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RESUMO v

Classificacéo de analgésicos utilizando técnica espectroscopica e termoanalitica

associadas a métodos quimiométricos

Autor: Fernando José de Lima Ramos Junior
Orientadora: Ana Claudia Dantas de Medeiros
Coorientador: José Germano Véras Neto

Nos altimos anos ocorreu um aumento significativo no uso de analgésicos, por exemplo,
aqueles que contém o paracetamol como ingrediente ativo farmacéutico, sendo indispensavel
para a industria farmacéutica e os 6rgaos de fiscalizacdo um rigoroso controle na producao
desses medicamentos. Para tanto, faz-se necessario o aprimoramento das técnicas com
aplicacdo de metodologias analiticas confiaveis, que sejam, de preferéncia, rapidas e de baixo
custo, como, por exemplo, a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) e a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Entretanto, mesmo essas técnicas possuindo
amplo poder analitico, sua utilizagdo é dificultada em amostras como medicamentos, pois 0s
resultados apresentam-se complexos a interpretacdo direta, fazendo-se necessario o uso de
métodos quimiométricos. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi analisar por
calorimetria exploratdria diferencial e por espectroscopia no infravermelho préximo,
associadas a técnicas quimiométricas multivariadas, medicamentos a base de paracetamol e
cafeina. Por isso, analisaram-se trés marcas de medicamentos por DSC e duas classes de
medicamentos por NIR. Tendo as curvas de DSC obtidas em atmosfera de nitrogénio (50 mL
min™), na faixa de temperatura de 92,00 a 190,00 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C
min™ e pré-processadas com a técnica de Padrdo Normal de Variacdo (SNV), e 0s espectros
NIR obtidos num intervalo de 1.950 a 2.500 nm e pré-processados empregando-se a primeira
derivada, com o filtro de Savitzky-Golay, polinbmio de segunda ordem e janela de 19 pontos.
Posteriormente, realizou-se a classificacdo dos analgésicos pelos modelos Analise
Discriminante Linear (LDA) com Algoritmo das Projecfes Sucessivas (SPA-LDA) e com
Algoritmo Genético (GA-LDA) como técnicas de selecdo de variaveis, e com o K-ésimo
Vizinho Mais Proximo (KNN), além desses, os dados das curvas DSC também foram
submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA). Observou-se para 0s dados obtidos
por DSC, que a PCA separou a marca M3 de M1 e M2; o SPA-LDA e GA-LDA apresentaram
indice de acerto de 94,74 % para o conjunto de treinamento e 90,00 % para o conjunto de
teste e 0 método KNN classificou as amostras com 100 % de sucesso. Por outro lado, para
aqueles obtidos por NIR, no modelo SPA-LDA a taxa de acerto foi 97,77 % e 84,44 %; no
GA-LDA 96,66 % e 93,33 %; e no método KNN 100 e 80 %, para o conjunto de treinamento
e o de teste, respectivamente. Desse modo, a analise dos resultados obtidos permitiu inferir
que as técnicas DSC e NIR associadas a métodos quimiometricos sdo alternativas eficientes
ao uso da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com a vantagem de alcancarem
resultados com rapidez, baixo custo e sem geracéo de residuos poluentes, o que torna viavel a
utilizacdo dessas técnicas para agilizar o controle da qualidade nas industrias farmacéuticas,
bem como, para auxiliar os orgaos de fiscalizacdo na deteccdo rapida de adulteragdes em
medicamentos.

Palavras-chave: Espectroscopia NIR; Calorimetria Exploratdéria Diferencial; Paracetamol;
Cafeina; Controle da Qualidade; Quimiometria.



ABSTRACT Y

Analgesics classification by using spectroscopic and thermoanalytical technique

associates to chemometric methods

Author: Fernando José de Lima Ramos Junior
Advisor: Ana Claudia Dantas de Medeiros
Advisor: José Germano Véras Neto

In the last years occurred a significant increase in the use of analgesics, for example, those
that contain acetaminophen as the active pharmaceutical ingredient, being essential for the
pharmaceutical industry and the supervisory organs a rigorous control in the production of
these medicines. Thus, it becomes necessary the improvement of techniques with the
application of reliable analytical methodologies, which are, preferably, quick and low cost, as,
for example, the Near Infrared (NIR) Spectroscopy and the Differential Scanning Calorimetry
(DSC). Though, even being techniques with extensive analytical power, its use is hampered in
samples such as medicines, because results are presented in a complex way for direct
interpretation, making the use of chemometric methods necessary. In this context, the
objective of this study was to analyze by differential scanning calorimetry and by near
infrared spectroscopy, combined with multivariate chemometric techniques, medicines
containing acetaminophen and caffeine. So, three brands of medicines were analyzed by DSC
and two classes of medicines by NIR. Having the DSC curves obtained in nitrogen
atmosphere (50 mL min™), in the temperature range from 92.00 to 190.00 °C, with heating
rate of 10 ° C min™ and preprocessed with the technique Standard Normal Variate (SNV), and
the NIR spectra obtained in the interval from 1950 to 2500 nm and preprocessed employing
the first derivative, with the filter Savitzky-Golay, second order polynomial and window of 19
points. Posteriorly, it was performed the analgesics classification using the models Linear
Discriminant Analysis (LDA) with Successive Projection Algorithm (SPA) and with Genetic
Algorithm (GA-LDA) as variable selection techniques, and the K-Nearest Neighbor (KNN),
in addition, the DSC curves data were also submitted to Principal Components Analysis
(PCA). It was observed for the data obtained by DSC, that the PCA separated the brand M3 of
M1 and M2; SPA-LDA and GA-LDA presented a success rate of 94.74 % for the training set
and 90,00 % for the test set and the KNN method classified the samples with 100 % of
success. On the other hand, for those obtained by NIR, in the SPA-LDA model the success
rate was 97.77 % and 84.44 %, in the GA-LDA 96.66 % and 93.33 %, and in the KNN
method 100 % and 80 %, for training set and test set, respectively. Thereby, the analysis of
the obtained results showed that DSC and NIR techniques aggregate to chemometric methods
are efficient alternatives to the use of High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
with the advantage of achieving results quickly, low cost and without generating pollutant
residues, making feasible the use of these techniques to streamline the quality control in
pharmaceutical industries, as well as, to assist the surveillance authorities in the rapid
detection of medicines adulteration.

Keywords: NIR Spectroscopy, Differential Scanning Calorimetry, Acetaminophen, Caffeine,
Quality Control, Chemometrics.



1 INTRODUCAO

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
“International Association for the Study of Pain”), dor “é uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada com danos reais ou potenciais de tecidos, ou descrito em
termos de tais danos”. Este &, de fato, um fenébmeno comum na atualidade gragas ao aumento
da longevidade e das mudangas nos habitos de vida das pessoas, que causaram a diminuicao
da resisténcia ao sofrimento (VANDENBERGHE & FERRO, 2005; DELLAROZA et. al,
2008).

Como consequéncia do aumento no nimero de pessoas que sentem dor, ocorreu um
aumento significativo do uso de analgésicos, por exemplo, aqueles que contém o paracetamol
como ingrediente ativo farmacéutico, que estdo entre os medicamentos mais comercializados
e consumidos no mundo, desde a década de 1940. (BASTIANI et al., 2005; BAGGIO &
FORMAGGIO, 2009; SHIROMA et al., 2012; DOGRUL et al., 2012).

Nessa visdo, portanto, torna-se indispensavel para a industria farmacéutica um
rigoroso controle na producdo de analgésicos, com a finalidade de se assegurar os padrdes de
qualidade, bem como para os 6rgaos de controle e fiscalizacdo, para garantir a segurancga e
efichicia do medicamento disponibilizado comercialmente. Assim, faz-se necessario 0
aprimoramento das técnicas com aplicacdo de metodologias analiticas confiaveis, que sejam,
de preferéncia, céleres e de baixo custo (CORDEIRO et al., 2008).

Dentro desse contexto, a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, do inglés
"near infrared") apresenta vantagens como ferramenta analitica para o controle da qualidade,
pois tem uma reconhecida capacidade para analises quantitativas e qualitativas de parametros
quimicos, fisicos e fisico-quimicos, além de ser uma técnica pouco laboriosa, de baixo custo,
ndo-destrutiva da amostra, com medidas rapidas e sem uso de reagentes quimicos (SOUZA et
al, 2012).

Outra alternativa é a utilizagdo de analise térmica, uma vez que ha pouco tratamento
das amostras (apenas trituracdo), ndo utilizam reagentes quimicos e apresentam uma coleta de
dados facilitada pela analise quase automatica (MILTYK, ANTONOWICZ & KOMSTA,
2010; BOER et al., 2013).

Assim, estas técnicas analiticas superam alguns inconvenientes da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que necessita de solventes e reagentes caros, de pessoal
qualificado para a manipulagdo analitica e produz residuos prejudiciais a0 meio ambiente
(SOUZA et al, 2012; KHANMOHAMMADI et al., 2012).



Entretanto, mesmo a andlise térmica e a espectroscopia NIR permitindo a obtencao de
uma grande guantidade de dados, a utilizacdo dessas técnicas é dificultada em amostras como
medicamentos, pois 0s resultados apresentam-se complexos a interpretacdo direta. Para
solucionar esse problema pode-se recorrer a métodos quimiométricos, por exemplo, as
técnicas de reconhecimento de padrdes, com as quais é possivel encontrar tendéncias nos
dados a partir da similaridade entre grupos de amostras ou classificar amostras em classes pré-
estabelecidas. Sendo assim, os métodos de analise multivariada podem facilitar a
interpretacdo de dados farmacéuticos complexos, promovendo a classificacdo de amostras
(MILTYK, ANTONOWICZ & KOMSTA, 2010; RAJALAHTI & KVALHEIM, 2011,
KHANMOHAMMADI et al., 2012; SOUZA et al, 2012; DE SOUZA & POPPI, 2012).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Classificar medicamentos a base de paracetamol e cafeina por calorimetria
exploratoria diferencial e por espectroscopia no infravermelho préximo, associadas a

técnicas quimiométricas multivariadas.

2.2 Objetivos especificos

» Construir modelos quimiométricos para classificacdo de medicamentos analgesicos
em suas respectivas marcas por calorimetria exploratéria diferencial;
» Construir modelos quimiométricos para classificagdo de medicamentos analgésicos

como referéncia ou genéricos por espectroscopia no infravermelho proximo.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Industria farmacéutica e legislacdo no Brasil

A industria farmacéutica brasileira passou a existir em meados de 1930 com o
surgimento das primeiras empresas com caracteristicas industriais, logo em seguida, nas
décadas de 1940 e 1950, o governo brasileiro incentivou a chegada de empresas
internacionais, 0 que acarretou uma queda brusca nas importacbes de medicamentos, ja que
essas empresas produziam o produto final no pais (PALMEIRA FILHO; PAN, 2003).

Com a promulgacéo da Lei 5.772 de 21/12/1971 que instituiu o Cédigo de Propriedade
Industrial, o qual ndo reconhecia patentes de produtos quimicos e o decreto 68.806 de 25 de
junho de 1971 que criou a Central de Medicamentos (Ceme), houve aumento na producéo de
copias dos medicamentos patenteados, o que ndo foi suficiente para estimular a producao dos
farmacos utilizados, que continuaram a ser importados (BURHALDE, 2005; SELAN,
KANNEBLEY JUNIOR & PORTO, 2007; PORTELA et al., 2010).

Assim, na tentativa de impulsionar a producdo interna de farmacos houve em 1984 a
edicdo da Portaria Interministerial n® 4, que acarretou na elevacao de impostos e medidas de
restricdo a importacdo de alguns insumos. Paralelamente a isso foram adotadas medidas de
controle nos precos dos medicamentos, que causaram o desabastecimento de alguns produtos
avaliados como ndo-rentaveis e uma paralisagdo da industria (PALMEIRA FILHO; PAN,
2003; SELAN, KANNEBLEY JUNIOR & PORTO, 2007).

