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RESUMO

Na produgdo de medicamentos, a associagao de dois ou mais farmacos € uma
pratica bastante freqliente, uma vez que pode aperfeicoar o tratamento e melhorar a
adesao do paciente a terapia prescrita. Nestes casos, a quantificagdo de uma espécie, na
presenca de excipientes e outros farmacos pode ser bastante complexa, o que
geralmente leva a utilizagdo de técnicas cromatograficas, reconhecidamente demoradas
e dispendiosas.

Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias espectroscépicas multivariadas
para quantificagdo simultdnea de farmacos presentes em duas formulagbes
farmacéuticas de relevancia - zidovudina (AZT)/lamivudina (3TC) e captopril
(CAP)/hidroclorotiazida (HIDRO) - utilizando-se regressdo por minimos quadrados
parciais (PLSR), espectroscopia eletronica (UV-Vis) e espectroscopia na regidao do
infravermelho com refletancia difusa (DRIFTS).

Na espectroscopia eletrdbnica em solugao foi possivel observar uma severa
interferéncia espectral no sinal dos farmacos, o que, de maneira geral, impede o
desenvolvimento de modelos de calibragdo convencionais. Por sua vez, o uso de
ferramentas de calibragdo multivariada (PLSR) permite o desenvolvimento de modelos
utilizando-se praticamente toda a regido espectral monitorada (190-300 nm para
AZT/3TC) e um reduzido numero de variaveis latentes (VL). Em geral, os modelos
permitem uma adequada analise dos medicamentos contendo a associagdo, com erros
de previsdo inferiores a 10%. Adicionalmente, o modelo multivariado pode ser utilizado
com sucesso na avaliacdo de parametros de dissolugdo, proporcionando respostas
compativeis com as obtidas por aplicagdo de métodos cromatograficos farmacopéicos.

Nos estudos envolvendo DRIFTS foram desenvolvidos inumeros modelos
multivariados de calibragdo, envolvendo diferentes regides espectrais, diversos tipos de
pré-processamento de sinais e numero de VL. Para a associacao AZT/3TC os melhores
resultados envolveram as regides espectrais do infravermelho médio e préximo,
separadamente, utilizando MSC como pré-processamento de sinais e 2 VL. Nestas
condigcbes, baixos erros de previsao foram observados na analise de medicamentos
(AZT= 9%, 3TC<2%). Para a associacao CAP/HIDRO o modelo de melhor desempenho
foi desenvolvido com 6 VL, dados autoescalados e regido espectral do infravermelho
médio. Neste caso, a previsdo das amostras de medicamentos proporcionou erros de
previsdo da ordem de 5%, para ambos os farmacos em estudo.

Finalmente, é importante salientar que as técnicas espectroscopicas aqui
estudadas apresentam importantes vantagens de ordem pratica, permitindo a elaboracéo
de sistemas automatizados de controle on-line. Trata-se de uma caracteristica

importante, reservada para poucas técnicas instrumentais de analise.
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ABSTRACT

In the production of medicines, the combination of two or more drugs represents a
very common practice, since it can improve the treatment and the patient adherence to
the prescribed therapy. In these cases, the quantification of a particular drug in the
presence of excipients and other drugs can be very complex and usually leads to the use
of expensive and time-consuming chromatographic techniques.

In this work, it was proposed the development of methodologies for the
simultaneous quantification of drugs present in two relevant pharmaceutical formulations —
zidovudine (AZT)/lamivudine (3TC) and captopril (CAP)/ hydrochlorothiazide (HIDRO) -
using partial least squares regression (PLSR), electronic (UV-Vis) and infrared (DRIFTS)
spectroscopy.

By using electronic spectroscopy it was possible to observe a severe spectral
interference between the signals of the drugs, which usually hinders the use of
conventional calibration methods. The use of multivariate calibration tools (PLSR) allowed
the development of models using the almost complete monitored spectral region (190-300
nm for AZT/3TC) with a reduced number of latent variables (LV). In general, the models
permitted an adequate analysis of drugs containing the respective association, with
prediction errors lower than 10%. The multivariate models can be effectively used in the
evaluation of dissolution parameters, providing results that are consistent with those
obtained by standard chromatographic methods.

In studies involving DRIFTS many multivariate calibration models were developed,
using different spectral regions, pre-processing methods and number of latent variables.
The best result for AZT/3TC associations involved the mid and near-infrared spectral
regions, the use of MSC preprocessing and two latent variables. At these conditions, low
prediction errors were observed in the analysis of medicines (AZT~ 9%, 3TC<2%).

For the CAP/HYDRO association, the better multivariate model was developed
with 6 VL, autoscaled signals and mid-infrared spectral region. In this case, the prediction
results of drug samples provided prediction errors near of 5% for both drugs.

Finally, it is important to remark that the spectroscopic techniques studied herein
show important practical advantages, allowing the elaboration of automatic on-line control

systems, characteristic that is reserved for few instrumental analytical techniques.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem muitas urgéncias, destacando as relativas a inovagdo e ao
desenvolvimento tecnolégico e, principalmente, a transformagao do conhecimento
produzido nos centros de ensino e pesquisa em valores econdmicos e sociais. No meio
industrial, caracterizado pela utilizacao de processos que permitem a transformacao de
matérias primas em produtos comercializaveis, esta interagdo com centros de pesquisa
se mostra fundamental para garantir a competitividade. Sendo assim, ciéncia, tecnologia
e inovagao sao pecgas chaves que ligam conhecimento a desenvolvimento tecnoldgico e,
consequentemente, ao crescimento econémico.

A Quimica Analitca é uma area que centraliza a responsabilidade pelo
desenvolvimento de novas metodologias de andlise, aplicaveis aos mais variados
campos da pesquisa cientifica. Esta procura por novas alternativas tem propiciado o
desenvolvimento de muitas técnicas analiticas instrumentais, grande parte das quais,
além de representar um solido avango da propria quimica analitica, tem sido fundamental
para o desenvolvimento de muitas outras areas da ciéncia. Dentre as iniUmeras areas em
que a quimica analitica participa, um importante destaque deve ser dado ao controle de
qualidade de produtos industrializados, uma vez que, de maneira geral, é a aplicacéo de
rotinas analiticas confiaveis que garante a qualidade e a seguranga dos inumeros
produtos oferecidos a populagao.

Por motivos 6bvios, o controle de qualidade se apresenta especialmente
importante na fabricacdo de medicamentos. Desta forma, contar com metodologias
confiaveis, rapidas e econdmicas se mostra essencial, ndo apenas para avalizar a
qualidade dos produtos oferecidos, mas principalmente para garantir a sua eficacia.
Dentro deste contexto, o aperfeicoamento e a simplificacdo das operagbes representam
objetivos de grande importancia, principalmente para minimizar a participacdo humana
nas etapas da analise e, consequentemente, reduzir os custos associados ao controle de
qualidade.

Na area de producao de medicamentos, a associacdo de dois ou mais farmacos é
uma pratica bastante frequente, uma vez que pode aperfeigoar o tratamento e melhorar a
adesao do paciente a terapia prescrita. Nestes casos, a quantificagdo de uma espécie, na
presenca de excipientes e de outros farmacos pode ser bastante complexa, o que
geralmente obriga a utilizacdo de técnicas cromatograficas, reconhecidamente
demoradas e dispendiosas.

Neste trabalho esta se propondo o uso de métodos de calibragdo multivariada
para viabilizar a quantificacdo de farmacos em associa¢des de relevancia, utilizando-se

meétodos espectroscopicos. Dentre os objetos de estudo é possivel salientar associagbes
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de zidovudina-lamivudina e captopril-hidroclotiazida, importantes medicamentos
orientados ao tratamento da AIDS e da hipertensao arterial, respectivamente.

Estudos de revisdo bibliografica realizados em base de dados on-line (Science
Direct) permitem verificar a evolugdo dos trabalhos envolvendo lamivudina e zidovudina
(Figura 1). Referidos trabalhos se iniciam em 1996, ano em que ambos os farmacos em
estudo foram propostos para o tratamento da AIDS. A partir deste ano, varios trabalhos
reportam estudos clinicos orientados a avaliar o efeito e a toxicidade destes farmacos, ao
mesmo tempo em que novas alternativas analiticas sdo propostas. Em geral, grande
parte destas ferramentas se fundamenta em técnicas de cromatografia liquida,
envolvendo sistemas detectores de diversa natureza. Em fungdo do seu alto grau de
sofisticagdo, destaque pode ser dado ao sistema MALD-TOF/TOF proposto
recentemente, que é orientado quase que exclusivamente a analise de nucleosideos. Até
onde foi possivel investigar, apenas em 2002 foi publicado um trabalho que relata a
quantificacdo da mistura de interesse por espectroscopia eletrénica, utilizando-se
métodos derivativos (USLU e OZKAN, 2002).
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FIGURA 1. EVOLUGAO DAS PUBLICAGOES CIENTIFICAS RELACIONADAS COM
ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA NO PERIODO 1995-2010.
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Por sua vez, estudos envolvendo a associagdo captopril/hidroclorotiazida (Figura
2) sdo encontrados desde 1978, ano em que estudos clinicos demonstraram a eficiéncia
da associagcdo no controle da hipertensédo arterial. Na década de 1980, 22 trabalhos
foram publicados, principalmente discutindo a eficacia da associagdo. Na década de
1990, merecem destaque os trabalhos relacionados com a determinagdo cromatografica
de ambos os farmacos em medicamentos, assim como uma proposta para a
determinagdo simultidnea por espectrofotometria derivativa (PANDERI & PARISSI-
POULOU,1992). Na ultima década, métodos cromatograficos sdo propostos para a
determinagdo de ambos os farmacos em amostras de fluidos bioldgicos, especialmente
plasma, enquanto que um trabalho relata a realizagdo de ensaios de dissolugdo de

medicamentos, recorrendo a espectrofotometria derivativa (TOMSU et. al., 2004).

Espectrofotometria
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FIGURA 2. EVOLUGAO DAS PUBLICAGOES CIENTIFICAS RELACIONADAS COM CAPTOPRIL
E HIDROCLOROTIAZIDA NO PERIODO 1970-2010.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. INDUSTRIA FARMACEUTICA

No Brasil, a industria farmacéutica se desenvolveu no periodo compreendido entre
1890 e 1950, sendo favorecida pela instituicdo de politicas de saude publica, de praticas
sanitarias de prevencdo e combate a doengas infecciosas e, principalmente, de
instituicdbes de pesquisa basica e aplicada. De acordo com RIBEIRO (2000), o estado
brasileiro teve uma importante participacdo neste desenvolvimento, incentivando e
fornecendo recursos para instalagao dos primeiros laboratérios farmacéuticos. O Estado
também contribuiu com a formacgdo dos primeiros cientistas brasileiros, os quais,
posteriormente, se tornaram responsaveis pelo desenvolvimento e produgdo de soros,
vacinas e medicamentos, essenciais a saude publica.

Atualmente, a industria farmacéutica pode ser descrita como um conjunto de
oligopdlios com multiprodutos diferenciados em segmentos de classes terapéuticas
especificas, cujo consumo é fortemente mediado pela necessidade de prescricdo médica.
Trata-se de um setor que tem como base a ciéncia, cuja principal fonte de inovagao e
diferenciagdo dos produtos resulta de novos conhecimentos gerados a partir da infra-
estrutura de ciéncia e tecnologia (C&T) e das atividades de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) das empresas.

Nos anos 80 iniciaram-se as fusdes dos maiores laboratérios do mundo, que
continuaram nos anos 90, tendo como principal objetivo aumentar a rentabilidade e fazer
investimentos de maior porte, sendo que estas empresas atuam de forma globalizada em
segmentos especificos (classes terapéuticas).

Atualmente, o setor industrial farmacéutico brasileiro € constituido por
aproximadamente 470 empresas e mais de oitenta distribuidores atacadista, sendo 17%
delas de capital estrangeiro e 83 % de capital nacional. Concentram-se em sua grande
maioria na regiao sudeste, gerando em torno de 50.000 empregos diretos e 250.000
indiretos (ABIQUIFI 2011). Hoje em dia cerca de 100 companhias de grande porte séo
responsaveis por cerca de 90% dos produtos farmacéuticos para consumo humano
(OLIVEIRA et. al., 2006).

De acordo com estatisticas recentes, o Brasil se destaca entre os cinco maiores
consumidores de medicamentos no mundo, apresentando, ainda, o maior indice de
farmacias por habitante. Em territério nacional existem mais de 50 mil farmacias e
drogarias (uma para cada 3.000 habitantes), o que representa mais do que o dobro do
numero recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (OPAS, 2004), movimentando
cerca de US$ 10 bilhdes por ano. Dentro deste contexto &€ importante salientar que, de

acordo com LAPORTE (2010), muitos medicamentos inuteis sdo comercializados
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diariamente, apenas para encobrir outros problemas complexos, muitos de origem social,
ou gragas a vigorosas campanhas publicitarias.

O Brasil tem mais de 90 substancias antimicrobianas registradas, sendo quatro
delas (amoxicilina, azitromicina, cefalexina e sulfametoxazol) as campeas de venda. Em
2009, por exemplo, a venda de antiobiéticos movimentou cerca de R$ 1,6 bilhdo no pais,
mesmo quando dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostram que mais da
metade das prescricdes mundiais de antibidticos sao inadequadas (ANVISA, 2010).

Uma outra peculiaridade do processo industrial no Brasil € o lugar que o Estado
vem desempenhando no setor farmacéutico, merecendo destaque a sua atividade
regulatoria sobre os precos praticados, de maneira a garantir medicamentos a pregos
mais baixos e a redug¢do nos custos dos programas publicos de saude. Além disso, a
producao de medicamentos pela rede publica contribui para minimizar problemas no
suprimento de determinados medicamentos, sobretudo daqueles de menor interesse para
o setor privado. Uma outra consequéncia do aumento da produgao publica pode ser
percebida com a redugdo dos pregos de medicamentos, particularmente os
antirretrovirais (OLIVEIRA et. al., 2006).

Nos ultimos anos, o surgimento de medicamentos genéricos representou um dos
mais importantes avancos na consolidacao da politica nacional deste setor, permitindo a
ampliacdo do acesso da populacido a este tipo de produtos. Além disto, o medicamento
genérico trouxe novas perspectivas para o mercado farmacéutico brasileiro e para a
populagao, oferecendo alternativas terapéuticas econémicas, reduzindo os gastos das
familias e racionalizando os gastos publicos na compra de medicamentos (BERMUDEZ,
1994; COM CIENCIA, 2010).

Em fungdo do consumo excessivo e nao orientado de medicamentos e do
surgimento de produtos mais baratos, as vezes de qualidade duvidosa, a necessidade de
um rigoroso controle de qualidade é bastante evidente (IVAMA et al., 2005).

A legislacao brasileira, editada pelo Ministério da Saude e pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece prioridades e estratégias para a inspegao
dos produtos farmacéuticos. De acordo com a Lei n° 6360, art. 53, é de responsabilidade
da industria, manter um responsavel técnico habilitado, para as diversas etapas de
producao e distribuicdo de produtos farmacéuticos. Embora exista obrigatoriedade no
envio de relatérios ao Ministério da Saude, esta estratégia nem sempre garante a
qualidade ideal dos produtos, pois a fiscalizagdo & precaria e ineficiente. Para garantir a
verdadeira procedéncia das matérias-primas e a veracidade dos efeitos destes produtos
faz-se necessario que os orgdos competentes de fiscalizagdo, 6rgéo federal de saude

(Ministério da Saude) ou do 6rgéo estadual de saude (Secretaria Estadual de Saude),
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cumpram 0s seus objetivos, fiscalizando e punindo os laboratérios que nao estiverem de

acordo com as exigéncias do Ministério da Saude (BRASIL, 1976).

2.2. FARMACOS DE RELEVANCIA

Em fungéo do descontrolado consumo de produtos farmacéuticos, muitos grupos
de medicamentos merecem especial atengdo. Dentro deste contexto, é possivel salientar
medicamentos orientados ao combate da hipertensao arterial e de doencgas infecciosas
de origem viral, produtos que, em razdo da relevancia das patologias envolvidas,
merecem a disponibilizacdo de metodologias analiticas rapidas e confiaveis, de maneira

a facilitar operagdes de controle de qualidade.

2.2.1. Antirretrovirais

Uma importante classe de medicamentos, dada pela gravidade da doenca que é
tratada, € a dos antirretrovirais. Estes medicamentos sdo destinados ao tratamento de
pacientes portadores do virus HIV (Human Immunodificient Virus). Este virus atua sobre
as principais células do sistema imunoldgico, os linfécitos. Entre os linfécitos, o tipo mais
atingido pelo virus € o chamado linfocito TCD4, usado pelo HIV para gerar copias de si

mesmo.

Infectadas pelo virus, essas células comegam a funcionar com menos eficiéncia,
até serem destruidas. Dessa forma, a habilidade do organismo para combater doengas
comuns diminui, permitindo o aparecimento de doengas oportunistas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010)

O periodo médio de incubacgao é estimado em 3 a 6 semanas, entendendo-se por
periodo de incubagao o intervalo de tempo entre a exposi¢do ao virus e o surgimento de
alguns sintomas, como febre e mal-estar (fase inicial). A produg¢ao de anticorpos inicia-se
de 8 a 12 semanas apos a infecgao.

Denomina-se fase assintomatica o estagio em que a pessoa infectada nao
apresenta qualquer sintoma. Esse periodo de laténcia do virus € marcado pela forte
interacdo entre o sistema imunolégico e as constantes e rapidas mutagdes do virus.
Durante essa fase, os virus amadurecem e morrem de forma equilibrada. A fase final
corresponde a reducgdo critica de células T, tipo CD4, que chegam abaixo de 200
unidades por mm?3, enquanto que em adultos saudaveis a contagem é da ordem de 800 a
1200 unidades. Nessa fase, surgem os sintomas tipicos da AIDS (diarréia persistente,
dores de cabeca, contragbes abdominais, febre, falta de coordenacio, nauseas, vomitos,
fadiga extrema, perda de peso e doengas oportunistas) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil, ja foram identificados cerca de 590 mil casos de AIDS. Este numero

refere-se desde a identificagdo do primeiro caso de AIDS, em 1980, até junho de 2010. A
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taxa de incidéncia foi crescente até metade da década de 90, alcangcando, em 1998,
cerca de 19 casos de AIDS por 100 mil habitantes. Do total de casos de AIDS, cerca de
80% concentram-se nas Regides Sudeste e Sul. O Sudeste € a regido mais atingida
desde o inicio da epidemia e, apesar da alta taxa de incidéncia, mantém-se num
processo de estabilizagdo. Na regidao Sul observa-se aumento das taxas de incidéncia de
casos até 2003, porém com uma provavel desaceleracdo de crescimento nos anos
mais recentes. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010b).

O pais acumulou cerca de 229 mil ébitos por AIDS até dezembro de 2009. Até
1995, a curva de mortalidade acompanhava a de incidéncia de AIDS, quando atingiu a
taxa de 9,7 ébitos por 100 mil habitantes. Apdés a introdu¢do da politica de acesso
universal ao tratamento antirretroviral, observou-se queda na mortalidade. A partir de
2000, evidencia-se estabilizacdo em cerca de 6 obitos por 100 mil, embora essa
tendéncia seja bem mais evidente na Regido Sudeste e entre os homens. Além disso,
entre 1993 e 2003, observou-se um aumento de cerca de cinco anos na idade mediana
dos 6bitos por AIDS, em ambos os sexos, refletindo um aumento na sobrevida dos
pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2010b).

A evolugédo no numero de casos de 6bito decorridos da doenga nos ultimos anos,

por regido do pais, € apresentada na Figura 3.
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ULTIMOS ANOS.
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Normalmente os medicamentos utilizados no tratamento da AIDS sdo mais
eficazes quando ministrados na forma de multi-associagbes. Este tipo de terapia,
denominada TAAA (Terapéutica Antiretroviral Altamente Ativa), é altamente efetiva, em
razdo de cada farmaco agir em diferentes etapas do ciclo de reprodugéo do HIV.

Os principais representantes desta classe de medicamentos sao a zidovudina (3'-
azido-3'desoxitimidina - AZT) e a lamivudina (2’,3’-dideoxi-3'-tiocitidina - 3TC), que podem
ser administrados de forma isolada, mas que apresentam uma acgao sinérgica mais eficaz
quando na forma de associagdao. Ambos os principios apresentam uma rapida absorgao
pelo organismo, incorporando-se ao DNA do HIV (PORCHE, 2001).

A estrutura quimica destes farmacos é apresentada na Figura 4.

)

A N~ B

FIGURA 4. FORMULAS ESTRUTURAIS DA ZIDOVUDINA (A) E DA LAMIVUDINA (B).

Desde 1996, o Sistema Unico de Saude (SUS) do Brasil distribui gratuitamente o
coquetel antiaids para todos que necessitam do tratamento. Segundo dados do Ministério
da Saude, cerca de 200 mil pessoas recebem regularmente os medicamentos para o
tratamento. Atualmente, existem 19 medicamentos para controle do HIV, os quais séo

divididos em cinco classes, conforme apresentado no Quadro 1.
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QUADRO 1. CLASSES DOS MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRAIS, UTILIZADOS NO
TRATAMENTO DA AIDS, FORNECIDOS PELO SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS).

CLASSES DOS MEDICAMENTOS ANTIRRETROVIRAIS

Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa — atuam na enzima

transcriptase reversa, incorporando-se a cadeia do DNA que o virus cria. Tornam essa
cadeia defeituosa, impedindo que o virus se reproduza. Ex: Zidovudina, Lamivudina,

Abacavir, Estavudina, Didanosina e Tenofovir.

Inibidores Nao Nucleosideos da Transcriptase Reversa — bloqueiam diretamente a

acao da enzima e a multiplicacéo do virus. Ex: Efavirenz, Nevirapina e Etravirina.

Inibidores de Protease — atuam na enzima protease, bloqueando sua agdo e

impedindo a produgdo de novas coépias de células infectadas com HIV. Ex:
Amprenavir, Arazanavir, Darunavir, Indinavir, Lopinavir/r, Nelfinavir, Ritonavir e

Saquinavir.

Inibidores de Fusdao — impedem a entrada do virus na célula evitando a sua

reproducgdo. Ex: Enfuvirtida.

Inibidores da Integrase — bloqueiam a atividade da enzima integrase, responsavel

pela insercdo do DNA do HIV ao DNA humano (cédigo genético da célula). Assim,

inibe a replicagédo do virus e sua capacidade de infectar novas células. Ex: Raltegravir.
Fonte: MISTERIO DA SAUDE, 2010.

