstein et al. (1999) os cristais, podem apresentar-se
estruturados e espacialmente organizados. Uma ferramenta principal para que
ocorra esse agrupamento molecular é a ligacdo de hidrogénio, que é responsavel
pela maioria das interacfes intermoleculares dirigidas nos solidos moleculares
(PETERSON et al., 2006).

Dentre muitas técnicas utilizadas para determinar as formas cristalinas de
um solido, as mais comumente utilizadas séo as técnicas com solventes realizadas
com solugbes ou suspensdes (CUI, 2007). Este método é bastante usual na
producdo de cristais, logo, largamente utilizado pela industria farmacéutica na
investigacdo do fenbmeno do polimorfismo nos medicamentos (MANGIN; PUEL;
VEESLER, 2009).
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3.4 Influéncia do polimorfismo na industria farmacéutica

O evento culminante do polimorfismo na indastria farmacéutica foi a
remocao temporaria de mercado farmacéutico do inibidor da protease do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) wusado no tratamento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), Norvir® em 1998. Tal medicamento passou a
apresentar graves problemas de solubilidade devido ao aparecimento de um
segundo polimorfo previamente desconhecido que impedia sua formulagéo original.
Resultando também num enorme custo e inconveniéncia para o inovador, afetado o
uso deste medicamento pelos doentes com HIV durante cerca de um ano, quando
nao havia formulacéo de capsula disponivel (BAUER et al., 2001; CHEMBURKAR et
al., 2000).

Esse fato colaborou para maiores discussdes acerca do assunto por parte
das agéncias reguladoras de vérios paises, de modo a se tentar evitar novas
ocorréncias semelhantes (BAUER et al., 2001; FDA, 2007; BRASIL, 20032; BRASIL,
2003b). Trouxe também um nivel maior de consciéncia para a industria,
desencadeando interesses na investigacdo e desenvolvimento dos medicamentos
(BYRN, 2001).

Ja existem trabalhos publicados em relagdo aos problemas tanto de
compostos em estagio inicial (LEWIS, 2000) quanto de medicamentos ja
comercializados (BAUER et al., 2001; CHEMBURKAR et al., 2000).

Em complementagdo, um guia, foi disponibilizado pela FDA em julho de
2007 onde recomenda que procedimentos analiticos apropriados sejam utilizados
para detectar as formas cristalinas.

Na Figura 4 esta apresentada o esquema de decisbes para auxiliar na
identificacdo das necessidades de se definir especificacbes para polimorfos na

matéria-prima e no produto acabado.
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Figura 4 - Esquema de decisfes sobre a definicdo de especificagdes de polimorfismo.
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Fonte: Adaptado de FDA (2007).
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No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), solicita para
0 registro de genéricos, similares e inovadores, informagfes sobre os provaveis
polimorfos e, sempre que possivel, a metodologia analitica para a sua determinacao
na matéria-prima e no produto final, através da resolucdo RDC n° 136, de 29 de
maio de 2003 (BRASIL, 2003a).

Uma vez que € permitido o registro de até trés fabricantes de principio ativo
por medicamento, uma avaliacdo técnica criteriosa deve ser realizada, pelo
laboratorio fabricante e pela agéncia reguladora, a respeito das possiveis diferencas
na matéria-prima adquirida e dos impactos relacionados ao polimorfismo (BRASIL,
2003a; BRASIL, 2003b).

Em controvérsia, a entrada precoce de versdes genéricas de alguns
farmacos notaveis foi permitida com base no uso de um polimorfo (ou hidratos)
patentemente distintos na equivaléncia farmacéutica, sendo uma alternativa atraente
para a industria farmacéutica (PETERSON et al., 2006).

Em se tratando do processo de sintese de farmacos, a sequéncia de acdes
€. purificacdo, cristalizacdo, secagem, cisalhamento e estocagem do farmaco
(GIRON et al., 2004). Durante estes processos, as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco serdo determinadas, bem como possiveis impurezas e residuos de
solventes, além de substancias relacionadas a sintese do farmaco (ZHANG et al.,
2004).

No entanto, em todas as etapas do seu desenvolvimento, ha a possibilidade
de haver transformacdes polimérficas, o que demanda implantacdo de etapas
adicionais de controle (STAHLY, 2007).

Sabe-se que as impurezas afetam as cristalizacdes, inibindo o processo,
podendo em alguns casos ter influéncia na forma polimorfica produzida. No caso
citado “ritanovir’, ha evidéncias de que impurezas levaram ao aparecimento da
forma Il mais estavel e com solubilidade quase seis vezes menor do que o polimorfo
inicial, anteriormente desconhecido (CHEMBURKAR et al., 2000).

Uma das questdes basicas da formulacdo farmacéutica € determinar quais
condicbes (por exemplo, temperatura, umidade, composi¢do) tornam as formas
sélidas instaveis (BYRN et al., 2001). Pois de fato, a estabilidade do farmaco durante
a vida util do produto € de importancia primordial no desenvolvimento de um
medicamento. (SINGHAL; CURATOLO, 2004).
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Portanto, mesmo com a identificagdo, caracterizacéo e selecdo de formas
cristalinas para um desenvolvimento de formulacdo, € importante garantir que a
forma cristalina permaneca inalterada até o final do prazo de validade do
medicamento (CAPUCHO et al., 2008).

3.5 Cloridrato de metformina

O cloridrato de metformina é um farmaco anti-hiperglicémico, pertencente a
classe das biguanidas com principal indicagdo em pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 n&o insulino-dependentes (RAMACHANDRAN; RAMUKUTTY, 2014).

Segundo a Farmacopeia Brasileira Volume 1 (2010), as biguanidinas séo
indicadas, principalmente, para o tratamento dos diabéticos obesos, porque nao
estimulam o aumento da sintese de insulina nem dos de 4cidos graxos, ao contrario
das sulfoniluréias.

