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Juliana Alves da Silva *
RESUMO

A dor é uma experiéncia abstrata propria de cada individuo que na maioria das vezes pode ser
tratado com analgésicos ou antiinflamatérios. Dessa forma a indUstria farmacéutica busca
metodologias para uniformizar o conteddo e dentre as alternativas viaveis estd o teste de
dissolugdo. Todavia, nas farmacopeias é dificil encontrar testes de dissolucdo para
medicamentos em associacdo. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi quantificar medicamentos
com farmacos associados por meio de estudo de matrizes de dissolucédo utilizando calibracéo
multivariada. As solucdes de farmacos foram analisadas por espectroscopia na regido do
ultravioleta em espectrofotometro de absor¢cdo molecular UV-Vis-NIR da Perkin Elmer,
modelo Lambda 750. Para obtencdo dos modelos quimiométricos foi aplicado o software
Unscrambler, versdo 9.8. Os melhores modelos para a associagdo dos farmacos séo: os dados
brutos foram os que obtiveram os melhores resultados usando PLS para a cafeina e para o
paracetamol, ja4 para o diclofenaco sddico os melhores resultados foram obtidos quando
utilizou-se derivada Savitzky-Golay com janela de 5 pontos. Sendo uma boa alternativa a
utilizacdo da espectroscopia da regido do ultravioleta, pois é barata quando comparada a
cromatografia, além de ser um técnica pouco laboriosa.

Palavras-Chave: Dissolugdo. Farmacos. Quimiometria.

Aluna de Graduacdo em Quimica Industrial na Universidade Estadual da Paraiba — Campus I.

Email: juliana_alvesdasilva@hotmail.com



ABSTRACT

Pain is an abstract experience typical of each individual that most of the time can be treated
with analgesics or anti-inflammatories. In this way the pharmaceutical industry seeks
methodologies to standardize the content and among the viable alternatives is the dissolution
test, however, in pharmacopoeias it is difficult to find dissolution tests for associated drugs.
Thus, the objective of this work is to quantify drugs with associated drugs by means of study
of dissolution matrices using multivariate calibration. The drug solutions were analyzed by
ultraviolet spectroscopy in the Perkin Elmer UV-Vis-NIR molecular absorption
spectrophotometer, model Lambda 750. To obtain the chemometric models, chemometric
models were applied in the software Unscrambler, version 9.8. The best models for the
association of drugs are: the raw data were the ones that obtained the best results using PLS
for caffeine and paracetamol, and for diclofenac sodium the best results were obtained when
using the Savitzky-Golay derivative with 5 points.

Keywords: Dissolution. Drugs. Chemometrics.
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1. INTRODUCAO

A dor foi conceituada pela Associacdo Internacional para Estudos da Dor (IASP) como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou potencial
dos tecidos, ou descrita em termos de tais danos” (CARVALHO, 2015). E, portanto, uma
experiéncia abstrata e propria de cada individuo, podendo ser alterada por fatores sensoriais,
cognitivos e emocionais, que na maioria das vezes € tratado com analgésicos ou anti-
inflamatérios (ELY, 2014).

Para garantir uma melhor qualidade no medicamento fabricado, a industria utiliza de
ferramentas que garantam a agéo prevista do medicamento por meio do controle da qualidade,
dentre eles estd a uniformidade de conteudo. Para um farmaco ser absorvido através de sua
forma farmacéutica solida administrada por via oral, dependera da forma de liberacéo, e de
sua solubilizacdo em condicdes fisioldgicas a qual sera submetido, fazendo-se da necessidade
de um estudo de dissolucéo.

Atualmente o teste de dissolucao é usado como uma importante ferramenta para o controle
de qualidade de farmacos em diferentes estagios da sua producdo. Inicialmente, determina o
efeito da formulacdo e mudancas no desempenho do produto, com a finalidade da otimizacéo,
garantindo a fabricacdo de produtos consistentes. No decorrer da producdo, sera importante
para que os lotes liberados estejam com suas propriedades de dissolucdo constantes durante o
periodo de vida util.

Normalmente, os testes de dissolucdo séo descritos nas farmacopeias para apenas um dos
farmacos no medicamento. Entretanto, a presenca de excipientes distintos e de outro (s)
farmaco(s) no mesmo medicamento, pode impedir, retardar ou acelerar o processo de
disponibilizacdo ao organismo dos principios ativos, podendo alterar o efeito do
medicamento. Assim sendo, sdo necessarios estudos que permitam avaliar a combinacdo de
farmacos presente no medicamento, além da inércia dos excipientes.

Inimeras pesquisas vém sendo realizadas visando medicamentos que sejam mais eficazes
no tratamento de dores diversificadas. Um alvo desse estudo sdo os analgésicos e anti-
inflamatorios, para que em associacdo potencializem seu efeito sinérgico e minimizem o0s
efeitos adversos, uma vez que serdo utilizadas doses menores de cada farmaco. Porém a
maioria das farmacopeias ndo descreve testes de dissolugéo para medicamentos em associa¢ao
e 0 método analitico estabelecido para controle de qualidade da dissolugdo é a cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE), todavia, seu uso requer um alto custo operacional,
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reagentes e manutencgdo, sendo necesséaria a busca de novas alternativas que seja capaz de
avaliar associacdes de maneira mais econémica e menos laboriosa.

Desta forma, trabalhos como o de Neves et al. (2012), no qual as conclus@es indicam que
a aplicacdo de Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIR- Near Infrared) e técnicas de
calibracdo multivariada no controle de qualidade de medicamentos, principalmente para
estudar ensaio de dissolucdo de farmacos em comprimidos, é eficiente e confiavel (DE
OLIVEIRA NEVES et al., 2012). Em adicédo, Calvo et al. (2014) construiram e compararam
os perfis de dissolugdo dos comprimidos em associacdo com aproximacdo de diluicdo on-
line/UV acoplados a resolucdo de curvas multivariadas, confirmando que se trata de uma
ferramenta poderosa e versatil para conquistar uma melhor compreensao da qualidade de um
produto farmacéutico que contém mais de um farmaco e excipientes (CALVO et al., 2014).