Em funcdo desse entrave, na década de 1990 foram adotadas medidas inversas as
tomadas nos anos anteriores, a exemplo da adogdo de politica de reducdo dos impostos de
importacao, eliminacgdo das restri¢des a importacdo de insumos farmacéuticos, liberacdo dos
precos dos medicamentos, promulgacdo da Lei de Patentes no Brasil, da Portaria MS 3.916/98
que estabeleceu a Politica Nacional de Medicamentos, destacando-se ainda a criacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a promulgacdo da Lei 9.787 em
10/02/1999 (Lei dos Genéricos) (PALMEIRA FILHO; PAN, 2003).

A ANVISA possibilitou elevar os padrdes sanitarios da producdo nacional de
medicamentos a partir da criacao de leis e regulamentos que garantiram a eficacia, seguranca
e qualidade dos produtos farmacéuticos comercializados. Assim foram instituidas normas, a
exemplo das Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), com 0 que se procurava estabelecer os
requisitos minimos a serem seguidos na fabricacdo de medicamentos, pretendendo-se, entre
outras coisas, que houvesse diminuicdo dos riscos inerentes a qualquer producao farmacéutica

(contaminacao-cruzada, contaminacdo por particulas, troca ou mistura de produto), os quais



poderiam ser detectados somente pela realizacdo de ensaios nos produtos terminados
(PALMEIRA FILHO; PAN, 2003; ANVISA, 2010).

Dessa forma, a partir da norma de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) passou-se a ser

exigido que (ANVISA, 2010):

>

todos os processos de fabricagdo fossem claramente definidos e sistematicamente
revisados;

as etapas que necessitassem de validacao passem por esse procedimento;

os procedimentos fossem desempenhados por pessoal qualificado e devidamente
treinado, utilizando instalagfes e espaco adequados e identificados, munidos de
equipamentos, sistemas computadorizados, servi¢os apropriados, materiais, recipientes
e rotulos;

fossem feitos registros durante a producdo para demonstrar que todas as etapas
constantes nos procedimentos e instru¢fes tinham sido seguidas, bem como para
possibilitar o rastreamento completo de um lote;

se criasse um sistema eficiente para recolhimento de qualquer lote apdés sua
comercializacdo ou distribuicéo;

medidas para registrar e examinar reclamacdes sobre desvio da qualidade dos produtos
fossem adotadas, procurando investigar as suas causas e tomando as medidas
necessarias com relacéo a tais desvios, além de prevenir reincidéncias;

0s estabelecimentos com autorizacdo para fabricar medicamentos tivessem um

controle da qualidade independente dos demais setores, principalmente da producéo.

O controle da qualidade na inddstria estava relacionado com (GIL, 2010):

a amostragem, especificac@es, ensaios, procedimentos de organizacdo, documentacao
e procedimentos de liberagdo, com o intuito de assegurar que oS ensaios importantes
fossem efetuados e que a liberagcdo dos materiais para uso nao fosse efetuada antes de
terem uma qualidade considerada satisfatoria;

0 estabelecimento, validacdo e implementacdo de seus procedimentos;

a manutencdo e o armazenamento dos padrbes de referéncias das substancias ativas
utilizadas;

a rotulagem correta dos recipientes de materiais e produtos;

a avaliagdo dos produtos acabados, considerando as condi¢Oes de producdo, 0s
documentos de fabricacdo, o cumprimento das especificacdes do produto terminado e

0 exame da embalagem final;



> agarantia de monitoramento da estabilidade das substancias ativas e dos produtos;
» 0 monitoramento ambiental; e

> todas as decisOes relacionadas a qualidade do produto.

Por outro lado, a inser¢do dos medicamentos genéricos no mercado contribuiu para a
expansdo e fortalecimento do setor farmacéutico brasileiro e consequentemente para o
aumento na oferta de medicamentos com precos em média 50 % mais baratos que os de
referéncia. Dessa forma, a melhora na qualidade dos produtos farmacéuticos, associada a sua
maior oferta e com precos mais accessiveis colaborou para o Brasil alcancar a sexta posi¢do
na classificacdo global de consumo de medicamentos no ano de 2011, com perspectiva de
tornar-se o quarto pais em consumo no ano de 2016 (PRO GENERICOS, 2011; IMS, 2012).

3.2 Analgésicos

Dentre as indmeras classes de medicamentos utilizadas no Brasil destaca-se a dos
analgeésicos, em especial os agentes anti-inflamatdrios nédo esteroidais (AINE's), que, segundo
dados da companhia Boehringer Ingelheim, apresenta trés substancias que detém 95 % do
mercado brasileiro, sendo os medicamentos que contém dipirona com 39 %, seguido de

paracetamol com 30 % e &cido acetilsalicilico com 26 % das vendas (MELO et al., 2013).

3.2.1 Paracetamol

O paracetamol, amida aromatica derivada da fenacetina, denominado acetaminofeno,
N-acetil-p-aminofenol ou N-(4-Hidroxifenil)acetamida (Figura 1), foi utilizado pela primeira
vez na medicina por Von Mering em 1893 como antipirético e analgésico (SUAREZ, VIEIRA
& FATIBELLO-FILHO, 2005).

Figura 1. Estrutura molecular do Paracetamol (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
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Atualmente, apresenta-se como um substituto da aspirina por apesentar pouca
incidéncia de efeitos colaterais gastrointestinais. Todavia, esta substituicdo ndo é indicada em
casos de artrite reumatoide devido sua acdo anti-inflamatdria fraca, que supostamente deve-se
a pequena capacidade de inibi¢do da cicloxigenase (COX), na presenca de peréxidos como
ocorre nas inflamacbes (LOURENCAO et al, 2009; BRUNTON, CHABNER &
KNOLLMANN, 2012).

Mesmo apresentando as acdes supracitadas quando utilizado de forma individual, é
possivel encontrar no mercado a combinacdo do paracetamol com analgésicos narcéticos e
ndo-narcoOticos, barbituricos, anti-histaminicos, antitussigenos, descongestionantes,
expectorantes, cafeina, entre outros (BRUNTON, CHABNER & KNOLLMANN, 2012).

3.2.2 Cafeina

A cafeina, denominada 1,3,7-trimetilxantina ou 3,7-Diidro-1,3,7-trimetil-1H-purina-
2,6-diona (Figura 2), é um alcaloide do grupo das xantinas que apresenta como efeitos
fisioldgicos a secrecdo do acido gastrico, diurese e a estimulacdo do sistema nervoso central
(DE MARIA & MOREIRA, 2007; LOURENCAO et al., 2009).

Figura 2. Estrutura molecular da cafeina (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
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Sendo responsavel por alteracdes na resisténcia fisica, no humor, no sono e na dor, as
quais podem ser apresentadas como um aumento do estado de alerta e diminui¢do da fadiga,
alteragdes negativas na qualidade do sono, irritabilidade em individuos ansiosos e efeito
analgésico adjuvante, devido a acdo antinociceptiva intrinseca, aparentemente obtida pelo
bloqueio dos receptores da adenosina ou alteracbes na atividade ou sintese das
ciclooxigenases em alguns sitios, o que tem contribuido para que essa substancia seja
comumente associada a analgésicos, a exemplo do paracetamol (DE MARIA & MOREIRA,
2007; TAVARES & SAKATA, 2012; GODOY, GONGCALVES & MORAES, 2012).



3.3 Método padrdo para determinacdo simultdnea de farmacos em preparacfes
farmacéuticas

A associacdo de farmacos € uma pratica comum na industria farmacéutica por
possibilitar um aumento dos ganhos terapéuticos com a maior aceitacdo dos pacientes ao
tratamento medicamentoso. Entretanto, a juncdo de substancias torna dificil o controle da
qualidade, uma vez que a quantificacdo de qualquer componente da formulagdo torna-se
complicada, sendo recomendado pelos 6rgdos de fiscalizacdo para o controle da qualidade de
medicamentos o0 uso de métodos cromatograficos (CORDEIRO et al., 2008).

Destaca-se, neste caso, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
deteccdo ultravioleta (UV), que segundo a farmacopeia americana € o método padrdo para
quantificacdo de dois ou mais ingredientes ativos presentes numa mesma formulacéo. Vale
ressaltar, no entanto, que mesmo possuindo um alto poder analitico, a CLAE é uma técnica
relativamente complicada, devido, dentre outras coisas, as inimeras etapas na preparacao da
amostra, a necessidade de solventes caros e com elevado grau de pureza para as analises, além
de pessoal qualificado para a manipulacdo analitica e a producdo de residuos prejudiciais ao
meio ambiente (SUAREZ, VIEIRA & FATIBELLO-FILHO, 2005; LOURENCAO et al.,
2009; SANTOS et al., 2009; KHANMOHAMMADI et al., 2012; SOUZA et al., 2012).

Por exemplo, segundo a farmacopeia americana (2007), para quantificagdo simultanea
dos ingredientes ativos paracetamol e cafeina presentes em comprimidos sdo necessarios trés
tipos de solventes (dgua, metanol e acido acético glacial), um padrdo interno (acido benzoico),
pesagem e trituracdo de vinte comprimidos, preparacdo de quatro solucdes (uma estoque, uma
padrdo e duas para ensaio), coluna cromatografica mantida em temperatura constante, entre
outras coisas. Diante de tal complexidade torna-se necessario a busca por metodologias
alternativas a CLAE, que sejam rapidas, de menor custo e que possam ser usadas para
determinacdo simultdnea de ingredientes ativos farmacéuticos, garantindo a eficacia e
seguranca dos medicamentos (CORDEIRO et al., 2008).

3.4 Técnicas alternativas

Conscientes da necessidade de pesquisa de técnicas alternativas que superem 0s
inconvenientes dos métodos cromatograficos, pesquisadores tém proposto varios métodos
para analise multicomponente empregando técnicas como: voltametria (LOURENCAO et al.,
2009; SANGHAVI & SRIVASTAVA, 2010), amperometria (SILVA et al., 2011),
espectrofluorometria (ALVES & POPPI, 2013), calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
(MILTYK, ANTONOWICZ & KOMSTA, 2010) e espectroscopia no infravermelho proximo



(NIR) (DOU et al., 2007; ITO et al., 2010; FENG, ZHANG & HU, 2010; BOYER et al.,
2012).

3.4.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Em analise térmica sistemas foram criados para medir a variacdo de temperatura e de
energia, quando uma substancia é submetida a processos de aquecimentos e/ou resfriamentos,
possibilitando a avaliacdo da tendéncia entalpica, o contetdo de calor e o calor especifico dos
materiais estudados. Uma das técnicas desenvolvidas é a DSC, com a qual é possivel medir a
diferenca de energia fornecida a uma substancia e a um material de referéncia, enquanto
ambos sdo submetidos a uma programacdo controlada de temperatura (STORPIRTIS et al.,
2009).

Dois tipos de DSC foram criados, a com compensacéo de poténcia (Figura 4a) e a com
fluxo de calor (Figura 4b). No primeiro tipo é possivel manter a amostra e a referéncia em
temperatura constante, pois ambas sdo aquecidas em fornos separados. Por exemplo, se a
amostra sofre mudancas de temperatura procedentes de eventos endotérmicos ou exotermicos,
havera modificagdo na poténcia de entrada do forno correspondente, para manté-la em
condicdo isotérmica com o material de referéncia; ja no segundo tipo, a amostra e a referéncia
sdo colocadas no mesmo forno e sofrem aquecimento por uma unica fonte de calor (BERNAL
etal., 2002; STORPIRTIS et al., 2009).

Figura 3. Tipos de DSC: com compensagao de poténcia (a), com fluxo de calor (b)
(Adaptado de BERNAL et al., 2002)
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Distin¢Bes a parte, DSC mostra-se vantajosa em relagdo a diversas técnicas analiticas
por (MATHKAR et al., 2009; MILTYK; ANTONOWICZ & KOMSTA, 2010):

» ndo requerer um padréo de referéncia para analise de pureza;

> apresentar um tempo total de analise menor quando comparado, por exemplo, aos

métodos cromatograficos na determinacédo de pureza;

» necessitar de quantidades minimas de amostra (~1-5 mg);

» exigir pouco trabalho manual, ja que os materiais praticamente ndo sofrem tratamento

prévio, passando apenas pelo processo de trituragdo e

» proporcionar baixo custo das andlises, pois ndo sdo necessarios solventes, colunas,

placas, entre outras coisas.

