Revista Eletronica

Caracterizacao fisico-quimica do hipoglicemiante glimeperida utilizado no
tratamento da diabetes mellitus

Magaly Andreza Marques de Lyra'? Rebeka Priscila Maranhdo Monteiro!, Matheus Alves
Angelos', Salvana Priscylla Manso Costa’, Tarcyla de Andrade Gomes® & Pedro José Rolim Neto®.

Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

2Centro Universitario Estacio do Recife, PE, Brasil.

RESUMO

A glimepririda ¢ um farmaco da classe sulfonilureia de segunda geracdo utilizado no tratamento
diabetes mellitus do tipo 2. O objetivo deste artigo foi caracterizar fisico-quimicamente o farmaco
glimepirida através de diversas técnicas analiticas. A TG evidenciou dois eventos endotérmicos, 0s
quais correspondem a decomposicdo do ativo. Enquanto que a analise de DSC foi possivel
evidenciar o pico que corresponde a temperatura de fusdo, sendo a pureza do farmaco igual a 98%.
Na analise por IV, foram identificadas as principais bandas correspondentes aos grupamentos N-H
da amida, sulfonamida, carbonilo e metilas de anel aromatico. Na Microscopia Eletronica de
Varredura foram identificadas aglomerados de particulas cristalinas irregulares. Na Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia foi constatado um tempo de retencdo préximo a 20 min e um pico com
pureza de 99,99%. O farmaco mostrou-se insolivel em agua e apresentou diferentes graus de
solubilidade em outros solventes orgéanicos. Os poros do farmaco apresentaram diametro médio de
213,518 A. A difracdo de raios-X revelou um estado tipicamente cristalino do farmaco. Na
avaliacdo do tamanho de particula evidenciou-se um didmetro médio de 15,68 um. Essa avaliagdo
possibilita um controle de qualidade da matéria-prima a qual serd utilizada para o desenvolvimento
de novas formas farmacéuticas.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, Hipoglicemiante, Analise fisico-quimica, Controle analitico de
qualidade.

ABSTRACT

The glimepririda drug is a sulfonylurea class of second generation used in the treatment of type 2
diabetes mellitus. The aim of this paper was to characterize was to characterize the physico-
chemical drug glimepiride, through various analytical techniques. The TG showed two endothermic
events, which correspond to the decomposition of the asset. In the analysis of DSC was also
possible to show peak corresponding to the endothermic melting temperature, the purity of the drug
being analyzed 98%. The analysis by IR have identified the major bands corresponding to NH
groups of the amide, sulfonamide, carbonyl and aromatic ring methyls. In scanning electron
microscopy identified clusters of irregular crystalline particles. In High Performance Liquid
Chromatography revealed a retention time close to 20 min and a peak with a purity of 99.99%. The
drug was found to be insoluble in water and in different degrees of solubility in other organic
solvents. The pores of the drug exhibited a mean diameter of 213.518 A. The X-ray diffraction
revealed a typical crystalline state of the drug. In the evaluation of particle size showed to be a
diameter of 15,68 um. This assessment enables quality control of the raw material which will be
used for the development of new solid dosage forms.

Keywords: Diabetes mellitus, Hypoglycemic, Physicochemical analysis, Analytical quality
control .



Revista Eletronica

1.INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas, que apresentam em comum a
hiperglicemia. Os dados estatisticos mostram que o Brasil possuia 4,9 milhGes de portadores de DM
em 1995, sendo estimado para 2025, 17,6 milhGes. Estudos realizados em 2003 estimam que a
prevaléncia de DM na populacédo brasileira esteja em torno de 8%, podendo atingir 13,4% em
individuos com idade entre 60-69 anos (Guidoni et al., 2009; Molena-Fernandes et al., 2005).

Os antidiabéticos orais utilizados na terapéutica podem ser classificados como
hipoglicemiantes, por aumentar a secre¢do de insulina e diminuir a glicemia, a qual se encontra
elevada na diabetes. Entre os medicamentos que fazem parte deste grupo, as sulfonilureias tém
como representante o farmaco glimepirida, que tem como mecanismo de agdo o estimulo das
células B-pancreaticas na liberacdo de insulina, alem de bloquear o canal de K+ sensivel a ATP
(Brunton, 2010; Guidoni et al., 2009; Brasil, 2007).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos farmacos é de suma relevancia
durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas. Esse tipo de avaliacdo permite a obtencdo de
informacgdes como diferentes formas polimérficas, impurezas, tamanhos e morfologia dos cristais
(Soares-Sobrinho et al., 2010). Este conhecimento é importante para prever a possibilidade de
alteracOes das caracteristicas das formas farmacéuticas como a estabilidade, o perfil de dissolucdo, a
biodisponibilidade, a compressibilidade, a uniformidade de distribuicdo da dose, entre outras
(Costa, 2005).