Assim, neste trabalho pretende-se utilizar meétodos de calibracdo multivariada para
estudar a porcentagem de farmaco dissolvido versus o tempo de analgésicos com farmacos
associados (paracetamol, diclofenaco sddico, carisoprodol e cafeina), referéncia, similar e
genérico, por meio de obtencdo de dados tridimensionais, como absorcdo, comprimento de

onda em relacédo ao tempo, utilizando a regido Espectrocopia UltraVioleta (UV).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Predizer as quantidades de farmacos em diferentes tempos a partir da dissolucao de

medicamentos com farmacos associados utilizando métodos quimomeétricos.

2.2 Objetivos Especificos

- Selecionar tecnicas quimiométricas para tratamento dos dados espectroscopicos nas
regides UV, tais como técnicas de pré-processamentos (derivada Savitzky-Golay,
suavizacgOes, ajuste de linha de base, dentre outros);

- Verificar equivaléncia farmacéutica dos medicamentos selecionados, entre referéncia,

genericos e similares.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 DOR

A dor pode ser influenciada por uma série de fatores intrinsecos e extrinsecos, sendo o
uso de medicamentos apenas uma estratégia multiprofissional. Assim, a dor tera de ter uma
avaliacdo minuciosa para tratamento subsequente, podendo ser classificada como dor crénica
ou dor aguda. A dor cronica é uma dor permanente, durando por muitos dias, mesmo quando
a lesdo foi curada. Ja a dor aguda, permanecera por minutos ou por alguns dias, em geral ira
desaparecer gradativamente até a lesdo ser curada (CARVALHO, 2015). Porém, se nao
houver um tratamento adequado da dor aguda, os sintomas irdo persistir transformando-se em
dor cronica (ORR et al., 2017).

Uma vez que existe uma grande variedade da resposta do paciente a administracdo de
analgésicos, hd a necessidade de um intervalo de tempo para ministracdo das doses
farmacoldgicas, visto que cada individuo ira responder de uma maneira diferente. Alguns
fatores podem ser destacados como a sensibilidade a dor do paciente, intensidade, idade,
tolerancia a dor, a cinética do farmaco e a administracdo de outros farmacos simultaneamente
(GORDON et al., 2004).

Pesquisas tém sido desenvolvidas para buscando medicamentos mais eficazes no
tratamento de variados tipos de dores, desta forma a classe de farmacos que merece destaque
sdo os analgésicos. Com o objetivo de potencializar a acdo analgésica, estuda-se a associacdo
de dois ou mais medicamentos tendo efeito sinérgico no tratamento do paciente, minimizando

os efeitos adversos, visto que, as doses ministradas serdo menores (CARVALHO, 2015).

3.2 ANALGESICOS

Seu mecanismo de ac¢ao se baseia na diminuicdo ou interrupgéo das vias de transmissao
nervosa. Sao frequentemente utilizados para alivio de dores de diversas intensidades. Essa
classe medicamentosa se divide em outras subclasses, de acordo com seus mecanismo e
diferentes propriedades, como os opioides e anti-inflamatérios-ndo-esteredides AINE’s.

O tratamento da dor baseia-se na sua intensidade, dessa forma a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) com o objetivo de auxiliar os profissionais no controle da dor dos pacientes,
criou uma escada analgésica, sugerindo a organizagdo e padronizacdo do tratamento. Vale
ressaltar que na escada analgésica esta contida a classe de farmacos e ndo os medicamentos a
serem utilizados (CARVALHO, 2015).
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Figura 1- Escada analgésica.

DOR INTESA

Opiaceo forte
+

Adjuvante

DOR MODERADA
Ndo Opiaceo + Opiaceo fraco + Adjuvante

DOR LEVE A MODERADA
Nao Opiaceo + Adjuvante

Fonte: Brasil, 2001.

3.3 ASSOCIACAO DE FARMACOS

Em termos dos critérios de avaliacdo de testes de dissolugéo as farmacopeias sdo omissas
por considerarem que como a técnica padrdo € a cromatografia e esta permite uma separagédo
de todos os componentes do medicamento. Entretanto, um dos grandes problemas esta técnica
é o alto custo dos equipamentos e sua manutengdo (NASCIMENTO, 2005). Além disso, 0
préoprio efeito sinérgico como potencializador da acdo farmacoldgica do medicamento
(Medeiros), também pode afetar a dissolucdo, bem como ser conduzidas em condigcdes
distintas e promover uma liberagcdo em tempos significativamente distintos.

Diversos medicamentos possuem associa¢do de farmacos, marcadamente os analgésicos,
que possuem largo uso na populacdo, inclusive por ser de livre comercializagdo devido a
prescindir de receituario medico. O uso de associacdes melhora a eficacia e seguranca,
guando comparados com o uso individual, e sdo indicados para o tratamento da dor intensa a
moderada. Dentre os analgésicos disponibilizados no mercado brasileiro, alguns se destacam
pelo massivo uso pela populagdo, como por exemplo:
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3.3.1 PARACETAMOL, CAFEINA, CARISOPRODOL E
DICLOFENACO SODICO

Paracetamol

O paracetamol, também conhecido como N-acetil-p-amino-fenol € um pd cristalino
branco, inodoro, com um sabor levemente amargo, é ligeiramente soltvel em agua, soltvel
em &gua fervente, facilmente soltvel em etanol, soltvel em hidroxido de sodio, praticamente
insolivel em cloroférmio e éter etilico. Sua formula molecular é CgHgNO,, Figura 2, com
peso molecular 151,16 g/mol (ANVISA, 2010).

Figura 2- Formula estrutural do paracetamol.