3.4.1.1 Aplicagdes farmacéuticas da DSC

Os dados obtidos com as curvas DSC fornecem informacdes qualitativas e

quantitativas de um material em relacdo a quantidade de calor envolvida em processos

endotérmicos ou exotérmicos. Assim, ha possibilidade de analisar mudanca de estado fisico,

modificacbes na estrutura cristalina, reacdes de desidratacdo, de decomposicdo, de

oxirreducdo, entre outras (STORPIRTIS et al., 2009), caracterizando, com isso, seu emprego

em diversos estudos (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos da aplicagdo da DSC na area farmacéutica

Tipo de Amostra

Aplicacgéo

Ref.

Matéria-prima

Caracterizacédo do tacrolimo.

(BOER et al., 2013)

Matéria-prima

Avaliacdo da pureza polimorfica da
nateglinida.

(BRUNI et al., 2011)

Matéria-prima

Avaliagdo da pureza de substancias
quimicas de referéncia.

(GAO, DING & HU, 2011)

Matéria-prima

Estudo de compatibilidade entre
cetoprofeno e excipientes farmacéuticos.

(TITA etal., 2011)

Comprimidos

Caracterizacédo da sinvastatina.

(OLIVEIRA et al., 2010)

Matéria-prima

Avaliagdo da pureza de padrdes de
referéncia.

(MATHKAR et al., 2009)

Matéria-prima

Comparacdo da qualidade tecnoldgica.

(MEDEIROS et al., 2007)
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3.4.2 Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)

A espectroscopia NIR é uma técnica espectroscopica vibracional, que emprega a
energia de fétons em comprimentos de onda que variam de 750 a 2500 nm, promovendo a
interacdo entre as ondas eletromagnéticas do infravermelho préximo e os constituintes de uma
amostra. Inicialmente era uma técnica com um Unico tipo de medicdo, a qual era obtida a
partir de informagOes provenientes de parte da radiacdo difusa refletida, por uma amostra
solida. Atualmente, apresenta varias formas de medidas para obtencdo de resultados, como
transmitancia, transflectancia, reflectancia difusa, interactancia e transmitancia através de
espalhamento médio (Figura 3) (PASQUINI, 2003).

Figura 4. Modos de obtencdo de dados em espectroscopia NIR: (a) Transmitancia, (b)
Transflectancia, (c) Reflectancia difusa, (d) Interactancia, (e) Transmitancia através de
espalhamento médio (PASQUINI, 2003)
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Na medicdo por transmitancia (Figura 4a) e transflectancia (Figura 4b) as medidas séo
realizadas com a ajuda de cubetas de vidros ou quartzo, cujos caminhos opticos variam de 1 a
50 mm e séo determinados com base na regido espectral escolhida para analise. Por ser uma
forma especial de obtencdo de resultados de transmitancia, a transflectancia difere apenas pelo
caminho optico do feixe de radiacdo que é dobrado, passando duas vezes pela amostra; na
refletancia difusa (Figura 4c), forma de medida comumente utilizada para sélidos (po, placa,
filme), a luz incide na amostra, penetra e reflete trazendo informacg6es espectrais, podendo o
caminho da luz no interior da amostra ser considerado aleatorio por apresentar varias
reflexdes, algumas apds percorrer alguns constituintes da matriz; no modo interactancia
(Figura 4d) h& uma maior possibilidade de interagdo do feixe de luz com a amostra,
permitindo que sejam obtidas mais informacdes sobre seus constituintes e por transmitancia
através de espalhamento médio (Figura 4e), tem sido utilizada para quantificacdo de
ingredientes ativos farmacéuticos, pois o caminho Optico mais longo pode fornecer
informacBes mais bem correlacionadas com o seu teor medio (PASQUINI, 2003; SOUZA &
FERRAO, 2006).

De modo geral, os sinais espectrais da regido do NIR sdo decorrentes de sobretons e
bandas de combinacéo das transi¢Ges vibracionais fundamentais de C-H, N-H, O-H e S-H, o
que torna os espectros comumente largos e sobrepostos, dificultando uma atribuigéo precisa
de picos. Mesmo assim, gragas a sua rapidez na aquisi¢do de dados, por nédo destruir e/ou
provocar qualquer dano a amostra, minimizar a geracdo de residuos, permitir a analise de
componentes que estejam em concentragdes aproximadamente superiores a 0,5 % m/m e obter
resultados que permitem a determinacdo de moléculas e varidveis qualitativas, esta técnica
vem sendo empregada com frequéncia nas areas agricola, alimenticia, médica, téxtil, de
cosmeéticos, de polimeros, de tintas, ambiental, petroquimica, florestal e farmacéutica (LIMA
et al., 2009; MANTANUS et al., 2009; MUNIZ et al.,2012; DE SOUZA et al., 2013).

3.4.2.1 Aplicagdes farmacéuticas da espectroscopia NIR

Varios parametros farmacéuticos podem ser analisados pela espectroscopia no NIR,
pois seus espectros apresentam informacgdes sobre a composicdo quimica e as propriedades
fisicas das amostras (ROGGO et al., 2007). Assim, essa técnica € utilizada com diferentes

finalidades na area farmacéutica (Tabela 2).
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Tabela 2. Exemplos da aplicacdo da espectroscopia NIR na area farmacéutica

Tipo de Amostra

Aplicacéo

Ref.

Comprimidos Quantificagdo  de  polimorfo (HENNIGAN & RYDER, 2013)
contaminante.
Comprimidos Determinacdo da espessura de (BIKIARIS et al., 2012)
revestimento.
Comprimidos Quantificagdo  simultanea  de (BOYER et al., 2012)
azitromicina e artesunato.
Comprimidos Quantificacdo do ingrediente ativo (CRUZ & BLANCO, 2011)
farmacéutico e uniformidade de
conteudo.
Pellets Determinacéo do teor de umidade. (MANTANUS et al., 2009)
Suspensao Determinacdo do  teor de (LAl et al., 2007)
aluminio.
Cépsulas Identificacdo de matérias-primas e (PARIS et al., 2006)

uniformidade de contetdo.
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3.5 Quimiometria

A chegada dos computadores aos laboratorios permitiu que métodos analiticos como a
espectroscopia NIR e a DSC gerassem um grande volume de resultados complexos, 0 que
tornou necessaria a aplicacdo de técnicas mais robustas para sua interpretacdo, pois as teorias
da quimica classica ndo podiam explica-los. Dentre as técnicas utilizadas, destacam-se as
guimiométricas, que iniciaram seu desenvolvimento na primeira metade de 1970 e atualmente
sdo aplicadas na resolucédo de problemas que envolvam métodos quimico-analiticos a partir do
uso de processos matematicos, estatisticos e computacionais para selecionar, interpretar,
classificar e prever informagdes de interesse quimico (DE BARROS NETO; SCARMINIO &
BRUNS, 2006; OTTO, 2007; DE SOUZA & POPPI, 2012; FERREIRA NETO, 2012).

Com essa variedade de funcdes, tornou-se possivel a identificacdo de amostras, a
analise de misturas complexas e a determinacdo simultanea de analitos sem a necessidade de
uma prévia separacdo dos componentes das misturas ou pré-processamentos das amostras.
Assim, de acordo com a finalidade pretendida, é possivel empregar diferentes ferramentas
para tratamento dos dados, dentre elas destaca-se as de reconhecimento de padroes (NUNES,
2008; DE SOUZA & POPPI, 2012).

3.5.1 Reconhecimento de padrdes

Sdo métodos que permitem verificar as similaridades e diferencas entre grupos de
amostras, que foram submetidas a algum tipo de andlise, podendo ser empregadas com
diferentes objetivos e sdo classificadas em técnicas ndo supervisionadas, a exemplo da analise
de componentes principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis); e técnicas
supervisionadas, dentre eles 0 K-ésimo vizinho mais proximo (KNN, do inglés, “K-Nearest
Neighbor”) € a andlise discriminante linear (LDA, do inglés, “Linear Discriminant Analysis”)
(DE BARROS NETO; SCARMINIO & BRUNS, 2006; BERRUETA; ALONSO-SALCES &
HEBERGER, 2007; CORREIA & FERREIRA, 2007; ROGGO et al., 2007; PONTES, 2009,
DE SOUZA & POPPI, 2012).

3.5.1.1PCA

A PCA ¢é uma das técnicas mais empregadas no tratamento de dados multivariados,
sendo utilizada comumente para visualizagdo da estrutura desses dados, descobrir semelhanca
entre as amostras, detectar amostras anémalas (“outliers”) e diminuir a dimensionalidade do
conjunto de dados (SABIN, FERRAO & FURTADO, 2004; DE SOUZA & POPPI, 2012).
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A reducdo da dimensionalidade permite que sejam expressas, em um menor nUmero
de novas variaveis (componentes principais), as informacdes mais importantes do conjunto de
variaveis originais. Assim, com a PCA ¢ possivel representar o conjunto de dados em
componentes principais (PC, do inglés, "Principal Component™), possibilitando observar as
caracteristicas dos dados em poucas dimensdes (DE SOUZA & POPPI, 2012; TEOFILO,
2013).

3.5.1.2 KNN

No método KNN, a distancia euclidiana de um objeto desconhecido é calculada em
relacdo as k-ésimas amostras vizinhas, sendo considerado pertencente a classe que tenha a
maioria das amostras do conjunto de treinamento que possuam as menores distancias em
relacdo a amostra desconhecida (Figura 5). (DE BARROS NETO; SCARMINIO & BRUNS,
2006; ROGGO et al., 2007; OTTO, 2007).

Figura 5. Classificacdo KNN de um objeto desconhecido usando K = 3 (BRERETON, 2007)
10
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Mesmo sendo um método que apresenta simplicidade matematica, os resultados de
classificacdo obtidos com o KNN sdo bons, tanto quanto os obtidos por outras técnicas mais
complexas de reconhecimento de padrdo. Além disso, sua utilizagdo mostra-se vantajosa por
(BERRUETA; ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007):

> nao estar sujeita a interferéncias estatisticas, a exemplo da distribuicdo normal das

variaveis e

» néo depender do espaco de distribuicdo das classes.

3.5.1.3 LDA

A LDA, uma das técnicas de padrdo supervisionado mais utilizada, pode ser
considerada como um método de reducao de dimensionalidade, pois tem como fundamento a
determinacdo de funcdes discriminantes lineares, que aumentam a variancia interclasse e
diminui a variancia intraclasse (BERRUETA; ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007;
PONTES, 2009).

A funcéo discriminante é conseguida pela combinacdo linear das variaveis originais.
Assim, se um estudo de classificagdo oferecer “c” classes de amostras, “c — 1” fungdes
discriminantes poderdo ser determinadas se 0 nimero de variaveis for maior do que “c”
(PONTES, 2009).

O excesso de variaveis é uma das principais limitagfes da técnica LDA, pois restringe
a escolha e o desempenho desse método de reconhecimento de padrdo, uma vez que muitas
dessas varidveis sdo redundantes e/ou ndo informativas e outras sdo importantes, mas
inicialmente sdo desconhecidas (PONTES, 2009).

Nesse contexto, portanto, considerando que a técnica LDA apresenta problemas,
como, por exemplo (PONTES, 2009):

» necessidade de um numero de amostras maior que o numero de variaveis a serem

incluidas no modelo;
» adequacdo exclusivamente para conjuntos de dados de pequenas dimensdes e

» habilidade de generalizacdo afetada por problemas de colinearidade.

Seu uso para fins de classificacdo necessita de selecdo de variaveis (PONTES, 2009).
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3.5.2 Técnicas de selegdo de varidveis

Problemas relacionados ao tamanho da matriz sdo comuns em analises multivariadas,
pois a melhoria da informatica permitiu o desenvolvimento de equipamentos ageis na
producéo de grandes quantidades de informagdes, muitas sem utilidade para constru¢do de um
modelo que relacione o sinal analitico medido com o pardmetro de interesse. Nestes casos,
torna-se necessaria a utilizacdo de algoritmos de selegdo de variaveis, com os quais é
descoberto o subconjunto de preditores que podem melhorar os resultados ou manté-los
constante em termo de erros (PONTES, 2009; GOMES, 2012). Dentre eles destacam-se 0
algoritmo das proje¢des sucessivas (SPA, do inglés, “Successive Projections Algorithm™) e o

algoritmo genético (GA, do inglés, “Genetic Algorithm”).