Os dados fornecidos através da realizacdo de um estudo de caracterizacdo fisico-quimica
sobre um determinado principio ativo possibilitam um melhor controle do mesmo, e isso é
alcangado através do uso de técnicas, tais como: analise térmica, determinagfes do tamanho da
particula, espectrometria (UV e IV), difragdo de raios-X, avaliagdo do perfil de dissolucdo, entre
outras (Soares-Sobrinho et al., 2010). Desta forma, o objetivo deste artigo foi caracterizar fisico-
quimicamente o farmaco glimepirida através de diversas técnicas analiticas.

2.MATERIAIS E METODOS

Matéria-prima
Glimepirida, 1-[[4-[2-(3-etil-4-metil-2-0x0-3-pirrolina-1-carboxamido) etil]fenil]sufonil]-3-
trans(4-metil ciclohexil) uréia, foi fornecida pela Pharmanostra®.

2.1 Reagentes e vidrarias

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: acido fosférico, acetonitrila, metanol
grau cromatogréafico e fosfato de potassio dibasico (Vetec®), além de cloreto de metileno e
dimetilformamida (Dinamica®). Hidréxido de sédio (Dinamica®, Agua destilada e ultrapurificada
(Mili-Q Millipore®). Utilizaram-se vidrarias volumétricas calibradas com certificado de calibracdo por
lote do fabricante Satelit®.

2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram balanca analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, agitador mecanico Marconi® modelo MA259, espectrofotdmetro UV-Vis mini- 1240
Shimadzu®, fusiémetro Fisaton® modelo 430, analisador de area superficial e tamanho de poros -
ASAP 2420 Micromeritcs® e analisador de tamanho de particulas a laser Microtac® S3500. As
analises por CLAE foi realizada em cromatdgrafo liquido Shimadzu® (UFLC, Jap&o) controlado
pelo Software LC Solution 1.0 e constituido por bomba LC-20 AT, desgaseificador DGU - 20As,
injetor automatico Sil- 20A e detector de arranjo de diodos (DAD) SPD - M20A. Para andlises
térmicas foram utilizados uma termobalanca da Shimadzu®, modelo DTG- 60H acoplado ao aparato
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DTA-TG e Calorimetro exploratério diferencial da Shimadzu DSC-60 acoplado ao software
Shimadzu ® TA-60WS. Para obtencdo do espectro de infravermelho foi utilizado o equipamento
PerkinEImer® (Spectrum 400) com dispositivo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal
de seleneto de zinco. Microscopio Jeol® JSM-5900 e (Metalizador Baltec® SCD 050) para a
analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difratdmetro Siemens - D5000 para as
andlises de difratometria.

2.3 Andlise Térmica
Termogravimetria

As curvas termogravimétricas das amostras foram obtidas em triplicata por meio de
termobalanca acoplada ao aparato DTA-TG, sob atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50 mL.min™, razdo
de aquecimento 10°C.min" e num intervalo de temperatura de 25-800°C. As massas das amostras
foram de 3 = 0,2 mg, acondicionadas em cadinho de alumina.

Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

Para obtencéo das curvas de DSC foi utilizado um Calorimetro exploratério diferencial com
atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™ e razdo de aquecimento de 10 °C.min™, na faixa de
temperatura de 30-300°C. As amostras com peso de 3 £ 0,2 mg foram colocadas num porta amostra
de aluminio. As determinacdes foram realizadas em triplicata. Para a calibracdo da escala de
temperatura e resposta de entalpia, foram utilizados, indio e zinco. As mesmas condi¢des foram
aplicadas para a determinacdo da pureza do farmaco na razdo de aquecimento de 0,7 °C/min.

Também foram realizadas em triplicada analises como contraprova do ponto de fusdo em
fusiémetro, adicionando aliquotas do farmaco em capilar.

2.4 Espectroscopia de infravermelho

As amostras analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de
ATR, sendo o resultado obtido através da média de 16 varreduras, na regido de absorcdo de 4000 a 650
cm™ com resolucdo de 4 cm™.