HO

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

O paracetamol tornou-se o analgésico-antipirético mais amplamente usado no mundo,
devido a sua excelente relagdo risco-beneficio e seu fraco potencial para interacGes
medicamentosas prejudiciais em doses padrdo (BANNWARTH E PEHOURCQ, 2003). E um
potente inibidor da cicloxigenase no sistema nervoso central e, em menor grau, bloqueia a
geracdo dos impulsos de dor na periferia. Sua acdo periférica também se deve a inibicdo da

.....

sensibilizam os receptores de dor por estimulagdo quimica ou mecéanica (SAUDE, 2000).

Cafeina

A cafeina também conhecida por 1,3,7-trimetilxantina ou 3,7-Diidro-1,3,7-trimetil-1H-
purina-2,6-diona, caracteriza-se por ser um pO branco ou cristais aciculares brancos e
brilhantes, podendo sublimar facilmente sob a acdo do calor é inodoro e de sabor amargo. A

cafeina é uma base fraca, ligeiramente solivel em agua e etanol, facilmente soltvel em
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cloroférmio e pouco sollvel em éter etilico. Sua formula estrutural € CgH;oN4O, (Figura 3)
com peso molecular 194,19 g/mol (ANVISA, 2010; COSTA, 2015) .

Figura 3- Formula estrutural da cafeina.

-
D

?  cH
HyCn ’

N
N
P
0~ "N N
CH,4

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

A 1,3,7-trimetilxantina é o estimulante do sistema nervoso central (SNC) mais consumido
em escala mundial. Possui a capacidade de contrariar a fadiga e aumentar a vigilancia, a
velocidade de reacdo, o processamento de informacgdes, a excitacdo e a atividade motora
(VAN KOERT et al., 2018), desta forma tende a corrigir a sonoléncia provocada pelo
carisoprodol (SAUDE, 2000).

Diclofenaco sédico

Dentre os medicamentos antiinflamatorios ndo-esteroides (AINES), encontra-se o 2- [2 -
[(2,6-diclorofenil) amino] fenil] acetato, popularmente conhecido como diclofenaco sodico
(Figura 4). Possui sabor desagradavel e pode causar irritagdo gastrica, sua principal finalidade
como analgésico é atuando na reducdo da dor e inflamacdo, em condi¢cdes médicas, como
artrite reumatoide, espondilite anquilosante e osteoartrite (MOURAO et al., 2010; M
MONZON et al., 2014).
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Figura 4- Estrutura molecular do diclofenaco sédico.

Cl

NH

Cl OH

Fonte: M Monzon, 2014.

Carisoprodol

Carisoprodol,  (RS)-2-[(aminocarbonil)  oxi]metil-2-metilpentil  isopropilcarbamato
(Figura 5), € um relaxante muscular e analgésico comercializado sem prescricdo médica.
Contudo, os pacientes correm riscos de dependéncia, toxicidade e abstinéncia, que estdo

associados ao seu metabdlito ativo meprobamato (ACHARYA et al., 2016).

Figura 5- Estrutura molecular do Carisoprodol

I
CH,
H2C/
H
HaC N o\/~\/o NH,
Y \H/ L T
CHa o o

Fonte: Acharya, 2016.

O modo de acdo pelo qual o carisoprodol alivia o espasmo muscular agudo, é
relacionado com o fato de deprimir preferencialmente os reflexos polissinapticos, mostrando
eficacia no tratamento do desconforto decorrente do espasmo muscular esquelético. Em altas

doses pode haver inibicio dos reflexos monossinapticos (SAUDE, 2000).
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3.4 DISSOLUCAO DE FARMACOS

Outras vias de administracdo de farmacos tém sido estudadas, porém a via oral continua
sendo a mais utilizada. Rui Manadas e colaboradores citaram em seu trabalho que as formas
farmacéuticas solidas orais de liberacdo modificada estdo conquistando uma relevancia cada
vez maior, quer pelas suas vantagens ao nivel da aceitacdo por parte do paciente, quer pelas
vantagens terapéuticas que apresentam (MANADAS et al., 2002).

No ambito industrial torna-se significativo o uso de analises do controle de qualidade, a
fim de proporcionar uma qualidade superior a0 medicamento produzido. Em relagéo a
industria farmacéutica, a questdo da seguranga do medicamento por um rigoroso sistema de
avaliacdo da qualidade de produto se reveste de importancia ainda maior. Isto se explica pelo
iminente risco para a saude do consumidor, inclusive o de morte, podendo destacar como
exemplo, a questdo dos desvios das condi¢des de tempo de liberacdo do fArmaco em termos
da necessidade imediata do tratamento do paciente.

Dessa forma, testes de dissolucdo sdo essenciais no controle da qualidade de
medicamentos, pois permite, por ensaios in vitro avaliar a disponibilidade do farmaco in vivo,
objetivando analisar a liberagcdo do farmaco contido ou ndo em sua forma farmacéutica, para
um meio semelhante ao fluido corporal. Os estudos de dissolu¢do representam uma
ferramenta fundamental para varias etapas do processo de desenvolvimento farmacotécnico,
para determinacdo de varidveis apropriadas na producdo, na formulacdo dos produtos, no
controle de qualidade, no estabelecimento da correlagéo in vivo/in vitro e em assuntos
regulatérios (SILVEIRA, 2009).

Pode-se definir dissolucdo de forma sucinta, como o processo pelo qual um farmaco é
liberado de sua forma farmacéutica e ficara disponivel para ser absorvido pelo organismo. O
ensaio de dissolucdo é um teste fisico de natureza destrutiva, onde o farmaco passara para sua
forma soltvel a partir da forma farmacéutica intacta ou de seus fragmentos e particulas
formados durante o teste (MARCOLONGO, 2003). A dissolugdo pode ser prejudicada pela
propria formulacdo do medicamento, como por exemplo, os excipientes utilizados, além de
variadas técnicas de fabricacdo. Assim, formulacGes farmacéuticas solidas de modo geral,
podem apresentar problemas na biodisponibilidade e bioequivaléncia (DE BRUM et al.,
2012).

