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RESUMO — Diabetes Mellitus (DM) é caracterizada principalmente pela hiperglicemia.
A OMS definiu o cloridrato de metformina como medicamento essencial por sua a¢do
antidiabética. Pacientes com DM apresentam angiopatias e neuropatias, causadoras do
ferimento cronico UPD devido a baixa concentra¢io de oxido nitrico (NO),
neurotransmissor encontrado em baixas concentragoes nos pacientes diabéticos. Com o
objetivo de remediar danos teciduais, estd sendo proposta a criagdo de uma adigdo
molecular entre a metformina e o benzofuroxano (doador de NO) com uma composi¢do
monomeérica, como forma de amenizar os danos causados pela baixa concentrag¢do de
oxido nitrico.
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ABSTRACT — Diabetes mellitus (DM) is mainly characterized by hyperglycemia. The
WHO has defined metformin hydrochloride as an essential medicine due to its
antidiabetic action. Patients with DM have angiopathies and neuropathies, which cause
chronic UPD injury due to low concentrations of nitric oxide (NO), a neurotransmitter
found in low concentrations in diabetic patients. To remedy tissue damage, the creation
of a molecular addition between metformin and benzofuroxan (NO donor) with a
monomeric composition is being proposed as a way to mitigate the damage caused by
low nitric oxide concentration.
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1 INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) ¢ um conjunto de doengas cronicas caracterizadas pela
hiperglicemia. Essa patologia ¢ dividida em 2 grupos, a DM Tipo 1, definida como deficiéncia
absoluta na secrecao de insulina, ¢ a DM Tipo 2, apresentada como deficiéncia parcial na
secrecdo da insulina e uma resisténcia parcial a insulina. Pacientes de ambas DM apresentam
angiopatias através da baixa circulacdo sanguinea nas regides periféricas e lesdes nos vasos; €
neuropatias evidenciadas na perda da sensibilidade nervosa. Estas complicagdes patologicas da
DM acarretam o desenvolvimento da Ulcera do Pé Diabético (UPD) (De Paula, 2008; American
Diabetes Association, 2010; SBD, 2019).

O desenvolvimento de UPDs se da pela estagnagdo na fase inflamatoria no processo da
cicatriza¢do dos tecidos, tendo em vista que, a regeneracdo dos tecidos necessita do 6xido
nitrico (NO) para o éxito cicatricial. O neurotransmissor NO em pessoas portadoras da DM ¢
encontrado em baixa concentracdo; ademais sua acdo imunorreguladora no trato
gastrointestinal ¢ evidenciada pela pesquisa desenvolvida por Villa et al. (2006) (Flora Filho;
Zilberstein, 2000; Malone-Povolny; Maloney; Schoenfisch, 2019)

Devido a necessidade de intervengcdo medicamentosa em alguns portadores de DM, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), apresentou como medicamento essencial para o
tratamento da DM o cloridrato de metformina, que atua como farmaco antidiabético por meio
da diminui¢do da absor¢do da glicose nos intestinos, melhora da sensibilidade a insulina e
reducdo da produgdo de glicose no figado (Brasil, 2000; Metformin, 2023).

Dessa forma, a partir do artigo de Koh et al. (2013), que apresenta uma adi¢do molecular
da metformina com outros acidos, esta sendo sugerida a criagdo de um farmaco por meio de
uma adi¢do molecular na forma de um mondmero da metformina e do benzofuroxano (doador
de NO). O benzofuroxano se juntaria com a molécula de metformina, gerando um farmaco por
adi¢do molecular, que manteria a funcionalidade da metformina e abrandaria as complicagdes
da DM pelo doador de NO.

O presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento de um farmaco a partir de uma
adi¢ao molecular da metformina com o benzofuroxano, buscando abrandar os efeitos que as
angiopatias e neuropatias causam nos portadores de DM. Destrinchando este objetivo, devemos
alcangar por meio da pesquisa, a geracdo do benzofuroxano a partir de uma rota sintética, a

obtencdo da metformina com suas aminas livres e a sintese do farmaco utilizando as
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caracteristicas de dcido do benzofuroxano com a base, levando a formagdo de um produto de

adi¢ao molecular entre ambos por uma reacao entre o acido e a base.