2.2.2. Antihipertensivos

Outra classe de medicamentos que merece especial atengéo, principalmente em
funcao da patologia associada, sao os antihipertensivos. O tratamento farmacolégico com
esta classe de medicamentos € indicado para pacientes com hipertensdo arterial
moderada, grave e com fatores de risco para doengas cardiovasculares e/ou lesao
importante de 6rgaos-alvo da doenca. No entanto, poucos hipertensos conseguem o
controle ideal da pressdo com um Unico agente terapéutico e, muitas vezes, faz-se
necessaria a terapia combinada (ZAITUNE et al, 2006).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) configura-se como um importante problema
de saude publica no Brasil e no mundo. Estimativas indicam que sua prevaléncia esta
ascendente e seu impacto nas populacdes sera ainda mais danoso nos proximos anos.
Estima-se que em todo o mundo 7,1 milhbes de pessoas morram anualmente por causa
de pressao sanguinea elevada e que aproximadamente 4,5% de outras doengas sejam

causadas pela HAS. As taxas de prevaléncia de valores pressoricos superiores a 140/90
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mmHg na populagao urbana adulta brasileira variam de 22 % a 44 % (BOING & BOING,
2007).

Cerca de 70% dos pacientes hipertensos necessitam de duas ou mais medicagbes
para obter um controle adequado de sua pressdo arterial (PORTAL DO CORACAO,
2009), portanto associagbes de farmacos antihipertensivos sdo comumente utilizados,
principalmente em pacientes que apresentam estagio elevado de hipertenséo.

Sao exemplos de associagdes reconhecidas como eficazes: diuréticos de diferentes
mecanismos de acdo; medicamentos de agdo central e diuréticos; betabloqueadores e
diuréticos; bloqueadores do receptor AT, e diuréticos; inibidores da Enzima Conversora
de Angiotensina (ECA) e diuréticos; bloqueadores dos canais de calcio e
betabloqueadores; bloqueadores dos canais de calcio e inibidores da ECA; bloqueadores
dos canais de calcio e bloqueadores do receptor AT, (SOCIEDADE, 2006 — CAP. 6).

O captopril € um dos medicamentos mais vendidos para o controle da hipertensao
arterial no Brasil e no mundo. Este farmaco (1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-
prolina, Figura 5-A) pertence a classe de inibidores da enzima conversora de
angiotensina (inibidores da ECA) que atuam como potente vasoconstritor no controle da
hipertensdo arterial.

Um diurético amplamente utilizado em associagdo aos inibidores da ECA, como o
captopril, € a hidroclorotiazida (1,1 diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-
7-sulfonamida, Figura 5-B), que atua diretamente nos rins, aumentando a excrecao de
cloreto de sodio, potassio e, consequentemente, da agua. Esta classe de diuréticos é
muito eficaz, podendo ser utilizada na forma de monoterapia ou em associacdo com
outros antihipertensivos. Os diuréticos tiazidicos foram os primeiros antihipertensivos
disponiveis para uso em larga escala. Langados em meados dos anos 50 continuam a
ser administrados, isolados ou em associagao, para milhdes de hipertensos em todo o
mundo (SANTELLO & MION JR, 1998).

Captopril € um po cristalino branco ou quase branco, facilmente solivel em metanol
e cloreto de metileno e também solluvel em solugdes diluidas de hidroxidos alcalinos.
Possui faixa de fusdo de 105 °C a 108 °C e valores de pka de 9,8 (tiol) e 3,7 (carboxila)
(ANVISA, 2011-A).

Hidroclorotiazida € um p¢ cristalino branco ou quase branco, inodoro, muito pouco
soluvel em agua, pouco soluvel em etanol, soluvel em acetona e em solugdes diluidas de
hidroxidos alcalinos. Possui faixa de fusao de 266-270 °C, com decomposicao e valores
de pka de 9,2 e 7,9 (aminas) (ANVISA, 2011-B).
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FIGURA 5. FORMULAS ESTRUTURAIS DO CAPTOPRIL (A) E DA HIDROCLOROTIAZIDA (B).

2.3. CONTROLE DE QUALIDADE

Atualmente existe um consenso universal a respeito da necessidade de se
monitorar de forma continua a producao de medicamentos, produtos utilizados no
tratamento de pessoas ja debilitadas por uma doenca ou sintoma particular e que
requerem um rigoroso controle de qualidade.

Em funcao da seriedade que este tipo de controle reveste, grande parte das
propostas analiticas esta fundamentada em técnicas instrumentais modernas, muitas
vezes demoradas e onerosas, dentre as quais se destacam a cromatografia em fase
liquida de alta eficiéncia (VERWEIJ-VAN WISSEN et al., 2005; ASCENZI, et al., 2006;
HUANG et al., 2006), a cromatografia em fase liquida de ultra-eficiéncia (NOVAKOVA et
al., 2006; KRISHNAIAH, et al., 2010), a cromatografia em fase gasosa (SAKA et al.,
2008; YAZDI et al., 2008), a eletroforese capilar (ZHANG et al., 2008; CIANCHINO et al.,
2008; FOTEEVA et al., 2008; SUNTORNSUK, 2001) e a espectrometria de ressonéncia
magnética nuclear (ACETTI et al., 2008). Dada a prépria natureza deste conjunto de
técnicas instrumentais, as possibilidades de estabelecer um sistema de analise “on-line”
sao praticamente inexistentes, motivo pelo qual o controle de qualidade continua sendo
universalmente aplicado a lotes do produto, selecionados de acordo com critérios

estatisticos.

2.3.1. Andlise de Antirretrovirais

Segundo as monografias oficiais da Farmacopéia Americana (USP, 2009) e da
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), o ensaio para controle de
qualidade de zidovudina (AZT) e lamivudina (3TC) deve ser realizado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), existindo poucas metodologias alternativas (STEWART
& FAN, 2002).
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KENNEY e colaboradores (2000) relatam a determinagdo simultdnea de AZT e
3TC por CLAE-EM, enquanto que cromatografia eletro cinética micelar é proposta por
SEKAR e AZHAGUVEL (2005). Mais recentemente, outros métodos cromatograficos
foram desenvolvidos, envolvendo detecgdo ultravioleta (BECK et. al, 2007) e
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HABTE et.al.,2009).

Em funcdo da interferéncia espectral entre estes farmacos, poucas alternativas
espectroscépicas tém sido propostas para esta determinacdo. Dentro deste contexto,
destaque pode ser dado ao trabalho de USLU e OZKAN (2002), que propdem o uso de
rotinas analiticas fundamentadas em espectroscopia derivativa. O método, fundamentado
em determinag¢des no ponto de anulagao, permitiu exatidao e precisdo comparavel com a
apresentada por um método cromatografico em fase liquida, permitindo a analise de
medicamentos com excelente aproximacgao.

Recentemente a voltametria de onda quadrada foi proposta para determinacao de
AZT na presenca de oligonucleétidos e DNA cromossdmico (TRNKOVA et al., 2004).

Por sua vez, as analises por espectroscopia no infravermelho limitam-se a analise
de um dos farmacos por vez, como relata ARAUJO et. al. em 2003, que utiliza a técnica
de infravermelho na quantificagédo de zidovudina em um estudo de compatibilidade com
excipientes. Em outro estudo recente, realizado por LOPES et. al. em 2009, a
espectroscopia no infravermelho proximo por imagem foi associada a CLS (Classical
Least Square) para determinagdo de lamivudina em amostras de um medicamento,
buscando verificar alteragdes e possiveis falsificagdes.

Até onde pode-se investigar, ndo ha relatos na literatura sobre a quantificagcdo de
misturas de lamivudina e zidovudina por metodologias que associem a espectroscopia

eletrbnica com ferramentas de calibracdo multivariada.

2.3.2. Anadlise de Antihipertensivos

Algumas técnicas para quantificacdo de captopril, em associacbes com outros
farmacos ou nao, estdo descritas na literatura, dentre as quais se destacam:
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (SALEM et al, 2005; EL-GINDY et al,
2004; MIRZA & TAN, 2001), acoplada a espectroscopia de massas (REZENDE et al.
2006), espectroscopia Raman (MAZUREK & SZOSTAK, 2006), espectrometria de
absorgcao atdbmica (EL REIS et al, 2000), espectroscopia infravermelho por refleténcia
difusa (GOTARDO et al, 2008), técnicas quimiluminescentes (PULGARIN et al, 2005),
colorimétricas (SHAMA et al, 2006; PIMENTA et al, 2001), termoanaliticas (HUANG et al,
2001), voltamétricas (REZAEI & DAMIRI, 2008; PARHAM & ZARGAR, 2005;
SHAHROKHIAN et al, 2005; IOANNIDES, 2003; SIANGPROH et al, 2003),

potenciométricas (RIBEIRO et al, 2003) e sistema de inje¢ao de fluxo com biosensores
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amperométricos (STEFAN et al, 2000).

Para quantificacdo de hidroclorotiazida em associagbes farmacéuticas podemos
destacar técnicas fundamentadas em cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(DINC & OZDEMIR, 2005; BELAL et al, 2001; EL WALILY et al, 1995), cromatografia de
alta eficiéncia em camada delgada (BEBAWY et al, 2005), eletroforese capilar (PRIETO
et al, 2001), técnicas voltamétricas (RAZAK, 2004; PRIETO et al, 2003),
quimiluminescentes (PULGARIN et al, 2004) e condutométricas (LOURENCAO et al,
2008).

Normalmente, quantificacbes simultdneas da associacao captoprii e
hidroclorotiazida sao relatadas pelo uso de técnicas cromatograficas (HUANG et al, 2006;
IVANOVIC et al, 2004) e com a utilizacdo de detectores de quimiluminescéncia
(OUYANG et al, 1999).

2.4. ENSAIOS DE DISSOLUCAO

Dissolucao pode ser definida de forma simplificada como o processo pelo qual um
farmaco é liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido
pelo organismo. Assim, o ensaio de dissolu¢gdo nada mais € do que um teste fisico de
natureza destrutiva, no qual o farmaco passa para a forma sollvel a partir da forma
farmacéutica sdlida intacta ou de fragmentos e particulas formadas durante o ensaio
(CHOWDARY, 1987).

O ensaio de dissolugido baseia-se no principio de que, a medida que uma forma
farmacéutica se fragmenta em pequenos pedagos, aumenta a sua area superficial,
facilitando a dissolugdo no meio, o que, portanto, esta relacionado com a
biodisponibilidade do farmaco no organismo.

A avaliagido correta da liberacdo do farmaco a partir de varias formulagdes ou
produtos é conseguida através da determinagdo da biodisponibilidade. Entretanto, o
elevado custo dos estudos in vivo e a necessidade de técnicos qualificados e de seres
humanos para investigacido, ressaltam a importancia dos testes de dissolugdo como
medicdo indireta da biodisponibilidade do farmaco, especialmente em avaliagbes
preliminares da formulacdo e em estudos da consisténcia da qualidade entre os
diferentes lotes produzidos. Tal como qualquer teste in vitro € importante que os
resultados do ensaio de dissolugdo possam ser correlacionados com os resultados dos
testes de biodisponibilidade.

Os ensaios de dissolugao correspondem a uma importante ferramenta de controle
de qualidade em diferentes estagios do ciclo de vida do medicamento. Nos primeiros
estagios do desenvolvimento farmacotécnico, eles sao uteis para identificar variaveis

criticas na producdo, escolher entre diferentes formulacbes, otimiza-las e fazer
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avaliagdes de risco, como no caso de formas de liberagdo controlada. Durante a fase de
producgao, estes ensaios sao importantes para liberacdo dos lotes e para avaliacdo da
sua estabilidade, uma vez que, dentro de certos limites, as caracteristicas de dissolucéo
de um produto devem manter-se constantes durante todo o periodo de validade do
mesmo. Os ensaios de dissolugdo também sido muito Uteis para avaliar o impacto que
certas mudancgas, como equipamento ou local de fabricagdo, podem ter sobre o produto
(MARCOLONGO, 2003; BRASIL, 2003a, MANADAS et al, 2002).

Atualmente, outra importante aplicagdo dos estudos de dissolugdo envolve a
avaliagdo da equivaléncia farmacéutica e da biodisponibilidade relativa (ou
bioequivaléncia) para algumas dosagens de um mesmo farmaco. Os estudos de
equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia sdo necessarios, principalmente para o
registro de medicamentos genéricos. Quando se comprova que todas as dosagens de
determinado produto apresentam perfis de dissolucdo semelhantes, e existe um estudo
de bioequivaléncia que a comprova em relacdo a um produto de referéncia, as demais
podem ser registradas também, sem que haja a realizagdo de novos estudos in vivo
(GIBALDI, 1991; BRASIL, 2003b).

No Brasil os ensaios de dissolugdo passaram a ser exigidos para o registro de
medicamentos a partir de 1999, com a introdu¢cdo dos medicamentos genéricos. Durante
os anos 90 foram elaborados diversos guias pela FDA (Food and Drug Administration),
FIP (Federagéo Internacional de Farmacéuticos) e EMEA (European Medicines Agency)
abrangendo a maioria dos aspectos dos ensaios de dissolucdo (MANADAS, 2002).
Dentro deste contexto, os ensaios de dissolugdo para formas farmacéuticas soélidas orais
de liberacdo imediata, tais como comprimidos e capsulas, séo utilizados como parametro
para avaliar a qualidade dos lotes de medicamentos, para orientar o desenvolvimento de
novas formulagdes e para assegurar o desempenho do medicamento apds as alteragdes
(ANVISA, 2002).

Inimeras sao as variaveis que podem modificar os resultados de um ensaio de
dissolucdo. Todas devem ser consideradas, mas algumas devem ser rigorosamente
monitoradas para obtengao de resultados confidveis. Dentro deste contexto, destacam-se
algumas caracteristicas da amostra (ex. solubilidade, tamanho da particula, natureza
quimica, forma farmacéutica, excipientes, tecnologia de fabricagcdo), parametros
relacionados ao equipamento (ex. velocidade de agitagao, meio de dissolugao, posicao
da haste e método de amostragem), além de paradmetros relacionados com o meio de
dissolugéo (ex. volume, presencga de gases, pH, temperatura, viscosidade, dentre outros).
(MARCOLONGO, 2003).

O primeiro aparato de dissolugdo adotado oficialmente foi o da cesta (rotating

basket) pela Farmacopéia Americana em 1970 (Figura 6). Este sistema esta previsto em
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todas as farmacopéias (brasileira, britanica, européia, japonesa e americana),
apresentando pequenas variagbes quanto as especificagdes (dimensbes, capacidade,
etc). Esse aparato tem a vantagem de confinar a forma farmacéutica a uma area limitada,
enquanto a mantém imersa no meio. Isso & essencial para conseguir uma melhor
reprodutibilidade do método. Esse aspecto também é vantajoso para capsulas que
tendem a flutuar e podem ter a redugao da superficie de contato com o meio (ABDOU,
1989).

Os estudos realizados pela Comissdo de Revisdo da Farmacopéia Americana
levaram a introducao e oficializagdo, em 1977, do aparato n° 2, em que a cesta (aparato
n° 1) é substituida pela pa (Figura 7), hoje amplamente utilizado na realizagdo de ensaios
de dissolucao para diferentes formas farmacéuticas (MARCOLONGO,2003; MANADAS,
2002).

A Farmacopéia Americana estabelece, ainda, ensaios de adequacgido a serem
conduzidos nos aparatos, utilizando comprimidos calibradores de prednisona
(desintegrantes) e acido salicilico (nao desintegrantes), sendo que eles sdo considerados
adequados se os resultados obtidos estiverem dentro dos limites especificados para cada
calibrador (USP, 2009).

aparato 1: cesta

Fonte: SANTOS, 2009
FIGURA 6. DETALHE DO SISTEMA DE DISSOLUCAO UTILIZANDO O APARATO CESTA.
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FIGURA 7. APARATO DA PA PARA ENSAIOS DE DISSOLUGAO (REPRODUZIDO DA
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

O método de dissolucdo é especifico para cada medicamento, estando ele em
associagao ou nao. Os testes de dissolugao fazem parte das monografias de quase todas
as formas farmacéuticas solidas. Além das especificagdes de cada monografia, as
farmacopéias trazem também especificagdes em diferentes estagios deste processo.

Normalmente, as técnicas analiticas utilizadas na avaliagado dos parametros obtidos
pelo ensaio de dissolugdo sdo as mesmas utilizadas no controle de qualidade das
matérias primas e dos produtos acabados. Para a analise dos medicamentos dissolvidos
sdo utilizados métodos cromatograficos (JANTRATID et al, 2009; GARBACZ et al, 2008;
IYER et al, 2007; MENEGOLA et al, 2007; ROSSI et al, 2007), espectrofotométricos
(JOSHI et al, 2008; FREITAS et al, 2005), utilizando métodos de derivacao espectral
(DINC et al, 2007) ou equipados com sensor de fibra ética para medidas de refletancia
(FILIK et al, 2008; JOHANSSON et al, 2002; GEMPERLINE et al, 1997), espectroscopia
de luminescéncia (SOTOMAYOR et al, 2008), potenciométricos (PEETERS et al, 2008;
BOHETS et al, 2007), titulométricos (BRANDAO, 2001), difracdo de raios-x e
espectroscopia Raman (ALLESO et al, 2009).

Recentemente, sistemas de calibracdo multivariada tém sido propostos para a
realizagdo de ensaios de dissolucdo, utilizando-se, principalmente, espectroscopia no
infravermelho proximo (REVELLE et al., 2005; FREITAS et al., 2005).
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Até onde foi possivel investigar, apenas um trabalho relata a realizagao de
ensaios de dissolugdo com produtos farmacéuticos contendo lamivudina (FERNANDES
et al., 2006).

2.5. CALIBRACAO MULTIVARIADA

Um dos principais objetivos da calibragdo multivariada consiste em explorar toda a
informacado fornecida pela técnica instrumental utilizada, condicdo que favorece a
previsdo de uma resposta de interesse com discrepancia minima, mesmo em condigcbes

de severa interferéncia entre as espécies que fazem parte da matriz.

Métodos de calibragao multivariada tém sido cada vez mais utilizados em quimica
analitica, principalmente quando os componentes presentes numa mistura necessitam
ser determinados, mas a informacao analitica disponivel ndo apresenta seletividade
(BRO, 2003; HOPKE, 2003). Ou seja, quando em uma mistura nao é possivel identificar

os componentes individuais, a partir da resposta instrumental.

O procedimento geral da analise quimica é composto de duas etapas
fundamentais. Na primeira, alguns tratamentos quimicos e/ou fisicos s&o utilizados com o
objetivo de transformar a amostra levando-a a um estado fisico compativel com a técnica
analitica disponivel. Na segunda, modelos de calibracdo sdo desenvolvidos, obtendo-se
uma fungao de regressao que permite prever uma quantidade quimica esperada, a partir

de um parametro fisico medido.

Normalmente, os modelos de calibracdo sdo desenvolvidos utilizando-se
aproximacgoes univariadas. No caso particular da espectroscopia UV-Vis, por exemplo, o
sinal processado costuma corresponder a absorbancia registrada no comprimento de
onda de absorgdo maxima. Obviamente que, se houver interferentes ou espécies que
absorvam na mesma regiao ou préoximo, a utilizacdo de apenas este parametro dificulta
(e as vezes inviabiliza completamente) a determinacdo de amostras em que os

componentes apresentam severa interferéncia espectral (ANDRADE et al., 2003).

A base da calibragao multivariada é estabelecer uma relagao entre duas matrizes
(ou blocos) de dados quimicos, quando houver uma dependéncia entre as propriedades
que descrevem cada uma delas.

A calibragdo multivariada consiste basicamente de duas fases (MARTENS, 1989;

(71}

FERREIRA et al., 1999): a calibragido e a previsdo. Na fase de calibracao, “n” espectros

7]

para um conjunto de amostras com composi¢cado conhecida sdo obtidos em “p” valores de

[T ]

energia (ou comprimento de onda) diferentes, formando uma matriz Xcal, com “n” linhas

e “p” colunas. Também uma matriz Ycal com os valores de concentragdo pode ser
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[T 1]

formada contendo “n” linhas, correspondendo as diferentes amostras, e “q” colunas,
indicando o nimero de diferentes compostos presentes nas amostras.

O préoximo passo € desenvolver um modelo matematico apropriado
(determinando-se um vetor dos coeficientes de regressdao — b) que melhor possa
reproduzir Ycal a partir dos dados da matriz Xcal (Eq. 01). Esse modelo é utilizado na
fase de previsdo (com um conjunto teste) para estimar as concentracdes (Yprev) dos
constituintes de novas amostras, a partir de seus espectros (Xteste) (Eq. 02). Como
estas metodologias trabalham com matrizes de dados, o processo de estimar o vetor b
da Eq. 01 para a obtengado da Eq.02, implica a utilizagdo da matriz transposta de X, ou
seja, (Xteste)".

Xcal = b * Ycal (Eq.01)
Yprev = (Xteste)' * b (Eq.02)

Os dados para a calibragdo multivariada podem ser organizados conforme
mostrado na Figura 8. Os valores de absorbancia (ou transmitancia) dos espectros, a
cada valor de energia (ou comprimento de onda), sdo as variaveis independentes, e as

concentragdes das espécies e interesse nas amostras, as variaveis dependentes.

Calibraci
: — 1| Tasao
[ T 1 [
‘E Xeal Yeal
2
7]
0
o
.-'llll

| \‘\f Previsiio

Comprimento de onda (nm) XTeste

Fonte: NAGATA, 2001.

FIGURA 8. ORGANIZACAO DOS DADOS PARA CALIBRAGAO MULTIVARIADA.

2.51. PLSR

A Calibracado Multivariada, fundamentada em técnicas de regressdo dos minimos
quadrados parciais, corresponde a uma ferramenta poderosa para a quimica analitica, de
interessante potencial de aplicagdo em muitos problemas de analise farmacéutica
(ARANCIBIA et al., 2000; SENA et al., 2000; MEDINA et al., 1999). Em geral, este
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recurso permite a determinacdo de um componente de interesse em matrizes complexas
ou a analise de multicomponentes em sistemas mais simples.

A base do método dos minimos quadrados parciais (PLS) esta na decomposigao
de uma matriz de dados X, em termos da soma de varias matrizes M;, que ndo podem
mais ser expandidas, mais uma matriz de erros (que corresponde a parte ndo modelada
de X). As matrizes M; constituem os chamados componentes principais ou variaveis
latentes, que resultam das combinacbes lineares das variaveis originais, no qual a
natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes, e s&o

formadas pelo produto de dois vetores, t (os scores) e p (os loadings) (ABDI, 2003):

X=M;+M,+..+M,+E ou, (qu3)
X=tps +tpo+...+t,p, + E ou, (Eq.04)
X=TP +E (Eq.05)

A dimensionalidade do espaco original € igual ao numero de colunas em X, ou
seja, o numero de variaveis originais. No novo modelo, a dimensionalidade é descrita
pelo nimero de matrizes M; necessarias para descrever X. Assim, se for possivel
descrever uma matriz X que tenha muitas variaveis, por um nimero pequeno dessas
matrizes M;, havera um decréscimo na dimensionalidade, sem perda de informacéo.