Segundo o glossario de definicdes legais da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) Resolucdo - RDC n° 135, de 29 de maio de 2003, pode-se definir
biodisponibilidade como sendo a velocidade e a extensdo de absor¢do de um principio ativo
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em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentracdo/tempo na circulagao sistémica
ou sua excrecdo na urina (Anvisa, 2003). Mediante a Lei n°® 9.787, de 10 de fevereiro de 1999,
Decreto n° 3.961, de 10 de outubro de 2001 pode-se definir bioequivaléncia como a
demonstracdo de equivaléncia farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma
farmacéutica, contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s),
e que tenham comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho
experimental (SAUDE, 1999).

Utilizando a classificacdo biofarmacéutica proposto por Gordon Amidon e
colaboradores é possivel determinar especificacdes de dissolucao in vitro e prever com nitidez
a correlagéo in vivo/in vitro, assumindo que tanto a solubilidade quanto a permeabilidade sao
parametros relevantes que controlam a absorcdo dos farmacos (AMIDON et al., 1995),
podendo ser subdivididos em quatro classes:

-Classe I: farmacos com alta solubilidade e alta permeabilidade, compostos desta
classe sdo rapidamente solubilizados e rapidamente transportados através da parede do trato
gastro intestinal (TGI). Ensaios de dissolucdo para as formulacdes de liberacdo imediata de
farmacos pertencentes a esta classe necessitam apenas da verificacdo de que o farmaco é de
fato rapidamente liberado da sua forma farmacéutica num meio aquoso (MANADAS et al.,
2002).

-Classe 1I: farmacos com baixa solubilidade e alta permeabilidade, a dissolu¢do pode
ser considerada o passo limitante da velocidade de absorcdo e uma importante correlacdo in
vitro/in vivo é esperada, ressaltando que a absorcdo desses farmacos geralmente é menor do
que os da classe I. Para farmacos dessa categoria sdo recomendados perfis de dissolugcdo em
diferentes meios (ANVISA, 2002).

-Classe 1ll: farmacos com alta solubilidade e baixa permeabilidade, neste caso a
permeabilidade que ira controlar a absor¢do. Da mesma maneira que os farmacos pertencentes
a classe I, os farmacos pertencentes a classe 111, sdo rapidamente dissolvidos e o critério do
ensaio deve ser a liberacdo do fArmaco em um meio aquoso dentro de um intervalo de tempo
pré-determinado, sendo desejado essa rapida dissolucdo para maximizar o tempo de contato
entre o farmaco absorvido e a mucosa de absor¢cdo (MANADAS et al., 2002).

-Classe IV: farmacos com baixa solubilidade e baixa permeabilidade, compostos dessa
classe apresentam notéveis problemas para administracdo oral. Semelhante a classe I,
problemas de absor¢cdo podem ser relacionados a ma formulagdes, causando influéncia

negativa para a absorcdo do farmaco no trato gastro intestinal (MANADAS et al., 2002).
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Assim, o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica tem a finalidade de fornecer uma
ferramenta de regulamentacdo capaz de substituir estudos de bioequivaléncia por testes de
dissolucao in vitro precisos, dessa forma haverd reducdo no tempo e custo no processo de
producdo de medicamentos, tanto diretamente como indiretamente, além do mais reduzira o
nimero de individuos sadios expostos a doses de medicamentos (LENNERNAS E
ABRAHAMSSON, 2005).

De modo geral, a dissolucdo do farmaco citado pode ser analisada por meio de medidas
espectrométricas na regiao do ultravioleta. Neste sentido, mede-se a liberacdo do farmaco por
meio do acompanhamento do sinal de absorbancia da solu¢do em que seré dissolvido em um
dado comprimento de onda. Entretanto, quando da associacdo de farmacos o
acompanhamento da medida por apenas um comprimento de onda nédo é tecnicamente viavel,
bem como, a necessidade de medidas em diferentes tempos. Assim sendo, as medidas de
absorbancia devem ser acompanhadas pela obtencdo de uma dada regido espectral, o que
acarreta em um grande conjunto de dados multivariados, que ndo podem ser analisados

diretamente sem o auxilio da Quimiometria.

3.5 ESPECTROFOTOMETRIA DA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

A interacdo da matéria com a radiacdo ultravioleta pode gerar informacdes quimicas,
baseada em transicdes eletronicas. Dessa forma, atomos e moléculas passam de um estado de
energia mais baixo (estado fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado).
A luz ultravioleta é a radiacdo eletromagnética com comprimento de onda entre 180 e 400
nanémetros (nm).

A absorcdo de energia ira depender da estrutura eletrénica da molécula, e por isso, a
espectroscopia de absorcdo na regido do Ultravioleta tem ampla aplicacdo na caracterizagao
de diversas espécies organicas e inorganicas. Como a energia absorvida é quantizada, o
espectro de uma Unica transicdo eletronica deveria corresponder a uma linha discreta. Esta
previsdo ndo se confirma, uma vez que a absorcdo eletrdnica se sobrepBe a subniveis
rotacionais e vibracionais; assim, um espectro de UV-Vis tem o0 aspecto de uma banda
(PAVIA et al., 2010; SKOOG et al., 2017).

As principais caracteristicas de uma banda de absorcdo correspondem ao valor de
comprimento de onda em que ocorre a méxima absorcdo de energia e sua intensidade. Este

comprimento de onda corresponde ao comprimento de onda da radiacdo cuja energia é igual a
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necessaria para que ocorra a transi¢do eletronica. E a intensidade depende, principalmente, da

interacdo entre a energia incidente e o sistema eletrénico (SKOOG et al., 2017).