2 METODOLOGIA

Por meio de pesquisa experimental, foram utilizada uma abordagem retrossintética para
a ordenagdo da obtencdo dos compostos. A coleta de dados foi realizada através das
caracteristicas quimicas e fisicas apresentadas pelas moléculas obtidas, sendo sua analise

realizada por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Figura 1: Retrossintese.
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2.1 Sintese do Benzofuroxano (4.1)

A preparacdo do benzofuroxano foi orientada a partir de um estudo “Sintese,
propriedades espectroscopicas, eletroquimicas e antioxidantes de derivados de benzofuroxano
e 2H-benzimidazol 1,3-diéxido derivados: Efeitos da conjugacdo com receptor de elétrons
1,2,3-triazol-1,2,4-oxadiazol” (Mayer, et al. (2024), traducao nossa).

Figura 2: Obtengdo do Benzofuroxano (4.1).
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Condigoes: i) KOH, EtOH, 343,15K, 300s; resfriar até 273,15K, NaClO aquoso, 273,15-278,15K, 3.600s; entdo,
HCI aquoso.

Em um erlenmeyer com capacidade de 2,5x10*m?, foi diluido 5x10*%g (2,75 mmol) de

dcido 4-amino-3-nitrobenzodico em 2,7x10°m> de etanol, apds a dissolugio, foi adicionado
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3,02x10%g (5,38 mmol) de KOH e mistura foi submetida a aquecimento até a temperatura de
343,15K; ao submeter o aquecimento a mistura, ¢ evidente a apari¢do de um precipitado
alaranjado, a mistura foi resfriada até alcancar uma temperatura na faixa de 273,15-278,15K.
Apos alcancar a faixa de temperatura desejada, foram adicionados 2,7x10°m? de hipoclorito de
sodio 5% de maneira controlada por 1.800s com o sistema em agitagdo, logo depois da adi¢do
do hipoclorito de so6dio, a mistura se manteve em agitagao por 5.400s.

A solugao gerada passou pelo processo de acidificagdo com HCI 6m até o pH 1, aferido
com auxilio de fitas de pH, apds essa acidificacdo, foram adicionados 4,05x10°m? de 4gua
destilada, a mistura resultante deste processo foi extraida com cloroféormio (3 vezes 2,7x10°m?).
Por fim, a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e teve o solvente removido
por rotoevaporacgdo. Em seguida, a mistura foi submetida a uma recristalizagdo com cloroférmio

e isolada.

2.2 Obtenciao da Metformina Livre (6)
A preparacdo da metformina livre foi orientada pelo artigo “Um novo derivado da
metformina, HLO10183, inibe a proliferacdo e a invasao de células de cancer de mama triplo-

negativas” (Koh, et al. (2013), tradugao nossa).

2.2.1. Obtencao das Metforminas Livres 1,2,3 e 4
Figura 3: Obtengdo da Metformina Livre (6).

NH NH () NH NH (6)
H )l\ )L + Hcl KOH H ‘ ‘ /L
N N NH. SN NH;
| H 50°C | H
H H

Em um erlenmeyer com capacidade de 2,5x10*m?, foi dissolvido 2,006x10%g (1,21
mmol) de cloridrato de metformina em 4x10°m? de isopropanol (i-PrOH), apds a dissolu¢do do
cloridrato de metformina, foi adicionado 8,8x10°kg (1,57 mmol) de hidréxido de potissio
(KOH) ao erlenmeyer. Essa mistura foi submetida ao aquecimento até alcancar a temperatura
de 323,15K e ficou em agitag¢do por 7.200s com auxilio de um aquecedor e agitador magnético,
e uma barra magnética; apos esse processo, foram adicionados 5x10°m® de acetona para a

solubilizacdo da metformina, em seguida a solucdo foi filtrada a vacuo e para o total
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aproveitamento do composto, o erlenmeyer foi lavado duas vezes com aproximadamente
9x10°m? de isopropanol.

