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RESUMO

O baclofeno, um relaxante muscular vital para o tratamento de espasmos musculares em
condicBes neuromusculares, pode sofrer adulteracdes que comprometem sua eficacia e
seguranca. Este estudo propés uma metodologia para a classificacdo do baclofeno,
empregando espectrometria NIR e técnicas quimiométricas. A anéalise envolveu 43 lotes
distintos (23 ndo vencidos e 20 vencidos) com a coleta de espectros frente e verso de
cada comprimido. Para criar um modelo de classificacdo entre comprimidos vencidos e
ndo vencidos, foi utilizado o DD-SIMCA como técnica quimiomeétrica, resultando na
criacdo de um modelo global eficiente, com énfase no prazo de validade em detrimento
da marca. O pré-processamento de normalizacdo aprimorou ainda mais a separacao
entre medicamentos vencidos e ndo vencidos. A anélise detalhada demonstrou que o
modelo DD-SIMCA ¢ robusto na discriminacdo, mantendo alta sensibilidade,
especificidade e eficiéncia global em 100%, independentemente da técnica de pré-
processamento utilizada. A investigacdo dos processos de degradacdo forcada por
temperatura e radiacdo, com a utilizacdo da espectrometria de massa na identificacdo de
produtos de degradacdo, revelou padrbes distintos entre comprimidos vencidos e ndo
vencidos. A conducdo da Anélise de Componentes Principais (PCA) nesses processos
evidenciou uma clara distingdo entre medicamentos vencidos e ndo vencidos,
identificando variacbes moleculares significativas durante a degradacdo térmica, com
padrGes especificos entre as duas categorias de medicamentos. Esses resultados
contribuem significativamente para a compreensdo do desempenho do DD-SIMCA na
analise de medicamentos e na avaliacdo da estabilidade em diferentes condicdes,
fornecendo uma base sélida para futuras melhorias e validacbes do modelo, essenciais
para garantir a qualidade e seguranca dos medicamentos.

Palavras-chave: quimiométricas; NIR; baclofeno; espectroscopia; classificacao.



ABSTRACT

Baclofen, a muscle relaxant vital for treating muscle spasms in neuromuscular
conditions, can undergo adulterations that compromise its effectiveness and safety. This
study proposed a methodology for classifying baclofen, using NIR spectrometry and
chemometric techniques. The analysis involved 43 different batches (23 unexpired and
20 expired) with the collection of front and back spectra of each tablet. To create a
classification model between expired and unexpired tablets, DD-SIMCA was used as a
chemometric technique, resulting in the creation of an efficient global model, with an
emphasis on shelf life to the detriment of the brand. Normalization preprocessing
further improved the separation between expired and non-expired medications. The
detailed analysis demonstrated that the DD-SIMCA model is robust in discrimination,
maintaining high sensitivity, specificity, and a global efficiency of 100%, regardless of
the pre-processing technique used. The investigation of the forced degradation
processes by temperature and radiation, with the use of mass spectrometry to identify
degradation products, revealed distinct patterns between expired and non-expired
tablets. Conducting Principal Component Analysis (PCA) in these processes
demonstrated a clear distinction between expired and non-expired medications,
identifying significant molecular variations during thermal degradation, with specific
patterns between the two categories of medications. The performance of DD-SIMCA in
drug analysis and stability assessment under different conditions provides a solid basis
for future improvements and validations of the model, essential to ensuring the quality
and safety of drugs.

Keywords: chemometrics; NIR. baclofen; spectrometry; classification.
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INTRODUCAO

A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) tem desempenhado um
papel fundamental na pesquisa cientifica e na industria farmacéutica. Essa técnica
analitica baseia- se na interacdo da luz com as vibracdes moleculares, oferecendo uma
abordagem répida, ndo destrutiva e versatil para a analise de uma variedade de
amostras (REICH,2016). No contexto da industria farmacéutica, o NIR tem se
destacado como uma ferramenta essencial em diversas fases do processo de
desenvolvimento e producdo de medicamentos (GEORGE, 2021).

Uma das principais vantagens do NIR € a sua capacidade de fornecer
informagdes em tempo real, permitindo o monitoramento continuo de parametros
criticos durante a producdo farmacéutica. Isso contribui para a melhoria da eficiéncia
dos processos, a reducao de custos e a garantia da qualidade dos produtos finais (PU et
al.,2020). Desta forma, a analise instantanea de componentes ativos, de excipientes e de
impurezas possibilita ajustes imediatos, o que permite minimizar a producdo de lotes
fora das especificagdes (GUMIENICZEK et al.,2018).

Além disso, o NIR é uma ferramenta valiosa na pesquisa de novos
medicamentos, permitindo a analise rapida e precisa de formulacdes em estagios
iniciais de desenvolvimento. A capacidade de analisar amostras complexas sem a
necessidade de preparacdo extensiva é crucial, acelerando o processo de tomada de
decisbes e permitindo que os pesquisadores foquem mais na inovacao e na melhoria de
formulagdes (COGIDILL et al., 2005).