3.6 QUIMIOMETRIA

O termo quimiometria foi proposto no final dos anos 70 com a finalidade de descrever
técnicas e operacGes associadas ao tratamento matematico e a interpretacdo de dados
quimicos univariados e multivariados, com a finalidade de planejar ou selecionar
procedimentos 6timos de medidas e experimentos e extrair o0 maximo da informacéo quimica
relevante, com a analise dos dados. A area da quimica em que a quimiometria ganhou maior
destaque foi a quimica analitica (FERREIRA, 2008; SENA, 2005). Dentro da quimica
analitica a quimiometria contribuiu fortemente para a espectroscopia molecular.

Para que o tratamento quimiométrico possa ser aplicado, é necessario que os dados do
sistema analisado estejam organizados em matrizes. Os espectros individuais das amostras sdo
dispostos em uma matriz X (n x m), na qual as linhas representam as amostras e as colunas
sdo aos valores de medidas de intensidade em cada comprimento de onda, denominadas de

variaveis independentes (CARNEIRO, 2008). A Figura 6 representa a matriz X:

Figura 6- Representacdo de uma matriz X.
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Fonte: Carneiro, 2008.

Pode-se dividir a quimiometria em: reconhecimento de padréo, calibragdo multivariada,
planejamento e otimizacdo dos experimentos. Todavia, em consequéncia da complexidade

dos dados torna-se necessario 0 uso de pré-processamentos de dados capazes de remover 0s
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efeitos aditivos e multiplicativos do sinal analitico com a finalidade de melhorar as respostas
quimiométricas dos espectros (ALMEIDA, 2015). Vale destacar que em técnicas de
calibracdo multivariada, duas ou mais medidas instrumentais estdo relacionados com a
propriedade de interesse. Dentre as vantagens da calibragdo multivariada torna-se importante
enfatizar que a mesma permite modelagem de interferentes juntos com o analito de interesse
(NASCIMENTO, 2016), tendo como objetivo do modelo construido realizar previsdo das
concentracfes ou propriedades desconhecidas a partir de respostas obtidas de novas amostras
(TEOFILO, 2013).

Existem diversas técnicas de calibracdo multivariada utilizadas para desenvolver modelos
matematicos de calibracdo, tais como: regressdo multilinear (MLR- Multi Linear Regression),
regressao por componentes principais (PCR- Principal Component Regression) e regressao
por minimos quadrados parciais (PLS- Partial Least Squares Regression). Nesse trabalho foi
aplicado apenas a técnica de calibracdo multivariada de primeira ordem utilizando a regressdo

por minimos quadrados parciais- PLS.

3.6.1 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS

O modelo de calibracdo multivariada mais empregado é a regressdo por minimos
quadrados parciais. Este modelo tem como objetivo prever os valores de Y a partir dos
valores de X , além de descrever a relacdo que existe entre dois conjuntos de dados, sendo
muito utilizada para analisar dados fortemente correlacionados e ruidosos, é capaz de
trabalhar com um grande ndmero de varidveis na matriz X e relaciona-las com diversas
variaveis respostas presentes na matriz Y (WOLD et al., 2001).

A regressdo PLS decompde as duas matrizes de dados X e Y, como produto entre um
conjunto de fatores ortogonais, chamados de scores e um conjunto de loadings. A matriz de
variaveis independentes X é decomposta segundo a equacdo 1 e a matriz Y é decomposta
segundo a Equacdo 2.

X=P T+E 1)
Y=T-g+e 2
Onde T é a matriz dos scores, P e g sdo matrizes de loadings para matrizes X e Y,
respectivamente. As matrizes E e e contém os residuos que apareceram na decomposicado das

matrizes de dados originais. O produto entre T e g aproxima—se dos dados (NASCIMENTO,
2016).
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Na etapa de previso os novos valores de Y preditos segundo a Equacdo 3 (WOLD et al.,

2001), onde B € a matriz diagonal contendo os coeficientes de regressao.

?=Xamostras ‘B (3)

Figura 7 — Decomposicdo das matrizes X e Y na regressdo PLS.
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Fonte: Nascimento, 2016.

p—d

O
H
b T
w0
e
(@]

4, METODOLOGIA

4.1 PADROES E AMOSTRAS

Os padrbes dos farmacos utilizados para realizacdo deste trabalho foram obtidos na
Henrifarma (S8o Paulo) e na Farmacia Roval (Campina Grande). Para construgdo das
amostras de predicdo os medicamentos foram adquiridos nas farmacias locais da cidade de
Campina Grande-PB, sendo genérico (5 lotes), referéncia (5 lotes) e similar (5 lotes),

totalizando 15 amostras.

4.2 EQUIPAMENTOS

Na execucdo deste trabalho foram utilizados o Dissolutor Nova Etica, modelo 299;

balanca analitica; espectrofotometro UV-Vis-NIR da Perkin Elmer, modelo Lambda 750.
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4.3 ENSAIO DE DISSOLUCAO

A realizacdo dos experimentos seguiu as recomendacgdes das Farmacopeias Brasileira e
Americana, porém as mesmas ndo trazem testes de dissolucdo para a associacdo de farmacos
(paracetamol, cafeina, carisoprodol e diclofenaco sédico) cabendo adaptacGes mediante testes
em diferentes concentracOes e diferentes meios de dissolugdo, dentre os meios de dissolucdo
testados 0 meio que apresentou melhores respostas espectrais foi o acido cloridrico na
concentracéo de 0,100 mol.L™.

O ensaio de dissolucéo foi realizado em cubas contendo 900 mL de &cido cloridrico
(HCI) a 0,100 mol.L™, utilizando o aparato 2 (p4s), na velocidade de agitacdo de 50 rpm
durante 45 min. A temperatura foi mantida constante em 37 °C (ANVISA, 2010). Apos a
estabilizacdo da temperatura, em cada cuba foi adicionado um comprimido, da associacao
citada anteriormente, onde cada lote foi realizado em duplicata.