No PLS, tanto a matriz das variaveis independentes X, como a das variaveis

dependentes Y, sdo representadas pelos scores e loadings:

X=TP +E (Eq.06)
Y=UQ +F (Eq.07)

Uma relacdo entre as duas matrizes de dados X e Y pode ser construida,

correlacionando-se os scores de cada bloco, utilizando um modelo linear:

u, = b,t, ou, (Eq.08)
U=>bT (Eq.09)

Métodos de calibragdo multivariada tém sido utilizados com bastante frequéncia
na resolucao de problemas de interferéncia espectral. No caso da espectrofotometria UV-
Vis, os exemplos sdo abundantes e atestam o grande potencial dos processos de
calibragdo multivariada para a resolucéo deste tipo de problemas, sem a necessidade de
recorrer a metodologias quimicas de separacdo, frequentemente associadas a

contaminagdo ou perda da amostra de interesse. Neste sentido, merecem destaque os
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bons resultados conseguidos na determinagao espectrofotométrica de farmacos (BOERIS
et al., 2000; CRIADO et al., 2000; BENAMOR et al., 2000, HADAD, et. al., 2008).

Na espectroscopia por infravermelho, destaque pode ser dado a trabalhos
recentes que tratam sobre a determinagio simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima
(SILVA, et. al, 2009), condroitina e glucosamina (ROSSIGNOLI, et. al., 2008) e
associagbes contendo aspirina (DOU, et. al., 2007), recorrendo ao uso de técnicas
espectroscépicas fundamentadas em medidas de reflectancia no infravermelho e

ferramentas de calibragdo multivariada.

2.6. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagcéo ou a implementagao de
meétodo conhecido, envolve um processo de avaliagdo que demonstre sua eficiéncia na
rotina de analises de produtos industrializados, especialmente na industria farmacéutica.
Esse processo costuma ser denominado de validacdo. Um método € considerado
validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos
em farmacopéias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela ANVISA
(ANVISA 2003; BRITO et al, 2003, RIBANI, et al., 2004).

A validacdo de métodos analiticos € um aspecto vital da garantia da qualidade de
medicamentos e deve assegurar, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, garantindo a confiabilidade dos
resultados.

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de duas
caracteristicas: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o
alcance de um método durante as operagdes de rotina de um laboratdrio € estabelecendo
os limites destes parametros por meio da estimativa das figuras de mérito, durante a
etapa de validagdo (VALDERRAMA, 2005).

As caracteristicas tipicas utilizadas na validacdo de métodos analiticos séo:
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificagdo e
exatiddo (VALENTINI et al, 2007; ANVISA 2003; BARROS, 2002).

No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formularios
oficiais, a validacao devera envolver a avaliagcido de uma série de parametros, os quais
dependem da finalidade do teste. Os testes necessarios sao classificados em 4
categorias, conforme apresentado no Quadro 2. Para cada categoria sera exigido um
conjunto de testes, os quais estao relacionados no Quadro 3.

A forma com que as figuras de mérito serdo determinadas € estabelecida pelos

orgaos de fiscalizagédo, descritas em normas especificas, guias de validagao e trabalhos
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cientificos. A maioria dos guias, normas e trabalhos cientificos apresentam a validagao de
maneira univariada. Consequentemente, poucos trabalhos relatam a validagcdo de
modelos multivariados (BRAGA E POPPI, 2004; VALDERRAMA, et.al.,2009).

No Brasil, os dois 6rgados que regulamentam a validacdo de métodos analiticos
sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de

Metrologia, Normatizagéo e Qualidade Instrumental (INMETRO).

QUADRO 2. CLASSIFICAGCAO DOS TESTES DE VALIDAGCAO, SEGUNDO SUA FINALIDADE.

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinac&o do principio ativo em produtos

farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de impurezas

e produtos de degradagao em produtos farmacéuticos e matérias-primas

1 Testes de performance (por exemplo: dissolugao, liberagao do ativo)

v Testes de identificagao

Fonte: ANVISA, 2003

QUADRO 3. ENSAIOS NECESSARIOS PARA A VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS,
SEGUNDO SUA FINALIDADE.

. . Categoria ll . .

Parametro Categoria | Categoria lll | Categoria IV
Quantitativo | Ensaio Limite

Especificidade SIM SIM SIM * SIM

Linearidade SIM SIM NAO * NAO

Intervalo SIM SIM * * NAO

Repetibilidade SIM SIM NAO SIM NAO

Preciséo

Intermediaria ** * NAO **x NAO

Limite de detecgéo NAO NAO SIM * NAO

Limite de quantificagéo NAO SIM NAO * NAO

Exatidao SIM SIM * * NAO

Robustez SIM SIM SIM NAO NAO

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovagao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovagao da Precisao Intermediaria.
Fonte: ANVISA, 2003
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2.6.1.Especificidade e Seletividade

Especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenga de outros componentes, tais como impurezas, produtos de
degradagéo e componentes da matriz. Para analise quantitativa (teor) e analise de
impurezas, a especificidade pode ser determinada pela comparacdo dos resultados
obtidos de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades
apropriadas de impurezas ou excipientes, e amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses materiais (VALENTINI et al,
2007; ANVISA, 2003).

Os termos seletividade e especificidade sdo muitas vezes utilizados indistintamente
ou com interpretacbes diversas, mas, de acordo com o INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial) (2003), seletividade e especificidade
nao sao sinbnimos. Um método especifico € aquele capaz de determinar apenas um
analito presente na matriz, e seletivo é aquele capaz de determinar e distinguir cada um
dos varios analitos presentes.

Em calibragdo multivariada, a seletividade pode ser correlacionada com o conceito
de Sinal Analitico Liquido (NAS, do inglés Net Analyte Signal), o qual exerce uma
importante fungdo na determinagdo de figuras de mérito. O método para o calculo do
NAS para modelos multivariados de calibragéo inversa foi proposto por LORBER (1986).
O NAS é definido, para uma propriedade de interesse k, como sendo a parte do sinal
analitico que é ortogonal as contribuicbes de possiveis interferentes presentes na
amostra. Sua propriedade de ortogonalidade pode ser observada pela representagao

geométrica da Figura 9.

Sinal Analitico Sinal analitico

iquido (NAS)

/ Sinal dos interferentes \

‘L---------------»

Fonte: VALDERRAMA, 2005.

FIGURA 9. REPRESENTACAO GEOMETRICA DA PROPRIEDADE DE ORTOGONALIDADE DO
NAS.
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No calculo do NAS, primeiramente a matriz X é reconstruida com A variaveis
latentes gerando a matriz X o (decomposta em escores e loadings), em seguida é
determinada a matriz X ., que é a matriz que contém a informac&o de todas as espécies

presentes na amostra exceto da espécie de interesse k, descrito na equagéo 10.

Xn, 4= [1— Yax ¥'axl X (Eqg. 10)

Em que y é o vetor de concentragdes da espécie de interesse k estimado com A
variaveis latentes, X, é o vetor de respostas instrumentais de uma amostra estimado com
A variaveis latentes e o indice “+” sobrescrito indica a pseudoinversa da matriz em
quest&o. Isso faz com que a matriz Xa  , fique livre de qualquer contribuicdo da espécie
k.

O vetor NAS é entdo obtido como:

X == Xa «(XTa, )1 Xa (Eq. 11)

Uma vez que X "™ ¢ livre de interferentes, é possivel substitui-lo por uma
Ak

representacao escalar sem perda de informagao. Assim temos:

nas = || X3y |l (Eq. 12)

Em que || || representa a norma Euclidiana do vetor X 7% .

Com a possibilidade de calcular um valor escalar livre de interferentes, a partir de
um vetor contendo contribuicdes de constituintes desconhecidos, torna-se possivel a
construgao de uma nova forma de calibragdo multivariada, em que o modelo pode ser
representado em uma forma univariada. Primeiro, o calculo do NAS é feito para as i
amostras de calibragdo, em seguida o coeficiente de regressao € determinado por

minimos quadrados entre o vetor nds e o vetor de concentragdes y:

i

b,.. =(nas'nas) 'nas’y (Eq. 13)

E o modelo de regressao pode, entdo, ser representado por:
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-

y=»h_nas (Eq. 14)

by

Se os dados foram centrados na média, antes da determinacao do coeficiente de

regressao b, , 0 vetor nas precisa ser corrigido de forma a evitar um erro de sinal que é

introduzido pelo uso da norma Euclidiana. Esta correcdo pode ser feita pela multiplicagao
de cada elemento do vetor nas pelo seu sinal correspondente no vetor (y - y_ ), onde y_

€ a média do vetor y que contém os valores de referéncia.

A seletividade € a medida do grau de sobreposigdo entre o sinal da espécie de
interesse e os interferentes presentes na amostra e indica a parte do sinal que é perdida
por essa sobreposicdo. Para modelos de calibracdo multivariada esse parametro é

definido como:

SEl — nas; (Eq.15)
[
Em que nés; é o escalar NAS estimado para amostra ‘ i ’ e x; o vetor de dados

originais. O valor de seletividade estimado a partir da expressédo 15 informa quanto do
sinal original é usado na calibragdo por ndo ser ortogonal a propriedade de interesse.
Dessa forma, a seletividade calculada a partir dessa equacao nao se refere ao sentido
geralmente empregado para o termo em quimica analitica, com modelos univariados, e
sim a uma forma de estimar quanto do sinal é perdido por ortogonalidade
(VALDERRAMA, 2005).

2.6.2. Linearidade

Entende-se por linearidade a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a concentragao do
analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade
seja determinada pela analise de, no minimo, 5 concentragdes diferentes, de acordo com
os intervalos apresentados no Quadro 4 (ANVISA, 2003).

Se houver relagao linear aparente apds exame visual do grafico, os resultados dos
testes deverao ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacéo do
coeficiente de correlacao, intersecgdo com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual
dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padréo relativo. Se ndo houver
relacdo linear, realizar transformagdo matematica. O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99 (VALENTINI et al, 2007; ANVISA, 2003).
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Em modelos de calibragcdo multivariada uma medida quantitativa da linearidade
nao é uma tarefa simples, ou mesmo possivel. Qualitativamente, graficos de residuos
versus concentragdo devem ter um comportamento aleatorio, ja o grafico de scores pela
concentragdo deve ter um comportamento linear, assim sendo o comportamento é linear,

caso contrario ndo ha linearidade no modelo desenvolvido (LAASONEN, 2003).

2.6.3. Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificagcao superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicagdo pretendida do método (Quadro 4). E estabelecido pela confirmagao de que o
método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicadas a
amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado
(ANVISA, 2003).

QUADRO 4. LIMITES PERCENTUAIS DO TEOR DO ANALITO QUE DEVEM ESTAR CONTIDOS
NO INTERVALO DE LINEARIDADE PARA ALGUNS METODOS ANALITICOS.

ENSAIO ALCANCE

Determinagao quantitativa do
analito em matérias-primas ou em | De 80% a 120% da concentragao tedrica do teste
formas farmacéuticas

Do nivel de impureza esperado até 120% do limite
maximo especificado. Quando apresentarem
importancia toxicolégica ou efeitos farmacolégicos
inesperados, os limites de quantificacdo e detecgao
devem ser adequados as quantidades de impurezas a
serem controladas

Determinacéo de impurezas

Uniformidade de contetido De 70% a 130% da concentragao tedrica do teste

De +20% sobre o valor especificado para o intervalo.
Caso a especificagdo para a dissolugdo envolva mais
que um tempo, o alcance do método deve incluir —20%
sobre o menor valor e +20% sobre o maior valor

Ensaio de dissolugao

Fonte: ANVISA, 2003
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2.6.4. Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A precisao € considerada
em trés niveis (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003):

Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro

de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacéo.
A repetibilidade do método ¢é verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagoes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentragdes,
baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinacdes a
100% da concentracao do teste;

Precisdo intermediaria (precisio inter-corridas): concordancia entre os resultados

do mesmo laboratoério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisao intermediaria
recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados

obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente
aplicados a padronizagdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo

de metodologia em farmacopéias.

A precisao pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de

variagéo (CV%), segundo a férmula,

DPR = DF
CMD

x 100

Onde: DP é o desvio padrao e CMD, a concentracdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia

empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, nao se admitindo valores superiores a 5% de DPR (ANVISA, 2003).



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 27
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.6.5. Limite de detecgéao (sensibilidade)

Limite de detecgao é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condigcbes
experimentais estabelecidas. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da analise de
solugcdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel (ANVISA, 2003).

No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢cao atdomica), a estimativa do
limite de deteccao pode ser feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de

base, conforme equacgao apresentada a seguir:

~ DPX3
- IC

LD

Onde: IC ¢ a inclinagdo da curva e DP, é o desvio padrao do intercepto com o
eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibragao construidas contendo concentracées do
farmaco préximas ao suposto limite de quantificagdo. Este desvio padrao pode ainda ser
obtido a partir da curva analitica proveniente da analise de um numero apropriado de
amostras do branco (ANVISA, 2003).

2.6.6. Limite de quantificacéo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatidao aceitaveis sob as condigbes experimentais estabelecidas. O limite de
quantificagcado € um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de degradacao em formas
farmacéuticas e é expresso como concentragédo do analito na amostra (ANVISA, 2003).

O limite de quantificacao é estabelecido por meio da analise de solugdes contendo
concentragoes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com precisao e

exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equagéao,

- DPx10
- IC

LQ

Onde: IC ¢ a inclinagao da curva e DP, é o desvio padrao do intercepto com o
eixo do Y de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas contendo concentragbes do

farmaco préximas ao suposto limite de quantificacdo. Este desvio padrdo pode ainda ser
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obtido a partir da curva de calibragdo proveniente da analise de um apropriado niumero
de amostras do branco (ANVISA, 2003).

Em calibragdo multivariada a sensibilidade corresponde a fragdo do sinal analitico
que é devido ao aumento da concentracdo de um analito em particular, em unidade de
concentragdo. A sensibilidade é definida como o inverso da norma do vetor coeficientes

de regressao (byx) do modelo de calibragéo.

SEN -1 (Eq. 16)

o«

Em que bk é o vetor dos coeficientes de regresséo estimados pelo PLS.

nas

Quando o NAS é determinado, o vetor de sensibilidade liquida s, para cada

nas

amostra do conjunto de calibragéo pode ser determinado a partir do vetor x, como:

X ak (Eq. 17)
¥

nas
Sh —

nas

Em que, o vetor de s,“ deve ser igual para todas as amostras de calibragéo, x;

€ o vetor de sinal analitico liquido para a espécie k, y é o vetor que contém os valores de
referéncia.

O escalar SEN, pode ser determinado por:

SéN:‘

5| (Eq. 18)

A sensibilidade analitica (y) ndo é abordada em normas ou guias de validagdo. No
entanto, esse parametro apresenta a sensibilidade do método em termos da unidade de
concentragao que é utilizada, sendo definida como a razédo entre a sensibilidade e o
desvio padrao do sinal de referéncia (6x) (VALDERRAMA, 2005):

,_SEN
"= TN (Eq. 19)

Em que, SEN é obtido através das equagdes 16 ou 18 e dx é o desvio padrdo do
sinal de referéncia estimado através do desvio de replicatas do branco ou dos residuos
do modelo PLS.
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O inverso desse parametro, ou seja, (5”), permite estabelecer a menor diferenga
de concentracdo entre amostras que pode ser distinguida pelo método, considerando o
ruido instrumental aleatério como unica fonte de erro.

Para um conjunto de dados que apresenta um comportamento, onde ha uma
variancia constante ao longo da faixa de trabalho, erros com previsdo néao
correlacionados e que seguem uma distribuicdo normal, o limite de deteccdo (LD) e o
limite de quantificacdo (LQ) podem ser calculados de acordo com as expressdes

apresentadas a seqguir:

LD = 36x]b, | = 36X —1 (Eq. 20)
SEN
LQ = 10x]b, | = 105x ! (Eq. 21)
SEN

Em que, dx é o desvio padrao do sinal de referéncia, bk é o vetor dos coeficientes
de regressdo do modelo PLS para a espécie k, SEN corresponde ao valor de

sensibilidade obtido através das equacdes 16 ou 18.

2.6.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Varias metodologias para a
determinacgdo da exatiddo estao disponiveis:

e Farmaco: aplicando-se a metodologia analitica proposta na analise de uma
substancia de pureza conhecida (padréo de referéncia) ou comparagao dos
resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda metodologia bem
caracterizada, cuja exatidao tenha sido estabelecida;

e Forma Farmacéutica: na analise de uma amostra, em que a quantidade

conhecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos componentes do
medicamento (placebo contaminado) ou nos casos em que amostras de todos
os componentes do medicamento estdo indisponiveis, aceita-se a analise pelo
método de adicdo de padrao, no qual adiciona-se quantidades conhecidas do
analito (padrao de referéncia) ao medicamento.

e |mpurezas: analise pelo método de adigdo de padrdo, no qual adiciona-se
quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos de degradagdo ao

medicamento ou ao farmaco.
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A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenga porcentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianga. A exatidao é
expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a

concentragao teorica correspondente:

. Concentragcdo média experimental
Exatidao = _ x 100
Concentracao tedrica (real)

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade,
do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo,
9 (nove) determinagdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada (ANVISA, 2003).

Em calibragdo multivariada, a exatidao refere-se a proximidade entre os valores
de referéncia e os valores encontrados pelo modelo de calibragdo, e relaciona-se com o
erro absoluto de uma medida. Em quimiometria este parametro é geralmente expressado
como a raiz quadrada do erro quadratico médio de previsdo (RMSEP, do inglés root

mean square error of prediction) conforme é descrito na equacgao 22;

(Eq. 22)
RMSEP =

Onde: N representa o nimero de amostras utilizadas na previsdao, ¥ e Y

representam os valores de referéncia e os valores preditos pelo modelo de calibragao.

2.6.8. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parémetros analiticos. Indica sua confianga
durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da
robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variagdes nas condigcdes
analiticas, estas deverdo ser controladas e precaugbes devem ser incluidas no
procedimento. O Quadro 5 relaciona os principais pardmetros que podem resultar em

variagcdo na resposta do método.
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QUADRO 5. FATORES QUE DEVEM SER CONSIDERADOS NA DETERMINACAO DA
ROBUSTEZ DO METODO ANALITICO.

-Estabilidade das solu¢des analiticas
Preparo das amostras
-Tempo de extragao

-‘Variagao do pH da solugéo
Espectrofotometria ‘Temperatura

-Diferentes fabricantes de solventes

-‘Variagao do pH da fase movel

-‘Variagao na composi¢ao da fase movel
Cromatografia em fase liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia em fase gasosa ‘Temperatura

‘Velocidade do gas de arraste

Fonte: ANVISA, 2003

2.7. ESPECTROSCOPIA ELETRONICA

A espectroscopia eletrbnica apresenta um conjunto de caracteristicas favoraveis, as
quais deveriam garantir a sua condi¢do de ferramenta analitica de primeira importancia.
Trata-se de uma técnica consolidada, de facil implementagao, baixo custo e sensibilidade
compativel com muitas das necessidades analiticas citadas anteriormente (SKOOG et al,
2006). Infelizmente, a baixa seletividade faz com que a sua aplicabilidade fique
seriamente comprometida, quando ha necessidade de se analisar matrizes complexas.

Para contornar os problemas que surgem por esta falta de seletividade, muitas
alternativas tém sido propostas. No entanto, grande parte delas esta fundamentada na
aplicacdo de processos de separagdo prévia (FERNANDEZ DE CORDOVA et al, 2003;
AKAY & OZKAN, 2002), os quais acrescentam etapas que podem prejudicar a
reprodutibilidade da determinacéo.

Grande parte dos farmacos apresenta um sinal bastante intenso na regido
ultravioleta, o que faz com que a sua determinacao via espectroscopia UV-Vis seja viavel,
mesmo em concentragdes trago. Adicionalmente, a sua validagdo costuma ser mais
simples e efetiva, em relagdo, por exemplo, a métodos fundamentados em cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia (MADAN et al, 2005). Porém, muitos compostos
absorvem na mesma regido espectral, motivo pelo qual os métodos espectroscopicos
apresentam baixa seletividade , como pode ser observado na Figura 10, (DE LUCA, et al,
2009).
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Para contornar estes inconvenientes e viabilizar a determinagéo por espectroscopia
UV-Vis, algumas propostas tém sido recentemente realizadas, dentre elas destacam-se a
utilizacdo de espectroscopia derivativa (ROJAS & OJEDA, 2009; LOPEZ-MARTINEZ et
al, 2002; MORENO GALVEZ et al, 2002) e mais recentemente o uso de procedimentos
de calibragdo multivariada (WU et al, 2009; GENDRIN et al, 2008; MALUF et al, 2008;
METWALLY, 2008; SENA et al, 2007).

A introdugcdo de processos multivariados veio a beneficiar a espectrofotometria,
tendo sido amplamente aplicados na analise de formas farmacéuticas contendo varios
farmacos e excipientes absorvendo nas mesmas regides do espectro (RAGNO et al,
2004). A calibragdo multivariada tem sido aplicada, por exemplo, na analise por
espectroscopia derivativa em ensaios de dissolugdo (CUTRIGNELLI et al, 2008;
MARKOPOULOU et al, 2005; MARKOPOULOU et al, 2004).

2,2
2,0

1,51 %

1,0

0,5

200 250 300 350 400
nm

Fonte: DE LUCA et al., 2009.

FIGURA 10. ESPECTROGRAMA UV-VIS QUE DEMONSTRA A INTERFERENCIA
ESPECTRAL ENCONTRADA NA DETERMINACAO DE PARACETAMOL 20,41 pg mL™
(<o ); PROPIFENAZONA 19,85 pg mL™" (——) E CAFEINA 2,25ug mL™ ((____. ) EM
SOLUCAO ETANOLICA;

Com relacdao a espectroscopia UV-Vis, é importante salientar que a analise de
associagcbes farmacéuticas costuma ser seriamente comprometida pelas diversas
interferéncias espectrais observadas, sendo, portanto, mais frequentemente encontrados
trabalhos que utilizam métodos espectrofotométricos para apenas um farmaco.

Uma forma de tentar contornar os problemas de interferéncia espectral, que
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prejudicam a quantificagdo dos farmacos em associagdo utilizando técnicas
espectrofotométricas, esta na utilizacdo de processos de calibragdo multivariada, uma

poderosa ferramenta na analise de multicomponentes.