2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia das particulas da glimepirida foi realizada por microscopia
eletronica de varredura utilizando-se um microscopio especifico, apos serem fixadas e ade
dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min. As eletromicrografias foram obtidas em
uma camara com tensédo de excitacdo de 10 kV.

2.6 Espectrofotometria no ultravioveta-visivel

Determinagéo do comprimento de onda

Foi preparada uma solucdo de glimepirida 200 pg/mL, utilizando como solvente uma
solucdo de hidroxido de sodio 0,005M. Para completar a dissolucdo a mesma foi submetida a
sonicagdo por 30 minutos. Foi realizada uma diluicdo em triplicata para obtencdo de uma solucéo de
10,416 pg/mL. Estas solugdes foram submetidas a varredura em espectrofotdmetro na faixa de 200 a
400 nm (Bonfilio, Aradjo & Salgado, 2011).

Preparacao das curvas de calibragao

Posteriormente preparou-se uma curva de calibracdo, a partir da solucdo de glimepirida (200
pg/mL), obtendo-se as seguintes concentragfes: 4,16; 6,25; 10,42; 12,50; 14,58; 16,67 pg/mL. As
amostras foram preparadas em triplicatas e lidas no comprimento de onda de 226 nm.
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2.7 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A identificacdo da glimepirida por CLAE foi realizada baseando-se na metodologia descrita
por Kovarikové et al. (2004). Foi empregada uma coluna Cis Restek® (250 mm x 4,6 mm, 5um),
mantida a 30°C. Foi preparada uma solucdo de glimepirida a 500 pg/mL em metanol, esta amostra
obtida foi eluida, através de um sistema de fase mdvel composto por acetonitrila:tampao fosfato
(48: 52; viv) (pH= 3,6; 20 mM). O fluxo foi de 1 ml/min e o volume de injecdo de 20 pL. A
deteccdo foi feita em 228 nm.

2.8 Teste de solubilidade

Foi realizada a pesagem de 0,002 g de glimepirida, sendo este farmaco transferido um frasco
de vidro e em seguida foram adicionados aliquotas de 1 mL de diferentes solventes com auxilio de
uma pipeta micrométrica. Os solventes utilizados foram: dimetilformamida (DMF), cloreto de
metila, metanol e d&gua (Farmacopéia Brasileira, 2010).

2.9 Andlise de superficie especifica e tamanho de poros

A determinacdo da superficie especifica e a isoterma de adsorcdo foram obtidas pelo método
Brunauer-Emmet-Teller (BET), que utiliza o principio da adsor¢do de um gas na superficie de um
solido. Neste estudo utilizou-se o gas nitrogénio (Silva, 2010; Brunauer, Emmet & Teller, 1938).

Para a realizagédo deste ensaio, utilizou-se um analisador de area superficial e tamanho de poros
-ASAP 2420 Micromeritcs®, munido de software préprio para determinar a superficie especifica
(SgeT) € porosidade (tamanho de poros e volume de poros e microporos). A distribuicdo do tamanho
de poros do granulado foi analisado pelo método Barret-Joyner-Halenda (BJH). As amostras foram
degaseificadas a 50°C para remover qualquer material adsorvido no interior dos poros e na superficie
do material (Barret, Joyner & Halenda, 1951).

2.10 Anélise granulométrica a laser

A distribuicdo e o tamanho de particulas das amostras foram determinados em analisador de
tamanho de particulas a laser Microtac® S3500. As amostras foram previamente dispersas em
hexano e mantidas sob agitacio no banho ultrassonico Unique® mod. USC-1400° (Silva, 2010).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise térmica

Na curva TG da glimepirida (Figura 1) foi possivel verificar duas etapas de decomposicéo,
estas ocorrem apds o processo de fusdo, o que também confirma com os dados na literatura (Cides
et al., 2006). Essas decomposi¢Oes térmicas ocorreram nos seguintes intervalos de temperaturas e
perdas de massa (Am): 217, 56 - 234, 62°C (Am= 18, 7%) e 284, 96 - 326,93°C (Am= 37,2%).

Na curva DSC da glimepirida  (Figura 1) foi possivel evidenciar dois picos, um
correspondente a temperatura de fusdo endotérmica em 213,2°C com um consumo de energia de
93,42 J.g™, e outro é equivalente a degradacdo do farmaco numa temperatura de 271°C e consumo
de energia de -24,16J. g*. Segundo Cides et al. (2006), a glimepirida possui um pico endotérmico
em 212°C, o que é muito semelhante com o valor obtido, bem como, o consumo de energia
determinada no estudo foi de 94.6 J.g™* , corroborando com os resultados da anélise. Este resultado
do ponto de fusdo também foi semelhante ao obtido na analise no fusibmetro, que foi de 216°C.