Em tempos pré-determinados (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 min), foram coletadas
aliquotas de 5 mL do meio de dissolucéo, este volume ndo foi reposto. Filtrou-se essa aliquota
através de um filtro de membrana 0,45 um. Em seguida, 250 pL do filtrado foi diluido em um
baldo volumétrico de 10 mL, sendo seu volume completado com a mesma solugdo do meio de
dissolucao. Sucessivamente as amostras foram submetidas ao espectrofotdmetro UV-Vis-NIR
na faixa de 190 a 300 nm, utilizando o0 mesmo solvente para ajuste do zero. Todo o
procedimento foi realizado em triplicata.

4.4 AMOSTRAS DE CALIBRACAO

Para construcdo do modelo de calibracdo empregou-se um planejamento de misturas do
tipo fatorial completo com trés niveis e quatro fatores (Tabela 1) com o padrdo dos farmacos,
utilizando o software Statistica versao 9, em que possuem trés niveis de concentracdo (-10%,
0% e +10%) de acordo com as quantidades estabelecidas na bula do medicamento citado

anteriormente.

Tabela 1: Niveis de concentragdo do planejamento de misturas.

Nivel de concentracdo -10% 0 +10%
Paracetamol (mgL™) 270 300 330
Carisoprodol (mgL™) 112.5 125 137.5

Diclofenaco sédico (mgL™) 45 50 55
Cafeina (mgL™) 27 30 33

Fonte: autor.

Com base nos niveis das variaveis de trabalho foi construido a matriz de misturas dos
medicamentos a base de cafeina, paracetamol, diclofenaco sodico e carisoprodol (Tabela 2).



Tabela 2: Matriz de misturas dos farmacos.
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Fonte: autor.

4.5 TRATAMENTO DOS DADOS

Com os dados obtidos construiu-se o modelo de calibragdo multivariada pela técnica de
regressdo PLS por meio do software Unscrambler, versdo 9.8. As amostras de treinamento
foram obtidas pelo planejamento de misturas (81) e as amostras de testes foram adquiridas no
comércio local (15). Como ja mencionado € importante o pré-processamento de dados, pois 0

mesmo ird melhorar o sinal analitico destacando informagdes possivelmente omitidas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros UV adquiridos estdo apresentados na Figura 7, € possivel observar que o
perfil espectral dos medicamentos é equivalente, tanto para os de referéncia, similar e
genérico. Fazendo-se necessario a constru¢do de um modelo de calibragdo multivariada, para
o0 presente trabalho escolheu-se a técnica de regressdo por minimos quadrados (PLS), com a
finalidade de predizer a quantidade de cada farmaco disponivel nos tempos pré-determinados.

Houve a necessidade de selecionar uma faixa espectral, uma vez que o espectro possuia
sinal com alta absorbancia, dessa forma a regido de trabalho foi de 209 a 290 nm, nessa faixa
ndo foi possivel a determinagdo do carisoprodol, uma vez que ele ndo possui absorbancia na
regido do ultravioleta. Cada espectro de amostra foi coletado em triplicata para reduzir

quaisquer efeitos dependentes do equipamento.

Figura 8- Espectros UV brutos das amostras de comprimidos de referéncia (vermelho), similar 1 (azul) e genérico
(amarelo).
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Fonte: autor

5.1 TRATAMENTO DE DADOS

O uso de pré-processamento nos dados UV tem a finalidade de reduzir fontes de variacao
ndo informativas e tratar a matriz de dados para obter célculos satisfatérios antes da
modelagem, destacando-se: a suavizagdo dos espectros (Smoothing), que reduz a razdo
sinal/ruido, sendo associado a 1? derivada de Savitzky-Golay que é comumente utilizada para
eliminar sinais e alteracdes da linha de base sem importancia, além de acentuar caracteristicas
mais importantes, podendo também ser associada a média movel aplicada para reduzir o
namero de variaveis. Com o propdsito de corrigir o espalhamento é frequentemente usado a
corre¢cdo de espalhamento multiplicativo (Multiplicative Scattering Correction-MSC),

variacdo padrao normal (Standard Variation Normal-SNV) e a técnica chamada de Noise, na
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traducdo literal significa ruido, € aplicada para corrigir o efeito do ruido no espectro, isto €,
quando possui variacdes aleatorias no espectro nao representando informacédo relevante de
banda e nem de absorbancia quimica. Posteriormente ao uso dos pré-processamentos foi
realizada a analise dos dados gerados, dessa forma os melhores resultados serdo explanados
no presente trabalho.

Para validacdo dos modelos construidos foi empregado o método da validacdo cruzada
cross validation, tendo como objetivo verificar a capacidade de predicdo do modelo e garantir
predicBes confiaveis. Durante a etapa de validacdo dois fatores devem ser avaliados: 0
nimero de componentes principais ou variaveis latentes e a deteccdo de amostras anémalas
que diferem da maioria das outras amostras, chamada também de “outliers (NASCIMENTO,
2016). Desta forma, foi necessario a remo¢do de uma amostra na matriz, pois a mesma
divergia das demais.

O desempenho dos modelos construidos é avaliado por pardmetros estatisticos que
avaliam a situacdo em que o modelo apresentou maior capacidade de predicéo, pelos valores
do coeficiente de regressdo (R?) e da raiz quadrada do erro quadratico médio (RMSE) dos
residuos (PERISSINATO, 2016). Estes resultados sdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Modelos quimiométricos para determinagdo da associacdo de cafeina, paracetamol e diclofenaco
sodico nos medicamentos estudados.