Com a metformina ficando na parte filtrada, devido sua dissolucao na acetona, a mistura
foi transferida para um baldo e conectada a um sistema de destilagdo a vacuo para a retirada dos
solventes, o processo de destilagdo a vacuo ocorreu 2 vezes, com a presenca de aquecimento
através de um banho de vaselina e agitacdo com auxilio de um agitador € uma barra magnética,
e buscando uma extragao total dos solventes da metformina, foi utilizado uma fonte de calor

em um sistema a vacuo para extinguir a presenca de solventes na forma livre da metformina.

2.2.2. Obtencao da Metformina Livre 5

Em um erlenmeyer com capacidade de 2,5x10*m?, foi dissolvido 4x10%kg (2,42 mmol)
de cloridrato de metformina em 7x10°m’ de isopropanol (i-PrOH), apo6s a dissolugdo do
cloridrato de metformina, foi adicionado 1,4x10%kg (2,5 mmol) de hidréxido de potassio (KOH)
ao erlenmeyer. Essa mistura foi submetida ao aquecimento até alcangar a temperatura de
323,15K e ficou em agita¢do por 7.200s com auxilio de um aquecedor e agitador magnético e
uma barra magnética; apds esse processo, foram adicionados 1x10°m> de acetona para a
solubilizacdo da metformina, em seguida a solu¢do foi filtrada a vacuo e para o total
aproveitamento do composto, o erlenmeyer foi lavado duas vezes com aproximadamente
7x10%m? de isopropanol e 1x10°m? de acetona.

Com a metformina ficando na parte filtrada, devido sua dissolucdo na acetona, a mistura
foi transferida para um baldo e conectada a um sistema de destilagdo a vacuo para a retirada dos
solventes, o processo de destilagdo a vacuo ocorreu 2 vezes. No primeiro processo de destilagao,
foi utilizado o aquecedor e agitador magnético para melhorar as condi¢des de entropia do
sistema, o banho de vaselina foi usado para aquecer o sistema de maneira uniforme e promover
uma melhor retirada dos solventes, ja na 2° destilagio a vacuo, foram adicionados mais 1x10°m?
de isopropanol e 2,5x10°m? de acetona, e 0 aquecimento foi retirado, mas a agitagdo continuou.

Apos a maxima secagem do material na destilagao a vacuo, o composto foi depositado
em um vidro de reldgio e mantido na estufa por aproximadamente 432.000s ininterruptos, neste

periodo de tempo, a temperatura foi controlada no intervalo de 338,15-343,15K.
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2.3 Obtencio do Monomero de Metformina com Benzofuroxano (7)

Figura 4: Obtengdo do Monomero de Metformina com o Benzofuroxano (7)
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Em um erlenmeyer foi dissolvido 7,2x10°kg (0,56 mmol) da metformina em 8x10°m?> de
isopropanol, apés a dissolu¢do da metformina, foi adicionado 7,94x10°kg (0,44 mmol) de
benzofuroxano. Essa mistura foi aquecida e mantida na temperatura de 323,15K durante 7.200s
de agitagdo com auxilio de uma barra magnética e de um aquecedor e agitador magnético. Apos
esse processo, foram adicionados 2x10°m> de acetato de etila para a formacio de um
precipitado, em seguida a solucdo foi filtrada a vacuo, e para o total aproveitamento o
erlenmeyer foi lavado com 9x10°m* de acetona e 5x10°m?® de isopropanol. O residuo de
filtragdo foi retido em um papel de filtro, que posteriormente foi mantido em local ventilado

para a total evaporacdo dos solventes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtencao do Benzofuroxano
Foi obtido 3,8x10%g (76% de rendimento) do suposto benzofuroxano, com tonalidade
alaranjada e textura solida, apresentando Ponto de Fusdo (PF) entre 395,15-398,65K.
Conforme sugestao do orientador, essa molécula passou por duas etapas de analise, uma
antes de sua recristalizagdo e outra apos. A divisdo das etapas de analise foi fundamentada no
empirismo, que previa uma alta taxa de pureza e de acordo com o PF esperado sem ser
submetida ao processo de recristalizagdo, no entanto, os resultados obtidos da primeira analise
foram discrepantes se comparados com os resultados do artigo de Mayer et al. (2024), no artigo
¢ descrito o rendimento de 75% e PF entre 397,75-398,65K, ja4 o composto obtido antes da
recristalizacdo apresentava rendimento de 96,7% e PF entre 391,15-393,15K.
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3.2 Métodos de Obtenciao da Metformina Livre

Posto que, ¢ necessario a molécula da metformina estar com suas aminas livres para a
formacao da adi¢cao molecular, foram testadas diversas rotas sintéticas buscando esse resultado.