Figura 1. Curvas TG/DTG e DSC da glimepirida obtidas a 10°C/min, com massa de 3 mg, sob
atmosfera de N, em fluxo de 50 mL/min.
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A Figura 2 mostra o processo de fusdo endotérmica da glimepirida, obtida numa razdo de
aquecimento de 2 °C.min™*. Os dados obtidos nas analises demonstraram que a temperatura inicial de
fusdo do farmaco foi de 199,05°C com entalpia de -54 kJ/mol., tendo uma um pico endotérmico de
201, 32°C. Resultados estes que corroboram com os estudos de Cides et al. (2006).

A pureza do glimepririda foi calculada em triplicata, aplicando-se a equacdo de Van’t Hoff na
linearizacdo do evento de fusdo, através do desvio da linearidade desse evento, que ocorre na
presenca de impurezas. Conhecendo-se o0 desvio da linearidade, pode-se inferir sobre o fator de
correcdo na linearizacdo da reta. Logo, a pureza da glimepirida mostrou-se em torno de 98%, com um
fator de correcdo calculado para as impurezas de 14,24%.
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Figura 2. Curva de DSC da glimepirida obtidas em atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™, e razdo

de aquecimento de 2 °C.min™.
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3.2 Espectroscopia de infravermelho

O espectro de IV da glimepirida (Figura 3) revela a presenca de bandas em 3369 e 3287 cm’

! correspondente ao estiramento N-H do grupamento amida, bandas em 1343 e 1151 cm™
caracteristicos do grupo sulfonamida e bandas em 1708 e 1671 cm™ referentes ao grupo carbonila.
Também foi possivel evidenciar bandas caracteristicas de metilas de anel aroméatico em 2929 e 2842
cm™. O espectro obtido corrobora com os da literatura para o farmaco em estudo (Ammar et al.,
2006).
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Figura 3. Espectro de infravermelho da glimepirida.

3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

As particulas da glimepirida foram caracterizadas por aglomerados de cristais irregulares. A
natureza cristalina do farmaco também foi confirmada através de analises de difracdo de raios-X por
Ammar et al. (2006) e pelos resultados do presente estudo. A Figura 4 ilustra imagens que foram
obtidas em diferentes aumentos, a fim de uma melhor observacdo das caracteristicas morfoldgicas
do farmaco: A- 500 vezes; B- 1000 vezes; C- 1500 vezes; D- 2000 vezes e E- 3700 vezes.
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Figura 4. Micrografias das particulas de glimepirida em diferentes aumentos.

3.4 Espectrofotometria na regido do Ultravioleta

Existem varios métodos para a determinacdo da glimepirida por espectrofotometria UV-Vis,
porém a maioria utiliza solventes organicos e requerem um tempo de andlise maior. O método
escolhido para a determinacdo da glimepirida possui algumas vantagens frente aos demais, por ser
simples, baixo custo, utilizacdo de solventes ndo-tdxicos e por causar menos agressividade ao meio
ambiente. A utilizacdo de solucdo de hidroxido de sddio pode ser explicada pelo fato da glimepirida
ter uma solubilidade dependente de pH, sendo este acima de 7 o farmaco tem sua solubilidade
aumentada no meio, apesar de sua baixa solubilidade em &gua (Bonfilio, Araljo & Salgado, 2011).

Na varredura espectrofotométrica por absor¢do no ultravioleta da glimepirida foi mostrado
uma absorcdo méaxima em 226 nm, corroborando com dados existentes na literatura (Bonfilio,
Araljo & Salgado, 2011). No espectro do UV observou-se a absor¢cdo em duas faixas, que sdo
caracteristicos no espectro do farmaco (Bonfilio, Aradjo & Salgado, 2011; Altinoz & Tekeli, 2001).

A determinacdo da curva de calibracdo evidenciou que os coeficientes de variacdo, nas
diferentes concentracdes, foram inferiores a 5%, o que reflete uma maior precisdo do método. A
analise de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados apresentou coeficientes de
correlagdo R? de 0,9991, significando que 99,91% da variacéo total em torno da média é explicavel
pela regressdo e afirmando que a correlagéo linear entre as variaveis x e y estdo dentro dos requisitos
minimos exigidos (R2 > 0.99) (Brasil, 2003). Este resultado comprova a linearidade do método proposto por
Bonfilo Araujo & Salgado (2011), sendo os valores obtidos diretamente proporcionais a
concentracdo da amostra, dentro de um intervalo especificado.