Dentre os medicamentos que podem ser estudados utilizando espectroscopia
NIR destacam-se aqueles a base de baclofeno, amplamente utilizados no tratamento de
espasmos musculares e dores neuroldgicas. Este farmaco é crucial no arsenal
terapéutico disponivel comercialmente, proporcionando alivio para pacientes que
enfrentam disturbios neuromusculares (SOUSA et al., 2021). Sua acdo baseia-se na
modulacdo de receptores especificos do sistema nervoso, gerando efeitos relaxantes
que atenuam espasmos e rigidez muscular. Mas condi¢cbes de armazenamento ou
producdo inadequada comprometem a eficacia do baclofeno, levando a persisténcia da
dor e possiveis aumentos de dosagem, acarretando efeitos adversos.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho € desenvolver um modelo de classificacdo
eficiente para amostras de baclofeno visando diferenciar amostras vencidas das néo

vencidas, usando espectroscopia NIR e DD-SIMCA como técnica quimiométrica.



1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo de classificacdo eficiente de identificacdo de amostras
degradadas e ndo degradadas de baclofeno utilizando espectrometria do infravermelho

proximo (NIR) e DD-SIMCA como técnica quimiométrica.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a)  Aplicar DD-SIMCA como técnica quimiométrica para construir modelos

de classificacdo de amostras de baclofeno para diferenciar amostras degradadas das ndo

degradadas.

b)  Avaliar a eficicia dos modelos de classificacdo construidos, comparando

os resultados obtidos com os valores reais das amostras de baclofeno.

c) Estudar a degradacdo forcada do baclofeno por temperatura e radiacdo

ultravioleta utilizando espectrometria de massa.



2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 BACLOFENO
O farmaco baclofeno é um medicamento utilizado com frequéncia para o

tratamento espasticidade, uma condi¢do que é caracterizada por sucessivas contracoes
musculares involuntéarias e rigidas que pode ser associada a lesdes no sistema nervoso
central, como a esclerose multiplas, acidente vascular cerebral, lesées medulares, entre
diversas outras (PINOT et al., 2018; CORELLI et al., 2016)).

O mecanismo de acdo do baclofeno se deve principalmente a sua capacidade de
atuar como um agonista dos receptores GABA-B de forma seletiva no sistema nervoso
central (OLSEN et al.,, 2021). O &cido gamma-aminobutirico, ou GABA, é um
neurotransmissor inibitério que desempenha um papel crucial na regulagdo da atividade
nervosa. Os receptores GABA-B sdo uma classe especifica de receptores encontrados
nas sinapses neurais, onde 0 GABA normalmente se liga. Quando o0 GABA se liga a
esses receptores, ocorre uma inibicao na transmiss@o dos sinais nervosos, resultando em
uma reducao da atividade nervosa (ABE et al., 2019; KENT et al., 2020).

Medicamentos a base de baclofeno estdo disponiveis em varias formulacdes,
incluindo comprimidos e solucdes orais, que sdo as formas de dosagem mais comuns
(REVOL et al., 2018). No entanto, em casos graves de espasticidade, especialmente
quando a administracdo oral é ineficaz ou causa efeitos colaterais indesejados, o
baclofeno pode ser administrado por meio de bombas intratecais. Nesse método, o
medicamento é diretamente infundido no espacgo intratecal da medula espinhal,
permitindo uma agdo mais eficaz e eficiente no controle da espasticidade (SHARMA et
al., 2021).

E fundamental destacar que o uso do baclofeno deve ser prescrito e
supervisionado por um profissional de satde qualificado, que avaliara as necessidades e
caracteristicas individuais de cada paciente. Além disso, o tratamento com baclofeno
pode envolver ajustes de dosagem e monitoramento regular para garantir a eficacia e
minimizar possiveis efeitos colaterais (REYNOARD et al., 2020), visto que a
interrupcdo abrupta do tratamento ou doses inadequadas podem resultar em crises de
abstinéncia e agravamento dos sintomas (CARVILLE et al., 2022; BRUNET et al.,
2020).



22 ESTRUTURA QUIMICA, SOLUBILIDADE E FARMACOCINETICA
DO BACLOFENO

O Dbaclofeno, acido beta-p-clorofenilgama-aminobutirico, possui férmula
molecular C10H12CINO2 e massa molar de 213,66 g/mol (KENT et al., 2020). Sua
estrutura quimica aparenta-se com a do GABA, com um grupo funcional éacido
carboxilico (COOH) na segunda posicdo da cadeia butirica, consistindo em quatro
atomos de carbono e um grupo amina (NHz). Além disso, possui grupo fenil que contém
um atomo de cloro (Cl) na posicdo p- em relacdo ao grupo carboxilico (MALAPILE et
al., 2021; RAMESH et al., 2017).

Figura 1. Estrutura quimica do baclofeno

Cl

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O baclofeno é uma substancia que apresenta solubilidade em agua, o que é uma
caracteristica desejavel visto que torna o baclofeno adequado para ser formulado em
diversas formas de dosagem, como comprimidos, solucdes orais e até mesmo para uso
em bombas intratecais (YUE et al., 2017; IBRAHIM et al., 2020). Em termos da
farmacocinética de absorgéo do farmaco, o baclofeno possui meia-vida plasmatica de 3 a
4 horas (ALI et al.,2017). Este pardmetro desempenha um papel importante na

compreensdo de como o medicamento é processado pelo organismo (GHASEMIAN et



al., 2017) e influencia o uso clinico pois afeta a

frequéncia de dosagem, a eficécia e a gestdo clinica do medicamento (VARMA et al.,
2022; SIMON et al., 2018).