3.5.2.1 SPA
Proposto por Araujo et al. (2001), o SPA foi inicialmente proposto para minimizar 0s
problemas de colinearidade na regressao linear multipla (MLR, do inglés, “Multiple Linear
Regression”), sendo posteriormente estendido para solucionar os problemas de classificagéo
quando a LDA ¢ utilizada. Tal fato foi possivel gracas a minimizacdo de colinearidade
proporcionada pelo SPA (PONTES, 2009; SOARES et al., 2010).
Segundo Soares et al. (2010), essa técnica apresenta duas fases fundamentais:
> Na primeira, séo realizadas operagdes de projecdo na matriz de respostas
instrumentais, sendo essas projecdes utilizadas para gerar as redes de variaveis cujos
elementos sdo escolhidos para apresentarem a menor colinearidade e
> Na segunda, a partir das cadeias originadas na primeira fase sdo tirados os
subconjuntos de variaveis, os quais sdo avaliados por um indice de desempenho, que

em SPA-LDA, por exemplo, relaciona-se ao risco de erros de classificagéo.

3.5.22GA

A partir da “Teoria da Evolugdo das Espécies” de Charles Darwin, John H. Holland,
pesquisador da Universidade de Michigan, propés em 1960 o Algoritmo Genético para
otimizar sistemas complexos, que veio ganhar forga somente duas décadas apds seu
lancamento gracas a sua versatilidade, aos Otimos resultados que eram obtidos e
principalmente a popularizagdo dos computadores, com o surgimento de sistemas céleres e
potentes (COSTA FILHO & POPPI, 1999; GOMES, 2012; MELO et al., 2013).

Na selecdo de varidveis, o GA envolve cinco passos. O primeiro relaciona-se a

codificacdo das variaveis como se fossem cromossomos bioldgicos, sendo utilizada, neste
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caso, a codificacdo binaria na qual cada variavel é um gene e recebe valor 0 ou 1, significando

respectivamente ndo incluida ou incluida no modelo (Figura 6) (GOMES, 2012).

Figura 6. Exemplo de codificacdo Binaria (GOMES, 2012)

| 1 1 1 I
100 100 120 130 100 150 1600

No segundo passo, um gerador randdémico cria uma populacdo inicial aleatoria,
garantido que ndo havera influéncia do meio externo. No passo seguinte, ocorre a avaliacdo
da capacidade de originar melhores respostas (aptiddo), no caso da selecdo de variaveis,
quando maior a aptiddo menor o erro de predicdo obtido (COSTA FILHO & POPPI, 1999;
GOMES, 2012).

Os resultados com boa aptiddo sdo escolhidos para proxima fase do algoritmo, a
reproducdo, na qual a partir do cruzamento aleatério de pares de cromossomos as
caracteristicas dominantes comecam a prevalecer na populacéo, levando a convergéncia do
algoritmo. Conjuntamente com essa etapa, ocorre a mutacdo, na qual ha substitui¢cdo de 0 ou 1
e vice e versa, em um gene de alguns individuos. Ao final, o subconjunto de variaveis que
produzir o melhor resultado € a solugdo apresentada pelo GA (COSTA FILHO & POPPI,
1999; GOMES, 2012).
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Resumo

Véarios métodos baseados em técnicas analiticas sdo utilizados no controle da qualidade de
preparagOes farmacéuticas que contenham o paracetamol, como, por exemplo, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Contudo, essa técnica apresenta alguns
inconvenientes como tempo de analise elevado e utilizacdo de equipamento de alto custo.
Como alternativa tém-se as técnicas termoanaliticas que sdo céleres e reprodutiveis. Apesar da
grande quantidade de dados, o processamento quimiométrico das curvas de Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) € raro na literatura. Neste contexto, objetivou-se construir
modelos quimiométricos, a partir de curvas DSC, para classificacdo de comprimidos que
contenham paracetamol. Foi analisado o ingrediente ativo paracetamol e trés marcas de
medicamentos diferentes, contendo paracetamol e cafeina (37 lotes). As curvas de DSC foram
analisadas em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™), na faixa de temperatura de 92,00 a
190,00 °C, com razéo de aquecimento de 10 °C min™. Os dados foram pré-processados com a
técnica de Padrdo Normal de Variacdo (SNV) e posteriormente passaram por uma andlise de
componentes principais (PCA). O algoritmo Kennard-Stone foi utilizado para particionar as
29 amostras entre treinamento (19) e teste (10). As amostras de treinamento foram utilizadas
para construcdo dos modelos de classificagio com validacdo cruzada por Analise
Discriminante Linear com Algoritmo das Projecdes Sucessivas (SPA-LDA) e com Algoritmo
Genético (GA-LDA), como técnicas de selecdo de varidveis, e K-ésimos Vizinhos Mais
Proximos (KNN). As amostras de teste foram utilizadas para avaliar a qualidade dos modelos
quimiométricos construidos. Os eventos térmicos apresentados nas curvas de DSC
possivelmente estavam relacionados ao polimorfismo do paracetamol. A PCA separou a
marca M3 de M1 e M2. No SPA-LDA, seis temperaturas foram suficientes para discriminar
com sucesso 0s grupos de amostras. Ja no GA-LDA, sdé foram necessarias quatro
temperaturas. No método KNN, o melhor resultado apresentado foi com um vizinho mais
proximo, pois classificou as amostras com 100 % de sucesso. Os métodos PCA, SPA-LDA,
GA-LDA e KNN associados a analise DSC, por demonstrarem viabilidade para diferenciacéo
entre analgésicos de diferentes marcas, sdo boas alternativas para identificacdo de possiveis
medicamentos falsificados pertencentes a essas classes de medicamentos.

Palavras chave: Técnicas de reconhecimento de padrdes, DSC, analise térmica,
acetaminofeno.
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Introducéo

O paracetamol (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) ¢ uma amida aromatica,
utilizada desde 1893 como antipirético e analgésico, sendo considerado na atualidade como
um substituto da aspirina devido a pouca incidéncia de efeitos colaterais gastrointestinais.
Esse ingrediente ativo apresenta trés formas polimorficas: a estavel (forma | ou monoclinica),
a metaestavel (forma Il ou ortorrémbica) e a instavel (forma I11) (LOURENCAO et al., 2009;
GAISFORD; BUANZ & JETHWA, 2010; ZIMMERMANN & BARANOVIC, 2011;
KHANMOHAMMADI et al., 2012).

Varios métodos baseados em técnicas analiticas sdo utilizados no controle da
qualidade de preparagdes farmacéuticas que contenham o paracetamol como, por exemplo, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia que é indicada pela farmacopeia americana (2007).
Contudo, essa técnica apresenta alguns incovenientes, principalmente quando aplicada a
produtos farmacéuticos em fase solida, pois necessita de varias etapas para preparacdo das
amostras, requer solventes e reagentes de elevado grau de pureza, produz residuos prejudiciais
ao meio ambiente, necessita de pessoal qualificado para a manipulacdo analitica e o
equipamento utilizado é de alto custo (LOURENCAO et al., 2009; KHANMOHAMMADI et
al., 2012; SOUZA et al., 2012).

Por outro lado, as técnicas termoanaliticas, como a calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), quando utilizada individualmente ou associada a outros métodos é
comprovadamente rapida, pois quase ndo ha tratamento das amostras, exige pouco trabalho
manual, ndo ha necessidade de solventes, colunas e placas, além da analise ser quase
automatica com facil coleta de dados. Assim, desde 1950 elas vém sendo utilizadas com
diferentes finalidades na tecnologia farmacéutica, entre elas: caracterizacdo e decomposicao
térmica de drogas, avaliacdo da estabilidade, determinacdo de pureza, estudos de
compatibilidade de formulagGes farmacéuticas e deteccdo de polimorfismo (BAZZO &
SILVA, 2005; MEDEIROS et al.,, 2007; FREIRE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011; FORD & MANN, 2012; BOER et al., 2013).

Vale ressaltar, entretanto, que apesar da analise térmica ser um método consolidado e
de amplo poder analitico que permite a obtencdo de grande quantidade de dados, a
interpretacdo das curvas DSC para retirada de informagdes com qualidade torna-se dificil,
pois muitas substancias podem apresentar pontos de fusdo parecidos, além de ocorrerem
fendmenos como o polimorfismo ou interagdo entre compostos que modificam o ponto de
fusdo das amostras (MILTYK; ANTONOWICZ & KOMSTA, 2010).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510005030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708510005030
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Nestes casos, torna-se necessario a aplicagdo da quimiometria para permitir, por
exemplo, a classificacdo de medicamentos com a finalidade de avaliar possiveis falsificacoes,
pois possibilita a identificacdo de amostras, a analise de misturas complexas e a determinacéo
simultanea de analitos sem a necessidade de uma prévia separacdo dos componentes das
misturas ou pré-processamentos das amostras (NUNES, 2008).

Dentre os modelos quimiométricos que possibilitam a avaliacdo das similaridades e
diferencas entre grupos de amostras, destacam-se 0s métodos nao supervisionados, a exemplo
da analise de componentes principais (PCA) e os métodos supervisionados, dentre eles 0 K-
ésimo vizinho mais proximo (KNN) e a anélise discriminante linear (LDA) (DE BARROS
NETO; SCARMINIO & BRUNS, 2006; ROGGO et al., 2007; DE SOUZA & POPPI, 2012).

A PCA é utilizada para visualizacdo da estrutura de dados multivariados, descobrir
semelhanca entre as amostras, detectar amostras andmalas (outliers) e diminuir a
dimensionalidade do conjunto de dados (DE SOUZA & POPPI, 2012).

O KNN classifica um objeto sem interferéncias estatisticas como a distribuigdo normal
das variaveis e sem depender do espaco de distribuicdo das classes e a LDA obtém uma
funcdo discriminante que separa, mais que possivel, duas classes. Entretanto, a presenca de
muitas variaveis independentes pode gerar informacdes redundantes que prejudicam a
classificacdo pela LDA, o que faz necessario a utilizacdo de técnicas de selecdo de variaveis,
como o Algoritmo das projecdes sucessivas (SPA) e o Algoritmo genético (GA)
(BERRUETA; ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007; MELO et al., 2013).

Proposto por Aradjo et al. (2001), o SPA foi inicialmente utilizado para minimizar os
problemas de colinearidade na regressdo linear mdltipla (MLR), sendo posteriormente
estendido para solucionar os problemas de classificacdo quando a LDA é utilizada. Ja o GA é
atualmente uma das técnicas de selecdo de variaveis mais difundida, por apresentar excelentes
resultados para otimizacdo em grande escala, por nao exigir informacdes sobre o gradiente de
resposta; nao ter seu desempenho na otimizacao afetado por descontinuidades na superficie de
resposta e ndo reduzir sua eficiéncia na presenca de minimos locais (COSTA FILHO &
POPPI, 1999; SOARES et al., 2010; MELO et al., 2013).

Neste contexto, sabendo que o processamento quimiométrico das curvas DSC é raro
na literatura (MILTYK; ANTONOWICZ & KOMSTA, 2010), objetivou-se construir
modelos quimiométricos a partir de curvas DSC para classificagdo de comprimidos que

contenham paracetamol.
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Metodologia

Ingrediente ativo farmacéutico e amostras

Foi analisado o ingrediente ativo paracetamol e comprimidos contendo paracetamol
(500mg) e cafeina (65mg), adquiridos no mercado local de Campina Grande, Brasil. As
amostras de medicamento pertenciam a trés marcas diferentes M1, M2 e M3, sendo 19 lotes
para M1, 10 lotes para M2 e 8 lotes para M3, os quais apresentavam diferentes excipientes
(Tabela 1).