Vale destacar a importdncia na obtencdo de uma curva de calibracdo, pois esta permite
determinar a concentracdo do farmaco em uma solucdo desconhecida, através da aplicacdo da equacdo da
reta (y = 0,0468x + 0,0161).
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3.5 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a identificacdo do farmaco por CLAE foi comparado o tempo de retencdo obtido na
analise pelo método descrito por Kovarikova et al. (2004) com o tempo de retencdo do referido
estudo. Sendo comprovado que o farmaco analisado era a glimepirida, devido ao pico caracteristico
da substancia e o tempo de retencdo proximo de 20 minutos. Este resultado demonstra que o método
escolhido foi reprodutivel. Também foi possivel observar que o pico analisado apresentou pureza de
99,99%, representando uma maior confiabilidade do resultado.

3.6 Teste de solubilidade

De acordo com dados descritos na literatura a glimepirida ndo é solivel em &gua, acido e
tampdes de boratos e fosfatos. E parcialmente solGvel em metanol, etanol, acetona e acetato de etila
e completamente soltvel em dimetilformamida (Altinoz & Tekeli, 2001). A partir dos testes de
solubilidade, observou-se que a glimeperida é soltvel em dimetilformamida, ligeiramente sollvel
em cloreto de metila, pouco sollvel em metanol e praticamente insolUvel em agua. Estes resultados
estdo em conformidade com o descrito na literatura e com o certificado de anélise do fornecedor.

3.7 Andlise de superficie especifica e tamanho de poros

Vérios métodos foram desenvolvidos para determinar a distribuicdo de poros de acordo com
seu tamanho, dentre eles, 0os métodos que utilizam a adsorcdo fisica de gases sdo os mais usados. A
classificagdo de tamanho de poros é especificada de acordo com seu diametro, e segue
recomendacOes da IUPAC, podendo ser classificada como microporo (largura interna menor que 20
A); mesoporo (largura interna entre 20 A e 500 A) ou macroporo (largura interna maior que 500 A)
(Nery et al., 2008).

A glimepirida apresentou diametro médio do poro de 213,518 A, sugerindo-se que o
farmaco possui poros do tipo mesoporos. No entanto, esse tipo de poro ndo apresenta facilidade de
penetracdo nos liquidos, o que pode ndo favorecer na solubilizagdo do mesmo.

No estudo da estrutura porosa de um sélido é a superficie especifica e a distribuicdo de
tamanho de poros, que estd intimamente ligada a solubilidade do solido. A area superficial
especifica da glimepirida, determinada pelas isotermas de adsor¢do do nitrogénio, revelou um valor de
superficie de 3,0178 m?%kg e reduzida porosidade das particulas, estimada em 0,960 cm®/kg. Estes
dados explicam sua lenta velocidade intrinseca de dissolucdo e justificam as deficientes
propriedades de fluxo deste po.

3.8 Analise granulométrica a laser

A analise morfoldgica de farmacos constitui um pardmetro de facil monitoramento e capaz de
detectar mudancas cristalinas em decorréncia de variacbes no processo de sintese ou mesmo no
processamento farmacéutico.

A distribuicdo granulométrica dos insumos exerce influéncia importante em aspectos
relacionados as etapas da producdo industrial de um medicamento, como em processos de mistura e
de enchimento, assim como em sua estabilidade e eficacia biol6gica. No caso da glimepirida, deve
haver um controle rigoroso do tamanho de particula, uma vez que este parametro fisico possui
influéncia direta em sua velocidade de dissolugdo, um fator critico para sua biodisponibilidade
(Brandao et al., 2008).

Na avaliacdo do tamanho de particula do fa&rmaco glimepirida evidenciou-se um didmetro
médio de 16,06 um e faixa granulométrica, variando de 6,67 a 32,16 pm.
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4.CONCLUSAO

A avaliacdo fisico-quimica do farmaco glimepirida, frente a diferentes técnicas analiticas,
permitiu caracteriza-lo, do ponto de vista morfologico e quimico, através da realizacdo de um
controle de qualidade de materia-prima minuncioso, o qual possibilitara a utilizacdo de insumo
farmacéutico ativo de qualidade no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas.
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