2.8. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A regiao espectral do infravermelho compreende radiagdo com numeros de onda
no intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™. O espectro infravermelho é dividido
em infravermelho préximo, médio e distante, conforme descrito no Quadro 6. Os métodos
quantitativos no infravermelho diferem dos métodos espectroscopicos no
ultravioleta/visivel, devido a maior complexidade do sinal espectral, a menor largura das
bandas e as limitagdes instrumentais dos aparelhos de infravermelho (SKOOG et al.,
2002).

QUADRO 6. REGIOES ESPECTRAIS DO INFRAVERMELHO

Regido Numero de onda (cm™) | Comprimento de Onda (nm)

Préximo 12800 a 4000 780 - 2500
Médio 4000 a 200 2500 - 50000
Distante 200a10 50000 - 1000000

A espectroscopia no infravermelho, principalmente no infravermelho préximo, tem
sido utilizada com frequéncia pela industria farmacéutica, no controle de qualidade de
produtos e no monitoramento de processos de producdo (REICH, 2005; OZDEMIR &
OZTURK, 2004).

A técnica que utiliza a reflexdo difusa & conhecida como DRIFTS (Diffuse
Reflection Infrared Fourier Transform Spectroscopy) (FULLER & GRIFFITHS, 1978),
ocorrendo em superficies nao totalmente planas, podendo o substrato ser continuo ou
fragmentado (moido). A energia radiante incidente penetra na amostra, interagindo com
as substancias e retornando a superficie apds absor¢gdo parcial e mudltiplos
espalhamentos. Na reflexdo difusa, a energia é atenuada depois de entrar em contato
diversas vezes com as particulas da amostra, fornecendo muitas informagdes analiticas
sobre a mesma.

A radiacao difusa da um espectro similar ao espectro de transmissdo comum.
Uma importante diferencga entre a transmissao e a reflexdo é devida ao diferente caminho
6tico da radiacdo. Enquanto na transmissao o caminho &tico é constante para todo

comprimento de onda, na reflexdo o caminho pode ser variavel. Portanto, ao se comparar
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0 espectro obtido por transmissao (pastilhas de KBr) com o obtido por reflexdo, as
intensidades relativas das bandas serao diferentes (SKOOG et al., 2002).

Num experimento de reflexao difusa sera também observado a reflexdo especular,
que ocorre na interface ar/superficie da matriz. A reflexdo especular é de maior
intensidade na regido onde a amostra apresenta forte absor¢do, e neste caso, podem
ocorrer severas distorgdes nos espectros obtidos (FERRAO, 2001). Um esquema que

representa os fendmenos de reflexao difusa e especular é apresentado na Figura 11.

Eeflexio Especular Eeflexfio Difusa

FIGURA 11. REPRESENTACAO DAS REFLEXOES ESPECULAR E DIFUSA.
FONTE: DAVISON et al., 2005.

As informagbes qualitativas estdo relacionadas as energias absorvidas pelas
moléculas, em comprimentos de onda especificos, enquanto que a intensidade espectral
nao é completamente proporcional a concentragdo dos compostos em estudo. Para a
retirada de informagdes quantitativas é preciso trabalhar matematicamente, seguindo
funcdes e férmulas complexas para esse fim.

Uma dessas fungdes, denominada de funcao de Kubelka Munk (equagao 23),
relaciona os espectros de refletdncia com a concentracdo de cada molécula presente na
amostra, transformando o espectro de refletincia difusa em formato semelhante ao
espectro de absorbancia. A equacdo de Kubelka Munk é usada para definir uma
afinidade linear entre a intensidade da banda e a concentragdo da amostra na

espectroscopia por refletancia difusa (FERRAO, 2001).

.f(Ru) = (1 - Ru)2 12 R, (Eq 23)

Onde: R, é a refletancia difusa.

De acordo com a teoria, f(R,) esta relacionada com o coeficiente de absorgao (K)
e com o coeficiente de dispersdo da superficie da amostra (S), expressa conforma a

equacgao 24.

f(R)=KIS (Eq. 24)
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O efeito do tamanho da particula causa deslocamento da linha de base e se torna
muito pronunciado em comprimentos de ondas de grande absorgédo pela amostra. Por
exemplo, em duas amostras com mesma composi¢cao, mas diferente granulometria, ha
maior reflexao difusa nas particulas menores (MESSERSCHMIDT, 1999).

Na dultima década, a grande evolugdo verificada nos sistemas instrumentais
disponiveis para caracterizagdo de amostras por espectroscopia infravermelho,
particularmente envolvendo o uso de fibras éticas, tem propiciado muitas aplicacées de
relevancia na area de produtos farmacéuticos, principalmente recorrendo ao uso de
ferramentas de calibragdo multivariada (Figura 12). Dentro deste contexto, especial
destaque deve ser dado a espectroscopia NIR (infravermelho préximo), que tem a sua
aplicabilidade bastante estendida pelo uso de sistemas multivariados de calibragéo
(ROOGO et al., 2007; LUYPAERT et al., 2007).

a1
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1985-1990 1990-1995 1995-2000 2000-2005 2005-2010

Fonte: sciencedirect.com (1985-2010)
Palavras chave: Infrared + PLS e Pharmaceuticals

FIGURA 12. EVOLUGAO DAS PUBLICACOES CIENTIFICAS RELACIONADAS COM
PRODUTOS FARMACEUTICOS, ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO E ANALISE
MULTIVARIADA (PLS) NO PERIODO 1985-2010.
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3. OBJETIVO GERAL

A presente TESE tem como objetivo principal estudar a potencialidade dos
processos de calibracdo multivariada, especialmente regressdo de minimos quadrados
parciais (PLSR), no desenvolvimento de rotinas analiticas orientadas ao controle de
qualidade e a determinacdo do perfil de dissolugdo de produtos farmacéuticos de
relevancia, recorrendo-se a técnicas espectroscopicas (eletrdnica e infravermelho).

Como substratos modelo foram selecionadas associagdes de antihipertensivos
(captopril-hidroclorotiazida) e antirretrovirais (zidovudina-lamivudina), produtos estes de

reconhecida relevancia no &mbito nacional.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

As etapas envolvidas neste trabalho tratam do desenvolvimento de modelos de
calibragdo multivariada para misturas de zidovudina e lamivudina, utilizando-se técnicas
espectroscopicas (UV-Vis e infravermelho), além de modelos de calibragdo multivariada
para misturas de captopril e hidroclorotiazida, utilizando-se técnica espectroscopica na
regido do infravermelho. Posteriormente foi feita a sele¢do dos modelos de melhor
desempenho, os quais foram aplicados em operagdes de controle de qualidade e ensaios
de dissolugdo dos medicamentos de referéncia. Em seguida foram realizados ensaios de
validacdo das metodologias propostas de acordo com os critérios estabelecidos pela

legislagédo em vigor (ANVISA).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. MATERIAIS E REAGENTES

Zidovudina (AZT: 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)benzenossulfonamida) e
Lamivudina (3TC: 5-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-2,4-pirimidinodiamina), ambos do
Laboratério Cristalia (99% de pureza), foram fornecidos pela Prof?. Dr2 Leticia N.
Carpentieri Rodrigues. As especialidades estudadas foram: Biovir® (Medicamento de
referéncia, Laboratério GlaxoSmithKline) e Zidovudina + Lamivudina (Medicamento
genérico, Laboratério FarManguinhos), ambos contendo 300 mg de zidovudina e 150 mg
de lamivudina por comprimido.

Captopril  (1-[(2S)-3-mercapto-2-metilpropionil]-L-prolina, 99,6% de pureza) e
hidroclorotizida (1,1 diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida,
99,7% de pureza), foram fornecidos pelo Laboratério Farmos (Rio de Janeiro). As
especialidades estudadas foram: Lopril-D (Medicamento de referéncia, Bristol-Myers
Squibb Brasil), captopril + hidroclorotiazida (Medicamento genérico, Medley S/A Ind.
Farm.) e Captotec HCT (Medicamento similar, Hexal do Brasil), todos contendo 50 mg de
captopril e 25 mg de hidroclorotiazida por comprimido.

Os solventes utilizados para determinagdo cromatografica dos farmacos em
estudo (Acetronitrila, metanol e acido fosférico) foram de grau HPLC de pureza (JT
BAKER, México), enquanto que a agua deionizada foi de qualidade ultra-pura (qualidade
Milli-Q ©).

O brometo de potassio (KBr, VETEC), utilizado para diluir as amostras analisadas
por DRIFTS, foi de grau espectroscopico de pureza, sendo utilizado apés secagem em
estufa (100 °C, 4 h).

Outros reagentes (acido, bases, solventes e sais) foram de grau analitico PA.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica, incluindo

balbes, buretas e pipetas volumétricas previamente calibradas.

4.2. EQUIPAMENTOS

Todas as pesagens foram realizadas em balanga analitica digital BioPrecisa
FA2104N (£ 0,0001 g).

Espectros de absorgdo UV-Vis foram adquiridos em um espectrofotdmetro
Shimadzu (2410 PC), utilizando-se o software UVPC v.3.91 (Shimadzu) e cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho éptico.

Para as analises envolvendo DRIFTS, utilizou-se um espectrofotdbmetro Bio-Rad,
Série Excalibur, modelo FTS-4000 (Figura 13A) e um espectrofotdbmetro Bruker, Série
VERTEX 70 (Figura 13B), ambos equipados com acessorio para medidas por refletancia

difusa.
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FIGURA 13. VISTA FRONTAL E DETALHE DA UNIDADE DE REFLETANCIA DIFUSA DOS
EQUIPAMENTOS BIO-RAD (A) E BRUKER (B).

As primeiras analises por Cromatografia Em Fase Liquida de Alta Eficiéncia foram
realizadas em um Cromatografo Varian Pro-Star (Departamento de Farmacia da UFPR),
equipado com coluna C18 (CHROMPACK) e detector UV (265 nm). Como fase mével foi
utilizada uma mistura de acetonitrila (70 mL), agua deionizada (440 mL) e metanol (490
mL), com vazao de 0,9 mL min™.

As analises restantes foram realizadas em Cromatégrafo Varian 920LC, equipado
com coluna C18 Varian (MICROSORB 100-5, 250 x 4,6 mm x %42”) e detector com arranjo
de diodos (DAD), utilizando os mesmos parametros descritos anteriormente.

Para a associagdo zidovudina-lamivudina os ensaios de dissolugédo foram
realizados utilizando-se o aparato n° 2 (pa) em um dissolutor HANSON® SR6 com
Validata Controle (Chatsworth,CA,USA), composto de 6 cubas de 900 mL (Figura14).
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FIGURA 14. DETALHES DO DISSOLUTOR HANSON UTILIZADO NOS ENSAIOS DE
DISSOLUGAO.

4.3. PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Para a montagem de matrizes de dados utilizou-se o software Origin Pro 6.1°
(OriginLab), enquanto que para a elaboragdo dos modelos empregou-se o pacote PLS-
toolbox 3.0 (Eigenvector Research, Inc.) que opera em ambiente Matlab® v.6.5 (Math
Work Inc.).
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4.4. METODOLOGIA
4.4 1. Desenvolvimento de modelos de calibragao por espectroscopia UV-Vis em solucéo
4.4.1.1. Modelos univariados convencionais

Para o desenvolvimento de modelos univariados convencionais foram elaboradas
curvas analiticas individuais, no comprimento de onda de maxima absorgcédo apresentado
por cada farmaco (A= 266,0 nm para zidovudina e A=197,0 nm para lamivudina). Cada
curva analitica foi composta de seis valores de concentragao, cobrindo-se a faixa de 10,0
a 35,0 mg L™ para zidovudina, e de 5,0 a 20,0 mg L™ para o lamivudina.

As solugbdes (misturas sintéticas) foram preparadas por dissolugao direta dos
substratos, em agua deionizada.

Modelos univariados foram também elaborados no modo derivativo, utilizando-se
sistema fundamentado no ponto de anulacdo. Neste caso, curvas analiticas para
zidovudina foram elaboradas nos comprimentos de onda em que a lamivudina apresenta
uma derivada da absorvancia igual a zero (A= 248,8 nm). O mesmo procedimento foi
utilizado para a elaboragao das curvas analiticas da lamivudina (A= 266,2 nm).

Para finalizar e completar as analises ditas “convencionais” empregou-se o
meétodo do Principio da Aditividade de Absorvancias (Método de Vierordt) que se baseia
na Lei de Lambert-Beer e é frequentemente utilizado para resolver problemas de

sobreposigcédo de bandas.

4.4.1.2. Modelos multivariados

Para o desenvolvimento de modelos de calibracao multivariada foram produzidas
25 misturas, contendo de 19,00 a 29,00 mg L™ de zidovudina e de 10,00 a 14,00 mg L
de lamivudina, dissolvidas em agua, conforme o planejamento de experimentos
apresentado na Figura 15. Esta faixa de trabalho foi definida levando-se em consideragao
o teor nominal dos farmacos presentes no medicamento comercialmente disponivel e
uma variagcdo maxima permitida de = 20%. O modelo multivariado foi desenvolvido
utilizando-se 20 misturas, sendo que as 5 misturas restantes (em destaque na Figura 15),
selecionadas de maneira que estejam dentro do intervalo de concentragdo estudado,
foram reservadas para a fase de validacao, além de uma duplicata do ponto central.

Os espectros foram registrados entre 190 e 400 nm, com resolugao de 0,5 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho O6ptico, sendo processados

integralmente, eliminando-se, apenas, regides sem informacao relevante.
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FIGURA 15. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA DESENVOLVIMENTO DE MODELOS
MULTIVARIADOS POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS (EM DESTAQUE, AMOSTRAS
RESERVADAS PARA VALIDACAO).

Para elaboracdo dos modelos multivariados, os dados espectrais foram centrados
na média (translagéo do sistema de origem até o centro do conjunto de dados), visando
facilitar a visualizagdo, bem como reduzir a dimensdo do modelo construido. Este tipo de
pré-processamento consiste, basicamente, na subtracdo do valor de cada elemento da
coluna (x;) pelo valor médio dos elementos dessa coluna (xm;), obtendo-se como
resultado uma matriz onde toda a coluna tem média zero (THOMAS, 1994).

Para melhorar a eficiéncia dos modelos multivariados envolvendo espectroscopia

UV-Vis, alguns procedimentos de transformacéo de dados foram utilizados, sao estes:

i) Primeira derivada: processada com o software Origin Pro 6.1., principalmente para
melhorar a separagdo de sinais nao totalmente sobrepostos. Também foram
processados utilizando pacote PLS-Toolbox 3.0 em ambiente Matlab 6.5.

ii) Alisamento: processado com o pacote PLS-Toolbox 3.0 em ambiente Matlab 6.5, pelo
algoritmo de SAVITZKY-GOLAY (SAVITZKY & GOLLAY, 1964) para diminuigdo de
ruidos espectrais.

iii) Autoescalamento: processado com o pacote PLS-Toolbox 3.0 em ambiente Matlab
6.5, usado quando as variaveis possuem diferentes distribui¢des, com o objetivo de

dar o mesmo “peso” a todas as variaveis.
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O primeiro critério utilizado para selegdo do numero de varaveis latentes (VL)
correspondeu a minimizagao do RMSECV (Root Mean Standard Error of Cross Validation
— Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Validagao Cruzada), parametro resultante
do procedimento de validagdo cruzada (sistema leave-one-out). Neste procedimento,
uma das amostras do conjunto de calibragao é excluida da fase de desenvolvimento do
modelo, sendo reservada como elemento de previsdo. Este processo é repetido n vezes,
de maneira a permitir que todos os padrdes de calibragao (n) participem como elementos
de previsdo. Finalmente, o erro de previsdao é obtido comparando-se a concentracao
prevista para cada padrdo com o seu valor verdadeiro, indicado na matriz de
concentracao. Os erros na etapa de calibragdo (RMSEC) e validacao interna (RMSECV)

sdo calculados de acordo com as expressoes apresentadas a seguir (Equagdes 25 e 26):

> (v -3,
L\ — i Eq. 25
RMSEC =\ (Eq. 25)

Eq. 26
RMSECV = (Ea. 26)

Onde: y, é o valor conhecido, y, € o valor calculado ou previsto e n-1 é o grau de

liberdade para dados centrados na média.

Adicionalmente, e objetivando-se evitar o desenvolvimento de modelos
superestimados, utilizou-se o critério do menor numero possivel de variaveis latentes,
excluindo-se aquelas responsaveis por parcelas pouco significativas da variancia total.

Apds uma selegao preliminar, fundamentada nos critérios acima mencionados,
modelos foram desenvolvidos com 2, 3, 4 e 6 VL, utilizando-se como critério final de
selecao a capacidade de previsao, expressa na forma de erro médio de previsao.

Apos elaboragcao dos modelos, a presenga de anomalias (outliers) no conjunto de
calibragao foi avaliada utilizando-se os critérios de Residuos de “Students” e “Leverage”.
Os residuos de “Student” indicam se as amostras estao incluidas na distribuicdo normal,
considerando-se um intervalo de confiangca de 95%, enquanto que o leverage representa
a distancia entre cada espectro e o centréide do conjunto de espectros. No primeiro caso

observa-se um valor limite de 2,5, enquanto que no segundo, o valor limite é dado pela
expressao: 3(VL%, em que VL corresponde ao numero de variaveis latentes utilizadas

no desenvolvimento do modelo e n ao numero de amostras utilizadas.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 43
PARTE EXPERIMENTAL

4.4.1.3. Validagéo do Modelo multivariado

A validacdo do modelo espectroscopico multivariado foi realizada de acordo com
as diretrizes da ANVISA (2003), que inclui avaliagbes de precisao, exatidao e robustez. A
precisao foi avaliada em dois niveis diferentes (repetibilidade intra-dia e inter-dias) por
meio de analise em triplicata de trés misturas sintéticas contendo alta (AZT: 29,0 mg L™,
3TC: 14,0 mg L"), média (AZT: 24,0 mg L™, 3TC: 12,0 mg L") e baixa (AZT: 19,0 mg L™,
3TC: 10,0 mg L") concentragdo dos analitos. A exatiddo foi avaliada através de estudos
de recuperagao com as mesmas trés misturas sintéticas. Por fim, a robustez do método
foi avaliada através da analise de uma mistura sintética contendo 24,0 mg L' de AZT e
12,0 mg L™ de 3TC em diferentes condicdes de pH (3,2 até 10,1), temperatura (5 a 60 °C)
e tempo de leitura (0 até 90 h).

4.4.2. Desenvolvimento de modelos de calibragao por espectroscopia infravermelho com
refletédncia difusa

Para o desenvolvimento de modelos de calibragao multivariada foram produzidas
25 misturas, contendo 310 a 465 mg g™ de zidovudina e 155 a 233 mg g’ de lamivudina
(ver planejamento na Figura 16), utilizando-se KBr como diluente, em quantidade
suficiente para 1,0000 g. Para a etapa de calibragdao foram utilizadas 21 misturas,
enquanto que as 4 restantes (em destaque na Figura 16) foram reservadas para a fase
de validacao externa, sendo estas misturas analisadas em ftriplicata (juntamente com uma

duplicata do ponto central).
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FIGURA 16. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS DE ZIDOVUDINA E
LAMIVUDINA PARA O DESENVOLVIMENTO DE MODELOS MULTIVARIADOS POR
ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO COM REFLETANCIA DIFUSA (AMOSTRAS EM
DESTAQUE FORAM RESERVADAS PARA VALIDACAO EXTERNA).
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Os espectros foram registrados entre 7000 e 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™ e
acumulando-se 128 varreduras. Para processamento, os espectros foram separados em
espectro integral (7000-400 cm™), infravermelho médio (4000 a 400 cm™) e infravermelho
préximo (7000 a 4000 cm™). Buscando-se o aprimoramento dos modelos, regides
espectrais especificas foram selecionadas por um processo de selecédo de variaveis. O
referido processo leva a obtengdo de um correlograma (MORGANO et. al.,2007), que
relaciona o coeficiente de correlacao linear (r) entre as variaveis independentes (matriz
espectral contendo valores de refletancia) e cada uma das variaveis dependentes (matriz
de concentracao dos farmacos de interesse). A partir destes antecedentes foi
selecionada a regido espectral, incluindo-se sinais com coeficiente de correlagdo maior
do que 0,20 (para zidovudina) e maior do que 0,08 (para lamivudina), que correspondiam
aos valores de maior significAncia para cada espécie.

Para o desenvolvimento de modelos de calibragdo multivariada das espécies
captopril e hidroclorotiazida foram produzidas 25 misturas, contendo 147 a 221 mg g™’ de
captopril e 74 a 110 mg g’ de hidroclorotiazida (ver planejamento na Figura 17),
utilizando-se KBr como diluente, em quantidade suficiente para 1,0000 g. Para a etapa de
calibragdo foram utilizadas 21 misturas, enquanto que as 4 restantes (em destaque na
Figura 17) foram reservadas para a fase de validagéo externa, sendo estas misturas
analisadas em triplicata (juntamente com uma duplicata do ponto central).

Os espectros foram registrados entre 10000 e 400 cm™, com resolugdo de 4 cm™
e acumulando-se 64 varreduras. Para processamento, os espectros foram separados em
espectro integral (10000-400 cm™), infravermelho médio (4000 a 400 cm™) e
infravermelho préximo (10000 a 4000 cm™). Buscando-se o aprimoramento dos modelos,
regides espectrais especificas foram selecionadas por um processo de selegédo de

variaveis.
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FIGURA 17. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DAS MISTURAS DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA PARA O DESENVOLVIMENTO DE MODELOS MULTIVARIADOS POR
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM REFLETANCIA DIFUSA (AMOSTRAS EM
DESTAQUE FORAM RESERVADAS PARA VALIDACAO EXTERNA).

Para melhorar a eficiéncia dos modelos multivariados, pré-processamentos
fundamentados em derivacao, alisamento e autoescalamento foram aplicados. Destaque
especial deve ser dado ao pré-processamento por Corregdo do Espalhamento
Multiplicativo (MSC), originalmente desenvolvido para corrigir as variagdes do
espalhamento de luz, em medidas de refletancia difusa no infravermelho préximo. Para
cada amostra o espectro é corrigido em relagédo ao de uma amostra de referéncia, neste
caso, 0 espectro obtido pela média dos 21 padrbes de calibracdo. Cada espectro é
corrigido de forma que todas as amostras tenham o mesmo nivel de espalhamento da
amostra de referéncia. Essa correcdo assume que o coeficiente de espalhamento é o
mesmo para todos os comprimentos de onda, ignorando-se variagdes devidas a
variagbes quimicas, servindo também para corrigir desvios de linha-base nao lineares
(DRIFTS).