De acordo com Silva (2006), o principal mecanismo de acéo do cloridrato de
metformina € em suprimir a gliconeogénese, constituindo 75% do seu efeito
farmacoldgico. Outros efeitos desempenhados sdo a reducdo da absorcdo da
glicose pelo trato gastrointestinal e a redu¢éo dos niveis plasmaticos de glucagon.

A dose inicial deste farmaco no tratamento citado é desde 500-850 mg ao
dia, com doses maximas de 1.000-1.700 mg dia™ e requer o fracionamento em pelo
menos duas tomadas diarias. A dose maxima recomendada é de 2,550 mg ao dia,
que devem ser divididas em trés doses por refeicdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; PINHO; STORPIRTIS, 2001).

O tempo de meia vida deste farmaco é de 12 horas e, convém salientar que
ndo €& metabolizado e sim excretado como composto ativo pela urina. Sua
disponibilizagdo comercial se d& sob varios nomes comerciais, que incluem o
farmaco de referéncia, genéricos e similares (GOODMAN & GILMAN, 2007)

O cloridrato de metformina corresponde quimicamente a 1,1 dimetilbiguanida
cuja molécula correspondente esta ilustrada na Figura 5. Apresenta-se como po
cristalino higroscopico branco, inodoro e de sabor amargo. A massa molecular para
o cloridrato é 165,6 g mol™?, enquanto a base é de 129,2 g mol” e o0 pKa é 11,5
(BRETNALL; CLARKE, 1998; CRISTON et al., 2012).
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Figura 5 - Férmula estrutural do cloridrato de metformina.
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Fonte: Adaptado de Bretnall e Clarke (1998).

Este farmaco é classificado como de classe Il no sistema biofarmacéutico
(BCS), é soluvel em agua (1:2), levemente soluvel no alcool etilico 96°, e
praticamente insolivel em acetona, cloroférmio e diclorometano. Deve ser
conservado em recipientes bem fechados, visto que € higroscopico (BRETNALL;
CLARKE, 1998).

Pela literatura, o cloridrato de metformina se apresenta em dois polimorfos
diferentes: a forma termodinamicamente estavel (Forma 1) (HARIHARAN et al.,
1989) e o polimorfo metaestavel (Forma IlI) (CHILDS et al., 2004), ambos com
estruturas monoclinicas (RAMACHANDRAN; RAMUKUTTY, 2014).

O ponto de fusdo de cloridrato de metformina foi relatado como
aproximadamente 225 °C, podendo variar para mais ou para menos (BRETNALL;
CLARKE, 1998).

3.6 Caracterizacao e deteccdo dos polimorfos

Numerosos métodos tém sido desenvolvidos e utilizados para a identificacao
e caracterizacdo das diferentes formas (tanto cristalinas quanto amorfas) de
compostos sdlidos (FDA, 2007; YU, 2004).

A combinacdo de meétodos analiticos fornece meios para identificacdo e
isolamento de cada modificagdo no material estudado. Visa a determinacdo da
estequiometria da estrutura cristalina, estabilidade térmica, determinacdo das
propriedades espectroscopicas, indicagdo de possiveis mudancas no habito
cristalino dos farmacos e formacéao de polimorfos. Além de reacdes no estado solido,

possiveis interagcbfes entre 0s principios ativos e 0s excipientes, pureza dos
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principios ativos e excipientes, entre outras propriedades (ALLEN et al., 2013;
CUFFINI et al., 2011).

Dentre os recursos, destacam-se pela precisdo a Difracdo de Raio X,
analises térmicas como DSC (Calorimetria Diferencial de Varredura) e TG
(termogravimetria), espectroscopia de Infravermelho e microscopia Oéptica
(CHEUNG; PETERSON, 2009), que séo detalhadas a seguir.

3.6.1 Difracéo de raios X

A Difragao de Raios X (DRX), desenvolvida em 1912 por Max von Laue, tem
provido informacBes muito importantes sobre o arranjo e distribuicdo dos atomos em
materiais cristalinos (HOLLER et al., 2009), sendo considerada a técnica mais
apropriada para diferenciar e caracterizar polimorfos (TIWARI et al., 2007; CUFFINI
et al., 2011; STEPHENSON, 2005).

Aplicacdes dessa técnica na pesquisa de polimorfos podem ser citadas na
identificacdo de polimorfos do benzilato de anlodipino combinado a diferentes
solventes (DANDU et al., 2012) e na dissolucao dos polimorfos do &cido mefenamico
por secagem por pulverizagéo (DIXIT et al., 2012).

O método de DRX ocorre pela excitacdo de um atomo, o que leva a emisséo
de um feixe de raios X incidentes sobre a superficie de um cristal em um
determinado angulo (denominado 0), onde parte desta energia € absorvida pelos

atomos da amostra que esta sob andlise. O mecanismo € ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Método de difragcéo de raios X.
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Fonte: Adaptado de Bleicher e Sasaki (2000).

A interagdo eletrostatica entre o feixe incidente e as camadas eletrbnicas
dos a&tomos da amostra, faz com que ocorra a emissao de raios X por parte da
substancia analisada, o que caracteriza o fenémeno denominado difracéo
(BLEICHER; SASAKI, 2000).
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A condicao para que se observe a difracdo de um feixe de raios X pelo
cristal € dada pela equacao da Lei de Bragg (A = 2d sen 0), que determina que pelo
fato de existir planos de atomos paralelos em materiais cristalinos, ocorre uma
diferenca de percurso entre o feixe de raios X difratado em dois planos de atomos

paralelos e adjacentes (TAUPIN, 1964). Este fenébmeno € ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Interferéncia entre raios a nivel planar.
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Fonte: Adaptado de Bleicher e Sasaki (2000).

As linhas horizontais na Figura 7 representam o0s planos cristalinos, e as
setas representam os raios X incidentes no cristal. Quando a condicdo A = 2d senf é
obedecida, hd um pico de intensidade, responsavel pelos pontos mais claros no
padrdo de Laue. Logo, a Equacdo de Bragg possibilita calcular a distancia
interplanar dos atomos, representada pela letra “d” (BLEICHER; SASAKI, 2000).