Tabela 1. Marcas de medicamentos analisados e seus excipientes

M1 M2 M3
Amido de milho Celulose microcristalina Sorbitol em p6
Amido pré-gelatinizado Amido pré-gelatinizado Sacarina sddica
Amidoglicolato de Sodio Amidoglicolato de Sodio Bicarbonato de sodio
Celulose microfina Copovidona
Corante amarelo FD&C n° 6 | Croscarmelose Sodica Lauril sulfato de sddio

laca aluminio

Corante vermelho 40 laca | Corante vermelho 40 laca | Dimeticona

aluminio aluminio

Dioxido de titanio Dioxido de titénio Acido citrico

Estearato de magnésio Estearato de magnesio Carbonato de sodio

Hipromelose Hipromelose + Macrogol

Macrogol Agua purificada Agua purificada gs
Povidona Povidona

Acido estedrico

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em um equipamento DSC, modelo Q20, marca TA
Intruments®, utilizando-se aproximadamente 2 mg da amostra, em atmosfera de nitrogénio
(50 mL min™), na faixa de temperatura de 92,00 a 190,00 °C, com razdo de aguecimento de

10 °C min™. As curvas foram plotadas utilizando o software Universal Analysis 2000.
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Estudo Quimiométrico

No software Unscrambler 9.8 foi empregado o pré-processamento dos dados com a
técnica de padronizacdo normal de variacdo (SNV) e posteriormente realizou-se uma analise
de componentes principais (PCA).

Em ambiente Matlab 2011a, empregando o algoritmo Kennard-Stone (KS), o
conjunto total de amostras foi particionado em conjunto de treinamento (19 amostras) e
conjunto de teste (10 amostras), para construgdo dos seguintes modelos: SPA-LDA, GA-LDA
e KNN.

As 19 amostras do conjunto de treinamento foram utilizadas para obter os parametros
do modelo e para realizar sua validagdo cruzada. J4 as 10 amostras de teste foram utilizadas
para avaliar a capacidade discriminante dos modelos quimiométricos construidos em relagdo

as amostras fora do conjunto de calibracao.

Resultados e discussao

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Na curva DSC do paracetamol foi observado um pico endotérmico em 171 °C (A =
168,70 J g*), com temperatura inicial em 169,24 °C e final em 179,14 °C (Figura 1A), o qual
esta relacionado ao processo de fusdo do farmaco, pois, segundo o Merck Index (2013), a
fusdo deste farmaco ocorre numa faixa de temperatura entre 169,00 a 170,50 °C.

O polimorfismo do paracetamol foi estudado por Martino et al. (1997), os quais
obtiveram trés formas polimdrficas caracterizadas para o paracetamol, as quais sdo relatadas
na literatura. A forma encontrada no mercado é a forma |, identificada como um cristal
monoclinico; a forma Il foi identificada como ortorrébmbica e a forma Il foi caracterizada
como uma forma instavel, a qual ndo pode ser estudada, devido a sua instabilidade térmica.
Com a fusdo do paracetamol, observa-se a forma | em 169,00 a 170,50 °C, quando se procede
a um novo aquecimento apés resfriamento da mesma amostra, a forma vitrea recristalizada
apresenta-se como forma 11, a qual funde entre 157,00 a 158,00 °C (MEDEIROS, 2001).

Todavia, Nichols e Frampton (1998), ao analisarem graficos de DSC do paracetamol
identificaram para forma Il, trés eventos endotérmicos: o primeiro evento ao longo do
intervalo de 115,00 a 128,00 °C, o segundo com inicio em cerca de 157,00 °C e o terceiro

com inicio em cerca de 169,00 °C, que correspondiam, na ordem de aumento da temperatura,
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a uma conversdo da forma Il em I, seguida pela fusdo da forma Il ndo-convertida e,
finalmente, a fusdo da forma I.

Da mesma forma, Giordano et al. (2002), visualizaram picos endotérmicos em 167,00
°C (fusdo da Forma I) e em 157,00 °C (fusdo da Forma Il), para o ingrediente ativo puro. E,
quando analisaram o farmaco em sistema de mistura, com um excipiente farmacéutico,
observaram um pico endotérmico proximo de 170,00 °C, caracteristico do processo de fusdo
da forma I. O mesmo também foi observado por Medeiros (2001), que ao realizar uma
comparacgdo das curvas DSC de dois comprimidos de paracetamol diferentes, com o do
farmaco, percebeu que ndo houve indicios de interacdo entre o farmaco e os excipientes
usados na sua formulacéo. Nesse trabalho, os comprimidos apresentaram um comportamento
térmico semelhante ao farmaco, mostrando que os comprimidos sdo farmaceuticamente
equivalentes, do ponto de vista térmico, pois apresentaram picos endotérmicos na mesma
faixa de fusdo do farmaco.

Nas curvas DSC dos comprimidos que foram analisados neste estudo (Figura 1B, 1C,

1D), foram visualizados varios eventos endotérmicos (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios dos eventos endotérmicos apresentados nas curvas DSC dos
medicamentos analisados

M1 M2 M3

124,00°C (A=16,85Jg™) 119,70°C (A=9,19T g™ 123,00°C (A = 103,46 J g™)

157,70°C (A=120,29 T g")  156,00°C (A=122,21J¢g")  147,50°C (A=47.92J g}

169,00°C (A = 5,96 T g™ 164,00°C (A =258,57J g™
165,00°C (A = 166,50 J g™)
167,00°C (A = 430,251 g™)
168,00°C (A =93,38J g™)

174,00°C (A=71,44J g™

Considerando os estudos citados anteriormente, observou-se que 0s eventos téermicos

apresentados nas curvas de DSC dos medicamentos foram sugestivos de polimorfismo do
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paracetamol, podendo ser descritos como: conversdo da forma Il em forma I, para as amostras
M1 (124,00 °C), M2 (119,70 °C) e M3 (123,00 °C); fusdo da forma Il, para as amostras M1
(157,70 °C), M2 (156,00 °C) e M3 (147,50 °C); e fusdo da forma I, para M1 (169,00 °C) e
M3, que apresentou picos endotérmicos entre 164,00 a 174,00 °C.

O polimorfismo possivelmente aconteceu porque as etapas do processo de producao
podem ter contribuido para que ocorressem modificacfes polimorficas no ingrediente ativo ou
pode ter ocorrido mudanca de uma forma metaestavel para uma estavel, mesmo 0s
medicamentos estando dentro do prazo de validade (OLIVEIRA, YOSHIDA & GOMES,
2011).

Figura 1. Curvas DSC: paracetamol na forma pura (A); medicamentos da marca M1 (B);
medicamentos da marca M2 (C) e medicamentos da Marca M3 (D)
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Foi possivel perceber que ocorreram variagdes nos eventos térmicos do paracetamol
nas formulacGes farmacéuticas. Rodrigues et al. (2008), ao realizarem estudo termoanalitico

de comprimidos contendo metronidazol, também identificaram variacbes nos eventos
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endotérmicos do ingrediente ativo em formulagbes e afirmaram que possivelmente
decorreram de uma fusdo prévia de algum excipiente, com consequente solubilizacdo do

farmaco ou até mesmo devido o desenvolvimento de compostos eutéticos.

Estudo Quimiométrico

As curvas DSC das 40 amostras de medicamentos passaram por um pré-tratamento por
SNV, que preservou o seu perfil e promoveu uma reducdo na variagdo da sobreposicdo entre
as curvas (Figura 2A e 2B).

Miltyk, Antonowicz & Komsta (2010), também realizaram estudo quimiométrico de
curvas DSC e mostraram que a utilizacdo da técnica SNV contribuiu para remocdo de

alteragdes indesejadas e ao mesmo tempo conservou a forma do sinal obtido.

Figura 2. Curvas DSC das 37 amostras de medicamentos: brutas (A); apds o pré-
processamento com SNV (B)
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Nas curvas DSC (Figura 2A e 2B) visualizou-se que as amostras pertencentes as
marcas M1 e M2 possuiam perfis muito semelhantes, diferindo dos apresentados pela marca
M3. Tal fato possivelmente decorreu do polimorfismo do paracetamol, das variagdes nas

pesagens das amostras e da semelhanca na composicdo entre as marcas M1 e M2, que
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divergem da apresentada na marca M3 (Tabela 1). Porém, mesmo com essas distin¢Ges, a
complexidade das curvas impossibilitou a separacdo visual das amostras em suas respectivas
marcas, ensejando o uso de métodos quimiométricos (OTTO, 2007; DE SOUZA & POPPI,
2012).

Analise exploratoria dos dados

A andlise exploratoria dos dados utilizando PCA foi realizada para identificar
similaridades e diferencas entre as amostras pertencentes as marcas M1, M2 e M3.

No gréafico dos scores (Figura 3), visualizou-se que apenas dois componentes
principais descreveram 84 % dos dados, sendo 75 % da variancia total descrita pela primeira
componente principal (PC1), que descrimina a marca M3 de M1 e M2, e 9 % descrita por
PC2. Outra informacdo importante observada na distribuicdo das amostras, no espagco dos
PCs, foi a existéncia de apenas duas classes distintas, uma pertencente a M3 e outra que
continha M1 e M2, uma vez que ocorreu sobreposicdo entre as amostras dessas marcas, nao

sendo possivel uma discriminacdo efetiva entre elas.

Figura 3. Gréafico de scores de PC1 versus PC2 para as amostras de medicamentos
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A partir dos resultados obtidos da PCA foram construidos modelos de classificacéo

com as amostras pertencentes as marcas M1 e M2 a fim de separé-las.

Classificacdo SPA-LDA

A quantidade de varidveis necessarias, para que o risco de classificacdo incorreta
tivesse a menor probabilidade possivel, no modelo SPA-LDA, foi determinada a partir do
minimo da funcdo de custo de validacdo. Assim, como pode ser verificado na Figura 3, para
se alcancar os melhores resultados, o numero de varidveis selecionadas foi de seis
temperaturas.

Figura 4. Gréafico do custo de validacdo para selecdo de temperaturas com o SPA-LDA
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As temperaturas selecionadas pelo modelo SPA correspondiam a 119,50, 125,80,
157,80, 159,80, 162,10 e 168,90 °C, estavam espalhadas em diferentes regides das curvas
DSC e foram sugestivas de uma conversdo da forma Il em I, da fusdo da forma Il ndo-
convertida e fusdo da forma | do paracetamol, respectivamente (Figura 4A).

O modelo SPA-LDA construido com as seis variaveis selecionadas permitiu uma boa

separacdo inter-classe, com um indice de acerto de 94,74 % para o conjunto de treinamento
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(01 erro num total de 19 amostras) e 90 % para o conjunto de teste (01 erro num total de 10
amostras), sendo possivel observar na Figura 4B que houve a formacdo de dois grupos de
amostras, 0s quais correspondiam as marcas M1 e M2, que ndo foram separadas pela analise

exploratdria dos dados.

Figura 5. Resultados SPA-LDA: curva média com as temperaturas selecionadas (A);
separacao das classes (B)
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O provavel polimorfismo apresentado pelo paracetamol certamente foi o responsavel
pela discriminacdo entre as amostras, pois segundo Araujo et al. (2012), esse fendmeno é
capaz de provocar variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas das substancias, como, por

exemplo, modificacdes no comportamento térmico.

Classificacdo GA-LDA

O modelo GA também foi utilizado na selecdo das varidveis para o LDA e resultou
num total de quatro temperaturas selecionadas que correspondiam a 96,30, 105,60, 151,10 e
161,70 °C (Figura 5A).

Dentre as temperaturas selecionadas pelo GA as de 151,10 e 161,70 °C foram
sugestivas de eventos térmicos do paracetamol, que possivelmente correspondiam a fusdo da

forma Il ndo-convertida. Por outro lado, as temperaturas de 96,30 e 105,60 °C ndo
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apresentaram nenhum evento térmico e a sele¢do dessas variaveis possivelmente decorreu de
diferencas na sobreposicao entre as curvas DSC (Figura 2), que mesmo ap0s o pré-tratamento
ainda persistiram, pois essa alteracdo provavelmente procedeu ndo sé de falhas fisicas do
equipamento, mas também de pequenas variagdes na pesagem das amostras, ja que a massa
utilizada foi de aproximadamente 2 mg. Nessa visdo Storpirtis et al. (2009) propuseram que
os perfis das curvas originadas na DSC sdo alterados devido inumeros fatores que podem
estar relacionados ao equipamento e/ou a amostra.