A versao MSC ¢ baseada em um simples modelo linear, conforme apresentado na
equagao 27. Para cada amostra, a e b s&o estimados pela regressdo dos minimos
quadrados e o espectro corrigido, x;, para cada comprimento de onda é calculado de
acordo com a equacao 28 (FERRARINI, 2004).

x=a+bx +e (Eq. 27)
Xx.=(x—-a)/b (Eq. 28)
Onde: x representa o espectro da amostra, X o espectro da amostra de

@9

referéncia, “a” representa as informacgdes quimicas em x e “e” sao os residuos.
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O critério utilizado para selegdo do numero de varaveis latentes (VL), bem como
para deteccdo de amostras anémalas, foi o mesmo utilizado nos estudos envolvendo

espectroscopia UV-Vis.

4.4.3. Ensaios de dissolugao in vitro
4.4.3.1. Zidovudina e Lamivudina (300mg / 150mg)

Os ensaios de dissolugcdo envolveram 2 medicamentos disponiveis no mercado
(Referéncia e Genérico). Para a realizagao do teste de dissolucdo foi utilizado o aparato
USP 2 (pa). O estudo foi feito em quintuplicata, sob agitacdo a velocidade de 50 rpm,
utilizando como meio de dissolugdo agua purificada e degaseificada. O volume do meio
de dissolugao testado foi de 900 mL. O ensaio foi realizado a temperatura de 37°C com
variagao de 0,5°C (ver Quadro 7).

De acordo com especificagdes do ensaio, deve-se obter no minimo 5 pontos de
amostragem, dos quais, 3 devem corresponder a valores de dissolugao menores que
65% e o ultimo a um tempo de coleta de no minimo o dobro do tempo anterior (ANVISA,
2004). Com o propo6sito de atender esta condigao, estabeleceram-se coletas de aliquotas
de 10,0 mL de cada uma das 5 cubas de dissolugdo, com reposicdo do meio, nos
tempos: 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 min. As aliquotas foram coletadas, filtradas e
analisadas por cromatografia em fase liquida (CLAE) com detector UV e por

espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel na faixa de 190 a 400 nm.

QUADRO 7. PARAMETROS UTILIZADOS EM ENSAIOS DE DISSOLUGAO DA ASSOCIAGAO
ZIDOVUDINA/LAMIVUDINA NA FORMA DE COMPRIMIDOS.

PARAMETRO CONDICAO

Meio Agua

Temperatura 37+0,5°C

Velocidade 50 rpm

Volume do meio 900 mL

Aparato 2 (pa)

Quantificagao CLAE

Tempo de Ensaio 60 minutos

Tolerancia N&o menos que 80% (Q) da quantidade declarada de
zidovudina e lamivudina se dissolvem em 60 minutos.

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.
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4.4.4. Analises Cromatograficas
4.4.4.1. Zidovudina/Lamivudina

As especialidades estudadas foram: Biovir® (Medicamento de referéncia,
Laboratério GlaxoSmithKline) e Zidovudina + Lamivudina (Medicamento genérico,
Laboratério FarManguinhos), ambos contendo 300 mg de zidovudina e 150 mg de
lamivudina por comprimido.

As solugdes padrao foram preparadas com padrbes de alto grau de pureza, em
concentragdes de 1,00 mg mL™ (AZT) e 1,00 mg mL™" (3TC) dissolvidos em metanol. A
curva analitica foi elaborada a partir destas solugdes, em concentragdes entre 10,00 e
60,00 pg mL™" para zidovudina e entre 5,00 e 30,00 ug mL™" para lamivudina, sendo as
diluicdes feitas com a fase mével (Metanol/Agua/Acetonitrila/ 49:44:7) e o nimero de
amostras igual a 9. Apds as diluicbes, as amostras foram filtradas em membrana com
cobertura de poro de 0,45 um e injetadas automaticamente, sendo o volume de injegao
de 10 plL.

As amostras de medicamentos e as provenientes dos ensaios de dissolucéo
foram filtradas, diluidas e posteriormente analisadas.

Na analise dos medicamentos, os comprimidos foram triturados em almofariz e,
ap6s pesagem de acordo com a massa média de 20 comprimidos (774,6 mg), foram
dissolvidos em metanol. Apds as necessarias diluicbes, com fase moével, as amostras
foram filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,45 ym e acondicionadas em
frascos vial para serem analisadas (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009). Todas

as analises foram realizadas em ftriplicata.

4.4.5. Tratamento dos Residuos

Os residuos gerados durante a execugao deste trabalho foram tratados por
Processos Oxidativos Avangados (sistema Foto-Fenton), utilizando-se unidade de
tratamento continuo desenvolvida pelo grupo TECNOTRATER-UFPR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA
5.1.1. Espectroscopia Eletrénica em Solugéo - Analise Convencional Univariada

Zidovudina (AZT) e Lamivudina (3TC) apresentam forte absorgédo na regido
ultravioleta, absor¢ao esta que € caracterizada por dois maximos bem definidos (Figura
18). A interferéncia espectral entre estas espécies €& bastante evidente, o que, em
primeira analise, sugere inviabilidade da sua analise recorrendo-se a sistemas
convencionais de calibracdo. Trata-se de um argumento relevante, uma vez que justifica

o estudo de sistemas alternativos de calibragéo.

14 —— Zidovudina 24,0 mg L™
. Lamivudina 12,0 mg L™

Absorvancia (U.a)

0,0

T T T T T T T T T T T T T
195 210 225 240 255 270 285 300
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 18. ESPECTROS ELETRONICOS DE ZIDOVUDINA (24,0 mg L") E LAMIVUDINA (12,0
mg L") EM SOLUCAO AQUOSA.

A primeira calibragcdo ensaiada foi fundamentada em curvas analiticas
convencionais, elaboradas nos maximos de absor¢do apresentada por cada farmaco.
Para zidovudina, a curva foi elaborada com valores de absorvancia registrados em 260
nm (Figura 19), enquanto que para lamivudina foi utilizada a banda centrada em 197 nm
(Figura 20). Ambas as curvas analiticas apresentaram excelente grau de correlacdo, com
coeficientes superiores a 0,999.
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FIGURA 19. ESPECTROS ELETRONICOS DE SOLUCOES PADRAO DE ZIDOVUDINA (10,0 A
35,0 mg L") (A) E CURVA ANALITICA (A =266,0 nm)(B).
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FIGURA 20. ESPECTROS ELETRONICOS DE SOLUCOES PADRAO DE LAMIVUDINA (5,0 A
20,0 mg L") (A) E CURVA ANALITICA (A =197,0 nm)(B).

A capacidade de previsdo destes modelos foi avaliada analisando-se as sete

misturas sintéticas reservadas para validagéo. Os resultados (Tabela 1) indicam que, tal

como esperado, a forte interferéncia espectral inviabiliza o uso deste procedimento, o que

faz com que erros de previsao superiores a 50% sejam observados em praticamente

todos os casos.
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TABELA 1. RESULTADOS DAS CONCENTRAGCOES OBTIDAS PELO METODO DE
INTERPOLACAO EM CURVAS ANALITICAS CONVENCIONAIS, NA ANALISE DAS MISTURAS
SINTETICAS RESERVADAS PARA VALIDACAO.

Concentragido Real | Concentragao Prevista o
(mg L) (mg L") Erro (%)
Amostra AZT 3TC
AZT 3TC AZT | 3TC
(266nm) (197nm)

ZL03 19,0 12,0 31,6 18,3 66,3 52,9
ZLo7 22,0 11,0 33,4 18,7 51,8 70,1
ZL09 22,0 13,0 36,3 20,4 65,2 57,1
ZL17 26,0 11,0 37,7 19,5 45,0 77,7
ZL24 29,0 13,0 42,9 22,5 48,0 73,0
ZL13d 24,0 12,0 37,2 20,2 54,9 68,3
Erro Médio (%) 55,2 | 66,5

De maneira geral, a espectrofotometria derivativa permite minimizar muitos
problemas de interferéncia espectral, em razdo da derivagdo permitir a separagao de
sinais e a enfatizagao de sinais pouco evidentes.

Quando se calcula a primeira derivada dos dados espectrais, os maximos de
absorgao se transformam em pontos de inflexdo, com derivada zero para qualquer valor
de concentragdo (método do ponto de anulagdo ou zero crossing). Assim, curvas
analiticas podem ser elaboradas para cada farmaco, com pouca ou nenhuma
interferéncia do outro.

Nos espectros derivados de zidovudina (Figura 21A) é possivel observar dois
pontos de derivada zero, em 234,2 e 266,2 nm. Para lamivudina (Figura 21B), estes
pontos se localizam em 248,8 e 270,6 nm. Adicionalmente, é possivel verificar nesta
figura a exacerbacdao do ruido instrumental por conta da derivagdo. Trata-se de um
importante efeito colateral do sistema derivativo, o qual muitas vezes diminui a

aplicabilidade do sistema.
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FIGURA 21. PRIMEIRA DERIVADA DOS ESPECTROS DE ZIDOVUDINA (A) E LAMIVUDINA (B).

Assim, a Figura 22 mostra as curvas analiticas elaboradas em 248,8 nm
(zidovudina) e 266,2 nm (lamivudina), obtendo-se excelente linearidade (r>0,99). A
capacidade de previsdo deste sistema foi avaliada analisando-se misturas sintéticas,
obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 2. Embora melhorados, os resultados
ainda sao insatisfatérios para a determinacao de lamivudina, permitindo a obtengao de
erros médios superiores a 25%.
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FIGURA 22. CURVAS ANALITICAS NO MODO DERIVATIVO PARA ZIDOVUDINA (A) E
LAMIVUDINA (B).
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Para tentar minimizar os erros induzidos pelo aumento do ruido espectral, novas
curvas foram elaboradas apds a aplicagédo de procedimentos de alisamento (Savitsky-
Golay, janela de 15 pontos, modelagem polinomial de ordem 2). Nestas condigbes os
resultados foram significativamente melhorados (Tabela 3), propiciando erros de previsao

médios da ordem de 2%.

TABELA 2. RESULTADOS DAS CONCENTRAGCOES OBTIDAS PELO METODO DE
INTERPOLAGAO EM CURVAS ANALITICAS DO MODO DERIVATIVO, NA ANALISE DAS
MISTURAS SINTETICAS RESERVADAS PARA VALIDAGAO.

Concentragado Real | Concentragao encontrada
. . Erro (%)
(mg L") (mg L")
Amostra
AZT 3TC
AZT 3TC AZT | 3TC
(248,8nm) (266,2nm)

ZL03 19,0 12,0 19,4 18,9 22 573
ZL07 22,0 11,0 21,8 16,3 -1,1 485
ZL09 22,0 13,0 22,1 12,5 05 -36
ZL17 26,0 11,0 24,6 10,8 53 -15
ZL24 29,0 13,0 28,9 7,0 -0,2 -46,0
ZL13d 24,0 12,0 24,6 12,9 2,6 7,9
Erro Médio (%) 20 | 27,5

TABELA 3. RESULTADOS DAS CONCENTRAGCOES OBTIDAS PELO METODO DE
INTERPOLAGAO EM CURVAS ANALITICAS DO MODO DERIVATIVO (COM ALISAMENTO), NA
ANALISE DAS MISTURAS SINTETICAS RESERVADAS PARA VALIDACAO.

Concentragdo Real | Concentragao encontrada
1 1 Erro (%)
(mg L7) (mg L7)
Amostra
AZT 3TC
AZT 3TC AZT | 3TC
(248,8nm) (266,2nm)

ZL03 19,0 12,0 18,6 12,4 -23 | 3,5
ZL07 22,0 11,0 21,0 10,8 44 | -1,3
ZL09 22,0 13,0 21,8 13,1 -0,8 | 1,0
ZL17 26,0 11,0 25,3 11,4 -2,6 | 4,0
ZL.24 29,0 13,0 28,7 12,5 -1,0 | -3,8
Z1L13d 24,0 12,0 23,6 12,0 -1,4 1 0,3
Erro Médio (%) 21 | 2,3
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Finalmente, para complementar os procedimentos ditos “convencionais” e
contornar os ja comentados problemas de interferéncia espectral, sistemas
fundamentados no principio da aditividade de absorvancias (Método de Vierordt) foram
também desenvolvidos, de acordo com a sequéncia de expressdes apresentadas a

seqguir:
A (266 nm) = A(ZIDO2 nm) + A (LAMI2g6 nm)
A (271 nm) = A(ZIDO271 nm) + A (LAML374 )
Ou:
A (266 nm) = (azipo, 266 nm X Czipo) * (ALami, 266 nm X Cram)

A (271 nm) = (azipo, 271 nm X Czipo) + (@Lami, 271 nm X Crami)

Onde:

A = Absorvancia, a = absortividade (L mg”'cm™), C = concentragdo (mg L™).

Registrando-se os valores de absorvancia para a mistura de farmacos, em ambos
comprimentos de onda, e conhecendo-se os valores de absortividade, é possivel calcular
as concentragdes, resolvendo-se um sistema de duas equacgoes.

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram que o referido sistema
permite a correcdo de uma importante parcela da interferéncia observada. Entretanto, a
exatiddo proporcionada pelo método € inferior a do sistema derivativo apresentado
anteriormente. Neste caso, erros médios superiores a 10% foram observados na
determinagdo de lamivudina, valores estes que superam largamente os limites de
recuperacao sugeridos pelo manual de validacdo de métodos analiticos editado pela
Global on-line Resource for Validation and Compliance (LABCOMPLIANCE, 2001)

TABELA 4. RESULTADOS DAS CONCENTRAGOES OBTIDAS PELO METODO DE VIERORDT,
NA ANALISE DAS MISTURAS SINTETICAS RESERVADAS PARA VALIDAGAO.

Concentragao Real Concentragiao encontrada
-1 A Erro (%)
Amostra (mgL"™) (mg L")

AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
ZL03 19,0 12,0 18,8 11,6 -0,8 -3,4
ZL07 22,0 11,0 22,2 10,0 0,9 -8,8
ZL09 22,0 13,0 24,6 10,5 11,8 -19,1
ZL17 26,0 11,0 26,3 10,0 1,3 -9,1
ZL24 29,0 13,0 30,4 10,9 47 -16,0
ZL13d 24,0 12,0 248 11,0 3,2 -8,2
Erro Médio (%) 3,8 10,8
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Em funcdo dos bons resultados prévios proporcionados pelo sistema de
calibragdo em modo derivativo (com alisamento), decidiu-se avaliar o seu desempenho
na analise do medicamento de referéncia. Os resultados apresentados na Tabela 5
indicam que, tomando-se como referéncia o valor de concentragdo declarado na bula, os
erros de previsdo se apresentam superiores ao limite imposto pela legislagdo (10%). Em
principio, referida falta de exatiddao pode estar relacionada com a presenga de excipientes
que absorvem na regiao espectral considerada na modelagem, espécies que podem ter o

seu sinal acentuado no modo derivativo.

TABELA 5. RESULTADOS DAS CONCENTRAGCOES OBTIDAS PELO METODO DE
INTERPOLAGAO EM CURVAS ANALITICAS DO MODO DERIVATIVO (COM ALISAMENTO), NA
ANALISE DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA.

Concentragao Concentragao encontrada
. 1 p Erro (%)
Amostra Nominal* (mg L") (mgL™)

AZT 3TC AZT (248,8nm) | 3TC (266,2nm) AZT 3TC
1 20,4 13,2 14,8 9,8
24,0 12,0 20,6 13,1 14,2 9,3
20,5 13,0 14,4 8,3
Erro Médio (%) 14,5 9,1

* Concentragdo Nominal = Concentragdo declarada na bula do medicamento, levando em
consideragao as diluigdes realizadas.

5.1.2. Espectroscopia Eletrénica em Solugao - Analise Multivariada
O modelo multivariado de calibragao foi preliminarmente estabelecido a partir de
20 misturas sintéticas (Tabela 6), utilizando-se os sinais espectrais centrados na média
(190 a 300 nm) com passo de 0,5 nm. Outras 6 misturas foram reservadas para a fase de
validacao, incluindo-se uma duplicata do ponto central do planejamento (amostra ZL13d).
A extrema semelhanga existente entre os espectros das misturas sintéticas
utilizadas na fase de calibracdo e validacao pode ser observada na sequéncia de

espectros apresentada na Figura 23.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 57

RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 6. COMPOSICAO DAS MISTURAS UTILIZADAS NAS ETAPAS DE CALIBRAGCAO
(NORMAL) E VALIDACAO (NEGRITO) NO DESENVOLVIMENTO DE MODELOS
MULTIVARIADOS UTILIZANDO-SE ESPECTROSCOPIA UV-VIS EM SOLUGAO.

MISTURAS ZIDO (mg L") LAMI (mg L™
1 19,00 10,00
2 19,00 11,00
3 19,00 12,00
4 19,00 13,00
5 19,00 14,00
6 22,00 10,00
7 22,00 11,00
8 22,00 12,00
9 22,00 13,00
10 22,00 14,00
11 24,00 10,00
12 24,00 11,00

13* 24,00 12,00
14 24,00 13,00
15 24,00 14,00
16 26,00 10,00
17 26,00 11,00
18 26,00 12,00
19 26,00 13,00
20 26,00 14,00
21 29,00 10,00
22 29,00 11,00
23 29,00 12,00
24 29,00 13,00
25 29,00 14,00

rvancia

Absol

0,0

2(|)o ' 255 ' zéo ' 2;5 ' 3(|)o ' 355
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FIGURA 23. ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS DAS MISTURAS DE ZIDOVUDINA E

LAMIVUDINA UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DO MODELO
MULTIVARIADO.
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Para definir o melhor numero de variaveis latentes (VL), utilizou-se o método de
validagao cruzada interna, particularmente a rotina denominada "Leave one out”. Os erros
que surgem desta previsao sdo apresentados como RMSECV, enquanto que os erros da
etapa de calibragdo sao expressos na forma do RMSEC, ambos em fungdo do numero de
VL (Figura 24). A partir destes resultados, é possivel observar que 6 variaveis latentes
sao necessarias para descrever o modelo que leva aos menores erros de previsao.
Entretanto, percebe-se que o erro de previsdo nado diminui significativamente a partir da
32 VL, ao mesmo tempo em que grande parte da variancia dos dados de concentragao
pode ser representada por apenas 2 a 3 VL. Sendo assim, modelos foram construidos
com 2, 3,4e6 VL.

25 1 T 1 1 1 1 1 1 T
—+— RMSECY fido
—+— RMZEC Zido
_ —— RMZSECY Lami
E 2 —— RMSZEC Lami -
]
-]
o Percentual da Variancia Capturada pelo modelo PLSR
E' --Matriz de Espectros--- -- Matriz de Concentragao--
> 15 VL# CadaVL Total Cada VL Total =
- 1 96,28 96,28 60,98 60,98
E 2 3,67 99,95 38,66 99,64
PO 3 0,01 99,96 0,15 99,79 i
2 4 0,01 99,97 0,06 99,86
e 5 0,01 99,99 0,02 99,87
E 6 0,00 99,99 0,05 99,92
7 0,00 99,99 0,03 99,94
0.5 8 000 99,99 0,03 99,98 T
9 0,00 99,99 0,01 99,99
e
0 e e T S I ——
a 10 12 14 16 18 20

Nimero de Variaveis Latentes

FIGURA 24. GRAFICO DO RMSEC E RMSECV VERSUS NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES.

Os resultados da fase de previsao, obtidos para cada niumero de VL ensaiado,
sdo apresentados na Tabela 7. Estes resultados indicam que, tal como esperado, um
numero reduzido de VL leva a elaboracdao de um modelo com capacidade de previsao
similar aquele desenvolvido com um numero maior de VL, o que representa uma
vantagem que confere robustez ao modelo desenvolvido. Dentro deste contexto, cabe

salientar que o uso de um elevado numero de VL costuma provocar sobreajustes do
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modelo, o que faz com que pequenas variagdes de tipo instrumental possam provocar
significativa perda na capacidade de previsao.

E interessante salientar que cada amostra do conjunto de calibragdo é
representada por aproximadamente 220 valores de absorvancia, registrados em igual
numero de comprimentos de onda. A primeira etapa do procedimento multivariado
demonstra que grande parte da varidncia dos dados pode ser representada por um
pequeno numero de novas variaveis (VL), as quais surgem da combinacdo linear das
variaveis originais. Se um pequeno numero de VL é utilizado para representar a variancia
registrada nos espectros, o desenvolvimento de um modelo de calibracdo fica
extremamente facilitado.

Analisando-se o peso (loadings) que cada variavel original teve na elaboracao das
variaveis latentes (Figura 25A) é possivel observar uma grande semelhancga entre o perfil
deste pardmetro e os espectros individuais apresentados na Figura 25B. Trata-se de uma
observacao de extrema relevancia, uma vez que demonstra a complementaridade de
ambas variaveis latentes, assim como a correspondéncia existente entre a primeira
variavel latente e o sinal espectral da zidovudina e entre a segunda variavel latente e o

sinal da lamivudina.

Zidovudina
Lamivudina

= WL 2 §2.67%)

0,84

0,6 4

Absorvancia (U.a)

0,44

Loadings da VL 1 [96.20%}

— Loadings VL1
L1 — Loadings VL2 0,24

; |
" am o 13 a1 1 = 1 0 mn L m 0,0 T T T T T T T 1

Gomprimanto ds Onda jnm) 195 210 225 240 255 270 285 300
Comprimento de Onda (nm)

A B

FIGURA 25. GRAFICO DOS LOADINGS DAS VL 1 E VL 2 EM FUNCAO DO COMPRIMENTO DE
ONDA (A) E ESPECTROS ELETRONICOS DA ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA (B).
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Na Figura 26 sdo apresentados os dois critérios de maior importancia para a
verificagdo de anomalias no conjunto de calibragéo, os residuos de Student e os valores
de Leverage. Por definicdo, os valores maximos permitidos para estes parametros sao
2,5 e 0,45 (3 VL/IN), respectivamente (FERREIRA etf. al.,1999). Utilizando-se estes
argumentos, observa-se que nenhuma anomalia existe no conjunto utilizado para a

elaboracido do modelo.
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FIGURA 26. GRAFICO DE RESIDUOS DE STUDENT VERSUS "LEVERAGE" PARA MODELO
DESENVOLVIDO COM 3 VL.

Finalmente, na Figura 27 apresenta-se o grafico que relaciona valores reais com
valores previstos pelo modelo, para cada espécie estudada nos padrbes de calibracéo.
Observa-se neste grafico que existe uma coeréncia perfeita entre ambos os valores, o
que, pelo menos antecipadamente, permite prever uma boa capacidade de previsao do
modelo multivariado desenvolvido. Entretanto, uma validacdo verdadeira deve ser feita
com misturas sintéticas que nao foram utilizadas na etapa de calibracdo. Quando esta
prova é realizada (ver Tabela 7), percebe-se que a capacidade de previsdo do modelo
que utiliza 3 VL é excelente, permitindo erros relativos maximos da ordem de 1,2% para

zidovudina e 0,9% para lamivudina.
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FIGURA 27. GRAFICO DE VALORES REAIS VERSUS VALORES PREVISTOS PARA MODELO
DESENVOLVIDO COM 3 VL.
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TABELA 7. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRAGOES DAS MISTURAS SINTETICAS DE ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA RESERVADAS PARA
VALIDAGAO, UTILIZANDO MODELOS COM DIFERENTES NUMEROS DE VARIAVEIS LATENTES (CONCENTRACOES EXPRESSAS EM mg L E ERRO
RELATIVO EM %).

CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO PREVISTA
REAL 6 VL 4 VL 3VL 2VL

ZIDO LAMI |Zido | Lami [ERRO |Zido | Lami ERRO Zido | Lami| ERRO Zido Lami ERRO
19,0 12,0 19,0 121 00 055|190 121 01 11 19,0 121 -0,2 12| 19,0 12,0 0,1 0,4
22,0 11,0 216 111 19 11216 11,1 -1,9 11 21,7 110 -1,3 04| 21,6 11,2 -1,8 1,9
22,0 13,0 22,7 13,0 33 04227 130 31 0,1 22,6 13,1 2,7 06| 22,6 13,0 29 -0,2
26,0 11,0 26,3 11,0 12 02263 109 11 -1.2 26,3 109 10 -1,0| 26,2 11,0 08 -01
29,0 13,0 289 131 03 10289 132 -04 16 28,9 13,2 -0,3 14| 28,9 13,3 -04 20
24,0 12,0 245 122 22 201245 121 20 07 24,5 121 2,0 06| 243 12,3 1.4 26

Erro Médio (%) 1,5(0,9 14| 1,0 1,2 0,9 1,3 | 2,0
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Visando melhorar a capacidade preditiva dos modelos, diversos sistemas de pré-
processamento de sinais foram utilizados, destacando-se sistemas derivados e
autoescalados.

Para cada sistema de pré-processamento foi aplicada uma rotina de trabalho
similar a descrita no item anterior, envolvendo, principalmente, o estudo do efeito do
numero de variaveis latentes. Estes resultados sdo resumidamente apresentados na
Figura 28, que correlaciona o erro médio de previsdo em fungcdo do numero de variaveis
latentes e tipo de pré-processamento (1:Centrado na Média, 2: Autoescalado e 3:
Primeira Derivada).

Para zidovudina, os menores erros de previsdo sao propiciados pelo uso de 3
variaveis latentes e espectros centrados na média. Nesta condi¢do, erros médios de
previsdo da ordem de 1,2% sao observados.

Para Lamivudina, os menores erros de previsdo sao conseguidos com 4VL e
espectros derivados. Entretanto, utilizando-se 3 VL e dados centrados na média se
observam resultados igualmente adequados, com erros médios de previsdo da ordem de
1%.

Em funcao destes argumentos, o modelo com 3 VL e dados centrado na média foi
selecionado para a andlise de medicamentos, cujos resultados sdo apresentados na
Tabela 8. Estes resultados confirmam a boa capacidade do sistema multivariado para
previsao de lamivudina e zidovudina em associag¢ao, fornecendo erros médios inferiores a
10%.
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Legenda: 1:Centrado na média 2: autoescalado e 3: primeira derivada

FIGURA 28. REPRESENTAGAO DO ERRO MEDIO DA PREVISAO DE ZIDOVUDINA E

LAMIVUDINA, EM FUNGCAO DO PRE-PROCESSAMENTO (1, 2 E 3) E DO NUMERO DE
VARIAVEIS LATENTES.
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TABELA 8. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRACOES DE ZIDOVUDINA E
LAMIVUDINA EM AMOSTRA DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA (R) E GENERICO (G),
UTILIZANDO MODELOS COM 3 VARIAVEIS LATENTES E ESPECTROS CENTRADOS NA
MEDIA (CONCENTRACOES EXPRESSAS EM mg L™ E ERRO RELATIVO EM %).

CONCENTRACAO CONCENTRACAO ERRO (%)
AMOSTRA REAL* (mg L™ PREVISTA (mg L™) °
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
R1 20,47 11,48 21,54 11,23 5,23 -2,18
R2 20,37 11,65 21,04 11,53 3,29 -1,03
R3 22,48 13,26 22,19 11,43 -1,29 -13,80
Média 21,11 12,13 21,59 11,40 2,27 5,67
Desvio (%) 5,64 8,10 2,67 1,34 - -
G1 21,62 11,10 20,98 10,61 -2,95 -4,41
G2 22,11 11,33 20,62 10,03 -6,74 -11,47
G3 22,13 11,37 21,18 10,52 -4,30 -7,48
Média 21,95 11,27 20,93 10,39 4,66 7,79
Desvio (%) 1,32 1,29 1,36 3,00 - -

* Concentragao obtida pelo método cromatografico padrao.

5.1.2.1. Validagéo do modelo multivariado

Em fungdo dos bons resultados precedentes, a metodologia espectroscopica
multivariada foi validada segundo critérios estabelecidos pela ANVISA (Resolugédo-RE
n°899 de 2003), principalmente com a finalidade de comprovar a sua robustez frente a
diferentes condicbes de aplicacdo e, consequentemente, a sua aplicabilidade nas
diversas etapas do controle de qualidade dos medicamentos.

Assim, o0 modelo de melhor desempenho, desenvolvido com 3 variaveis latentes e
espectros centrados na média, foi avaliado em termos de preciséo, exatidao e robustez,

esta ultima frente a mudancas de pH, temperatura e tempo de leitura.

Precisdo e Exatidao

A precisdo foi avaliada em dois niveis diferentes (repetibilidade (intra-dia) e
precisao intermediaria (inter-dias), por meio de analise em ftriplicata de trés misturas
sintéticas contendo alta (AZT: 29,0 mg L™, 3TC: 14,0 mg L"), média (AZT: 24,0 mg L™,
3TC: 12,0 mg L") e baixa (AZT: 19,0 mg L™, 3TC: 10,0 mg L") concentragao dos analitos.
A exatidao foi avaliada através de estudos de recuperacao, utilizando-se as mesmas trés
misturas sintéticas.

Os resultados desta avaliagéo (Tabela 9) demonstram uma excelente precisdo da
metodologia analitica em avaliagdo, com desvios padrao relativos entre 0,07 e 0,42 %,

portanto dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA (5%).
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Adicionalmente, os resultados apresentados na Tabela 10 permitem avaliar a
exatiddo da metodologia proposta, em fungcdo da recuperagdo das concentragbes
utilizadas no ensaio. Neste caso, a recuperacédo alcanca valores médios da ordem de
101% para zidovudina e de 98% para lamivudina, portanto dentro do limite sugerido pela
Labcompliance (100+/- 2%).

TABELA 9. RESULTADOS DA DETERMINAGCAO DE ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA NOS
ENSAIOS DE PRECISAO.

REPETIBILIDADE
ZIDOVUDINA LAMIVUDINA
Real Previsto DPR | Recuperagao Real Previsto DPR | Recuperagao
(mg L") | (média, n=3) | (%) (%) (mg L") | (média, n=3) | (%) (%)
1] 19,00 19,54 0,06 102,84 10,00 9,91 0,31 99,10
2| 24,00 23,87 0,07 99,46 12,00 11,70 0,24 97,50
3| 29,00 28,83 0,08 99,41 14,00 13,70 0,07 97,86
Média | 0,07 100,57 Média | 0,21 98,15
PRECISAO INTERMEDIARIA
ZIDOVUDINA LAMIVUDINA
Real Previsto DPR | Recuperagao Real Previsto DPR | Recuperagao
(mg L") | (média, n=6) | (%) (%) (mg L") | (média, n=6) | (%) (%)
1] 19,00 19,79 0,28 104,18 10,00 9,93 0,20 99,30
2| 24,00 24,43 0,64 101,79 12,00 11,64 0,39 97,00
3| 29,00 29,11 0,33 100,38 14,00 13,69 0,10 97,79
Média | 0,42 102,12 Média | 0,23 98,03
Robustez

A avaliagcdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento
do método, constatando-se suscetibilidade a variacdes nas condigdes analiticas, as quais
deverdao ser adequadamente controladas ou incluidas como precaugdes no
procedimento.

A etapa mais importante na constru¢do do modelo é a obtencdo dos espectros
das espécies de interesse. Portanto, a principal observacéo a ser feita esta representada
instrumental e,

pelas condigdes experimentais que podem alterar a resposta

consequentemente, os resultados de previsao.
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A robustez do método foi avaliada através da analise de uma mistura sintética
contendo 24,0 mg L™ de AZT e 12,0 mg L™ de 3TC em condigdes de diferentes valores
de pH (3,2 até 10,1), temperatura (5 a 60 °C) e tempo de leitura (0 até 90 h).

Os resultados (Tabela 10) indicam que mudangas na temperatura ou no tempo de
leitura ndo provocam significativas modificagdes do sinal espectral, e que,
consequentemente, ndo prejudicam a capacidade de previsdo do modelo. Neste estudo,
desvios médios inferiores a 3% e erros de previsdo médios inferiores a 4% foram
observados, valores que se encontram dentro dos limites estabelecidos para este tipo de
método.

Diferentemente, mudancas no pH das amostras levam a obtencdo de elevados
erros de previsao, principalmente em razao das significativas mudangas provocadas no
perfil espectral dos substratos (Figura 29). Zidovudina e lamivudina apresentam valores
de pKa de 9,8 e 4,3, respectivamente, o que faz com que o equilibrio de protonacgao seja
sensivelmente modificado em valores de pH superiores a 9,8 e inferiores a 4,3 (SOUZA &
STORPIRTIS, 2004). Desta forma, a capacidade de previsdo do modelo é seriamente
comprometida em meio acido (pH 3) ou basico (pH 10), o que leva a obtengéo de erros
de previsdo da ordem de 30%. Trabalhando-se em pH entre 5 e 7 uma boa capacidade
de previsao é observada (erros de previsao da ordem de 7%), enquanto que trabalhando-
se no mesmo pH em que o modelo foi desenvolvido (pH 6), os erros de previsdo sao
significativamente reduzidos (<1%). Estas observacdes salientam a necessidade de um

controle de pH utilizando-se, por exemplo, solugdes tampéao.
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FIGURA 29. ESPECTROS DA MISTURA CONTENDO AZT (24,00 mg L™) E 3TC (12,00 mg L™
EM DIFERENTES VALORES DE pH.
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TABELA 10. RESULTADOS DA DETERMINACAO DE ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA NOS
ENSAIOS DE ROBUSTEZ.

EFEITO DA TEMPERATURA

Zidovudina Lamivudina
Faixa de Temperatura Estudada (°C) 5,10, 15, 20, 25, 30,40 e 60
Concentragéo Real (mg L) 24,00 12,00
Concentragéo Média Prevista (mg L) 23,17 11,98
Erro Médio (%) 3,46 0,17
DPR Médio (%) 1,54 2,77
EFEITO DO TEMPO DE LEITURA
Tempo (h) 0,17,56 e 90
Concentragdo Real (mg L™ 24,00 12,00
Concentragdo Média Prevista (mg L) 23,40 11,71
Erro Médio (%) 2,49 2,42
DPR Médio (%) 0,46 0,27
EFEITO DO pH
Concentragéo Real (mg L) 24,00 12,00
Concentragdo Prevista (mg L™), Erro (%)
pH 3 32,23  (34,29) 7,31 (-39,09)
pH 5 24,72 (2,99) 11,33 (-5,62)
pH 6 24,15 (0,62) 12,11 (0,93)
pH 7 22,36 (-6,82) 11,28 (-5,98)
pH 9 21,28 (-11,35) | 10,94 (-8,81)
pH 10 23,07 (-3,86) 7,90 (-34,13)

5.1.2.2. Figuras de mérito do modelo multivariado

Sempre que um procedimento analitico € proposto, surge a necessidade de se
averiguar se o0 método apresenta um desempenho adequado nas condi¢des em que sera
aplicado. Esta validacdo pode ser atestada por meio da determinagdo de algumas
figuras de mérito, calculadas de acordo com procedimentos recentemente desenvolvidos
(VALDERRAMA et al., 2009).

Os principais parametros que fazem parte do elenco de Figuras de mérito foram
caculados, encontrando-se os resultados apresentados na Tabela 11. Os valores de
exatiddo sao representados pela raiz quadrada do erro quadratico médio de calibracao
(RMSEC) e de previsao (RMSEP), apresentando valores da ordem de 1% em relacdo ao

teor nominal dos farmacos nas misturas de calibragao e validacao.
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A precisdo (repetibilidade) foi calculada a partir da analise em ftriplicata de
amostras em trés niveis de concentracdo, encontrando-se desvios absolutos que
correspondem a menos de 1% do conteudo médio dos farmacos nas misturas utilizadas
no ensaio. Estes resultados se mostram compativeis com as exigéncias da ANVISA, que

estabelece desvios maximos de 5%.

TABELA 11. PRINCIPAIS FIGURAS DE MERITO DO MODELO MULTIVARIADO.

FIGURAS DE MERITO ZIDOVUDINA LAMIVUDINA
RMSEC 0,11477 0,12256
Exatidao
RMSEP 0,3527 0,1168
Precisao 0,041 0,1338
Sensibilidade
0,135 0,132
(mg L")
Sensibilidade analitica
0,071 0,240
(mg L")
Inclinagéao 0,999 0,994
Ajuste Intercepto 0,02267 0,07615
Coef. Correl(R?) 0,9988 0,99318
Inclinagao 7,40031 7,58269
Ajuste
NAS Intercepto 1,44121 -1,06816
Coef. Correl (R?) 0,999 0,993

A sensibilidade do modelo, que é dada em termos de unidades de concentragao,
apresenta bons resultados para ambos os farmacos (0,135 para zidovudina e 0,132 para
lamivudina), levando-se em consideragéo que o valor calculado corresponde a menos de
1% dos valores de concentragao utilizados na modelagem. Quando se calcula o inverso
desse parametro, permite-se estabelecer a menor diferenca de concentracdo entre as
amostras que pode ser distinguida pelo método proposto.

O ajuste do modelo construido foi avaliado com base nos graficos dos valores de
concentragao estimados pelo modelo PLS contra os valores de referéncia. Outra maneira
de avaliar o ajuste de modelos de calibragdo multivariada € através dos graficos dos
valores escalares do sinal analitico liquido (NAS), determinado pela norma do vetor de
sinal analitico liquido em fungéo do valor de referéncia de concentragéo de cada amostra.
Esta ultima refere-se a representacdo pseudo-univariada dos modelos de calibracao

multivariada.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 70
RESULTADOS E DISCUSSAO

A inclinacdo, o intercepto e o coeficiente de correlacdo para os modelos sio
mostrados na Tabela 9. Os valores ddo um indicativo que ha uma relacao linear entre as

concentragoes estimadas e os dados espectrais.

5.1.2.3. Ensaios de Perfil de Dissolugéo

O estudo do perfil de dissolugdo envolveu o medicamento de referéncia para a
associacdo em questdo (Biovir®) e um medicamento genérico, produzido no laboratério
Farmanguinhos. A quantificacdo de cada um dos farmacos foi realizada pelo método
cromatografico padrdao e pelo método espectrofotométrico multivariado, este ultimo
envolvendo o modelo de melhor desempenho, elaborado com 3 VL e dados centrados na
média.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 30, o medicamento avaliado
pode ser considerado de pronta liberagdo, alcangando aproximadamente 75% da sua
concentragcao nominal nos primeiros 5 minutos do teste. De acordo com especificagdes
da Farmacopéia Brasileira 2010, a dissolugdo de zidovudina e lamivudina deve ser
superior a 80% em 60 min de ensaio, valor que é confirmado pelas duas metodologias de
controle.

De maneira geral, os resultados permitem observar uma boa correlagado entre
ambas as metodologias de controle, o que sugere um bom potencial de aplicagédo do
método proposto no estabelecimento de rotinas analiticas orientadas ao controle de
qualidade destes medicamentos. Maiores discrepancias sdo observadas nos primeiros
tempos monitorados, provavelmente em razdo de imprecisdes na coleta de amostras, a
qual se mostra critica nos primeiros momentos do ensaio, em fungdo da rapida
dissolugcao dos medicamentos.

Resultados igualmente coerentes foram observados em ensaios de dissolugao

envolvendo medicamentos genéricos, apresentados na Figura 31.
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FIGURA 30. PERFIL DE DISSOLUGCAO DA ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA EM FUNGCAO DO
TEMPO PARA O MEDICAMENTO DE REFERENCIA.
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FIGURA 31. PERFIL DE DISSOLUGAO DA ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA EM FUNGCAO DO
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5.1.3. Espectroscopia no Infravermelho com Refletancia Difusa — Analise Multivariada

Os espectros de zidovudina e lamivudina na regidao do infravermelho sao
apresentados nas Figuras 32A e 32B, respectivamente. Em fungdo de existirem
semelhangas estruturais entre as duas substancias, existem varias regides em que as
atribuicbes de bandas sao analogas. Na regido do infravermelho médio é possivel
observar bandas caracteristicas de grupos nitrogenados e hidroxilados, enquanto que na
regido do infravermelho préximo (NIR) a atribuigdo de bandas se da pelos sobretons e
combinagbes das vibragdes fundamentais, dentre as que destacam as dos grupos C-H,
N-H e O-H.

Na Figura 33 sao apresentados, para fins comparativos, os espectros na regiao do
infravermelho dos farmacos isolados, da mistura sintética deles e do medicamento de
referéncia (Biovir). Em primeiro lugar, é importante salientar que a complexidade do sinal
destes espectros dificulta a visualizagcao de regides espectrais que possam ser utilizadas
na elaboragdo de modelos univariados de calibragao, o que justifica o desenvolvimento
de modelos multivariados. Mesmo assim, é possivel constatar uma boa semelhancga entre
os espectros do medicamento e da mistura sintética, o que, pelo menos em principio,
sugere pouca interferéncia por parte dos excipientes utilizados na elaboragcdo dos
comprimidos. Adicionalmente, é possivel verificar que sinais que caracterizam cada um
dos farmacos em estudo podem ser reconhecidos nos espectros da mistura sintética e do
medicamento, o que, também em principio, garante a existéncia de sinais passiveis de

modelagem.
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FIGURA 32. ESPECTROS DRIFT DAS ESPECIES ZIDOVUDINA (A) E LAMIVUDINA (B), COM
ATRIBUIGAO DAS BANDAS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO E PROXIMO.
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FIGURA 33. ESPECTROS DRIFT DOS PADROES DE ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA, DA
MISTURA SINTETICA E DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA.

Nesta etapa, quatro modelos multivariados foram elaborados. Um envolvendo
toda a faixa espectral monitorada (6251 a 399 cm™), um envolvendo apenas a regido do
infravermelho médio (4000 a 399 cm™), um utilizando somente a regiéo do infravermelho
préximo (6251 a 4000 cm™) e, por ultimo, um utilizando-se uma regido espectral
escolhida por aplicagcdo de um processo de selecdao de variaveis, o qual leva em
consideragdo as regides com a melhor correlagdo entre os sinais espectrais e a
concentragdo do analito.

A primeira série de modelos foi desenvolvida com 21 espectros contendo toda a
regido espectral monitorada (6251 a 399 cm™). Na Figura 34 sdo apresentados alguns
espectros das misturas de calibragdo, particularmente aquelas que apresentam
concentracoes extremas de AZT e 3TC.

Os modelos foram desenvolvidos utilizando-se diferentes tipos de pré-

processamento de sinais e diferentes numeros de variaveis latentes.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 75

RESULTADOS E DISCUSSAO

Misturas (mg g'1)
AZT + 3TC

—310+ 194
—— 388 + 155
— 388 + 194
—— 388 + 233
—— 465+ 194

% Refletancia

T T T T T T T T T T T
6000 5000 4000 3000 2000 1000

NGmero de Onda (cm™)

FIGURA 34. ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHOS (DRIFT, 6251 a 399 cm™) DE
MISTURAS DE AZT E 3TC UTILIZADAS NO DESENVOLVIMENTO DO MODELO
MULTIVARIADO.

A primeira avaliagdo envolveu o uso de espectros centrados na meédia, que
corresponde praticamente ao procedimento padrdo adotado em estudos que envolvem o
processamento de sinais espectrais. A selecao do numero de variaveis latentes (VL) foi
fundamentada na avaliagcao do RMSEC e RMSECYV, cuja evolugao, em fungdo do niumero
de variaveis latentes, é apresentada na Figura 35A. Os valores de RMSEC diminuem
sistematicamente conforme se aumenta o numero de VL, alcangando valores minimos a
partir da décima segunda VL. O comportamento do RMSECV se mostra diferente,
indicando erros de previsdo que sao minimizados a partir da introdugcédo da quarta (para
zidovudina) e da sétima variavel latente (para lamivudina). Adicionalmente, observa-se
que 7 variaveis latentes permitem representar uma grande parcela da variancia (95,38%)
dos dados de concentragdo (matriz Y, Figura 35B), utilizando praticamente 99% da
variancia apresentada pelos dados espectrais (matriz X, Figura 35B). Para se evitar a
criagdo de modelos super-ajustados, fundamentados em detalhes instrumentais sujeitos
ao efeito do ruido instrumental, 7 VL foram selecionadas como limite para modelagem.

Assim, modelos foram desenvolvidos com 2, 3, 5e 7 VL.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 76
RESULTADOS E DISCUSSAO

50 T ] ] ] ] ] ] ] ]
1 —— RMSECV AZT
45 -—+-RMSEC AZT 1
— 40 —— RMSECV 3TC
o T - —+--RMSEC 3TC
® 354
-
N
<
>
(&}
1]
(22}
=
(14
)
w
(2}
=
(14
5p T -
oo,
2 4 6 8 10 12 14 ' 16 ' 18 ' 20

Numero de Variaveis Latentes

A
Percentual da Variancia Capturada
# Matriz X Matriz Y
VL | EstaVL | Total | EstaVL | Total
1 88,96 88,96 5,00 5,00
2 2,84 91,40 58,35 63,35
3 4,77 96,57 4,14 67,49
4 0,90 97,47 7,25 74,74
5 0,30 97,76 13,33 88,07
6 0,96 98,72 2,60 90,67
7 0,24 98,96 4,71 95,38
8 0,10 99,06 3,57 98,95
9 0,11 99,16 0,71 99,66
10 0.14 99,30 0,26 99,92
11 0,08 99,38 0,06 99,98
12 0,07 99,45 0,01 100,00
13 0,09 99,54 0,01 100,00
14 0,08 99,62 0,00 100,00
15 0,07 99,68 0,00 100,00
16 0,07 99,75 0,00 100,00
17 0,06 99,81 0,00 100,00
18 0,06 99,88 0,00 100,00
19 0,06 99,94 0,00 100,00
20 0,07 100,00 0,00 100,00
B

FIGURA 35. GRAFICO DE RMSEC E RMSECV (A) E VARIANCIA CAPTURADA PELAS
VARIAVEIS LATENTES (B) NO MODELO DE CALIBRAGAO DESENVOLVIDO COM
ESPECTROS CENTRADOS NA MEDIA E NA REGIAO DE 6251 A 399 cm™.
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Avaliando-se a capacidade de previsdo dos modelos desenvolvidos, em relacéo
as 13 misturas sintéticas reservadas para validagao (4 misturas em ftriplicata mais uma
duplicata do ponto central), foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 12. Em
primeiro lugar, constata-se que os erros medios de previsdo sdo bastante similares, ndo
importando o numero de variaveis latentes utilizado na elaboragdo do modelo. Para se
evitar o superajuste do modelo e a sua consequente falta de robustez, duas variaveis
latentes foram selecionadas para o desenvolvimento dos modelos. Nestas condigdes,
erros médios de previsdo de 5 e 7% sao observados para zidovudina e lamivudina,
respectivamente.