Como nas substancias cristalinas existe uma significativa quantidade de
planos de atomos com orientacbes diferentes, e que possuem distancias
interplanares diferentes, o conjunto de valores de “d” possibilita diferenciar todos os
materiais cristalinos, incluindo os polimorfos (HOLLER et al., 2009; SANTOS, 1975).

No difratograma de DRX ocorre uma série de picos ou linhas, onde as linhas
de intensidades s&o produzidas em funcdo da composicdo quimica e ao
ordenamento cristalino das moléculas no cristal. A posi¢cdo dos feixes difratados
depende da unidade repetitiva da estrutura do cristal e do comprimento de onda do
feixe incidente (BLEICHER; SASAKI, 2000).

Por esse motivo, as diferentes formas cristalinas de um mesmo farmaco
podem ser diferenciadas inequivocamente pelo seu difratograma, onde a posicao
dos picos ndo se altera no caso de mistura com outras substancias (BRITTAIN,
FIESE, 1999). Esta condicdo é valida mesmo que se considere a direcdo e a
intensidade de todos os feixes difratados (HOLLER et al., 2009).
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Esta técnica destaca-se por ser o Unico método analitico que fornece dados
qualitativos e quantitativos sobre os compostos presentes em um material solido.
Estes sdo recomendados para a identificacdo qualitativa do cristalino, figurando na
confirmacédo de identidade de amostras desconhecidas por comparacao ao padréo
de referéncia (CHUNG; SMITH, 1999). Além de ser necessario apenas uma
guantidade muito pequena de amostra (TIWARI et al., 2007).

Durante a sintese, a maioria das substéncias de interesse farmacéutico é
obtida na forma de pd microcristalino, o que torna a DRX muito utilizada para a
identificacéo de diferentes polimorfos (BRITTAIN, 2009).

3.6.2 Andlises térmicas

3.6.2.1 Analise calorimétrica exploratéria diferencial simultanea

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC), mede a diferenca de energia
entre a substancia e um material de referéncia (cadinho de aluminio vazio), em
funcdo da temperatura, enquanto sao submetidos a uma programacéao controlada de
temperatura (GIRON, 1995).

Esta técnica demonstra extensa aplicabilidade na identificacédo de
transformacdes de fase, caracterizacdo de hidratos e sistemas solvatados, assim
como na previsao da estabilidade de compostos (BRITTAIN, 1999).

Na avaliacdo de substancias que apresentam diferentes formas cristalinas é
possivel determinar a mudanca das estruturas, pelas temperaturas de fusdo e
dessolvatacdo, que sao obtidas como fluxo de aquecimento diferencial versus
temperatura (GIRON, 1995).

A area do pico relativo ao evento de fusdo € diretamente proporcional a
guantidade de calor absorvida (evento endotérmico) ou liberada (evento exotérmico)
na transformacéo fisica (em mJ ou kJ/mol) (BRITTAIN, 1999).

As curvas DSC possibilitam a determinacdo de transformacdes no estado
sélido e, de acordo com Giron (1999), no estudo do polimorfismo, podem apresentar
trés perfis diferentes.

A titulo exemplificativo, se consideradas duas formas solidas A e B, A de

menor ponto de fusdo e B de maior ponto de fusao, os perfis sdo:
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1 — A transicao ocorre antes do ponto de fusdo da forma B, e aparece como um pico
exotérmico para sistemas monotropicos ou endotérmicos para sistemas
enantiotrépicos;

2 — Apos fusao da forma A, cristais da forma B crescem dando lugar aos fundidos,
representada por um pico exotérmico. Este perfil pode corresponder a um sistema
monotrdépico ou enantiotropico;

3 — Cada forma cristalina apresenta seu proprio pico de fusdo, sem conversao entre
elas. Além dessas correlacbes, é possivel também obter informacbes sobre a

ocorréncia de hidratos e solvatos (GIRON, 1995).

3.6.2.2 Analise termogravimétrica

A termogravimétrica € utilizada para medir a variagdo de massa em funcao
da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra € submetida a programacéo
controlada de atmosfera e temperatura (BRITTAIN, 1999).

Para fins farmacéuticos, seu uso é descrito na caracterizacéo, determinacao
de pureza, quantificacdo de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo e na
avaliacdo da estabilidade de farmacos de estruturas cristalinas (PALERMO et al.,
2012).

Estudos de cinética de decomposi¢cdo também podem ser analisados por
essa técnica, onde, quanto mais alta for a temperatura da decomposicdo de um
determinado composto, maior serd a sua estabilidade a temperatura ambiente
(BRITTAIN, 1999).

O resultado da TG é mostrado sob a forma de uma curva termogravimétrica,
fornecendo informacdes relativas a composicao e a estabilidade térmica da amostra,

dos produtos intermediarios na degradacéo e do residuo formado (GIRON, 1995).

3.6.3 Espectroscopia no infravermelho

O método de Espectroscopia no Infravermelho (FTIR), baseiam-se na
exposicao da amostra a uma radiacdo eletromagnética com energia suficiente para
ocasionar alteracdes nos niveis de energia vibracional acompanhado por mudancas
nos niveis de energia rotacional das moléculas da amostra (VOGEL, 2011,
WATSON, 2005).
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Estas possibilitam obter informacdes diretas acerca dos grupos funcionais
no material a ser analisado, sendo de grande valor para confirmar a existéncia do
polimorfismo (ou da formac&o do solvato) pois sdo governadas pelas massas dos
atomos constituintes e as constantes de forca entre eles que afetam os modos
vibracionais.

Além disso, as alteragBes espectroscopicas sdo influenciadas pelo estado
fisico da amostra e pelas ligacGes intermoleculares e intramoleculares existentes,
especialmente ligagdes de hidrogénio (LU; ROHANI, 2009).