Essa eliminacdo relativamente rapida do baclofeno do organismo também
significa que os efeitos do medicamento podem ser de curta duracéo.
Consequentemente, a aderéncia a programacdo de dosagem prescrita é fundamental
para manter a eficacia do tratamento (CHEVILLARD et al.,2018; CHARTIER et al.,
2018).

2.3 PROCESSOS DE DEGRADACAO DO BACLOFENO

A estabilidade quimica do baclofeno € crucial para garantir a eficacia clinica e
a seguranca do tratamento. Entretanto, este farmaco é a degradagdo quimica que pode
ocorrer devido a diversos fatores ambientais, quimicos ou biolégicos por meio da
exposicdo a luz, temperatura e umidade elevadas (ALVAREZ-ESMORIS et al., 2022).
Estes efeitos podem promover reacGes oxidacao, hidrolise e isomerizacdo, dentre
outras (MATTIAZZI et al., 2019) e comprometem a estabilidade do farmaco, a
eficacia terapéutica e a seguranca do medicamento (SALIM et al, 2018).

A degradacdo do medicamento pode ocorrer em varias etapas ao longo da vida
atil de um farmaco, mas é especialmente relevante durante a producdo e o
armazenamento do medicamento (ROBINIK et al., 2019; (ALVARENGA JUNIOR et
al.,2019). A influéncia dessa degradacdo no prazo de validade do medicamento é
significativa, pois, a medida que ocorre a degradacdo, a concentracdo do principio
ativo diminui, levando a uma perda de poténcia do medicamento (ADELEYE et al.,
2019; MOREIRA et al., 2020).

Portanto, condi¢cOes inadequadas de armazenamento pode reduzir
significativamente a vida atil do medicamento (SIMON et al., 2022) e, portanto, o
monitoramento rigoroso das condigdes ambientais séo essenciais para garantir que o
baclofeno mantenha sua eficacia ao longo do tempo, proporcionando resultados
terapéuticos consistentes e confidveis para os pacientes (SAITO et al., 2022;
ATASANOVA et al., 2022).

A umidade é um fator de extrema importancia na degradagdo de farmacos, pois
pode desencadear reacOes de hidrolise que afetam significativamente a estabilidade dos

medicamentos. A hidrolise é um processo quimico no qual as moléculas do farmaco
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reagem com a agua, resultando em modificacGes na sua estrutura quimica por quebra de
ligacOes (ROY et al., 2018). Essas modificagdes podem gerar produtos de degradagéo

que sdo frequentemente

inativos em termos terapéuticos ou, em alguns casos, até mesmo toxicos para o
organismo (SINGH et al., 2019; GRAF et al., 2018).

A temperatura é outro fator crucial no processo de degradacdo de farmacos.
Muitos farmacos podem sofrer degradacdo térmica e levar a perda de poténcia do
medicamento, tornando-o menos eficaz. Portanto, é fundamental manter medicamentos
em temperaturas adequadas durante o armazenamento e transporte (ARDILA et al.,
2021; NARAGINTI et al., 2019).

A radiacdo eletromagnética também desempenha um papel importante na
degradacdo de farmacos. Isso pode resultar na formacdo de produtos de degradacdo
indesejados e na perda de eficacia terapéutica. Ressalte-se que a fotodegradacdo é um
processo critico a ser considerado, especialmente no desenvolvimento e na estabilidade
de medicamentos (PASCHALLIS et al., 2016). Quando fotossensiveis as moléculas do
farmaco podem sofrer rea¢fes quimicas que levam a quebra das ligagGes quimicas. O
resultado é a formacdo de produtos de degradacao que nao apenas torna o medicamento
menos eficaz, mas também podem ser prejudiciais a saude do paciente (ATANASOVA
et al., 2022; KRAUSE et al., 2019; SANCHES-NETO et al., 2023).

Vale destacar que a degradacdo de farmacos também pode levar a formacéo de
produtos de degradacdo que sdo potencialmente toxicos para o organismo. Esses
produtos de degradacdo podem desencadear efeitos colaterais indesejaveis e
prejudiciais, colocando em risco a seguranca do paciente (NEJADNIK et al., 2018). Em
alguns casos, a exposicdo a produtos de degradacdo tdxicos pode causar efeitos
adversos graves, requerendo intervencdo médica adicional e, em casos extremos,
representando riscos a vida (APAZA-BEDOYA et al., 2018).

Portanto, o conhecimento das caracteristicas de degradacdo de cada
medicamento € fundamental para garantir que as medidas apropriadas de protecédo
sejam implementadas, promovendo a eficécia terapéutica e a seguranca dos tratamentos
farmacéuticos (BLONDE et al., 2018; FUJIOKA et al., 2012). Além disso, a
instabilidade dos medicamentos tambem pode dificultar a padronizacdo e

previsibilidade dos tratamentos. 1sso é especialmente relevante no contexto da pesquisa
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clinica e do desenvolvimento de medicamentos, onde a variabilidade na estabilidade
pode influenciar os resultados dos ensaios clinicos e tornar mais desafiadora a avaliagdo
da eficécia e seguranca dos medicamentos (BONCIARELLI et al., 2021; SCHEPEL et
al., 2019; YILMAZ et al., 2022; NGUYEN et al., 2015; ELLEPOLA et al., 2019).