E interessante salientar que cada amostra do conjunto de calibragdo é
representada por aproximadamente 3000 valores de refletancia, registrados em igual
numero de numeros de onda. A primeira etapa do procedimento multivariado demonstra
que grande parte da variancia dos dados pode ser representada por um pequeno numero
de novas variaveis (VL), as quais surgem da combinacao linear das variaveis originais.
Se um pequeno numero de VL é utilizado para representar a variancia registrada nos
espectros, o desenvolvimento de um modelo de calibragao fica extremamente facilitado.

Na Figura 36, apresentam-se os dois critérios de maior importancia para a
verificagdo de anomalias ou disparidades no conjunto de amostras utilizado na fase de
calibragédo, os residuos de Student e o leverage. Por definigdo, os valores maximos
permitidos para estes parametros sao 2,5 e 0,29 (3 VL/N), respectivamente (FERREIRA
et. al.,1999). Utilizando-se estes argumentos, observa-se que a mistura ZL02 apresenta
uma anomalia associada a um elevado valor de leverage. Normalmente, anomalias deste
tipo sugerem diferengas no comportamento espectral, usualmente associado a problemas
instrumentais. Uma vez que esta anomalia somente se apresenta em relagdo ao modelo

desenvolvido com duas VL, a mistura foi mantida no conjunto de calibragao.

25

T
oZL7

1.5¢

- .e
S L % s . |
S . 02120 oZL15 ! -
1 ’ \
G 0.5, 19 oZL13 2t 1 \
PY oZL14 *ZL5 oZL21 1 i !
T 0L --—-- . — mmmm e o L _ L '
4 ZL11 . ) ' 142
S 05k 2116 o220 ZL4 ' -
] 1
[T A . ZL9 1
) N . 2123 ZL.25 |
14 * |
A5RZL18 5 5y !
2| . '
1
1

-2.5

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Leverage

FIGURA 36. GRAFICO DE RESIDUOS DE “STUDENT” VERSUS LEVERAGE PARA MODELO
DESENVOLVIDO COM 2 VARIAVEIS LATENTES.
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TABELA 12. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRAGOES DAS MISTURAS SINTETICAS RESERVADAS PARA VALIDACAO
(CONCENTRACOES EXPRESSAS EM mg g”' E ERRO RELATIVO EM %), UTILIZANDO-SE MODELOS DESENVOLVIDOS COM ESPECTROS DRIFT
NA REGIAO DE 6251 A 399 cm™ E DADOS CENTRADOS NA MEDIA.

CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO PREVISTA
REAL 7VL 5VL 3VL 2VL

AZT 3TC AZT | 3TC ERRO | AZT | 3TC ERRO | AZT | 3TC ERRO | AZT | 3TC ERRO
350 213 |356,9 188,7 2,0 -11,4|367,1 1852 4,9 -13,0|344,1 195,7 -1,7 -8,1 |345,3 193,5 -1,3 -91
350 213 |366,3 199,7 46 -6,3 |368,0 200,7 51 -5,8 |354,8 196,0 1,4 -8,0 |356,5 193,0 1,8 -9,4
350 213 1407,1 1989 16,3 -6,6 4144 1972 18,4 -7,4 |378,4 1952 8,1 -8,4 |379,6 193,0 85 -94
369 185 |385,8 187,8 45 1,5 |386,0 1898 46 2,6 [374,8 1983 16 7,2 |377,5 1933 23 45
369 185 |404,5 186,4 9,6 0,7 |[397,7 1920 7,8 3,8 [404,8 1995 9,7 7,8 |409,0 191,7 10,8 3,6
369 185 |438,0 206,6 18,7 11,7 |448,5 207,0 21,5 11,9 |432,0 1999 17,1 8,1 |437,0 190,9 18,4 3,2
388 194 |407,4 186,0 50 -4,1|413,3 1825 6,5 -59 |383,7 1878 -1,1 -3,2 |380,8 193,1 -1,9 -0,5
407 185 |436,5 182,0 7,2 -1,6 |[4416 180,8 8,5 -2,2 |422,0 192,3 3,7 3,9 |422,7 191,0 39 3,2
407 185 |416,6 196,3 2,4 6,1 [414,3 1996 1,8 7,9 [414,7 2062 1,9 11,5|423,2 190,6 4,0 3,0
407 185 |399,8 183,0 -1,8 -1,1 |384,0 186,9 -5,7 1,0 [388,1 198,2 -4,7 7,1 |390,8 193,1 40 44
407 224 1442,0 216,8 8,6 -3,2 4559 2099 12,0 -6,3 4144 188,0 1,8 -16,1|412,2 1921 13 -14,3
407 224 |383,6 203,2 -5,7 -9,3 |394,7 198,1 -3,0 -11,6|394,5 186,56 -3,1 -16,7/391,2 192,5 -3,9 -141
407 224 |434,7 2126 6,8 -5,1 |446,3 206,1 9,7 -8,0 |421,5 1854 3,6 -17,2/417,5 192,7 2,6 -14,0

Erro Médio (%) 7,2 | 53 8,4 | 6,7 46 | 95 50| 71
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Estudos similares ao anteriormente descrito foram realizados com 5 pré-

processamentos diferentes:

Pré-processamento 1: dados espectrais centrados na média (CM)
Pré-processamento 2: dados autoescalados (AU)

Pré-processamento 3: dados em primeira derivada (1°DER)

Pré-processamento 4: dados em primeira derivada com alisamento (12DERALIS)

Pré-processamento 5: dados submetidos a corregao multiplicativa do sinal (MSC).

Os resultados sédo resumidamente apresentados na Figura 37, na forma de uma
superficie de resposta que correlaciona o erro médio da fase de validagdo externa com o
numero de VL e o tipo de pré-processamento.

Em primeiro lugar, é interessante salientar que todos os modelos desenvolvidos
com 2 ou 3 VL proporcionaram erros médios de previsdo inferiores a 5%, o que, pelo
menois em primeira analise, pode ser considerado satisfatorio.

Para a analise simultdnea de zidovudina e lamivudina, o modelo de melhor
desempenho foi elaborado com dados espectrais autoescalados (pré-processamento 2),
utilizando-se 2 variaveis latentes. Nestas condi¢des, erros médios da ordem de 4% foram
observados, para ambos os farmacos na previsdo das misturas sintéticas. E importante
se salientar que a legislacdo brasileira é praticamente omissa em relacdo a limites
permitidos em estudos de recuperagdo ou exatiddo. Entretanto, algumas orientagbes
internacionais costumam ser aceitas (ex. Labcompliance, 2001), as quais sugerem limites
maximos entre 98 e 102% de recuperagéo. Seguindo estes argumentos, observa-se que
o modelo multivariado desenvolvido proporciona resultados levemente discrepantes,
provavelmente em fungdo de modificacbes espectrais provocadas, por exemplo, por
deficiente homogeneizagcao das misturas de calibragao e validagao.

Utilizando-se esse modelo na analise de amostras de medicamento (Med1 e
Med2), obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 13. Tomando-se como
referéncia o valor indicado na bula do medicamento, erros inferiores a 10% foram
observados na determinagcédo de zidovudina e da ordem de 2% na determinagdo de
lamivudina. Infelizmente, a analise cromatografica destes medicamentos nao foi possivel,

0 que impede uma analise mais aprofundada do desempenho da metodologia proposta.
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FIGURA 37. ERRO MEDIO NA FASE DE VALIDAGCAO EXTERNA PARA ZIDOVUDINA (A) E

LAMIVUDINA (B), EM FUNGAO DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO E DO NUMERO DE
VARIAVEIS LATENTES (REGIAO ESPECTRAL DE 6251 A 399 cm™).
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TABELA 13. RESULTADOS DA ANALISE DE AMOSTRAS DE MEDICAMENTO, UTILIZANDO-SE
MODELO COM ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (6231 A 399 cm™) COM
DADOS AUTOESCALADOS E DUAS VARIAVEIS LATENTES.

Concentragao Nominal* | Concentragao Prevista Erro
Amostras Py p .
(mgg”) (mg g”) (%)
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
Med1 424,85 189,75 9,50 -2,19
- | 388,0 195,7
Med2 425,58 190,18 9,69 -1,97
ERRO MEDIO (%) 9,59 2,08

* Concentragdo Nominal = Concentracao declarada na bula do medicamento.

Seguidamente, modelos multivariados foram desenvolvidos utilizando-se a regiao
do infravermelho médio, seguindo-se uma sequéncia analoga a descrita no caso anterior.

Os resultados sédo resumidamente apresentados na Figuras 38, que mostra
superficies de resposta que relacionam o erro médio de previsdo da fase de validagao
externa com o numero de variaveis latentes e o tipo de pré-processamento.

Na regido do infravermelho médio, os modelos de melhor desempenho foram
elaborados com sinais pré-processados por MSC (pré-processamento 5) e derivagéo e
alisamento (pré-processamento 4), utilizando-se 2 variaveis latentes. Nestas condicdes,
erros médios entre 4 e 5% foram observados, para ambos os farmacos em estudo.

Para estudos subsequentes foi selecionado o modelo elaborado com duas
variaveis latentes e dados espectrais processados por MSC, que permitiu a obtencao dos
resultados apresentados na Tabela 14.

Os resultados obtidos para a regido do infravermelho médio sugerem uma
melhora na previsdo do modelo multivariado, quando comparado com os resultados

obtidos pelo modelo que utilizou a regido espectral completa.
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FIGURA 38. ERRO MEDIO NA FASE DE VALIDAGCAO EXTERNA PARA ZIDOVUDINA (A) E

LAMIVUDINA (B), EM FUNGAO DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO E DO NUMERO DE
VARIAVEIS LATENTES (INFRAVERMELHO MEDIO).
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TABELA 14. RESULTADOS DA ANALISE DE AMOSTRAS DE MEDICAMENTO, UTILIZANDO-
SE MODELO COM DADOS PRE-PROCESSADOS POR MSC E DUAS VARIAVEIS LATENTES
(REGIAO ESPECTRAL DE 4000 — 399 cm™).

Concentragdo Nominal*| Concentragao Prevista Erro
Amostras p Py .
(mg g”) (mg g’) (%)
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
Med1 422,49 190,24 8,89 -1,94
| 3880 194,0
Med2 362,21 194,86 -6,65 0,45
ERRO MEDIO (%) 7,77 1,19

* Concentragao Nominal = Concentragao declarada na bula do medicamento.

Modelos similares aos anteriores foram desenvolvidos utilizando-se a regiao
espectral do infravermelho préximo (6251 a 4000 cm™), obtendo-se os resultados
resumidamente apresentados na Figura 39. Levando em consideragcdo o erro médio de
previsdo das amostras de validagdo externa, € possivel observar que os modelos de
melhor desempenho foram elaborados com sinais pré-processados por MSC (zidovudina)
e dados centrados na média (lamivudina), em ambos os casos recorrendo-se ao uso de
duas variaveis latentes. Nestas condigbes, erros médios da ordem de 6% foram
observados, para ambos os farmacos em estudo.

Para analise de medicamentos foi selecionado o modelo elaborado com 2
variaveis latentes e dados espectrais processados por MSC, em fungdo do melhor
resultado proporcionado na previsdo de ambas as espécies em estudo.

Os resultados (Tabela 15) sugerem uma melhor capacidade de previsdao em
relagdo ao modelo com regido espectral completa, com erros médios da ordem de 7% na
determinagdo de zidovudina e inferiores a 4% na determinagdo de lamivudina. Os
resultados apresentam-se coerentes e dentro do limite estabelecido pela legislagdo

vigente.
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Erro Médio (%)

FIGURA 39. ERRO MEDIO DE PREVISAO NA FASE DE VALIDAGAO EXTERNA PARA

ZIDOVUDINA (A) E LAMIVUDINA (B), EM FUNGCAO DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO E DO
NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES (REGIAO DE 6251 — 4000 cm™).
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TABELA 15. RESULTADOS DA ANALISE DE AMOSTRAS DE MEDICAMENTO, UTILIZANDO-SE
MODELO COM DADOS PRE-PROCESSADOS COM MSC E DUAS VARIAVEIS LATENTES
(REGIAO ESPECTRAL NIR).

Concentragdo Nominal*| Concentragao Prevista Erro
Amostras p Py .
(mg g”) (mgg”) (%)
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
Med1 408,44 188,46 5,27 -2,86
| 3880 194,0
Med2 422,78 185,25 8,96 -4,51
ERRO MEDIO (%) 7,12 3,68

* Concentragao Nominal = Concentragao declarada na bula do medicamento.

Em virtude da chegada de um novo equipamento para analise de infravermelho

(Bruker, VERTEX70), novos modelos multivariados foram desenvolvidos processando-se

a regiao do infravermelho préximo, desta vez ampliando a faixa monitorada e

contemplando-se a regido de 10000 a 4000 cm™. Os espectros sdo muitos similares aos

anteriormente apresentados, porém nota-se que ha menos ruido instrumental, como pode

ser observado na Figura 40, em relacao a Figura 34.
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FIGURA 40. ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (DRIFT) DAS MISTURAS DE
ZIDOVUDINA E LAMIVUDINA UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO
MODELO MULTIVARIADO DA REGIAO DE 10000 A 4000 cm™.
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De maneira analoga aos estudos anteriores, foram desenvolvidos diversos
modelos multivariados, com diferentes tipos de pré-processamentos e diferentes nimeros
de variaveis latentes. Os resultados de previsdo para o conjunto de validagdo externa
(Tabela 16) indicam um melhor desempenho dos modelos desenvolvidos com pré-

processamento por MSC e utilizando-se 2 a 7 variaveis latentes.

TABELA 16. ERRO MEDIO DE PREVISAO DO CONJUNTO DAS AMOSTRAS DE VALIDACAO
PARA MODELOS DESENVOLVIDOS COM DIFERENTES TIPOS DE PRE-PROCESSAMENTOS
E DIFERENTES NUMEROS DE VARIAVEIS LATENTES PARA REGIAO ESPECTRAL DE 10000
— 4000 cm™.

CENTRADO NA ALISADO COM 12
. AUTOESCALADO MSC
VL MEDIA 12 DERIVADA DERIVADA
AZT 37C AZT 37C AZT 3TC | AZT | 3TC | AZT | 3TC
2 5,83 7,72 5,69 7,66 7,48 7,51 7,00 | 10,11 | 6,50 | 6,79
3 4,94 7,15 4,71 6,63 7,92 8,96 |7,31]10,03 |4,61]|5,14
5 5,38 6,46 5,51 6,30 7,65 7,14 | 7,57 | 10,06 | 5,35 | 4,91
7 5,53 5,38 5,42 5,03 7,59 722 |762| 9,79 | 5,66 | 4,95

Para analise de medicamentos foi selecionado o modelo que envolveu o uso de 2
variaveis latentes e sinais espectrais processados por MSC, modelo este que permitiu a
obtencgao de erros médios de previsao da ordem de 10% para zidovudina e de 4% para
lamivudina (Tabela 17).

Avaliando-se individualmente os resultados obtidos para as duas classes de
medicamentos estudadas, é possivel observar uma notoéria discrepancia no teor de
zidovudina para o medicamento genérico, provavelmente em fungdo da presenga de
algum excipiente que, apresentado sinal na regido espectral monitorada, influencia

negativamente a capacidade de previsdo do modelo multivariado.
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TABELA 17. ERRO MEDIO DE PREVISAO DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTOS PARA O
MODELO DESENVOLVIDO COM MSC E DUAS VARIAVEIS LATENTES PARA REGIAO
ESPECTRAL DE 10000 — 4000 cm”™.

Amostras Concentragao Real Concentragao Prevista Erro
(mg g”) (mg g”) (%)
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
Ref.1 368,56 199,99 8,88 2,19
" Ref2 | 33849 | 19571 342,19 209,25 1,09 6,92
 Ref3 | 349,95 206,53 3,39 5,53
ERRO MEDIO (%) 4,45 4,85
Gen.1 361,6 202,44 | -12,85 | -3,69
" Gen2 | 414,90 | 210,19 353,71 20521 | -14,75 | -2,37
~ Gen3 | 341,42 209,52 | -17,71 | -0,32
ERRO MEDIO (%) 15,10 | 2,12

Ref. = Medicamento de Referéncia / Gen.=Medicamento Genérico

Finalmente, e objetivando-se melhorar a capacidade de previsdo dos modelos
multivariados, foram desenvolvidos modelos utilizando-se regides espectrais escolhidas
por meio de um processo de seleg¢ao de variaveis, o qual permite identificar as regides de
melhor correlagdo com a concentragcdo das espécies em estudo (Figura 41).

Para zidovudina, observam-se coeficientes de regressdo negativos de elevado
valor. Assim, a regiao selecionada correspondeu aquela que apresentou coeficientes de
correlagao inferiores a -0,2. Para lamivudina, os coeficientes de regressdo apresentam
valores significativamente menores, tanto positivos quanto negativos. Neste caso, a
regido espectral foi selecionada contemplando coeficientes de regressdao maiores que
0,08 ou inferiores a -0,08, conforme representado na Figura 41.

Utilizando-se estes limites, os sinais ficam reduzidos a informacao espectral de
relevancia para ambas as espécies. Posteriormente, modelos foram desenvolvidos da
maneira usual, utilizando-se as diversas alternativas de pré-processamento e diferentes

numeros de variaveis latentes.
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FIGURA 41. GRAFICO DA CORRELAGAO DO SINAL ESPECTRAL COM A CONCENTRAGAO
DAS ESPECIES, EM FUNGAO DO NUMERO DE ONDA DOS ESPECTROS NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO ENTRE 6251 — 399 cm™".

Com base nos resultados de previsdo das amostras de validagao externa, os
quais sdo resumidamente apresentados na Figura 42, é possivel observar que modelos
diferentes permitem a melhor previsdo das espécies em estudo. Para zidovudina,
qualquer pré-processamento leva a obtencdo de erros de previsdao da ordem de 5%,
quando duas variaveis latentes sao utilizadas na elaboragdo do modelo. Para lamivudina,
os melhores pré-processamentos correspondem a dados centrados na média (pré-
processamento 1) e autoescalados (pré-processamento 2), com erros da ordem de 5%.

Para analise de medicamentos foi selecionado o modelo com dados centrados na
média (pré-processamento 1), utilizando-se duas variaveis latentes. Os resultados
(Tabelas 18) indicam uma melhora na capacidade de previsdo de lamivudina (erro médio
inferior a 2%), assim como uma piora consideravel na determinagdo de zidovudina (erro

médio da ordem de 25%).
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FIGURA 42. ERRO MEDIO DE PREVISAO NA FASE DE VALIDAGAO EXTERNA PARA
ZIDOVUDINA (A) E LAMIVUDINA (B), EM FUNGAO DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO E DO

NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES (REGIAO ESPECTRAL SELECIONADA PELO METODO
DE SELEGAO DE VARIAVEIS).



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 90
RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 18. RESULTADOS DA ANALISE DE AMOSTRAS DE MEDICAMENTO, UTILIZANDO-SE
MODELO COM DADOS AUTOESCALADOS E DUAS VARIAVEIS LATENTES (REGIAO
ESPECTRAL SELECIONADA).

Concentragdo Nominal*| Concentragao Prevista Erro
Amostras p Py .
(mg g”) (mg g’) (%)
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
Med1 489,09 190,73 26,05 -1,69
| 3880 194,0
Med2 478,5 189,53 23,32 -2,30
ERRO MEDIO (%) 24,69 1,99

* Concentragao Nominal = Concentragao declarada na bula do medicamento.

5.2. CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA
5.2.1. Espectroscopia eletrénica em solugéo

O trabalho envolvendo a associagdo Captopril/Hidroclorotiazida foi desenvolvido
em conjunto com a Mestranda Juliana do Santos (Programa de Pdés-Graduagdo em
Quimica), que defendeu sua dissertagao de Mestrado em agosto de 2009.

Praticamente todos os resultados relacionados com espectroscopia eletrénica em
solugao foram relatados e discutidos na sua dissertagdo de mestrado, motivo pelo qual
serao brevemente relatados aqui, apenas para servir de preAmbulo a segunda parte do
trabalho, que trata sobre o desenvolvimento de modelos multivariados por espectroscopia
na regiao do infravermelho.

Como de costume, inumeros modelos multivariados foram desenvolvidos com
diversos tipos de pré-processamento de sinais e diferentes nimeros de VL. Em geral,
todos os modelos desenvolvidos apresentaram capacidade de previsdo comparavel,
fornecendo erros médios inferiores a 2% na fase de validagao externa.

Para aplicacdo na analise de medicamentos foi selecionado o modelo elaborado
com espectros centrados na média e duas variaveis latentes, o qual foi preliminarmente
validado de acordo com os critérios estabelecidos pela ANVISA. Nesta etapa, a preciséo,
exatiddo e robustez foram avaliadas, com resultados compativeis com as exigéncias
legais.

Na analise de medicamentos e nos ensaios de dissolugdo, o modelo multivariado
permitiu a obtencdo de resultados coerentes em relacdo aos proporcionados pela técnica
cromatografica padrdo. Neste ultimo caso, pequenas discrepancias foram observadas

nos primeiros tempos monitorados, em fungao da rapida dissolugcdo dos medicamentos.
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5.2.2. Espectroscopia no Infravermelho com Refletancia Difusa — Analise Multivariada

Nas ultimas décadas, varios trabalhos cientificos vém sendo desenvolvidos
visando aplicagbes da espectrometria NIR (DOU et.al., 2007; REICH, 2005). Atualmente,
por exemplo, esta técnica tem ganhado aceitagao pela industria farmacéutica, como meio
de identificagdo (SCAFI e PASQUINI, 2001), quantificagdo (LOPES et.al.,2009;
SARRAGUGCA E LOPES, 2009) e controle de parametros fisicos e quimicos
(OTSUKA,2006), seja da matéria-prima ou do produto final (SILVA et. al., 2009). Muitas
agéncias reguladoras, como a Agéncia Européia para Avaliacdo de Produtos Médicos
(EMEA/CVMP/961/01), e farmacopéias, como a Farmacopéia Européia (EP) e a dos
Estados Unidos (USP), vém recomendando as metodologias baseadas na
espectroscopia NIR como uma boa alternativa analitica para controle de qualidade dos
produtos farmacéuticos, devido as suas caracteristicas vantajosas em relacdo aos
métodos tradicionais. De acordo com SIMOES (2008), a aceitacdo e implementagado na
industria farmacéutica, assim como em outros setores industriais, tem algumas restri¢des,
principalmente em fungdo das exigéncias para a validagao do método multivariado.