Parametros
Farmacos VL RMSEC Rl RMSECV  RZcv
Cafeina
Bruto 6 0,465932 0,963582 0,558127 0,949042
MSC 3 0,829798 1,007267 1,084952 0,807438
SMA 6 0,477076 0,961819 0,550879 0,950357
SNV 6 1,007007 0,829886 1,085228 0,807330
Noise 8 0,448063 0,966738 1,382116 0,691513
Paracetamol
Bruto 5 4,277849 0,969877 4,807074 0,962907
SMA 5 9,511252 0,968296 10,45158 0,961876
Center and Scale+ SG 1 5,241613 0,954774 5,406835 0,953074
SG 3P 1 5,266848 0,954047 5,437544 0,952252
Noise 2 7,026482 0,918212 7,620151 0,906228
Diclofenaco soédico
Bruto 1 4,067382 0,000905 4,161181 0,019972
SG 3P 1 3,879777 0,085261 4,797331 0,363383
S SG 1 4,065847 0,001659 4,240131 0,058788
Center and Scale+ SG 1 4,016078 0,025950 4,157652 0,017998

Noise 1 4,049813 0,003325 4,265896 0,078051

“*\/L: validagdo cruzada; RMSEC: raiz quadrada do erro quadréatico médio de calibracdo; R°c4: coeficiente de
determinacéo de calibragdo; RMSECV: raiz quadrada do erro quadratico médio de validacdo cruzada; R? cv:
determinag&o de validag&o cruzada;

Fonte: autor.

A raiz quadrada do erro quadratico medio (RMSE) é utilizada para determinar o grau de
precisdo do modelo quimiométrico construido, representando o desvio padrdo em relacdo ao
ajuste do modelo, é calculado tanto para etapa de calibracdo quanto para etapa de validacédo
cruzada. Dessa maneira, para se ter um modelo de calibracdo com boa capacidade preditiva
estes, devem apresentar baixos valores de RMSEC e RMSECV, R? elevado e um nimero de
variaveis latentes reduzido (NASCIMENTO, 2016).

De acordo com a Tabela 3, o melhor modelo para cafeina foi obtido quando ndo foi
empregado nenhum tipo de pré-processamento. Sendo observado um valor baixo de RMSEC
e RMSECYV, aproximando-se de zero, um elevado valor do coeficiente de determinacgéo
préximo de um, indicando que o modelo possui uma boa capacidade preditiva para o farmaco.
E importante destacar que o pré-processamento SMA apresentou resultados satisfatorios,
porém pelo principio da parcimonia, proposto pelo filoséfo inglés Ockam no século XVII,
enunciando que: se existe mais de uma explicagdo para uma dada observacdo, devemos adotar
aguela mais simples (MATIOLI, 2000). Vale salientar que os valores dos fatores de

correlacdo obtidos foram elevados, em torno de 0,98, para os modelos bruto e com o pre-
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processamento SMA, sendo um indicativo de uma boa correlagdo entre os dados de referéncia
e os dados espectrais adquiridos por espectroscopia ultravioleta.

Conforme a Tabela 3, para os resultados do paracetamol o melhor resultado apresentado
foi nos espectros brutos apresentando valores baixos de RMESEC e RMSECV com relacéo a
faixa de trabalho (270-330mg) e R? maior que 0,95. Dentre os pré-processamento aplicados o
que obteve resultados aceitaveis foi a associacdo Center and Scale com a primeira derivada
Savitzky-Golay, onde os valores do erro quadratico médio tanto para calibracdo quanto para
validagéo cruzada dentro da faixa de trabalho foram adequados. Os valores dos fatores de
correlacdo obtidos foram elevados, maior que 0,95, para os modelos bruto e com o pré-
tratamento Center and Scale com a primeira derivada Savitzky-Golay, sendo um indicativo de
uma boa correlacdo entre os dados de referéncia e os dados espectrais adquiridos por
espectroscopia ultravioleta.

Para o diclofenaco sédico os modelos construidos ndo apresentaram uma boa
concordancia, visto que os valores de RMSEC e RMSECYV foram elevados, uma que vez estes
deveriam estarem proximos de zero para apresentar uma boa capacidade de predicdo e
confiabilidade. Os valores dos fatores de correlacédo obtidos foram baixos, menores que 0,05,
indicando que ndo houve uma boa correlagdo entre os dados de referéncia e os dados
espectrais.

A Figura 8, representa os resultados mais proeminentes da Tabela 3 em forma gréfica.
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Figura 8- Gréficos representativos dos valores preditos versus observados para cafeina (A), paracetamol (B) e

diclofenaco sodico (C).
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Fonte: autor.

Estes graficos representam a dispersdo do tempo, as amostras que se distanciam da curva
podem ser explicadas pelo RMSECV, que também explicara a avaliacdo quantitativa dessa
dispersdo. Em conformidade com a Tabela 3, para a cafeina foi 0,56, para o paracetamol foi
4,81 e para diclofenaco sodico foi 4,80. A avaliacdo ideal era as amostras proximas da curva,
consequentemente proximas do valor de referéncia.

Como mencionado anteriormente, foram testados diferentes tipos de pré-processamento a
fim de encontrar o modelo ideal com alta habilidade de predicdo. Para avaliar se 0 modelo
predito foi satisfatorio é indicado analisar o qudo os valores preditos se aproximam do valor
de referéncia, além de levar em conta o valor do desvio padrdo, que indicara uma margem de
disperséo deste resultado.

As Tabelas 4, 5 e 6 explanam os melhores resultados obtidos do modelo de calibracdo
para quantificacdo dos farmacos estudados de acordo com o lote analisado e a classe

farmacéutica (referéncia, similar e genérico).




Tabela 4- Resultados da etapa de predigcdo para o medicamento de referéncia.

Referéncia
Cafeina Paracetamol Diclofenaco sodico
Tempo (min) Lote 5 Lote 1 Lote 1

5 20,103 +1,279 30,78+10,54 37,187+15,358
10 20,846 +1,142 97,96 +8,66 40,369+12,017
15 22,546 +0,871 155,22 +7,63 43,062 9,743

20 24,876 +0,729 196,07 +6,66 44,408+8,195
25 26,517 £0,542 223,12 +6,61 45,775+7,971
30 30,493 +0,474 247,51 £6,22 46,848+7,895
35 33,871 +0,611 281,45 5,93 48,487+8,557
40 37,351 +0,896 314,50 +6,63 50,131+9,997
45 41,149 +£1,142 354,51+ 7,71 51,791+12,105

Fonte: autor.