2.4 TECNICEAS ANALITICAS PARA AVALIAGAODOS PROCESSOS DE
DEGRADACAO

As técnicas analiticas desempenham um papel fundamental na avaliacdo da
degradacéo de farmacos e sdo essenciais para garantir a qualidade, eficacia e seguranca
dos medicamentos ao longo do tempo. Essas técnicas permitem a identificacéo,
quantificacdo e caracterizacdo de produtos de degradacdo. Neste sentido, as técnicas
analiticas mais comuns usadas na avaliacdo de degradacao de farmacos (RIZZARELLI
etal., 2019; RAFALSKYN et al., 2022) estdo apresentadas abaixo.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) € uma técnica amplamente utilizada na andlise
de produtos farmacéuticos. Ela permite separar e quantificar os componentes de uma
amostra, incluindo os produtos de degradacdo. A HPLC é altamente sensivel e pode
detectar tracos de produtos de degradacdo, mesmo em pequenas quantidades (JAHANI
etal., 2021).

A espectroscopia de absor¢cdo molecular UV-Vis é usada para analisar como a
absorcdo de luz ultravioleta e visivel varia com a concentracdo e a estrutura das
substancias em uma amostra. Ela é especialmente Gtil na avaliacdo da exposicédo a luz,
permitindo a deteccdo de degradacdo fotoquimica em medicamentos sensiveis a luz
(MANTELE et al., 2017).

A espectrometria de massa (MS, do inglés Mass Spectrometry) é uma técnica
poderosa para a identificagcédo e caracteriza¢do de produtos de degradacdo. Ela fornece
informagdes precisas sobre as massas moleculares das substancias presentes em uma
amostra, permitindo a identificacdo de compostos desconhecidos ou produtos de
degradacdo (BUCHBERGER et al., 2018). A cromatografia gasosa (CG, do inglés
Gas Chromatography) é usada principalmente para analisar compostos volateis.
Embora seja menos comum na analise de produtos farmacéuticos, a GC pode ser (til
para a deteccdo de impurezas volateis ou produtos de degradacdo em determinadas
formulacGes (SARTORE et al., 2022).



A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN, do Nuclear magnetic resonance) é
uma técnica analitica que fornece informagdes detalhadas sobre a estrutura molecular
de compostos. Embora ndo seja tdo comum quanto outras técnicas, a RMN pode ser
usada para caracterizar produtos de degradacdo em casos especificos (ZOPES et al.,
2018). Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) é uma técnica ndo invasiva
que permite analises em tempo real sem a necessidade de preparacdo da amostra. Ela é

atil na monitorizacdo da degradacdo durante o armazenamento (AFARA et al., 2021).

As técnicas analiticas ndo apenas ajudam na deteccdo de produtos de
degradacdo, mas também fornecem informac6es valiosas sobre as vias de degradacéo,
0s mecanismos envolvidos e os parametros criticos que afetam a estabilidade do
medicamento. Compreender e aplicar essas técnicas € crucial para o desenvolvimento,
controle de qualidade e estudo de estabilidade de produtos farmacéuticos, garantindo
que 0s pacientes recebam tratamentos seguros e eficazes. Elas desempenham um papel
fundamental na conformidade com regulamentacGes rigorosas e na manutencdo dos
padrdes de qualidade na industria farmacéutica (GOROG et al., 2016).

Em relacdo a classificacdo de farmacos em termos de prazo de validade é
crucial compreender que a confianca estrita no rétulo pode ser limitada, uma vez que o
prazo indicado reflete uma previsao baseada na suposicdo de que o armazenamento foi
adequado e as condi¢bes ambientais foram mantidas dentro dos parametros
recomendados (ZILKER et al., 2019). Em muitos casos, a estabilidade dos farmacos ao
longo do tempo é afetada por diversos fatores, sendo essencial considerar as técnicas
analiticas ja mencionadas para uma avaliacdo mais precisa (CHELCEA et al., 2022).

Neste sentido, a espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR, do inglés
"Near Infrared") é uma alternativa viavel e de baixo custo para analise de parametros
de qualidade e de avaliagdo de degradacdo de farmacos, com possivel monitoramento
em tempo real de pardmetros criticos durante a producdo farmacéutica
(CARRUTHERS et al., 2020).

2.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)
A espectroscopia NIR € uma técnica analitica que explora a regido do espectro

eletromagnético na faixa de comprimento de onda entre 780 e 2500 nm. A base da
técnica NIR estd na absorcéo, dispersdo e reflexdo da luz nessa faixa de comprimentos
de onda pelas moléculas presentes na amostra. Essas interagdes estdo diretamente

relacionadas as vibragdes de ligaces quimicas moleculares (RICCIARDI et al., 2019;
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PASQUINI et al., 2018). Portanto, quando a luz passa pela amostra, as moléculas
absorvem energia em frequéncias que sdo caracteristicas de sua composicao
(FERNANDES et al., 2018; NICHOLSON et al., 2021; PHIRI et al., 2018; PASQUINI
et al., 2018). Assim, esta técnica desempenha um papel fundamental na garantia de
qualidade, controle de processos e descoberta em vérias areas da ciéncia e da industria
(MATEUS et al., 2022; CHOU et al., 2019).