Uma vez que a espectroscopia no infravermelho em estado soélido pode ser
utilizada para verificar a natureza do polimorfismo em escala molecular, o método é
atil em casos que a caracterizacdo cristalografica ndo € possivel, sendo necessaria
apenas uma pequena guantidade de amostra (cerca de 1 mg) (BUGAY, 2001). Além
do que, esta técnica ainda proporciona investigacao das interacdes intermoleculares
entre farmacos e excipientes (HEDOUX; GUINET; DESCAMPS, 2011).

Apesar de espectroscopia de infravermelho ser conveniente, em alguns
casos, 0s espectros de diferentes polimorfos sao idénticos, gerando a necessidade
de técnicas complementares (LU; ROHANI, 2009).

3.6.4 Microscopia Optica

A microscopia € uma técnica importante para a caracterizacdo de
polimorfos, pois através dela pode-se observar a forma cristalina de uma substancia,
como por exemplo, o tamanho e a forma dos cristais (YU et al., 2003).

Florence e Attwood (2003), relataram que dois cristais podem obter
morfologias diferentes e a mesma cela unitéria; isto pode acontecer por influéncia no
eixo de crescimento do nucleo, que é dependente de concentracdo, temperatura e
tipo de solventes utilizados. Desta forma, em alguns casos, o polimorfismo se
encontra de forma diferenciada, sendo possivel ser observado por alguns tipos de
microscopios.

O microscopio optico tem a iluminagdo e o conjunto de lentes como seus
elementos basicos. Para materiais opacos a luz, observa-se uma superficie polida e
utiliza-se a luz refletida na amostra. A superficie polida pode ou ndo sofrer ataque
qguimico para evidenciar a presenca de alguns cristais. O aumento maximo de um

7

microscopio Optico é da ordem de 2000 vezes, consequentemente, alguns
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elementos estruturais por serem muito pequenos, tornam-se dificeis de serem

observados neste tipo de microscoépio.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Insumo farmacéutico de trabalho (IFT)

O IFT (teor de pureza declarado 99,74%) empregado neste trabalho, foi
sintetizado pela empresa Aarti Drugs Limited (Manufactures of Bulk & Drugs
Chemicals — india), adquirido por um laboratério farmacéutico e cedido pelo mesmo

para a pesquisa deste trabalho.
4.2 Caracterizacéo do IFT
4.2.1 Andlise por difracdo de raios X (DRX)

Para a obtencao do difratograma de raios X, cerca de 1 grama da amostra
de IFT foi acomodada em um molde do difratbmetro, sendo bem compactada
manualmente e analisada em temperatura ambiente. Os parametros para a leitura
da difracdo foram corrente de 30 mA, submetido a 40 kV e radiagdo de CuKa
(A=1,542 A). A leitura 26 foi realizada de 10 ° a 40 °, com taxa de 0,01 °min™. A
analise foi realizada em um difratbmetro de raios X, marca PANalytical, modelo
Empyrean.

A identificacdo de fase (estrutura cristalina) ocorre através do uso de
algoritmos de comparagao (Software Difrac® Plus EVA) baseados no banco de
dados do JCPDS (Joint Committee on Power Diffraction Standards).

4.2.2 Termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial simultanea (TG-DSC)
A amostra de IFT foi submetida a analises térmicas TG-DSC. Pesou-se em

torno de 8 mg da amostra e esta foi colocada na panela do analisador térmico

iniciando a programacéao estabelecida para analise da amostra.
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A programagcéao foi submetida em atmosfera inerte de nitrogénio com vazao
de 20 ml.min™* e raz&o de aquecimento de 10 °C.min™ iniciando em 150 °C até 600
°C. As curvas TG e DSC foram obtidas utilizando um analisador térmico simultaneo
da marca Perkin Elmer, modelo STA 6000.

Apbs submeter o IFT ao TG-DSC para confirmag¢do do seu ponto de fusédo
em relacdo ao laudo do laboratorio, uma amostra de cristal a partir do IFT foi
submetida a quatro programas de razdo de aquecimento para determinar qual a
condicao favorecia sua melhor caracterizagao térmica.

A programacéo foi estabelecida com razées de aquecimento de 2 °C.min™, 5
°C.min™, 10°C.min™ e 20 °C.min™. Atmosfera inerte de nitrogénio com vazéo de 20

ml.min"1. Temperatura do programa 200 °C a 250 °C.

4.2.3 Espectroscopia no infravermelho (FTIR) e analise de gases evoluidos (EGA)

Para a obtencédo do espectro do IFT, colocou-se em torno de 1 grama da
amostra no equipamento Espectrofotometro da marca Perkin Elmer, modelo
“Frontier Universal ATR Simplym”. A programacdo foi estabelecida através da
absorcao na regigo do infravermelho na faixa de 4000 cm™ a 600 cm™, com intervalo
de 4 cm™.

O IFT também foi submetido a Analise de Gases Evoluidos (EGA), sendo
utilizado um programa controlado de temperatura de 290°C a 570°C, com

comprimento de ondas na faixa de 4000 cm™ a 600 cm™,

4.2.4 Microscopia 6ptica

O IFT também foi submetido a analise de fotomicrografia obtida em um
microscopio Optico marca Olympus Modelo BX51 acoplado a camera filmadora
Olympus DP25, com ampliacdo de 10 vezes e tamanho da régua de 1 mm.

Foi pego cerca de 1 grama de amostra e colocado em uma lamina para
visualizacdo. O microscopio foi ajustado até obter foco perfeito do material para tirar
a foto.
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4.3 Procedimento para a obtencao de cristais a partir do IFT

Foi utilizado o método de recristalizacdo por evaporacédo de solventes por
ser mais rapido, barato e com bons resultados. Aplicou-se a combinacdo de duas
metodologias empregadas pelos autores Childs et al. (2004) e Benmessaoud et al.
(2016), para a obtencao dos cristais.

Do estudo dos dois métodos, dois ensaios com temperatura de dissolugcéo
em solugdo e armazenamento para seus crescimentos foram definidos, onde as

condi¢cOes de cada ensaio seguem descritas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Condicbes experimentais para recristalizagdo IFT: Ensaio 1

Solvente Massa (g) Condicéo de Condicéo de Tempo de
temperaturade  armazenamento cristalizagdo
solubilizagéo °C do material °C (dias)

Agua 1 50 10 7
Acetona 1 50 10 7
Etanol 1 50 10 7
Metanol 1 50 10 7
Acetonitrila 1 50 10 7

Fonte: Autoria propria.