Nesta etapa, foram desenvolvidos modelos multivariados utilizando-se trés
regides espectrais. Uma envolvendo toda a faixa espectral monitorada (10000 a 399
cm’™), outra envolvendo apenas a regido do infravermelho médio (4000 a 399 cm™) e uma
terceira utilizando somente a regido do infravermelho préximo (10000 a 4000 cm™).

A primeira série de modelos foi desenvolvida a partir de espectros de 21 misturas
sintéticas, contendo toda a regido espectral monitorada (10000 a 399 cm™). Os espectros

tipicos destas misturas sdo apresentados na Figura 43.
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FIGURA 43. ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (DRIFT, 10000 a 399 cm™) DAS
MISTURAS CONTENDO CAPTOPRIL E HIDROCLOROTIAZIDA, NAS CONCENTRAGOES
LIMIARES QUE FORAM UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO DO MODELO MULTIVARIADO.
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O desenvolvimento dos modelos foi realizado de maneira analoga a dos estudos
anteriores, fazendo-se uma primeira avaliagdo com dados espectrais centrados na média.
A selegédo do melhor numero de variaveis latentes (VL) foi fundamentada na avaliagéo do
RMSEC e RMSECV, cuja evolugdo, em fungdo do numero de variaveis latentes, é
apresentada na Figura 44A. De acordo com esta figura, os valores de RMSEC diminuem
sistematicamente conforme se aumenta o niumero de VL, alcangando valores minimos
praticamente a partir da décima VL. O comportamento do RMSECV se mostra diferente,
indicando erros de previsao que sao minimizados a partir da introdugéo da nona VL (para
captopril) e da oitava variavel latente (para hidroclorotiazida). Adicionalmente, observa-se
que 6 variaveis latentes permitem representar uma grande parcela da variancia (95,38%)
dos dados de concentragédo (matriz Y, Figura 44B), utilizando praticamente 99% da
variancia apresentada pelos dados espectrais (matriz X, Figura 44B). Para se evitar a
criacao de modelos super-ajustados, fundamentados em detalhes instrumentais sujeitos
ao efeito do ruido instrumental, 10 VL foram selecionadas como limite para modelagem.

Assim, modelos foram desenvolvidos com 3, 5, 6 e 10 VL.
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FIGURA 44. GRAFICO DE RMSEC E RMSECV (A) E VARIANCIA CAPTURADA PELAS

VARIAVEIS LATENTES

(B) NO MODELO DE CALIBRAGAO DESENVOLVIDO COM

ESPECTROS CENTRADOS NA MEDIA E NA REGIAO DE 10000 A 400 cm™.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 94
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 45, sdo apresentados os dois critérios de maior importancia para a
verificagdo de anomalias ou disparidades no conjunto de amostras de calibragdo, os
residuos de Student (+/- 2,5) e o leverage (0,71). Considerando um modelo desenvolvido

com 5 variaveis latentes, nenhuma anomalia foi constatada.
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FIGURA 45. GRAFICO DE RESIDUOS DE “STUDENT” VERSUS LEVERAGE PARA MODELO
DESENVOLVIDO COM 5 VARIAVEIS LATENTES.

Utilizando-se os modelos desenvolvidos para avaliar as 13 misturas sintéticas
reservadas para validacao, foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 19. Em
primeiro lugar, constata-se que os erros médios de previsdo sdo bastante similares, ndo
importando o numero de variaveis latentes utilizado na elaboragcdo do modelo. Outra
observacao importante esta representada pela obtencdo de erros médios de previsao
inferiores a 8%, com pequenas discrepancias envolvendo algumas amostras em

particular.
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TABELA 19. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRAGCOES DAS MISTURAS SINTETICAS (CAP + HIDRO) RESERVADAS PARA VALIDAGAO
(CONCENTRACOES EXPRESSAS EM mg g E ERRO RELATIVO EM %), UTILIZANDO-SE MODELOS DESENVOLVIDOS COM ESPECTROS DRIFT NA
REGIAO DE 10000 A 400 cm™ E DADOS CENTRADOS NA MEDIA.

CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO PREVISTA
REAL 10VL 6 VL 5VL 3VL
CAP HIDRO | CAP |HIDRO |ERRO CAP |[HIDRO| ERRO | CAP HIDRO| ERRO | CAP HIDRO| ERRO

147,0 83,0 (1734 911 180 97 (1728 882 176 6,3|1716 875 16,7 54|176,9 91,8 20,4 10,6
147,0 83,0 [1544 912 50 99 (1525 888 37 70(1483 865 09 43|1506 938 25 13,1
147,0 83,0 [169,8 896 155 8,0 (1720 91,1 17,0 98|170,5 90,3 16,0 89(173,8 94,1 18,3 134
184,0 83,0 |184,6 837 03 081826 833 -0,7 03[179,8 817 -23 -1,5/184,7 942 04 135
184,0 83,0 |1883 843 23 16(18,1 835 1,1 06|1948 882 59 6,2|191,3 855 40 3,0
184,0 83,0 |2084 962 13,3 159|201,9 897 97 8,1|202,7 90,1 10,2 8,6|2084 896 13,3 8,0
184,0 92,0 [1835 915 -0,3 -05|1824 919 -0,9 -0,1|177,0 890 -3,8 -3,3|180,2 96,5 -2,0 4,9
1650  100,0 [1734 1065 51 6,5 |177,1 108,7 7,3 87|170,8 1053 3,5 53|181,6 983 10,0 -1,7
1650  100,0 [159,1 96,4 -3,6 -3,6|154,8 906 -6,2 -9,4|161,5 942 -21 -58|158,6 928 -3,9 -7,2
1650  100,0 |185,1 106,7 12,2 6,7 |1855 1041 124 4,1|180,8 1016 96 1,6|188,7 959 144 -41
202,0 100,0 [198,0 1008 -2,0 0,8 ({1925 943 -47 -57(1943 953 -3,8 -4,7(1990 96,0 -15 -4,0
202,0 100,0 (1953 924 -33 -76(197,8 959 -21 -41(1940 93,9 -40 -6,1(1941 885 -39 -115
202,0 100,0 (2126 1029 52 29 (2176 1055 7,7 552156 1044 6,7 442128 959 53 -41

Erro Médio (%) | 6,6 | 5,7 17,054 | 6,6 | 5,1 |77] 7,6
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Estudos similares ao anteriormente descrito foram realizados com 5 pré-
processamentos diferentes:

Pré-processamento 1: dados espectrais centrados na média (CM)
Pré-processamento 2: dados autoescalados (AU)

Pré-processamento 3: dados em primeira derivada (1°DER)

Pré-processamento 4: dados em primeira derivada com alisamento (1°DERALIS)

Pré-processamento 5: dados submetidos a corregdo multiplicativa do sinal (MSC).

Os resultados sao resumidamente apresentados na Figura 46, na forma de uma
superficie de resposta que correlaciona o erro médio da fase de validagao externa com o
numero de variaveis latentes e o tipo de pré-processamento.

Verifica-se que o modelo com o menor erro de previsdo na quantificacdo de
Captopril corresponde aquele desenvolvido com 6 variaveis latentes e dados espectrais
alisados (Savitzky-Golay, janela moével de 15 pontos) e derivados. Nestas condigcdes,
erros médios de previsdo da ordem de 6% foram observados. Na quantificacédo de
hidroclorotiazida o melhor modelo foi elaborado com o mesmo tipo de pré-
processamento, porém recorrendo-se ao uso de 10 variaveis latentes.

Infelizmente, nenhum modelo multivariado de calibragdo proporcionou erros
aceitaveis na analise de medicamentos, provavelmente em funcao de interferéncias
espectrais provocadas pela presencga de excipientes. Sendo assim, optou-se por elaborar
modelos separando-se as regides do infravermelho médio e préximo, objetivando-se

encontrar uma regiao espectral menos sujeita a este tipo de interferéncia.
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FIGURA 46. ERRO MEDIO DE PREVISAO NA FASE DE VALIDAGAO EXTERNA PARA
CAPTOPRIL (A) E HIDROCLOROTIAZIDA (B), EM FUNGAO DO TIPO DE PRE-

PROCESSAMENTO E DO NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES (REGIAO ESPECTRAL DE
10000 A 400 cm™).
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Os modelos fundamentados no processamento de sinais do infravermelho médio
(4000 a 400 cm™) foram elaborados de maneira analoga, envolvendo o uso de 21
misturas de calibragao e 13 de validagéo externa.

Para espectros centrados na média, a evolugdo do RMSEC e RMSECYV sugere o

uso de 4 a 10 variaveis latentes (Figura 47).
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1 93,79 93,79 10,34 10,34

2 2,24 96,03 62,57 72,90

3 2,95 98,97 10,35 83,25
4 0,50 99,47 4,60 87,85
5 0,06 99,53 9,51 97,35
6 0,25 99,78 0,22 97,57
7 0,06 99,84 0,42 97,99
8 0,02 99,86 0,88 98,86
9 0,01 99,88 0,69 99,55
10 0,02 99,90 0,15 99,70
11 0,02 99,92 0,12 99,82
12 0,01 99,93 0,10 99,92
13 0,02 99,94 0,03 99,96
14 0,01 99,95 0,02 99,98
15 0,01 99,96 0,01 99,99
16 0,01 99,98 0,00 99,99
17 0,01 99,98 0,00 100,00
18 0,01 99,99 0,00 100,00
19 0,01 100,00 0,00 100,00
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B

FIGURA 47. GRAFICO DE RMSEC E RMSECV (A) E VARIANCIA CAPTURADA PELAS
VARIAVEIS LATENTES (B) NO MODELO DE CALIBRAGAO DESENVOLVIDO COM
ESPECTROS CENTRADOS NA MEDIA E NA REGIAO DE 4000 A 400 cm™.
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Da mesma maneira que nos modelos desenvolvidos nos casos anteriores, foram
realizados estudos envolvendo diferentes tipos de pré-processamento de sinais, dando
origem a dados que foram utilizados na construgdo da superficie de resposta
apresentada na Figura 48. De acordo com estes antecedentes, o melhor modelo para

avaliagao conjunta de captopril e hidroclorotiazida corresponde aquele desenvolvido com
dados autoescalados, utilizando-se 6 VL.

Erro Medio (%)

Erro Meédio (%)

FIGURA 48. ERRO MEDIO DE PREVISAO NA FASE DE VALIDACAO EXTERNA PARA
CAPTOPRIL (A) E HIDROCLOROTIAZIDA (B), EM FUNGAO DO TIPO DE PRE-

PROCESSAMENTO E DO NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES (REGIAO ESPECTRAL DE
4000 A 400 cm™).
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Utilizando-se este modelo na analise de medicamentos, foram obtidos os
resultados apresentados na Tabela 20, que indicam erros de previsdo médios da ordem

de 5% para ambos os farmacos.

TABELA 20. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRAGCOES DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTO (CONCENTRAGCOES
EXPRESSAS EM mg g' E ERRO RELATIVO EM %), UTILIZANDO-SE MODELOS
DESENVOLVIDOS COM ESPECTROS DRIFT NA REGIAO DE 4000 A 400 cm”, DADOS
AUTOESCALADOS E 6 VARIAVEIS LATENTES.

CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO
NOMINAL PREVISTA ERRO (%)
MEDICAMENTO P P
(mgg’)* (mgg’)
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP | HIDRO
MED1 184,56 91,23 0,30 | -0,84
MED2 189,13 93,15 2,79 | 1,25
184,00 92,00
MED3 206,26 101,17 12,10 | 9,97
MED4 199,44 96,60 8,39 | 5,00
ERRO MEDIO(%) | 5,90 | 4,26

*Concentragdo Nominal= Concentragao indicada na bula do medicamento.

Finalmente, modelos multivariados foram desenvolvidos a partir dos dados
espectrais adquiridos no infravermelho préximo (10000 a 4000 cm™).

Levando-se em consideragdo a evolugdo dos valores de RMSEC e RMSECV
(Figura 49) para dados espectrais centrados na média, € possivel admitir menores erros
de previsdo para modelos desenvolvidos com 4 a 10 variaveis latentes. Por sua vez, o
uso de 10 VL representa praticamente a totalidade da varidncia dos dados de
concentracao, valendo-se praticamente de toda a informacgao espectral.

Os modelos foram desenvolvidos conforme a metodologia anterior.



Tese de Doutorado — Gilcélia A. Cordeiro 101
RESULTADOS E DISCUSSAO

30

---+---RMSECV CAP
—+— RMSEC CAP

25"

---X:--RMSECV HIDRO

20 —>¢— RMSEC HIDRO

RMSEC, RMSEV (CAP e HIDRO)

7 L att i S S S
o' ‘+»’
10 -
Qe S R B R R R R R R T ¢
5
04

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

NuUmero de Variaveis Latentes

A
Percentual da Variancia Capturada
# Matriz X Matriz Y
VL | EstaVL | Total | EstaVL Total
1 98,17 98,17 11,74 11,74
2 1,42 99,60 34,72 46,46
3 0,30 99,89 37,52 83,98
4 0,02 99,91 7,42 91,40
) 0,03 99,95 2,97 94,37
6 0,01 99,95 4,10 98,48
7 0,01 99,96 0,90 99,38
8 0,00 99,97 0,38 99,75
9 0,00 99,97 0,21 99,96
10 0,00 99,97 0,03 99,99
11 0,00 99,97 0,01 100,00
12 0,00 99,98 0,00 100,00
13 0,00 99,98 0,00 100,00
14 0,00 99,98 0,00 100,00
15 0,00 99,99 0,00 100,00
16 0,00 99,99 0,00 100,00
17 0,00 99,99 0,00 100,00
18 0,00 99,99 0,00 100,00
19 0,00 100,00 0,00 100,00
20 0,00 100,00 0,00 100,00
B

FIGURA 49. GRAFICO DE RMSEC E RMSECV (A) E VARIANCIA CAPTURADA PELAS
VARIAVEIS LATENTES (B) NO MODELO DE CALIBRAGAO DESENVOLVIDO COM
ESPECTROS CENTRADOS NA MEDIA E NA REGIAO DE 10000 A 4000 cm™.
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Os resultados, resumidamente apresentados na Figura 50, permitem observar que
todos os modelos desenvolvidos proporcionam erros médios de previsao inferiores a
10%, o que pode ser considerado satisfatério, em relacéo aos limites estabelecidos pela
legislagéo vigente (10%). Analisando de maneira conjunta captopril e hidroclorotiazida, o
modelo de melhor desempenho foi elaborado com dados centrados na média (pré-
processamento 1) e 6 variaveis latentes. Nestas condigbes foram observados erros

inferiores a 6% para ambas as espécies em estudo.
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Legenda - 1: Centrado na Média; 2 : Autoescalado; 3: 12 Derivada; 4: 1° Derivada com
alisamento; 5: MSC.
FIGURA 50. ERRO MEDIO NA FASE DE VALIDACAO EXTERNA PARA CAPTOPRIL(A) E
HIDROCLOROTIAZIDA (B), EM FUNCAO DO TIPO DE PRE-PROCESSAMENTO E DO
NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES (REGIAO ESPECTRAL DE 10000 A 4000 cm™).
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Utilizando-se o0 modelo de melhor desempenho na analise de amostras de
medicamento (Med1a Med4), foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 21.
Tomando-se como referéncia o valor indicado na bula do medicamento, verifica-se que
os erros de previsdo estdo acima de 70% para hidroclorotiazida e acima de 160% para
captopril. Em fungdo dos valores previstos gerarem erros negativos para ambas as
espécies avaliadas é possivel presumir a existéncia de erros sistematicos, principalmente
associados a presenga de excipientes.

Na regido do infravermelho préximo, os sinais correspondem a sobretons e
combinagbes de niveis vibracionais, de baixa intensidade. Assim, a presencga de dezenas
de substancias utilizadas na fabricagcdo dos comprimidos pode ocasionar importante

interferéncia espectral, inviabilizando a modelagem.

TABELA 21. RESULTADOS DA PREVISAO DAS CONCENTRAGCOES DE CAPTOPRIL E
HIDROCLOROTIAZIDA DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTO (CONCENTRAGCOES
EXPRESSAS EM mg g' E ERRO RELATIVO EM %), UTILIZANDO-SE MODELOS
DESENVOLVIDOS COM ESPECTROS DRIFT NA REGIAO DE 10000 A 4000 cm™, DADOS
CENTRADOS NA MEDIA E 6 VARIAVEIS LATENTES.

CONCENTRAGCAO CONCENTRAGAO
NOMINAL PREVISTA ERRO (%)
MEDICAMENTO 4 p
(mgg)* (mgg)
CAP HIDRO CAP HIDRO CAP HIDRO
MED1 -109,09 26,112 -159,29 -71,62
MED2 -124,86 21,245 -167,86 -76,91
184,00 92,00
MED3 -111,77 23,759 -160,74 -74,18
MED4 -115,24 23,705 -162,63 -74,23
ERRO MEDIO(%) 162,63 74,23

*Concentragdo Nominal= Concentracdo indicada na bula do medicamento.

De acordo com SIMOES (2008), a capacidade preditva dos modelos
multivariados pode ser sensivelmente melhorada pelo uso de padrdes de calibracdo que
contenham os principais excipientes utilizados no preparo de capsulas e comprimidos.
Procedendo desta forma, o autor desenvolveu modelos multivariados fundamentados em
espectroscopia no infravermelho proximo, para quantificagao de captopril em amostras de

medicamentos, com resultados satisfatérios que atendem as normas de validagao.
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5.3. CONSIDERACOES SOBRE OS MODELOS MULTIVARIADOS

A espectroscopia eletrbnica e no infravermelho apresentam um conjunto de
caracteristicas que favorecem a sua utilizacao no desenvolvimento de rotinas de analise
farmacéutica, sendo que, dentro deste contexto, € possivel salientar caracteristicas como
simplicidade operacional, rapidez e, principalmente, extrema versatilidade, na medida em
que praticamente todas as espécies de interesse apresentam sinal caracteristico nas
regides espectrais monitoradas por cada técnica.

Interferéncias espectrais, que sao comuns na espectroscopia eletrbnica, e
problemas associados a complexidade espectral, que sao caracteristicas na
espectroscopia no infravermelho, podem ser adequadamente contornadas com a
utilizacdo de ferramentas de calibracdo multivariada, as quais, ao reduzirem a
dimensionalidade do espaco espectral, facilitam o desenvolvimento de modelos de
calibragdo, mesmo em sistemas com forte sobreposicdo espectral ou de elevada
complexidade.

Neste trabalho, inumeros modelos multivariados foram desenvolvidos, recorrendo-
se a diversas regides espectrais, distintos tipos de pré-processamento de sinais e
diferentes numeros de variaveis latentes. Em geral, todos os modelos desenvolvidos
permitiram uma adequada analise de misturas sintéticas contendo zidovudina e
lamivudina, normalmente fornecendo erros de previsdo que estdo em conformidade com
as exigéncias legais.

Quando aplicados na analise de medicamentos, os modelos multivariados
costumam perder capacidade de previsdo, principalmente em razdo de interferéncia
provocada pelo grande numero de espécies quimicas utilizadas como aditivos na
elaboragdo de capsulas e comprimidos. Embora este tipo de interferéncia nao seja
empecilho para se alcancar erros de previsdo compativeis com a legislagdo vigente, duas
alternativas podem ser utilizadas para a sua minimizagdo. A primeira envolve o0 uso de
regides espectrais nao interferidas, muitas vezes nao & possivel obter esta condicao,
enquanto que a segunda envolve o desenvolvimento de modelos a partir de misturas
sintéticas que contenham os principais excipientes presentes no medicamento.

Finalmente, é importante salientar que as técnicas espectroscépicas aqui
estudadas apresentam uma importante vantagem adicional, relacionada com a relativa
facilidade encontrada na elaboragcao de sistemas automatizados de controle on-line.
Trata-se de uma caracteristica reservada para poucas técnicas de analise, a qual permite

o controle de processos em tempo real.
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A significativa interferéncia espectral verificada na espectroscopia eletrénica
dificulta a analise de associacbes contendo zidovudina/lamivudina e
captopril/hidroclorotiazida, inviabilizando o uso de métodos convencionais de calibracgéo.
Os erros de previsao associados a esta interferéncia podem ser contornados pelo uso de
espectrofotometria derivativa (zidovudina/lamivudina) ou de métodos fundamentados no
principio de aditividade de absorvancias (captopril/hidroclorotiazida), o que viabiliza a
determinagdo dos farmacos em misturas sintéticas. Infelizmente, referidos sistemas de
calibragao dificimente sao aplicaveis na analise de medicamentos, em funcao do efeito
interferente de muitos excipientes, o que obriga ao desenvolvimento de métodos menos
convencionais de calibracdo.

Praticamente toda a informacido contida nos espectros eletrbnicos pode ser
representada por um pequeno numero de variaveis latentes, o que permite a elaboragao
de modelos multivariados que viabilizam a determinagdo dos farmacos em estudo em
misturas sintéticas e medicamentos, com boa aproximacdo em relacdo aos valores
obtidos pela técnica cromatografica padrdo. O modelo multivariado de melhor
desempenho foi validado de acordo com os critérios exigidos pela ANVISA, observando-
se precisao, exatidao e robustez compativeis com as exigéncias legais. Referido modelo
se mostrou bastante eficiente na previsdo de amostras resultantes dos ensaios de
dissolucao, permitindo a observagao de taxas de dissolugdo compativeis com os limites
impostos pela legislacéo.

Nos estudos envolvendo espectroscopia infravermelho por refletancia difusa
(DRIFTS) foram desenvolvidos modelos multivariados de boa capacidade de previsao,
principalmente utilizando-se as regides do infravermelho médio e proximo, para
quantificacado de zidovudina/lamivudina. Em geral, erros médios de previsao inferiores a
10% foram observados na analise de medicamentos.

Para captopril/hidroclorotiazida, entretanto, as analises por espectroscopia
infravermelho se mostraram eficientes apenas na quantificagdo dos farmacos em
misturas sintéticas. Na analise de medicamentos nao foram encontrados modelos de bom

desempenho, basicamente em funcao de interferéncias por parte da matriz.
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