A espectroscopia NIR destaca-se € valorizada por sua capacidade de fornecer
informacgdes rapidas e ndo destrutivas sobre a composi¢do de amostras, tornando-a
essencial para o controle de qualidade, pesquisa e desenvolvimento de produtos e
processos industriais (CORTES et al., 2019; ZAREEF et al., 2020). Isso significa que é

possivel analisar substancias

sem alterar suas propriedades fisicas ou quimicas, o que a torna altamente vantajosa em
uma ampla variedade de campos (UEDA et al., 2019). Além disso, essa técnica ndo
requer preparacdo complexa de amostras e oferece informacBes tanto quantitativas
quanto qualitativas (GHEGUIANI et al., 2020), contribuindo para o controle de
qualidade, a reducdo de residuos e custos, e permitindo analises in situ e in-line (BEC et
al., 2019).

No contexto da degradacdo, a espectroscopia NIR permite identificar e
monitorar alteracGes moleculares decorrentes de condi¢bes ambientais adversas,
possibilitando a identificacdo de produtos de degradacdo e a analise da cinética do
processo (ZHANG et al.,2019). Além disso, no cenério da classificacdo de farmacos, o
NIR tem sido empregado para diferenciar lotes, verificar a autenticidade e monitorar a
qualidade de produtos farmacéuticos. A técnica é capaz de distinguir entre diferentes
formulacGes, concentragdes e formas farmacéuticas, fornecendo informagdes valiosas

sobre a uniformidade e integridade do medicamento (FONTES et al.,2021).

Entretanto, a capacidade resolutiva da espectroscopia NIR sé é possivel quando
técnicas quimiometricas, que utilizam ferramentas matematicas e estatisticas, sao
utilizadas. Esta necessidade € imperiosa visto que os espectros NIR sdo complexos e
associados a bandas de sobretons e de combinagfes de bandas espectrais

fundamentais.
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2.6 QUIMIOMETRIA
Quimiometria ¢ uma é&rea interdisciplinar que se concentra na aplicacdo de

métodos matematicos, estatisticos e computacionais para analisar, interpretar e extrair
informacdes de dados quimicos complexos. Ela desempenha um papel fundamental em
varias areas da quimica e € essencial para a pesquisa, desenvolvimento de produtos e
controle de qualidade em muitas industrias (BRERETON et al., 2018). A principal
premissa da quimiometria € lidar com a natureza multivariada dos dados quimicos.
Muitas vezes, 0s conjuntos de dados quimicos envolvem mdaltiplas variaveis que estao
inter-relacionadas, tornando a analise tradicional insuficiente (SALONEN et al., 2019).
A quimiometria permite a analise conjunta dessas variaveis, identificando padrdes,

tendéncias e informagdes ocultas nos dados (GRANATO et al., 2018).

Dentro da quimiometria, vérias técnicas sao empregadas, incluindo a anélise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis), regressdo
linear multivariada (MLR, do inglés Multiple Linear Regression), regressao por
minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Square) e Modelagem Independente e
Flexivel por Analogia de Classes (SIMCA, do inglés Soft Independent Modeling of

Class Analogy). Cada uma dessas

técnicas tem aplicacdes especificas, como a reducdo da dimensionalidade dos dados,
modelagem de relacBes entre varidveis e agrupamento de amostras semelhantes
(PEREIRA et al., 2022), dentre outros procedimentos.

A quimiometria é amplamente usada em andlises espectroscépicas, como a
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), cromatografia, espectrometria de
massa, entre outras. Além disso, ela desempenha um papel crucial na industria
farmacéutica, alimenticia, petroquimica e em muitos outros setores, garantindo a
qualidade dos produtos, otimizando processos e facilitando a tomada de decisdes
informadas (PEREZ-DIAZ et al., 2021).

Modo geral, a Quimiometria pode ser classificada em trés grandes grupos de
métodos, sendo um deles a calibragdo multivariada, que tem como objetivo a
determinacdo quantitativa de propriedades e/ou concentracdo de analitos. O segundo
grande conjunto de técnicas quimiométricas envolve o planejamento e a otimizacéo de
experimentos. E, por fim, os métodos de reconhecimento de padrbes, que tem a

finalidade de identificar similaridades e dissimilaridades entre amostras para permitir
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uma visdo panoramica da relacdo entre amostras ou para classificar as amostras em

grupos especificos.

2.7 TECNICAS DE RECONHECIMENTO DE PADROES
As técnicas de reconhecimento de padrdes sdo um campo fundamental da

aprendizagem de maquina e da inteligéncia artificial. Essas técnicas tém como objetivo
extrair informagfes valiosas a partir de dados complexos, identificando padrdes,
relacdes e tendéncias. O reconhecimento de padrdes é amplamente utilizado em diversas
areas, incluindo processamento de imagens, visdo computacional, processamento de

linguagem natural, diagnéstico médico e muito mais (ANSARI et al., 2017).

Existem varias abordagens para o reconhecimento de padr@es, e essas técnicas
podem ser classificadas em duas categorias principais: supervisionadas e nao

supervisionadas.

a) Reconhecimento N&o Supervisionado de Padrdes: Nesse caso, o algoritmo
ndo recebe informacdes prévias sobre as categorias ou classes dos padrbes. Ele é
projetado para encontrar padrdes intrinsecos ou estruturas ocultas nos dados sem
orientacdo externa (OLIVERI et al.,2019). O objetivo € descobrir agrupamentos
naturais nos dados ou representacGes latentes que ajudem na compreensdo das
informacdes (CELEBI et al.,2016).

b) Reconhecimento Supervisionado de Padrfes: Nesse cenario, o algoritmo é
treinado com um conjunto de dados que ja contém exemplos rotulados. Isso
significa que o modelo é fornecido com informac@es claras sobre as classes

ou categorias as quais 0s padrdes

pertencem (VILLALON et al.,2018). O algoritmo aprende a associar os padroes aos
rotulos e, em sequida, pode ser usado para classificar novos padrées com base no
aprendizado anterior (LOYOLA-GONZALEZ et al.,2020; MENEGHETTI et al.,2016).