O modelo GA-LDA, construido utilizando uma populacdo de 10 individuos, 100
geragdes, probabilidade de crossover de 0,6, probabilidade de mutagdo de 0,1 e as quatro
variaveis selecionadas entre as 981 disponiveis, apresentou um indice de acerto de 94,74 %
para o conjunto de treinamento (1 erro num total de 19 amostras) e 90 % para o conjunto de

teste (1 erro num total de 10 amostras) (Figura 5B).

Figura 6. Resultados GA-LDA: temperaturas selecionadas (A); separacdo das classes (B)
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O provavel polimorfismo do paracetamol, mesmo de forma menos intensa que no
modelo SPA-LDA, também colaborou para diferenciacdo entre as duas marcas de
medicamentos no modelo GA-LDA, pois das quatro varidveis selecionadas nesse modelo

duas estavam relacionadas com este evento.
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Classificagdo KNN

Para reforcar os resultados obtidos nas técnicas anteriores, o conjunto de amostras
pertencente as marcas M1 e M2 também foi submetido ao algoritmo KNN. Esse modelo foi
construido com a faixa de temperatura de 92,00 a 190,00 °C, e com a comparacdo da distancia
das amostras do conjunto de teste, com as amostras de cada uma das classes do conjunto de
treinamento, sendo considerada dentro de uma dada classe, a amostra que tivesse 0 maior
numero de vizinhos pertencentes a essa classe.

Para validacdo cruzada do modelo utilizou-se o conjunto de treinamento e foram feitos
teste com até 7 vizinhos mais proximos. Dos resultados obtidos o que melhor foi alcangado
utilizou apenas um vizinho mais proximo, pois apresentou 100 % de sucesso na classificacdo
das amostras pertencentes a esse conjunto (Figura 6A).

Para o conjunto de teste foram avaliados os modelos com até 3 vizinhos mais
préximos, sendo o melhor resultado obtido com apenas um vizinho mais proximo, pois as

amostras foram separadas corretamente sem erros do tipo | e tipo Il (Figura 6B).

Figura 7. Erros de classificagdo no modelo KNN: para as amostras do conjunto de
treinamento (A); para as amostras do conjunto de teste (B)

Erros

Os resultados obtidos permitiram a separacdo correta entre as trés marcas de
medicamentos (M1, M2 e M3), possibilitando uma futura distingdo entre produtos de
qualidade comprovadas, daqueles que passaram por possiveis falsificagdes. Além disso, a

similaridade dos resultados com aqueles alcangados nas outras técnicas utilizadas mostraram
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que mesmo sem rebuscamento matematico, essa técnica apresentou-se eficiente.
Corroborando com este resultado, Berrueta; Alonso-Salces & Héberger (2007), afirmaram
gue mesmo sendo um método com simplicidade matematica, os resultados de classificacdo
obtidos com o KNN sdo bons tanto quanto os obtidos por outras técnicas mais complexas de

reconhecimento de padréo.

Concluséao

O provavel polimorfismo do paracetamol, componente ativo farmacéutico majoritario
na formulacdo, forneceu informagbes para analise exploratdria dos dados e para construgcdo
dos modelos discriminantes que permitiram a classificacdo dos analgésicos pela marca (M1,
M2, M3). Da mesma forma, as varidveis que estavam fora dos eventos térmicos presentes nas
curvas de DSC foram capazes de auxiliar na distincdo, pois apresentaram informacoes
adequadas para individualizar cada uma das amostras.

Das técnicas utilizadas a GA-LDA pode ser considerada a de melhor aplicabilidade,
pois proporcionou reducdo do nimero de variaveis selecionadas.

Os métodos PCA, SPA-LDA, GA-LDA e KNN utilizados para o tratamento dos dados
provenientes da andlise DSC s&o boas alternativas para identificagdo de possiveis
medicamentos falsificados que contenham o paracetamol, pois demonstraram viabilidade para
diferenciacdo entre comprimidos pertencentes a diferentes marcas e que continham esse

analgesico como ingrediente ativo farmacéutico.
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Resumo

A associacdo de farmacos é uma pratica comum na indlstria farmacéutica, entretanto, a
juncdo de substancias torna dificil o controle da qualidade, sendo recomendado, por exemplo,
0 uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia. Todavia, essa técnica apresenta alguns
inconvenientes, como a necessidade de solventes caros e com elevado grau de pureza, pessoal
qualificado para a manipulacdo analitica, aléem de produzir residuos prejudiciais ao meio
ambiente. Diante de tal complexidade, pesquisadores tém proposto para controle da qualidade
de preparacGes farmacéuticas solidas a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR), que
necessita da utilizacdo de métodos quimiométricos para interpretacdo dos resultados. Assim, o
objetivo desse trabalho foi desenvolver modelos quimiométrico a partir de espectros NIR,
para classificacdo de medicamentos contendo paracetamol e cafeina, a fim de viabilizar uma
futura distincdo entre produtos referéncia e genéricos de possiveis produtos falsificados.
Analisaram-se trés classes de medicamentos que continham paracetamol e cafeina (R, G1 e
G2). Os experimentos foram realizados num intervalo espectral de 1.950 a 2.500 nm e essa
faixa foi pré-processada empregando-se a primeira derivada, com o filtro de Savitzky-Golay,
polinbmio de segunda ordem e janela de 19 pontos. O algoritmo Kennard-Stone (KS) foi
utilizado para particionar o conjunto total de amostras em treinamento (90 amostras) e teste
(45 amostras). As amostras de treinamento foram utilizadas para constru¢do dos modelos de
classificacdo com validagdo cruzada por Andlise Discriminante Linear com Algoritmo das
ProjecOes Sucessivas (SPA-LDA) e com Algoritmo Genético (GA-LDA) como técnicas de
selecdo de variaveis e K-ésimos Vizinhos Mais Préximos (KNN). As 45 amostras de teste
foram utilizadas para avaliar a qualidade dos modelos quimiométricos construidos. Os picos
apresentados nos espectros estavam associados a regido do primeiro sobretom relativa a
ligacdo C=0 e a regido de combinacdo relativa as ligacbes N-H, C-C, OH, CH, CHs. No
modelo SPA-LDA, vinte e sete variaveis foram suficientes para discriminar os grupos de
amostras com uma taxa de acerto de 97,77 % para o conjunto de treinamento e de 84,44 %
para o de teste. Ja no GA-LDA, vinte e quatro comprimentos de onda foram necessarios,
mostrando que o modelo foi eficaz na classificacdo de 96,66 % das amostras de treinamento e
93,33 % das amostras de teste. No método KNN o melhor resultado foi obtido com cinco
vizinhos mais proximos, pois 0 modelo apresentou nove erros de classificacdo. Os resultados
alcancados comprovam a viabilidade dos modelos SPA-LDA, GA-LDA e KNN para
classificar medicamentos de referéncia e genéricos que contenham paracetamol e cafeina, o
que possibilita uma futura diferenciacéo entre produtos originais dos falsificados.

Palavras chave: reconhecimento de padrdes, NIR, excipientes, medicamentos de referéncia,
geneéricos, controle da qualidade.
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Introducéo

Medicamentos sdo produtos provenientes da industria farmacéutica preparados com o
objetivo de prevenir, amenizar ou curar doencas. Na atualidade, um problema global cada vez
mais comum com esses produtos farmacéuticos é a adulteracdo (HOLZGRABE & MALET -
MARTINO, 2011; XAVIER & SOUSA, 2013).

Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (2005), medicamentos adulterados sdo
aqueles intencional e criminosamente rotulados de forma incorreta com relacdo a
identificacdo e/ou fonte. Esta pratica tem proporcionado a distribuicdo de farmacos sem
padrdes de qualidade, seguranca e eficacia e atinge desde medicamentos para o tratamento de
doencas graves como também os mais simples, a exemplo dos analgésicos (HOLZGRABE &
MALET-MARTINO, 2011; AMES & SOUZA, 2012; DECONINCK et al., 2012; MELO et
al., 2013).

Neste caso, no Brasil, torna-se necessario uma maior atengdo para 0s agentes anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINE's), pois segundo dados da companhia Boehringer
Ingelheim essa classe apresenta trés substancias que detém 95 % do mercado brasileiro, sendo
os medicamentos que contém dipirona com 39 %, seguido de paracetamol com 30 % e &cido
acetilsalicilico com 26 % das vendas (MELO et al., 2013).

O paracetamol (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol, N-(4-Hidroxifenil)acetamida) é
uma amida aromatica derivada da fenacetina que foi utilizada pela primeira vez na medicina
por Von Mering em 1893 como antipirético e analgésico. Contudo, mesmo apresentando
essas acOes terapéuticas quando utilizado de forma individual, € possivel encontra-lo no
mercado em combinagdo com a cafeina (1,3,7-trimetilxantina, 3,7-Diidro-1,3,7-trimetil-1H-
purina-2,6-diona), um alcaloide do grupo das xantinas, que apresenta efeito analgésico
adjuvante devido a acdo antinociceptiva intrinseca (LOURENCAO et al., 2009; TAVARES &
SAKATA, 2012; GODOY, GONCALVES & MORAES, 2012).

A associagdo de farmacos é uma pratica comum na industria farmacéutica, entretanto,
a juncdo de substancias torna dificil o controle da qualidade uma vez que a quantificacdo de
qualquer componente da formulacdo torna-se complicada, sendo recomendado o uso de
métodos cromatograficos, a exemplo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CORDEIRO
et al., 2008).

Vale ressaltar, no entanto, que mesmo possuindo um alto poder analitico, essa é uma
técnica relativamente complicada, devido, dentre outras coisas, as inUmeras etapas na
preparacdo da amostra, a necessidade de solventes caros e com elevado grau de pureza para as

analises, além de pessoal qualificado para a manipulagdo analitica e a producao de residuos
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prejudiciais ao meio ambiente. Sendo assim, torna-se de dificil aplicagdo principalmente para
produtos farmacéuticos em fase sélida (LOURENGCAO et al., 2009; KHANMOHAMMADI et
al., 2012; SOUZA et al., 2012).

Diante de tal complexidade, pesquisadores tém proposto a espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR) para controle da qualidade de preparagGes farmacéuticas
solidas (CRUZ & BLANCO, 2011; BIKIARIS et al., 2012; BOYER et al., 2012;
HENNIGAN & RYDER, 2013). Todavia, os sinais espectrais da regido do NIR sdo
comumente largos e sobrepostos, uma vez que derivam de sobretons e bandas de combinacao
das transi¢bes vibracionais fundamentais de C-H, N-H, O-H e S-H, dificultando uma
atribuicdo precisa de picos (LIMA et al., 2009; DE SOUZA et al., 2013).

Dessa forma, uma alternativa util na interpretacdo dos dados obtidos por NIR seria a
aplicacdo da quimiometria, que permite, por exemplo, a verificacdo das similaridades e
diferencas entre grupos de amostras, com métodos como o K-ésimo vizinho mais préximo
(KNN) e a Analise discriminante linear (LDA) (DE BARROS NETO; SCARMINIO &
BRUNS, 2006; CORREIA & FERREIRA, 2007).

No método KNN, a classificacdo é realizada a partir do célculo da distancia euclidiana
de um objeto desconhecido em relacdo as k-ésimas amostras vizinhas. Ja na LDA, faz-se
necessario além das funcGes discriminantes lineares, que permitem um aumento da variancia
interclasse e uma diminuigdo da variancia intraclasse, sendo necessario, entretanto, selecionar
varidveis com técnicas como Algoritmo das projecdes sucessivas (SPA) e o Algoritmo
genético (GA) (DE BARROS NETO; SCARMINIO & BRUNS, 2006; BERRUETA;
ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007; ROGGO et al., 2007; MELO et al., 2013).