Tabela 2 - Condicbes experimentais para recristalizagdo IFT: Ensaio 2

Solvente Massa (g) Condicéao de Condicéao de Tempo de
temperaturade  armazenamento cristalizagdo
dissolugéo °C do material °C (dias)
Agua 1 50 55 1
Acetona 1 50 55 1
Etanol 1 50 55 1
Metanol 1 50 55 1
Acetonitrila 1 50 55 1

Fonte: Autoria propria.

Os solventes utilizados para o trabalho tiveram como relevancia para
selecdo sua polaridade em relagédo ao IFT e classificacdo de toxicidade, sendo
utilizado a maioria dos solventes com poder de toxicidade baixa.

O trabalho iniciou-se em pesar um grama do IFT para solubiliza-lo a 50 °C
em cada solvente nos dois ensaios pré definidos. Apds a solubilizacdo em solucao
saturada, foi realizado um processo de filtracdo simples com papel filtro de todas as
solugdes para a retirada de possiveis impurezas, e armazenado de acordo com cada
condicao de ensaio até o crescimento dos primeiros cristais. Estes foram coletados

do becker e permanecidos em papel filtro na temperatura de crescimento do cristal
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até a total secura do solvente. Em seguida, foi dado inicio as andlises dos cristais de
acordo os as programac6des definidos para as mesmas analises do IFT. O fluxo da

sequéncia de analises para 0s cristais segue representado na Figura 8.

Figura 8 - Fluxo de trabalho utilizado para analisar as amostras recristalizadas do IFT.

Cloridrato de Metformina (IFT)

v

Solubilizacéo do IFT nos solventes Filtracdo das solugbes saturadas e
H 20; armazenamento destas em duas
Acetona; » condi¢des de temperatura: a 55 °C
Etanol; o ;
Metanol: em estufa e 10 °C em geladeira
Acetonitrila.
A 50 °C para todas as solugdes /
Caracterizagdo dos cristais
pela analise de DRX
y A
L . Comparar resultados
Caracterizacao pelas analises com dados
de DSC, e Microscopia Optica R encontrados na
literatura.

Fonte: Autoria Prépria.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do IFT

5.1.1 Andlise por difracdo de raios X

O difratograma padrdao obtido para a matéria prima de trabalho €

representado na Figura 9.

Figura 9 - Difratograma do IFT obtido pela indistria.
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Fonte: Autoria prépria.

O difratograma resultante do IFT é semelhante ao resultado reportado por
Childs et al. (2004), que caracteriza o digratograma como sendo a Foma | do
farmaco cloridrato de metformina.

De acordo com o mesmo autor, 0S principais picos que caracterizam a
Forma | do farmaco cloridrato de metformina sdo de 10° & 15° e de 18 a 25° de 2-
Theta. Logo, pode ser confirmada a identificagcdo do IFT como sendo a forma
cristalina de Forma |. Esta segue como sendo a forma padréo para comparativo com

0s cristais preparados na sequéncia do trabalho.
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5.1.2 Termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial simultanea

A caracterizacdo térmica visou avaliar modificaces relacionadas a fuséo e
ao surgimento de alguma alteracao térmica anormal do IFT.

No estudo do comportamento térmico, uma amostra do IFT foi analisada por
TG-DSC, sendo as curvas apresentadas na Figura 10.

Figura 10 — Curva TG/DSC para o IFT. Condi¢des: massa de amostra 8,0 mg, razéo de
aquecimento 10 °C.min™" e atmosfera dinamica de nitrogénio a 20 mL.min™
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Fonte: Autoria propria.

A curva de DSC apresenta dois picos endotérmicos: um pico agudo em
227,5 °C e outro a 411,5 °C, atribuidos ao ponto de fusdo e de decomposicao
(pirolise), respectivamente. Proximo a fusédo e um pouco antes da decomposicao,
apresentou-se pequenos disturbios decorrentes da acomodacdo da amostra na
fusd@o e no inicio da degradacgédo, respectivamente. De acordo com Ramachandran e
Ramukutty (2014), o ponto de fusdo do cloridrato de metformina é préximo a 227,08
°C, 0 que esta de acordo com o observado no presente estudo.

O pico agudo referente a fusdo sugere elevado grau de pureza para a

amostra. Fato reportado pelos autores Benmessaoud et at., (2016). Além disso, o
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fato da amostra apresentar apenas um pico de fusédo, demonstra que o material de
estudo possui apenas uma forma polimorfica.

Na Figura 11 € observado o grafico de termogravimetria derivada (DTG) do
IFT. Nesta andlise € evidenciado trés alteracbes da amostra: uma a
aproximadamente 300 °C, outra a 350 °C e uma terceira a 553 °C. As duas
primeiras alteracdes sugerem que o farmaco cloridrato de metformina apresenta

volatilizacdo de compostos gasosos apds a fusdo seguido da decomposicdo do
farmaco, representado pela terceira alteracao.

Figura 11 - Curva DTG para o IFT. Condi¢8es: massa de amostra 8,0 mg, razdo de
aquecimento 10 °C.min* e atmosfera dinamica de nitrogénio a 20 mL.min™
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Fonte: Autoria propria.

Ainda pela técnica de calorimetria DSC, o estudo realizado no estudo IFT
para determinar qual a condicdo de razado de aquecimento favorecia uma melhor

caracterizacdo térmica tanto do IFT quanto dos cristais preparados a partir do IFT,
estd apresentado na Figura 12:
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Figura 12 — Ensaio de diferentes razdes de aquecimento utilizando uma amostra de cristal
gue apresentou dois picos de fusao.
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Fonte: Autoria prépria.