O reconhecimento de padroes é usado em diversas aplicacdes, desde a
classificacdo de objetos em imagens e a deteccdo de fraudes em transagdes financeiras
até a analise de sentimento em textos e a previsdo de tendéncias de mercado. Essas
técnicas desempenham um papel crucial na extracdo de informacdes Uteis a partir de
grandes volumes de dados e no apoio a tomada de decisbes em uma ampla variedade de
dominios (ANSARI et al.,2017).
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2.7.1 Analise por componentes principais
A PCA é uma técnica quimiométrica que desempenha um papel fundamental na

reducdo de dimensionalidade e na analise de dados multivariados. Essa abordagem visa
simplificar conjuntos de dados complexos, identificando as principais direcdes de
variabilidade nos dados (GIULIANI et al., 2017).

Em sua esséncia, a PCA transforma as varidveis originais em um novo conjunto
de variaveis, os chamados "componentes principais”, que sdo combinacdes lineares das
variaveis originais (Y1 et al., 2019). A ideia é que a primeira componente principal
capture a maior parte da variabilidade nos dados, a segunda componente principal
capture a variabilidade restante, e assim por diante. 1sso permite representar os dados de
maneira mais compacta, mantendo as informacgdes mais importantes (PANDIT et al.,
2020).

A PCA é frequentemente usada para visualizar dados complexos em um espaco
bidimensional ou tridimensional, o que facilita a compreensdo das relacfes entre as
observacdes. Além disso, a reducdo de dimensionalidade proporcionada pela PCA pode
melhorar o desempenho de técnicas de aprendizado de maquina, uma vez que elimina o

excesso de ruido e redundancia nos dados (CROUX et al., 2018).

E importante mencionar que a PCA é uma técnica ndo supervisionada, o que
significa que ndo leva em consideracdo rétulos de classe ou categorias. Ela busca as
direcdes de maxima variabilidade nos dados, sem se importar com a interpretacdo das
variaveis originais (RERIS et al., 2015). Além de sua aplicacdo em reducdo de
dimensionalidade e visualizacao de dados, a PCA é usada em muitos campos, incluindo
biologia, economia, engenharia e ciéncias sociais. E uma ferramenta versatil e poderosa
para explorar e compreender a estrutura subjacente em conjuntos de dados complexos
(WU et al., 2018).

2.7.2 Modelagem suave e independente por analogia de classes

O método SIMCA foi proposto por Wold (PONTES, 2009). E utilizado para
classificar amostras em um conjunto de dados com alta dimensionalidade. O SIMCA
usa 0s componentes principais para localizar as amostras nessa rede multidimensional,
onde tal espaco fica delimitado pela construgdo do modelo PCA para cada classe de
amostras. A amostra tida como “amostra alvo” sera classificada como pertencente a

classe previamente modelada, levando em consideragcdo que essa amostra apresenta
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caracteristicas que permitam ser inserida na rede multidimensional que foi previamente
construida (FERNANDES, 2013).

A reducédo de dimensionalidade é uma das caracteristicas marcantes do SIMCA
e tem implicacGes significativas na eficacia da analise. Em esséncia, o SIMCA busca
simplificar o modelo, concentrando-se nas variaveis mais relevantes (NEVES et al.,
2020). Isso ndo apenas torna a analise mais gerencidvel do ponto de vista
computacional, mas também elimina o excesso de informac6es que podem obscurecer
0s padrdes subjacentes nos dados. O resultado € um modelo mais eficiente e

interpretagdo mais clara das informagdes.

Uma técnica derivada do SIMCA, que se baseia em conceito de classificacdo
por uma Unica classe, é o DD-SIMCA (Data-Driven SIMCA) (GOMES et al., 2021).
Essa abordagem combina elementos da técnica SIMCA com a flexibilidade de projetar
modelos diretamente de acordo com os dados em questdo (PINTO et al., 2022). O DD-
SIMCA ¢ particularmente Gtil em situacBes em que se deseja criar um modelo de
classificacdo robusto e preciso, mas a estrutura dos dados ndo se encaixa perfeitamente
em modelos tradicionais. Nesse cenadrio, o DD-SIMCA permite um projeto
personalizado do modelo, levando em consideracdo a natureza especifica do conjunto de
dados (MAQUINA et al., 2020).

Em suma, o DD-SIMCA, com sua reducdo de dimensionalidade e énfase na
validacdo, representa uma abordagem poderosa para a classificacdo de amostras em
categorias especificas com base em caracteristicas multivariadas (MOREIRA et al.,
2017). Essas caracteristicas ajudam a simplificar a analise, melhorar a eficiéncia
computacional e garantir que o modelo seja robusto e capaz de generalizar bem para
novos conjuntos de dados, tornando-o valioso em diversas aplicacGes, especialmente em

analises quimicas e espectroscépicas (MAZIVILA et al., 2020).