Na primeira rota, houve a tentativa de obtencao por meio da adi¢do de hidroxido de sodio
(NaOH), referenciado por Aurélio (2021). Este método consiste na alteragdo do pH da solugao,
que indicaria a disponibilidade de aminas livres, ¢ a posterior extracdo. Inicialmente este
método se mostrou promissor alterando o pH da solugdo, no entanto, apds um periodo de tempo,
o pH voltava a contragdo inicial; os resultados ndo foram promissores pois a metformina ¢
considerada uma solugdo tampao.

A segunda rota foi sugerida pelo orientador, com a finalidade empirica, sendo usado o
carbonato de sddio (Na;COs3) com a finalidade de alterar o pH da solugdo com o cloridrato de
metformina. Ao utilizarmos o NaOH, que ¢ considerado uma solucdo bésica forte, vimos que a
forca dessa solugdo nao foi suficiente para a liberagdo das aminas da metformina, dito isso,
houve a sugestdo de utilizar uma solucdo mais fraca para analisarmos a reagdo da molécula.
Utilizando o mesmo parametro reacional do primeiro método, o pH, vimos que ao adicionarmos
0 NaCOs3, ndo alterada em nada o pH da solucao.

A terceira rota foi realizada uma tentativa de obtengao por intermédio do artigo de Koh
et al. (2013), que na primeira tentativa de obtencao, houve sucesso reacional e a formagao da

suposta metformina livre.

3.3 Obtencao das Metforminas 1,2,3 e 4
3.3.1. Metformina 1
Foi obtido 1,76x10%g (70% de rendimento) da suposta metformina livre 1, com

tonalidade bege e textura solida, detinha PF entre 392,15-393,15K.

Figura 5: HPLC Metformina 1.
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A partir de uma analise do HPLC, podemos identificar a falta de pureza na suposta
molécula de metformina 1. De acordo com a pesquisa de Koh ef al. (2013), o PF ¢
correspondente, visto que, em sua pesquisa ele apresente PF entre 392,15-393,15K, entretanto,
o autor descreve o seu composto como um ‘“sélido branco”, divergindo na coloragdo do
composto adquirido em nossa reag@o. Essa mudancga de tonalidade pode indicar divergéncia do
composto obtido para o composto desejado, mas, com a apresentagdo de PF idéntico ao

esperado, a alteracdo de tonalidade teve baixo impacto na continuidade sintética.

3.3.2. Metformina 2

Foi obtido 2,039x10%g (41% de rendimento) da suposta metformina livre 2, com
tonalidade inicial bege e textura sélida e tonalidade final esverdeada com textura solida, detinha
PF entre 386,15-387,15K.

Figura 6: HPLC Metformina 2.
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Figura 7: Comparativo de Tonalidades Metformina 2.
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Na figura 7, podemos identificar, da esquerda para a direita, o primeiro baldo que contém
a suposta metformina 2 com sua tonalidade inicial e o segundo baldo, que contém a metformina
2 com sua tonalidade alterada. Ao fim do processo reacional, o composto foi armazenado em
local protegido da luz, sua tonalidade inicial era semelhante a suposta primeira metformina, no
entanto, alguns dias depois, quando o composto foi verificado, sua coloragdo se encontrava
esverdeada, mas, os padrdes de PF continuavam como o esperado para a metformina com
aminas livres. Devido sua alteracdo de cor, o composto foi submetido a novos processos de
purificagdo, acarretando o seu baixo rendimento; entretanto, ndo foi possivel remover essa
tonalidade esverdeada. Os processos que envolviam esse composto foram realizados da mesma
forma, buscando analisar, de maneira empirica, o comportamento dessa molécula,
supostamente impura. Paralelamente, com a analise no HPLC da suposta molécula de
metformina 2, podemos perceber um pico quase que unico, indicando uma alta pureza do

composto obtido.