A amostra do cristal foi submetida a quatro programacfes de razdo de
aquecimento determinadas a 2 °C.min™, 5 °C.min™, 10 °C.min™* e 20 °C.min™%.

A programacédo foi estabelecida em atmosfera inerte de nitrogénio com
vazao de 20 ml.min™ iniciando de 200 °C & 250 °C.

Sob as condi¢des das analises utilizadas, é possivel notar que ambas as
curvas de DSC apresentam dois picos endotérmicos referente a dois picos de fuséo.

No entanto, a intensidade dos picos variam de acordo com a razdo de
aguecimento. Conforme a elevacdo da razdo de aquecimento, os dois picos
endotérmicos vao se descaracterizando.

Quando a amostra é submetida a razdo de aquecimento & 20 °C.min™, é
visto apenas um leve ombro e em seguida um pico agudo. Fato este que ocorre
devido a perda da sensibilidade do equipamento em relagéo ao cristal cloridrato de
metformina.

Para prosseguir o estudo, através do parametros analisados, determinamos
que a condicdo de razdo de aquecimento mais favoravel para melhor caracterizacao

térmica dos cristais cloridrato de metformina é a 2 °C.mint.
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5.1.3 Espectroscopia no infravermelho (FTIR) e analise de gases evoluidos (EGA)

Na Figura 13 esta representado o espectro no infravermelho do IFT. Este &
apresentado com bandas tipicas de absorcéo intensa em torno de 3300 cm™ devido
a vibracdo de alongamento primaria N-H. Uma banda em 3150 cm™ é relevante em
relagdo ao alongamento segundario N-H. As bandas de absorcdo intensas e
caracteristicas em 1627 cm™ e 1548 cm™, além das 1467-1416 cm™ s&o atribuidas
as vibracdes de alongamento C=N, e que de acordo com Ramachandran e
Ramukutty (2014) essas bandas sédo as impressOes digitais do cloridrato de
metformina revelando a estrutura das biguanidas, comprovando assim, que o

material de estudo é o farmaco cloridrato de metformina.

Figura 13 - Espectroscopia no Infravemelho do IFT.
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Fonte: Autoria préopria.

As bandas de absorcdo que aparecem na regidao do numero de ondas
inferiores (1000-600 cm™) sdo geralmente devidas a movimentacdo, torcéo,
balanco, flexdo ou vibracdes de estiramento das moléculas. De acordo com Bretnall
e Clarke (1998), a andlise do espectro € um dos procedimentos para a identificacao
do cloridrato de metformina. Equiparando o espectro obtido do IFT em relacdo a
referéncia reportado na Farmacopeia Britanica Volume | (1993), a amostra estd em

concordancia.
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Os produtos gasosos detectados por FTIR a partir da técnica de EGA antes
da decomposi¢do térmica do IFT, segue representado na Figura 14. Esta andlise

possibilitou um estudo qualitativo dos produtos gasosos liberados pelo IFT.

Figura 14 - A — Analise de gases evoluidos (EGA) do IFT; B- EGA em 3D do IFT. Para andlise
dos compostos volateis desprendidos do IFT.
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Fonte: Autoria propria.

Observa-se para a faixa de temperatura de 300 a 350 °C o surgimento de

bandas para a regi&o de 2800 a 3050 cm™, resultado da volatilizacdo do IFT, sendo
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que bandas para esta regido podem ser atribuidas a vibracdo de estiramento vC-H,
presentes na molécula de cloridrato de metformina. Tal volatilizagdo é confirmada
pela presenca de bandas para a regido de 3500 cm™ a temperatura de 350 °C, o
que é referente ao grupamento N-H. Desta forma, observa-se que antes do evento
de degradacdo que ocorreu a temperatura de aproximadamente 410 °C, ocorre
primeiramente uma volatilizagéo do IFT, fato este que foi confirmado por EGA.

5.1.4 Microscopia optica

Na Figura 15 esta representada a imagem do cristal do IFT, obtida através da
microscopia Optica.

Figura 15 - Imagem do po6 IFT por Microscopia Optica.
' ; .
H‘-.

Fonte: Autoria prépria.

Moriyama et al., (2015) e Benmessaoud et al., (2016) relatam que em suas
observacbes, os cristais puros do farmaco cloridrato de metformina foram
encontrados na Forma polimérfica |, apresentam habitos cristalinos prismaticos.

Estando de acordo com o observado neste estudo.
5.2 Caracterizacdo dos cristais obtidos a partir do IFT
5.2.1 Andlise por difracéo de raios X

Os difratogramas de raios X dos cristais do cloridrato de metformina
preparadas a partir do ensaio 1 e ensaio 2 seguem representados na Figura 16.

Os perfis dos difratogramas do ensaio 1 apresentam duas substancias
cristalinas, com picos definidos. As amostras preparadas com os solventes etanol e

acetonitrila apresentaram a forma semelhante ao padrao IFT, definido como sendo
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Forma |, com picos que caracterizam esta forma cristalina de 2-Theta de 10 & 15° e
de 18 a 25°.

Ja as amostras do ensaio 1 preparadas com os solventes acetona, agua e
metanol apresentaram um difratograma diferente do padrdo IFT. Quando comparado
os resultados com a literatura, os difratogramas sdo muito semelhantes ao atribuido
a Forma I, reportado por Childs et al., (2004). Os principais picos de difracdo de
raios X pertencentes ao composto cloridrato de metformina na Forma Il em relacao
aos picos que caracterizam a Forma | sdo mais intensos e mais numerosos de 10 ° a
15°e entre 18 ° a 25 °, além de posi¢des variadas de picos entre 30 °© & 35 °. Estas
mesmas variagdes de picos sao vistos nos difratogramas de todas as amostras
preparadas pelo ensaio 2, com picos menos intensos na amostra preparada com
acetonitrila. Apesar disso, mesmo com picos menores, nao foi encontrado nenhuma

tendéncia aparente no viés em direcao a cristalizacdo na Forma I.
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Figura 16 - Difratograma dos cristais de cloridrato de metformina preparados a partir do
ensaio 1 e ensaio 2 com diferente temperatura de armazenamento para crescimento dos
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Fonte: Autoria propria.