O DD-SIMCA encontra aplicacdo em diversas areas, incluindo a classificacéo
de amostras em categorias especificas com base em caracteristicas multivariadas. Isso €
relevante em cenarios como diagndstico médico, controle de qualidade industrial,
analise de alimentos e muito mais (FAQEERZADA et al.,2020).
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2 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS
O estudo em questdo envolveu a andlise de 43 amostras de Baclofeno de trés

marcas distintas (A, B e C). As amostras dentro do prazo de validade (23) foram
adquiridas em farmécias comerciais de Campina Grande e as demais (20 amostras)
foram gentilmente cedidas por usuérios que as mantiveram apds o prazo de validade.

3.2 AQUISICAO DOS ESPECTROS
Os espectros NIR no modo de reflectancia foram obtidos utilizando

espectrofotdbmetro InnoSpectra NIRS com porta-amostra de teflon, Figura 2. A regido
espectral de trabalho foi 901 a 1617 nm com 33 repeticdes em cada amostra nas duas
faces do comprimido. A resolucéo digital do equipamento foi de 228 pixels e a largura
de banda padrdo de 7,03 nm. Em cada lote de amostras selecionadas, foram coletados
seis comprimidos para realizacdo da analise. A escolha dessa quantidade foi feita
visando garantir a representatividade da amostra e reduzir possiveis variagdes entre 0s
comprimidos individuais, o que contribuiu para a obtengdo de resultados mais precisos

e confiaveis.

Figura 2. Imagem do Equipamento NIR Utilizado na Analise Espectroscépica

3.3 METODOS QUIMIOMETRICOS
A analise exploratdria foi conduzida usando o software Unscrambler versdo 9.7.



Todos os demais calculos foram realizados usando o software MATLAB versdo
R2009b. Os dados foram pré-processados utilizando o DATA _HAND_GUI e os

modelos quimiométricos de classificacdo utilizaram o programa DD-SIMCA.

3.3.1 Pré-processamento de Dados
Os dados brutos coletados foram submetidos a uma série de transformacdes

para melhorar a qualidade dos dados e remover efeitos indesejados. As técnicas de pré-
processamento utilizadas incluiram o SNV (do inglés, Standard Normal Variate),
MSC (do inglés, Multiplicative Scatter Correction), Baseline Correction (Offset,
Offset+Linear, Linear), Derivacdo com Savitzky-Golay (SG) nos Pontos 15, 17 e 19

com Polinémio de Primeira e Segunda Ordem.

3.3.2 Analise Exploratoria de Dados e Método de Classificacéo
A analise exploratoria utilizada foi PCA e o método de classificacdo foi o DD-

SIMCA. O conjunto de treinamento para a construcao dos modelos quimiométricos foi
composto por 75% das amostras da classe ndo vencidos (NV), enquanto o conjunto de
teste incluiu os restantes 25% de NV e todos os espectros dos comprimidos indicados
como vencidos.

Os modelos quimiométricos PCA e DD-SIMCA foram obtidos dos dados
brutos, ndo tratados, e dos dados pré-processados. Para construcdo do modelo DD-
SIMCA foi adotado o nivel de significancia de 0,05 para definicdo da area de
aceitacdo do modelo. A escolha do numero de componentes principais (PCs) foi obtida
analisando os valores da sensibilidade para o conjunto de treinamento, utilizando

validacdo cruzada completa, em funcdo do nimero de PCs adicionado ao modelo.

Para validar e testar os modelos quimiométricos DD-SIMCA foi utilizada
matrizes de confusdo, também conhecidas como tabelas de contingéncia. Estas tabelas
confrontam as classes verdadeiras das amostras com as classes estimadas pelos
modelos, revelando a extensdo da ocorréncia de verdadeiros positivos (VP), falsos
positivos (FP), verdadeiros negativos (VN) e falsos negativos (FN). A partir desses

dados, foram calculadas as figuras de mérito listadas abaixo:

i. Sensibilidade: corresponde a capacidade do modelo em estimar
corretamente a classe das amostras. E a razdo entre 0 nimero de amostras

reconhecidas corretamente pelo modelo e o numero total de amostras da
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classe modelada (VALDERRAMA et al., 2009).

ii. Especificidade: de modo semelhante a sensibilidade, corresponde a taxa de
verdadeiros negativos, ou seja, a capacidade do modelo em estimar
corretamente amostras que ndo pertencem a classe modelada (RIBEIRO et
al., 2010).

3.4 PROCESSO DE DEGRADACAO POR RADIACAO ULTRAVIOLETA
O processo de degradacéo acelerada por radiacéo foi conduzido em uma caixa

de material plastico, cuja superficie foi revestida por uma tinta fosca preta, Figura 3. Foi
utilizada uma lampada do tipo UV-C de 254 nm e 15 W de poténcia.

Os comprimidos foram retirados da embalagem primaria e dispostos em placas
de Petri de vidro dentro da caixa. Uma lampada foi posicionada no centro para permitir
que a radiacdo penetrasse em todos os pontos dos comprimidos. Dado o limitado
embasamento na literatura, foi decidido realizar testes em varios intervalos de tempo
para determinar uma metodologia precisa sobre o processo de degradacdo forgada por
radiacdo. Inicialmente, foram testados intervalos de 10, 30 e 60 minutos. Apés cada
intervalo, os espectros foram coletados e analisados para identificar possiveis produtos
de degradacdo. Seguindo esse procedimento, observou-se que ap6s 6 horas ja era
possivel detectar um processo de degradacdo através da analise dos espectros NIR

obtidos. Com base nesses resultados, toda a metodologia foi estabelecida.