3.3.3. Metformina 3 e 4
Ambas metformina tiveram sua coleta impossibilitada devido a textura viscoso dos

compostos, resultando na auséncia de teste de PF e aferi¢do de seu rendimento.

3.4 Obtencao da Metformina 5

Foi obtido 3,1x10%g (77,5% de rendimento) da suposta metformina livre 5, com
tonalidade bege clara e textura so6lida, detinha PF entre 388,15-403,15K.

Apos a sequéncia de resultados inconclusivos, houve a alteracao de alguns passos para a
formagdo do composto desejado, essa alteragdo teve como justificativa a percepg¢do visual, que
identificou a altera¢do da textura do composto no processo da segunda destilagdo a vacuo.
Diante dessa alteracdo reacional, o composto se apresentou menos Viscoso, entretanto,
continuava apresentando dificuldade na hora de coletar o composto gerado. A partir do
manuseio para a retirada do composto do baldo reacional, percebemos que ao deixar o composto
exposto ao ambiente, ele se apresentava mais viscoso, resultando na conclusdo que: a
metformina absorve a umidade do ar, sabendo disto, submetemos o composto ao processo de
secagem, que possibilitou sua coleta e andlise.

Ao compararmos a facilidade de obtengdo da suposta metformina 1 com a dificuldade de

sua obtengdo depois da suposta metformina 2, podemos considerar que, com o processo de
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destilacdo a vacuo, a bomba de vacuo pode estar com seu funcionamento comprometido,

dificultando a extragdo total dos solventes presentes.

3.5 Obtencao dos Monomeros de Metformina com Benzofuroxano

Na formacgdo do primeiro composto, foi obtido 2,8x10°kg (18% de rendimento) do
suposto mondmero 1, com tonalidade amarelada e textura sélida, detinha PF entre 478,15-
483,15K. J4 na formagio do segundo composto, foi obtido 9,46x10°kg (39% de rendimento)
do suposto mondmero 2, com tonalidade amarelada e textura solida, detinha PF entre 478,15-

480,15K.

Figura 8: HPLC Monomero 1.
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Figura 9: HPLC Monomero 2.
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Devido ao baixo rendimento do suposto monomero 1, a producdo deste segundo
monomero foi sugerida pelo orientador, processo que obteve mais que o dobro do rendimento
da primeira reagdo. No estudo de Koh et al. (2013), ndo foi realizada a adi¢do molecular da
metformina com o benzofuroxano, impossibilitando a comparacdo dos dados de nossa
preparacdo. Diante da observacao dos HPLCs das adi¢des moleculares, podemos ver que seus

picos unicos foram semelhantes, indicando uma alta taxa de pureza nos compostos obtidos.
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4 CONCLUSAO

Diante do tema exposto para o desenvolvimento da pesquisa, o desdobramento ocorrido
¢ bastante satisfatério, tendo em vista os problemas na obtencdo da metformina livre, que
apresentou complexidade para sua preparagdo. Dito isso, a dificuldade na obtencdo da
metformina livre estd intrinsecamente ligada com a caréncia de revisdes bibliograficas sobre o
assunto, tornando a publicagdo desta pesquisa um material de alta relevancia. Portanto, com a
formag¢do dos mondmeros relatados, que alcancaram andlises promissoras no HPLC,
demostrando a alta possiblidade da obtencdo dos mondmeros desejados, possibilitando
futuramente sua otimizagao para alcangar melhores rendimentos, evidentemente, encontra-se a
minima presenca de impurezas nestas moléculas, mas, generalizando, a formagdo dos
monodmeros foi satisfatéria. Com o sucesso na geragao molecular advinda da adi¢ao molecular,
ha possiblidade de expansao para o desenvolvimento de uma pesquisa sobre o dimero deste
farmaco. Por fim, venho agradecer a Universidade Catolica de Santos (Unisantos) pela
oportunidade de realizagdo da iniciagdo do ensino médio, ao orientador Antonio José de Souza
Calixto pela confianga e pelas instrugdes para realizagdo da pesquisa, e ao coorientador Arthur
Felinto Mendes Ricciotti pelo acompanhamento e auxilio laboratorial no desenvolvimento

desta pesquisa.
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