Neste ambito, a temperatura de evaporacdo dos solventes a 55 °C para a

formacdo das amostras de cristais do ensaio 2, teve um efeito significativo para

estes cristais apresentassem diferente resultado quando comparado ao difratograma

padréo IFT.
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As amostras de cristais preparadas pelo ensaio 2 em relagdo aos cristais
preparados pelo ensaio 1 também provocaram resultados de difratogramas
diferentes. Enquanto que os cristais preparados a 10 °C (ensaio 1) apresentaram
duas formas cristalinas diferentes, os cristais preparados a 55 °C (ensaio 2)
provocaram apenas uma forma cristalina. De acordo com Yang e Gogos (2013), este
evento pode ser atribuido a um efeito de temperatura, onde o aumento da taxa de
evaporacao que ocorre em temperaturas mais elevadas induz a formacéo de apenas

um cristal.

5.2.2 Calorimetria exploratéria diferencial simultanea (DSC)

Na Figura 17 estédo apresentadas as curvas de DSC dos cristais obtidos pelo

ensaio 1.

Figura 17 - Dados do DSC dos cristais obtidos da recristalizac&o do IFT tratadas pelo ensaio
1 (dissolucéo a 50 °C e armazenamento a 10 °C). Condi¢cdes: massa de amostra 8,0 mg,
razdo de aquecimento 2 °C.min* e atmosfera dinamica de nitrogénio a 20 mL.min™
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Fonte: Autoria propria.

Nota-se que as curvas de DSC do ensaio 1 referentes aos solventes
acetona, agua e metanol, é visto dois picos endotérmicos distintos, atribuidos a dois
pontos de fusdo respectivamente. Os eventos dos dois picos indicam a

possibilidade de da presenca de duas formas cristalinas nas amostras de cristais



42

com estabilidades térmicas diferentes. Giron (1995), relata que cada forma cristalina
apresenta seu proprio pico de fusdo, sem conversdao entre elas. Logo, a
solubilizacédo do IFT a 50 °C com os solventes acetona, agua e metanol, e havendo
o resfriamento destas solucbes a 10 °C, foi relevante para que as amostras
caracterizassem este tipo de comportamento térmico. Vippagunta et al., (2001)
reporta que as estruturas polimérficas podem ser interconvertidas por
transformacdes de fase induzidas por fatores termodinamicos como calor ou
processos mediados por solventes, ndo envolvendo mudanca na estrutura
molecular do farmaco. Morissette et al., (2004) também relata que a maioria dos
polimorfos podem ser obtidos mudando-se a temperatura e o solvente de
cristalizacao.

J& as curvas de DSC das amostras preparadas com os solventes etanol e
acetonitrila, pode ser observado apenas um pico endotérmico, o qual representa a
fusdo dos cristais. E visto que a polaridade dos solvente em relacdo ao IFT,
influenciou a estabilidade térmica dos cristalinos, elevando o ponto de fusdo da
amostra acetonitrila e diminuindo a fusdo da amostra preparada com etanol.

Na Figura 18 é possivel visualizar as curvas de DSC das amostras do IFT
recristalizadas a partir do ensaio 2 de temperatura de dissolu¢cdo e armazenamento
(dissolucéo a 50 °C e armazenamento em estufa a 55 °C).

E possivel notar que ambas as amostras do ensaio 2 possuem curvas de
DSC semelhantes, e em todas elas h& presenca de apenas um pico endotérmico
que caracteriza o ponto de fusdo de cada cristalino. Neste caso, o aumento da
temperatura de armazenamento das solucdes do ensaio 2 para o crescimento dos

cristais influenciou significativamente a estabilidade térmica destas amostras.
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Figura 18 - Dados do DSC dos cristais obtidos da recristalizac&o do IFT tratadas pelo ensaio
1 (dissolucédo a 50 °C e armazenamento a 55 °C). Condicdes: massa de amostra 8,0 mg,
razdo de aquecimento 2 °C.min™ e atmosfera dinamica de nitrogénio a 20 mL.min™
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Fonte: Autoria prépria.

Paulino et al., (2013) confirmam este fato relatando que o solvente tem
influéncia significativa na formacédo dos cristais quando aplicado em diferentes

condicBes de estabilidades térmicas.

5.2.3 Microscopia Optica

Na Tabela 3, estdo apresentadas imagens dos cristais e suas formas
cristalinas obtidas a partir do IFT apds recristalizacao pelo ensaio 1 e ensaio 2, onde
0s habitos cristalinos obtidos dependem ambos da natureza do soluto/solvente e
temperatura para a recristalizacao.

Os cristais obtidos pelo ensaio 1, a partir de acetona, apresentaram um
hébito cristalino semelhante a prisma, que confirmam a observacéo reportada por
Moriyama et al., (2015) e também observado por Benmessaoud et al., (2016) em
suas imagens.

Os cristais obtidos a partir de a4gua pelo ensaio 1, também apresentaram a
mesma morfologia que os preparados com acetona. Dados da literatura trazem

informacdes do cristal preparado com o solvente dgua. Werner e Bell (1922) e



44

Bretnall e Clarke (1998) reportam as mesmas observacdes da morfologia cristalina

na forma de prisma encontradas neste trabalho.

Tabela 3 - Imagens e forma cristalina dos cristais obtidos através do Ensaio 1 e Ensaio 2.
Microscopia Optica com ampliac&o de 10x.

Solvente  Ensaio 1: dissolucdoa Forma Ensaio 2: dissolucéao Forma
50°Ce ab50°Ce

armazenamento a 10C armazenamento a 55 °C

lamina
irregular
escamosa

Acetona prisméatico

laminacom

juncéo de

pequenos
cristais

Agua prismatico

acicular
mais fino

Etanol acicular

lamina
irregular
escamosa

Metanol acicular

Acetonitrila acicular acicular

Fonte: Autoria propria.
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As recristalizacdes preparadas pelos solventes metanol, etanol e acetonitrila
no ensaio 1, adquiriram uma morfologia cristalina acicular semelhante a agulha, com
tamanhos e espessuras variados. A mesma morfologia cristalina é confirmada na
observacéo reportada por Hariharan et al, 1989 para o solvente metanol. E relatado
0S mesmos resultados por Benmessaoud et al., (2016) para os cristais preparados
com os solventes etanol e metanol.