O SPA foi proposto para minimizar problemas na regressao linear maltipla (MLR),
posteriormente, gracas a minimizacdo da colinearidade proporcionada, foi utilizado em
problemas de classificagdo na LDA. O GA, diferentemente, foi proposto em 1960 para
otimizar sistemas complexos, tornando-se na atualidade uma das técnicas de selecdo de
variaveis mais utilizada (ARAUJO et al., 2001; COSTA FILHO & POPPI, 1999; SOARES et
al., 2010; MELO et al., 2013).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver modelos quimiomeétrico a
partir de espectros NIR, para classificacdo de medicamentos contendo paracetamol e cafeina,
a fim de viabilizar uma futura distingdo entre produtos referéncia e genéricos de possiveis

produtos falsificados.
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Comprimidos contendo paracetamol (500 mg) e cafeina (65 mg) foram adquiridos em

farmécias do estado da Paraiba (Brasil). Os medicamentos pertenciam a 15 lotes de um

medicamento referéncia (R), 15 lotes de um genérico 1 (G1) e 15 lotes de um genérico 2 (G2).

Os medicamentos genéricos continham 0s mesmos excipientes e se assemelhavam com o0s

apresentados pelo medicamento de referéncia (Tabela 1).

Tabela 1. Excipientes dos medicamentos analisados

R

Gl

G2

Amido de milho
Amido pré-gelatinizado
Amidoglicolato de sddio

Celulose microfina

Corante amarelo FD&C n° 6
laca aluminio

Corante vermelho 40 laca

aluminio

Dioxido de titanio
Estearato de magnésio
Hipromelose

Macrogol

Celulose microcristalina
Amido pré-gelatinizado

Amidoglicolato de sddio
Copovidona

Croscarmelose sédica

Corante vermelho 40 laca

aluminio

Dioxido de titanio
Estearato de magnésio
Hipromelose + macrogol

Agua purificada
Povidona

Acido estearico

Celulose microcristalina
Amido pre-gelatinizado

Amidoglicolato de sodio
Copovidona

Croscarmelose sédica

Corante vermelho 40 laca

aluminio

Dioxido de titanio
Estearato de magnésio
Hipromelose + macrogol

Agua purificada
Povidona

Acido estearico

Anélise espectroscopica no infravermelho proximo (NIR)

Os experimentos foram realizados num intervalo espectral de 1.950 a 2.500 nm,

resolucdo de 2 nm, utilizando o espectrofotdmetro Lambda 750 UV/VIS/NIR, marca

PerkinElmer®, equipado com acessorio de reflectancia difusa The Praying Mantis™ (DRP),
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marca Harrick. Para analise foram triturados comprimidos de cada um dos 45 lotes e
coletados trés espectros, totalizando 135 espectros obtidos. Para obtencdo e armazenamento

dos dados foi utilizado o software PerkinElmer UV WinLab.

Estudo Quimiométrico

A faixa de trabalho foi pré-processada empregando-se a primeira derivada, com o
filtro de Savitzky-Golay, polindmio de segunda ordem e janela de 19 pontos com o software
Unscrambler 9.8. Em seguida, empregando o algoritmo Kennard-Stone (KS) o conjunto total
de amostras foi particionado em conjunto de treinamento (90 amostras, sendo 30 R, 30 G1 e
30 G2) e de teste (45 amostras, sendo 15 R, 15 G1 e 15 G2) que foram utilizados para
construcdo e validacdo dos modelos analise discriminante linear com algoritmo das projecdes
sucessivas (SPA-LDA), andlise discriminante linear com algoritmo genético (GA-LDA) e K-
ésimo vizinho mais préximo (KNN) em ambiente Matlab 2011a.

As 90 amostras do conjunto de treinamento foram utilizadas para obter os parametros
do modelo e para realizar sua validacdo cruzada, ja as 45 amostras de teste foram utilizadas
para avaliar a capacidade discriminante dos modelos quimiométricos construidos em relagao

as amostras fora do conjunto de calibragéo.

Resultados e discussao

Espectros NIR

Na Figura 1A s&o observados os 135 espectros brutos dos trés tipos de medicamentos:
Referéncia (R), Genérico 1 (G1) e Genérico 2 (G2), obtidos no intervalo de 1.950 a 2. 500
nm. A analise desses espectros permitiu vizualizar uma alteracdo do perfil da linha de base, a
qual foi ajustada com a utilizacdo da primeira derivada, filtro de Savitzky-Golay, polindbmio
de segunda ordem e janela de 19 pontos (Figura 1B).

O emprego do pré-processamento dos espectros NIR tornou-se fundamental na analise
quimiométrica com a finalidade de remover alteracdes indesejadas para melhorar, por
exemplo, os resultados de um modelo de classificacdo subsequente (RINNAN, VAN DEN
BERG & ENGELSEN, 2009).
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Figura 1. Espectros dos medicamentos: brutos (A); apos o pré-processamento (B)
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Com a andlise da Figura 1B foi possivel perceber que as amostras pertencentes a R,
Gl e G2 apresentavam 0s espectros NIR com perfis semelhantes e sobrepostos, o que
possivelmente procedeu da similaridade na composicdo das amostras, pois Gl e G2
apresentavam 0s mesmo excipientes, 0s quais se assemelhavam com os de R (Tabela 1).
Observou-se também que os picos apresentados nos espectros estavam associados tanto a
regido do primeiro sobretom relativo a ligacdo C=0 (1.950 a 2.050 nm), como também a
regido de combinacdo relativa as ligagcbes N-H, C-C, OH, CH, CH; (2.050 a 2.500 nm)
(XIAOBO et al., 2010).

Assim, devido a complexidade e a semelhanca apresentadas pelos espectros NIR, a
distingdo entre as amostras s6 foi possivel com a aplicacdo da quimiometria, que permite a
selecdo, interpretacdo, classificacdo e previsdo de informacdes quimicas (OTTO, 2007; DE
SOUZA & POPPI, 2012).

Classificagdo SPA-LDA

Foi selecionado o numero étimo de varidveis na construcdo do modelo SPA-LDA com
intuito de reduzir os erros de classificacdo a partir da funcdo de custo G, que corresponde ao
risco médio de uma classificagdo, levando-se em conta o nimero de variaveis selecionadas.
Dessa forma, o minimo ideal de erros foi obtido com vinte e sete comprimentos de onda
selecionados, uma vez que a utilizacdo de 6 e 14 varidveis causaram Varios erros de

classificacdo (Figura 2).
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Figura 2. Grafico de custo associado a selecdo de variaveis com o SPA nos dados NIR
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As variaveis selecionadas pelo SPA a partir dos dados NIR estavam localizadas em
diferentes posic¢des dos espectros, indicados na Figura 3A.

Os comprimentos de onda localizados na regido de primeiro sobretom (1.952 a 2.010
nm) estdo associados a vibragdes de C=0 presente nas estruturas quimicas do amidoglicolato
de sodio, estearato de magnésio, acido estearico, povidona, copovidona, croscarmelose
sodica, paracetamol e cafeina. J& os comprimentos de onda localizados na regido de
combinagdo (2.052 a 2.480 nm) estdo associados a transicdo NH presente na povidona e a
vibracbes: de NH do paracetamol; de C-C presentes no amido de milho, amido pré-
gelatinizado, amidoglicolato de sodio, celulose microfina, celulose microcristalina, estearato
de magnésio, hipromelose, macrogol, povidona, copovidona, croscarmelose sodica, &cido
estearico, paracetamol e cafeina; de OH da estrutura da agua purificada, amido de milho,
amido pré-gelatinizado, amidoglicolato de sddio, celulose microfina, celulose microcristalina,
hipromelose, macrogol, acido estearico e paracetamol; de estiramento CH que compdem as
estruturas do amido de milho, amido pré-gelatinizado, amidoglicolato de sodio, de
deformacéo do CH presente na celulose microfina e celulose microcristalina e de grupo metil
(CHgy) presentes na copovidona, paracetamol e cafeina.

A espectroscopia NIR possibilita a analise de componentes que estejam em
concentracfes aproximadamente superiores a 0,5% m/m (DE SOUZA et al., 2013), dessa
forma, possivelmente essa técnica foi capaz de detectar o sobretom e bandas de combinacéo
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exibidos pelos excipientes, os ingredientes ativos e possiveis impurezas que podiam estar
presentes nos medicamentos.

Assim, os excipientes povidona (vibracbes de C=0, C-C e de transicdo NH),
copovidona (vibragdes de C=0, C-C, CHg), croscarmelose sédica (vibragdes de C=0, C-C),
agua purificada (vibracdo de OH) e acido estearico (vibragbes de C=0, C-C, OH), que
estavam presentes nos medicamentos genéricos (G1 e G2) e ausentes nos medicamentos de
referéncia (R) (Tabela 1), como também, possiveis impurezas existentes nas amostras podem
ter contribuido para classificacéo (Figura 3B).

As impurezas podem ser oriundas de varias fontes, como: matérias prima,
(VIEIRA, REDIGUIERI &

REDIGUIERI, 2013). Logo, como os medicamentos pertenciam a varios lotes e foram

subprodutos, catalisadores, reagentes, dentre outras

fabricados por empresas distintas, que provavelmente utilizavam matérias prima de origens

diferentes, as possiveis impurezas presentes nos medicamentos nao possuiam semelhancas.

Figura 3. Resultados SPA-LDA: espectro médio com os comprimentos de onda selecionados
pelo SPA (A); grafico de separacdo das classes de medicamentos (B)
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Os resultados da classificagdo realizada pelo modelo SPA-LDA, construido com as
vinte e sete varidveis selecionadas, permitiu observar a formacao de trés grupos de amostras
(Figura 3B), dois grupos bem proximos um do outro e localizados a esquerda do gréfico,
pertencentes aos genéricos (G1 e G2) e um outro grupo mais afastado e localizado a direita,
pertencente ao referéncia (R). O modelo apresentou uma taxa de acerto de 97,77 % para 0
conjunto de treinamento (2 erros num total de 90 amostras) e de 84,44 % para o conjunto de

teste (7 erros num total de 45 amostras).
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Esses erros possivelmente estdo relacionados a igualdade entre os excipientes de G1 e
G2 (Tabela 1) e/ou a produtos de degradacédo, que segundo Vieira, Rediguieri & Rediguieri
(2013), comumente apresentam similaridade com a estrutura quimica do ingrediente ativo

farmacéutico, uma vez que sdo provenientes de modificagdes quimicas nos farmacos.

Classificacdo GA-LDA

No modelo GA-LDA, o emprego do algoritmo genético proporcionou a selecdo de
vinte e quatro comprimentos de onda, localizados nas regides de primeiro sobretom (1.972 a
2.038 nm) e de combinacdo (2.050 a 2.454 nm), os quais foram atribuidos as vibracGes
fundamentais de C=0, N-H, C-C, OH, CH, CHj (Figura 4A).

A capacidade de discriminacdo do modelo GA-LDA, construido utilizando uma
populacdo de 10 individuos, 100 geragdes, probabilidade de crossover de 0,6, probabilidade
de mutacdo de 0,1 e as vinte e quatro variaveis selecionadas entre as 265 disponiveis, foi
confirmada com os conjuntos de treinamento e teste (Figura 4B), mostrando que 0 modelo foi
eficaz na classificacdo de 96,66 % das amostras de treinamento (3 erros num total de 90

amostras) e de 93,33 % das amostras de teste (3 erros num total de 45 amostras).

Figura 4. Resultados GA-LDA: comprimentos de onda selecionados pelo GA (A); gréafico de
separacao das classes de medicamentos (B)
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Assim como no modelo SPA-LDA, provavelmente a separacdo dos medicamentos
aconteceu devido a selecdo de variaveis que estavam relacionadas com vibracGes de grupos

funcionais e/ou ligagOes presentes em impurezas ou nos excipientes que ndo estavam contidos
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nos medicamentos de referéncia. Da mesma forma, a persisténcia de erros de classificacdo
possivelmente procedeu da presenca de produtos de degradacao.