31

Levando em consideracdo a Tabela 4, nota-se que para cafeina o lote 5 apresentou um

modelo com boa capacidade preditiva, sendo explicado pelo valor baixo do desvio padréo,

ademais o valor predito foi proximo a quantidade de referéncia. O mesmo pode ser explicado

para o lote 1 do paracetamol, onde os valores de desvio ndo séo considerados elevados, pois

sua faixa de trabalho foi bem superior a cafeina. Ja para o diclofenaco sédico os valores do

desvio foram elevados, o que indica que o0 modelo n&o é eficaz na quantificagdo do mesmo.

Tabela 5- Resultados da etapa de predicdo para 0 medicamento similar.

Similar
Cafeina Paracetamol | Diclofenaco sédico
Tempo (min) Lote 5 Lote 3 Lote 1
5 19,734+0,956 12,07+11,48 39,364+12,337
10 24,356+0,648 79,06+ 9,24 46,116+10,947
15 28,220+0,548 188,79+ 6,67 49,715+7,650
20 32,021+0,845 305,04 +8,86 55,240+6,845
25 34,898+1,033 349,34 +9,85 57,529+19,033
30 36,067+1,183 418,42 +9,73 61,672+12,914
35 37,574+1,319 498,69+ 12,81 61,624+23,013
40 38,771+1,388 520,66 +13,66 64,211+16,527
45 39,159+1,548 551,10 +13,08 62,891+27,693

Fonte: autor.

Na Tabela 5, estdo destacados os melhores resultados dos farmacos analisados, podendo

ser frisado os altos valores preditos do diclofenaco, o que indica que 0 modelo de regressao

pelos minimos quadraticos néo é eficiente para quantificar este farmaco.



Tabela 6- Resultados da etapa de predicéo para 0 medicamento genérico.

Genérico
Cafeina Paracetamol | Diclofenaco sodico
Tempo (min) Lote 1 Lote 5 Lote 5
5 20,181+1,176 -4,011+1,62 35,854+17,719
10 23,337+0,900 28,13 +11,23 36,882+15,327
15 25,147+0,707 84,00+ 9,97 39,323+12,233
20 27,064+0,550 139,14 8,77 41,328+9,623
25 28,684+0,635 196,23 £7,23 44,055+8,360
30 29,499+0,526 276,99 +7,39 47,745+10,294
35 30,932+0,480 355,40 +7,81 51,006+13,925
40 32,610+0,500 440,62 +9,48 54,481+19,439
45 34,539+0,668 505,22 +11,08 57,715+21,214

Fonte: autor.
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Observando a Tabela 6, 0 melhor resultado para cafeina foi no lote 1, destacando baixos

valores de desvio padrdo e o valor predito proximo do valor de referéncia. Ja o paracetamol e

o diclofenaco sédico os valores do desvio e os valores preditos sdo considerados altos para a

guantidade de referéncia.

Reforcando os resultados das Tabelas 4, 5 e 6 a figura 10 representa os gréficos das

respectivas tabelas.
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Figura 10- Graficos dos modelos de predicéo. (A, D e G- Caféina para referéncia, similar e genérico), (B, E e H-
Paracetamol referéncia, similar e genérico) e (C, F e I- referéncia, similar e genérico).
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Fonte: autor.

Como pode ser observado nos graficos para cafeina e paracetamol a concentragdo de

ambos se manteve crescente, indicando que o farmaco estd sendo liberado nos tempos

estudados, ja o diclofenaco sddico apresentou concentracdo constante, porém sem resultados

confiaveis, pois o desvio padrdo foram altos, apontado pela largura das barras azuis que

indicam a dispersao da medida de predicdo das amostras, barras mais largas significam que o

desvio padrdo € elevado influenciando negativamente a predicdo das amostras. As barras

azuis mais finas indicam que o desvio padrdo é baixo, diferentemente das barras do

diclofenaco para sua faixa de trabalho.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho utilizou técnicas quimiométricas para tratamento de dados com a
finalidade de otimizar os resultados obtidos garantindo confiabilidade. Usou-se diversos
tratamentos, no entanto para paracetamol os resultados mais proeminentes foram nos
espectros brutos, para cafeina quando foi utilizado o pre-tratamento SMA os valores de
RMSEC, RMSECV e R? foram adequados, todavia pelo principio da parciménia, citado
anteriormente, o melhor resultado foi nos espectros brutos, assim como o paracetamol.
Enquanto para o diclofenaco sodico foi a derivada Savitzky-Golay com janela de trés pontos.
Desta forma, a utilizacdo de pré-tratamentos é importante para uniformizacdo dos dados,
porém na matriz estudada néo teve influéncia positiva para maioria dos farmacos.

Conforme o resultado obtido é possivel destacar que os farmacos apresentavam uma
concordancia entre os de referéncia, similar e genérico. Visto que 0s espectros possuiam o
mesmo perfil e os resultados da predi¢ao apresentavam concordancia entre si.

Diante dos resultados expostos € admissivel afirmar que o modelo PLS foi significativo
para predicdo dos farmacos cafeina e paracetamol, apresentando valores baixos para o
RMSEC, RMSECV e elevados valores R®. Contudo, os resultados para diclofenaco sédico
obteve bons resultados para o erro quadratico médio de calibracdo e validacdo, além de ter
apresentado valor baixo para o coeficiente de determinacao.

Utilizando espectroscopia do ultravioleta foi possivel obter resultados satisfatorios para
0s objetivos propostos, pois é uma técnica barata quando comparada a cromatografia, ndo é
laboriosa, sendo uma boa alternativa no auxilio do controle de qualidade de farmacos em

industrias farmacéuticas.
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