Na industria farmacéutica, quando do processo da formacdo do cristal
apresentar forma de agulha e estas sdo muito compridas, o cristalino geralmente
ndo é desejavel, uma vez que conduz a problemas operacionais nos processos de
filtragem, secagem, armazenamento, manuseio etc (PUEL, et al. 2008). No caso dos
resultados obtidos no trabalho, a utilizacdo do solvente etanol para a formacéo de
cristais para o IFT, apresentaram forma ndo desejavel de cristal acicular semelhante
a agulha.

As recristalizacbes que ocorrem lentamente, como no caso do ensaio 1 (10
°C), geram cristais maiores em relacdo ao cristais do ensaio 2 (55°C) e, muitas
vezes, com maior heterogeneidade de tamanhos. Yang e Gogos (2013), relatam que
o tamanho e o teor dos cristais formados sdo dependentes em relacdo a razao de
velocidade de resfriamento usado no processo da recristalizacao.

Os cristais obtidos a partir do solvente acetona pelo ensaio 2, apresentaram
uma conversdo completa da morfologia cristalina em relacéo os cristais obtidos pelo
ensaio 1. De cristal prismatico (ensaio 1), para um material na forma de lamina
irregular escamosa, uma espécie de “manta’ (ensaio 2), cresceu em toda a
superficie do frasco.

Uma outra alteracdo morfoldgica cristalina também ocorreu com o0s
solventes agua e metanol em relacdo aos cristais formados com os mesmos
solventes pelo ensaio 1. Essa alteracéo cristalina se deve pela diminuigdo da taxa
de crescimento do cristal em resposta a mudanca de temperatura. No ensaio 2,
também ocorreu uma aceleragcdo da evaporacdo dos solventes, dificultando a
nucleacdo e crescimento dos cristais. Ja os cristais obtidos pelo ensaio 2 a partir do
solvente etanol e acetonitrila, apresentaram apenas uma diminuicdo do tamanho e
largura em relagcdo aos cristais do ensaio 1. Isso se deve ao aumento da
temperatura de armazenamento forcando o aceleramento do crescimento dos

cristais.
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O inicio do processo de recristalizagdo pelo ensaio 1 com o0s solventes
acetona, 4gua, etanol e metanol ocorreu entre dois a trés dias na geladeira, porém,
foram permanecidos por 7 dias para a segura total do solvente no cristal. Em parte,
com o solvente acetonitrila, a recristalizacdo ocorreu apds duas semanas. No ensaio
2, 0 processo de recristalizagdo com os solventes acetona, agua, etanol e metanol
ocorreu no primeiro dia em estufa, e com o solvente acetonitrila levou 3 dias para
recristalizar os primeiros cristais.

Os resultados apresentados na Tabela 3 sugerem a presenca de diferentes
estruturas cristalinas originadas dos dois ensaios de recristalizacdo, porém, o0s
resultados demostram que mesmo o IFT recristalizado sob duas condigbes
diferentes de temperatura e formando diferente morfologia cristalina, quando esses
matérias sdo analisados pela técnica de difracdo de raios X, € visto apenas uma
forma polimérfica, como é o caso dos solventes acetona, dgua e metanol que nos
dois ensaios apresentaram a Forma Il do farmaco cloridrato de metformina.
Florence e Attwood (2003), relataram que dois cristais podem obter morfologias
diferentes e a mesma cela unitaria; isto pode acontecer por influéncia no eixo de
crescimento do nudcleo, que € dependente de concentracdo, temperatura e tipo de
solventes utilizados. Desta forma, em alguns casos, o cristal se encontra de forma

diferenciada, apresentando o mesmo polimorfo.



47

6 CONCLUSAO

Através das técnicas de DRX, DSC/TG, FTIR, EGA e Microscopia Optica, 0
IFT foi caracterizado como sendo a Forma | do farmaco cloridrato de metformina.
Fez-se factivel as informagfes obtidas, quando comparado com dados encontrados
na literatura, comprovando os resultados alcancados. Logo a caracterizacédo do IFT
serviu de referéncia para as analises dos cristais preparados no trabalho.

Ao realizar um estudo do IFT a partir da técnica DSC, tornou-se possivel
determinar qual a condicdo de razdo de aquecimento mais favoravel para melhor
caracterizacdo térmica do IFT, e consequentemente caracterizar 0s cristais
preparados a partir do IFT.

Neste trabalho, também foi possivel preparar diferentes formas cristalinas a
partir do IFT, utilizando diferentes solventes sob duas condicbes de temperaturas
pré definidas para o crescimento dos cristais. Foi evidenciado que os cristais
preparados com o0s solventes acetona, agua e metanol (nos ensaio 1 e 2)
apresentaram diferentes morfologias cristalinas. Na andlise de DSC, estes cristais
apresentaram dois picos endotérmicos, onde supostamente teria duas formas
polimorficas  distintas, porém, quando analisados por DRX, as amostras
apresentaram mesma forma polimérfica. Neste ambito, as duas formas polimérficas
(Forma | e Forma Il) identificadas neste trabalho foram caracterizadas pelo conjunto
de ferramentas de Difracdo de Raios X, DSC e Microscopia Optica.

Estas observagdes indicam que ao recristalizar o IFT (caracterizado Forma 1)
em diferentes solventes e em diferentes condi¢cdes de temperatura é possivel obter a
Forma Il do farmaco cloridrato de metformina e através das técnicas utilizadas,
caracteriza-la. Logo, os procedimentos para obter polimorfos a partir do IFT foi

possivel, comprovando que o método adotado obteve bom desempenho.
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