Vale destacar, entretanto, que houve diferenca entre os modelos no que se refere a
quantidade dos erros de classificacdo, pois ocorreu diminuicdo de um erro no conjunto de
treinamento e de quatro erros no conjunto de teste. Esse episddio possivelmente aconteceu
porque as varidveis selecionadas pelo GA foram diferentes das escolhidas pelo SPA e
provavelmente continham outras informacGes, as quais facilitaram a distin¢cdo entre as

amostras no conjunto de teste e dificultaram no conjunto de treinamento.

Classificacdo KNN

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos nas técnicas SPA-LDA e GA-LDA,
aplicou-se o algoritmo KNN ao conjunto de amostras. Para tanto, construiu-se 0 modelo com
a faixa espectral de trabalho (1.950 a 2.500 nm) e comparando-se a distancia das amostras do
conjunto de teste, com as amostras de cada uma das classes do conjunto de treinamento.
Dessa forma, uma dada amostra de medicamento foi considerada como pertencente a uma das
classes (G1, G2 ou R) que apresentasse 0 maior numero de seus vizinhos mais proximos.

Para validacéo cruzada do modelo utilizou-se o conjunto de treinamento e foram feitos
testes com até 30 vizinhos mais proximos, obtendo-se o melhor resultado com a utilizagdo de
apenas um vizinho, pois 100 % das amostras foram classificadas com sucesso (Figura 5A).

Para o conjunto de teste foram avaliados até 15 vizinhos mais proximos, sendo o
melhor resultado obtido com cinco vizinhos, pois 0 modelo apresentou apenas nove erros de

classificacdo, o que representa uma taxa de classificacéo correta de 80 % (Figura 5B).

Figura 5. Erros de classificagdo no KNN: paras as amostras do conjunto de treinamento (A);
para as amostras do conjunto de teste (B)
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O método KNN promoveu a separacao entre as trés classes de medicamentos (G1, G2
e R), possibilitando uma futura distincdo entre produtos pertencentes a medicamentos de
referéncia ou genérico, de possiveis produtos falsificados. Segundo Berrueta; Alonso-Salces
& Héberger (2007), essa técnica permite a classificagdo de amostras com qualidade
semelhante as outras técnicas de reconhecimento de padréo.

Concluséao

A espectroscopia NIR associada a métodos quimiométricos provou ser uma técnica
répida, de baixo custo, que nao gera residuos poluentes e é til para anélises que envolvam
medicamentos.

Os resultados alcancados comprovam a viabilidade dos modelos SPA-LDA, GA-LDA
e KNN para classificar medicamentos de referéncia e genéricos que contenham paracetamol e
cafeina, 0o que possibilita uma futura diferenciacdo entre produtos com qualidade dos
falsificados.

Comparando-se as técnicas quimiométricas utilizadas a GA-LDA foi a de melhor
aplicabilidade, pois apresentou o menor nimero de erros de classificacdo, utilizando menos

variaveis para construcao do modelo.

Referéncias

AMES, J.; SOUZA, D.Z. Falsificagdo de medicamentos no Brasil. Revista de Saude Publica,
vol.46, n.1, p.154-159, 2012.

ARAUJO, M.C.U.; SALDANHA, T.C.B.; GALVAO, R.K.H.; YONEYAMA, T.; CHAME,
H.C.; VISANI, V. The successive projections algorithm for variable selection in
spectroscopic multicomponent analysis. Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems,
vol.57, p.65-73, 2001.

BERRUETA, L.A.; ALONSO-SALCES, R.M.; HEBERGER, K. Supervised pattern
recognition in food analysis. Journal of Chromatography A, vol.1158, p.196-214, 2007.

BIKIARIS, D.; KOUTRI, I.; ALEXIADIS, D.; DAMTSIOS, A.; KARAGIANNIS, G. Real
time and non-destructive analysis of tablet coating thickness wusing acoustic
microscopy and infrared diffuse reflectance spectroscopy. International Journal of
Pharmaceutics, vol.438, p.33-44, 2012,

BOYER, C.; GAUDIN, K.; KAUSS, T.; GAUBERT, A.; BOUDIS, A.; VERSCHELDEN, J.;
FRANC, M.; ROUSSILLE, J.; BOUCHER, J.; OLLIARO, P.; WHITE, N. J.; MILLET, P.;
DUBOST, J.-P. Development of NIRS method for quality control of drug
combination artesunate—azithromycin for the treatment of severe malaria. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol.67-68, p.10-15, 2012.



56

CORDEIRO, G.A.; PERALTA-ZAMORA, P.; NAGATA, N.; PONTAROLLO, R.
Determinacdo de misturas de sulfametoxazol e trimetoprima por espectroscopia eletronica
multivariada. Quimica Nova, vol.31, n.2, p.254-260, 2008.

CORREIA, P.R.M.; FERREIRA, M.M.C. Reconhecimento de padrées por métodos ndo
supervisionados: explorando procedimentos quimiométricos para tratamento de dados
analiticos. Quimica Nova, vol.30, n.2, p.481-487, 2007.

COSTA FILHO, P.A.; POPPI, R.J. Algoritmo genético em quimica. Quimica Nova, vol.22,
n.3, p.405-411, 1999.

CRUZ, J.; BLANCO, M. Content uniformity studies in tablets by NIR-CI. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol.56, p.408-412, 2011.

DE BARROS NETO, B.; SCARMINIO, LS.; BRUNS, R.E. 25 anos de quimiometria no
Brasil. Quimica Nova, vol.29, n.6, p.1401-1406, 2006.

DE SOUZA, AM.; BREITKREITZ, M.C.; FILGUEIRAS, P.R.; ROHWEDDER, JJ.R;
POPPI, R.J. Experimento didatico de quimiometria para calibragdo multivariada na
determinacdo de paracetamol em comprimidos comerciais utilizando espectroscopia no
infravermelho proximo: um tutorial, parte 1l. Quimica Nova, vol.36, n.7, p.1057-1065,
2013.

DE SOUZA, A.M.; POPPI, R.J. Experimento didatico de quimiometria para analise
exploratoria de Oleos vegetais comestiveis por espectroscopia no infravermelho médio e
analise de componentes principais: um tutorial, parte I. Quimica Nova, vol.35, n.1, p.223-
229, 2012.

DECONINCK, E.; SACRE, P.Y.; COOMANS, D.; DE BEER, J. Classification trees based on
infrared spectroscopic data to discriminate between genuine and counterfeit medicines.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol.57, p.68-75, 2012.

GODOY, H.R.V.; GONCALVES, F.B.; MORAES, C.F. Associagdo de cafeina ao
paracetamol no tratamento da dor. Revista de Medicina e Saude de Brasilia, vol.1, n.3,
p.169-173, 2012.

HENNIGAN, M.C.; RYDER, A.G. Quantitative polymorph contaminant analysis in tablets
using Raman and near infra-red spectroscopies. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, Vol.72, p.163-171, 2013.

HOLZGRABE, U.; MALET-MARTINO, M. Analytical challenges in drug counterfeiting and
falsification — The NMR approach. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
vol.55, p.679-687, 2011.

KHANMOHAMMADI, M.; SOLEIMANI, M.; MOROVVAT, F.; GARMARUDI, A. B;
KHALAFBEIGI, M.; GHASEMI, K. Simultaneous determination of paracetamol and
codeine phosphate in tablets by TGA and chemometrics. Thermochimica Acta, vol.530,
p.128-132, 2012.



57

LIMA, K.M.G.; RAIMUNDO JR., I.LM.; SILVA, AM.S.; PIMENTEL, M.F. Sensores 6pticos
com deteccdo no infravermelho préximo e médio. Quimica Nova, vol.32, n.6, p.1635-
1643, 20009.

LOURENCAO, B. C.; MEDEIROS, R. A.; ROCHA-FILHO, R. C.; MAZO, L. H;
FATIBELLO-FILHO, O. Simultaneous voltammetric determination of paracetamol and
caffeine in pharmaceutical formulations using a boron-doped diamond electrode. Talanta,
vol.78, p.748-752, 2009.

MELO, C.AD.; SILVA, P, GOMES, AA. FERNANDES, D.D.S.; VERAS, G;
MEDEIROS, A.C.D. Classification of Tablets containing dipyrone, caffeine and
orphenadrine by near infrared spectroscopy and chemometric tools. Journal of the
Brazilian Chemical Society, vol.24, n.6, p.991-997, 2013.

ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Medicamentos falsificados: Diretrizes para
desenvolvimento de medidas de combate a medicamentos falsificados. Brasilia, 2005.

OTTO, M. Chemometrics: statistics and computer application in analytical chemistry, 2 ed.,
Weinheim, Wiley-VCH, 2007, caps.1 e 5.

RINNAN, A.; VAN DEN BERG, F.; ENGELSEN, S.B. Review of the most common pre-
processing techniques for near-infrared spectra .Trends in Analytical Chemistry, vol.28,
n.10, 2009.

ROGGO, Y.; CHALUS, P.; MAURER, L.; LEMA-MARTINEZ, C.; EDMOND, A.; JENT,
N. A review of near infrared spectroscopy and chemometrics in pharmaceutical
technologies. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol.44, p.683-700,
2007.

SOARES, A.S.: GALVAO, R.K.H.; ARAUJO, M.C.U.; SOARES, S.F.C.; PINTO, L.A.
Multi-Core computation in chemometrics: case studies of voltammetric and NIR
spectrometric analyses. Journal of the Brazilian Chemical Society, vol.21, n.9, p.1626-
1634, 2010.

SOUZA, J.AL.; ALBUQUERQUE, M.M.; GRANGEIRO JR, S.; PIMENTEL, M.F;
SANTANA, D.P.; SIMOES, S.S. Quantification of captopril disulphide as a degradation
product in captopril tablets using near infrared spectroscopy and chemometrics.
Vibrational Spectroscopy, vol.62, p.35-41, 2012.

TAVARES, C.; SAKATA, R.K. Caffeine in the Treatment of Pain. Revista Brasileira de
Anestesiologia, vol.62, n.3, p.387-401, 2012.

VIEIRA, F.P.; REDIGUIERI, C.F.; REDIGUIERI, C.F. A regulagdo de medicamentos no
Brasil. Porto Alegre: Artmed, 2013, cap.23.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993609001629
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993609001629
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165993609001629

58

XAVIER, M.P.; SOUSA, S.F. Andlise do teor de &cido acetilsalicilico 100mg em
comprimidos comercializados no municipio de Gurupi-TO. Revista Amaz6nia, vol.1, n.3,
p.35-42, 2013.

XIAOBO, Z.; JIEWEN, Z.; POVEY, M.J.W.; HOLMES, M.; HANPIN, M. Variables
selection methods in near-infrared spectroscopy. Analytica Chimica Acta, vol.667, p.14-32,
2010.



59

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho alcangou os objetivos pretendidos ao conseguir discriminar
amostras de medicamentos analgésicos que continham paracetamol e cafeina, a partir da
associagdo da Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e da Espectroscopia no
Infravermelho Proximo (NIR) a quimiometria. Dessa forma, fica viabilizada uma futura
diferenciacdo entre medicamentos contendo esses analgésicos e que estejam dentro dos
padrdes de qualidade, daqueles possivelmente falsificados.

A andlise dos resultados obtidos permitiu inferir que as técnicas DSC e NIR
associadas a métodos quimiométricos sdo alternativas eficientes ao uso da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com a vantagem de alcancarem resultados com rapidez,
baixo custo e sem geracdo de residuos poluentes, o que torna vidvel a utilizacdo dessas
técnicas para agilizar o controle da qualidade nas industrias farmacéuticas, bem como, para
auxiliar os d6rgaos de fiscalizacdo na deteccdo rapida de adulteracGes em medicamentos.

Por fim, torna-se indispensavel destacar que a ampliacdo do conhecimento sobre os
métodos quimiométricos na area farmacéutica faz-se necessario, para permite a utilizacdo de
outras técnicas que também sejam ageis e eficientes, com o intuito de reduzir os riscos de
intoxicacdo ou ineficacia terapéutica, provocadas pelas preparacGes farmacéuticas cujo

controle da qualidade n&o foi eficiente.