Figura 3. Caixa de exposicdo acoplada com uma lampada ultravioleta de alta poténcia
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023

3.5 DEGRADAC}AO POR TEMPERATURA
Optou-se por empregar uma estufa como fonte de calor, devidamente ajustada

para uma faixa de temperatura especifica de 60°C, mantida por um periodo de 24 horas,
temperatura escolhida a partir da adaptacdo do experimento proposto por Saito et al.
(2022). E importante ressaltar que a mesma estufa foi utilizada de forma consistente ao
longo de todo o0 experimento, garantindo a uniformidade das condi¢des de temperatura.
Apbds o periodo de exposicdo a temperatura estabelecida, os espectros foram
novamente coletados e analisados para identificar quaisquer mudancgas ou produtos de
degradacdo que pudessem ter surgido durante o processo. Esse procedimento permitiu
uma avaliacdo precisa do efeito da temperatura sobre a estabilidade dos comprimidos,
contribuindo para a definicdo de parametros confiaveis para estudos futuros.
Posteriormente, realizou-se uma selecdo de 10 comprimidos de baclofeno
sendo 5 vencidos e 5 ndo vencidos das trés marcas do produto, provenientes de 10 lotes
distintos, com o escopo de assegurar a homogeneidade e a representatividade amostral.
Foram 6 comprimidos da marca A, 2 comprimidos da marca B e 2 comprimidos da
marca C. Cumpre ressaltar que os mesmos comprimidos utilizados na etapa anterior
foram empregados, sendo devidamente armazenados sob condigfes controladas,
visando a preservacao integral de suas propriedades fisicas e quimicas.
3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA DE INFUSAO DIRETA (DIMS)

A espectrometria de massa de infusdo direta (DIMS) foi empregada para
investigar as diferengas na composicdo molecular Baclofeno presente em comprimidos
dentro e fora do prazo de validade. O preparo da amostra compreendeu a dissolugéo de
um comprimido comercial contendo 10 mg Baclofeno (onde 10mg é o principio ativo
e 4mg os excipientes) em 5 ml de acetonitrila a 25° C, seguido por filtragem em filtro
de seringa de 0.22 pum. Na sequéncia, 500uL do filtrado foi diluido em 5 mL de
metanol, resultando uma solucdo com contracdo estimada de Baclofeno em 0.5
mg/mL. Para o procedimento de DIMS, as amostras foram acidificadas em 5% (v/v)

pela adicdo de &cido foérmico.

As amostras acidificadas foram entdo submetidas a DIMS, empregando um
espectrometro de massa com armadilha de ions LCQ™ Fleet (Thermo Scientific,

Waltham, MA, EUA). O método de deteccdo compreendeu ionizacgao por eletrospray
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de modo negativo (ESI), com varredura full scam na faixa de massa de 50 a 1000 m/z,
sob as condicOes apresentadas na Tabela 1:

Tabela 1.Configuracdes de operacao do espectrometro de massa.
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Parametro Valor/configuracéo
Volume de injecdo 100 pL
Taxa de infuséo 10 pL/min
Tens&o de pulverizacao 3.5 KV
Corrente do pulverizador 2.3 uA
Razdo de fluxo de gas de purga (N2) 20
Razéo de fluxo de gas auxiliar (H2) 5
Voltagem do capilar 34V
Temperatura do capilar 350 °C
Temperatura do tubo lens 90 Vv

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRE-TRATAMENTO DOS DADOS ESPECTRAIS
A analise dos espectros adquiridos diretamente do equipamento NIR é de

fundamental importancia para compreender a composicao e caracteristicas dos materiais
em estudo. A Figura 4 exibe o conjunto de espectros adquiridos diretamente do
equipamento NIR, abrangendo a extenséo espectral de 901 a 1617 nm.

Figura 4. Espectros brutos para a faixa de 901 a 1617 nm.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Posteriormente, procedeu-se ao pré-processamento dos dados dentro da faixa
das variaveis selecionadas. Em termos de derivacdo por SavitzkyGolay foram
selecionados os parametros de primeira derivada, janela de 19 pontos e polindmio de
segunda ordem. Como descrito em Material e Métodos, os dados originais também
foram tratados por SNV, MSC e correcdo de linha de base. Os dados pré-processados
estdo apresentados na Figura 5 (A,B,C,D)

25



Figura 5. Espectros pré-processados com filtro SG (A). Espectros pré-processados com
correcdo de linha de base (B). Espectros com pré-processamento SNV (C). Espectros
com pré- processamento MSC (D).
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4.2 ANALISE EXPLORATORIA POR PCA

Visando uma analise exploratoria dos dados, um tratamento quimiométrico por
analise de componentes principais foi aplicado. Para construcdo do modelo, foram
utilizados todos os espectros disponiveis, brutos e pré-processados, utilizando de duas
PC’s e o procedimento de validagdao cruzada completa (do inglés, “full cross
validation”). O processo comeg¢a identificando as variaveis originais mais
significativas, aquelas que contribuem mais para a variabilidade dos dados. Em
sequida, o algoritmo calcula os chamados componentes principais, que Sao

combinagdes lineares dessas variaveis originais.

Na figura 8 estd apresentado o resultado grafico de scores, que nos fornece
informagdo do comportamento das amostras entre si. Apesar de ter um resultado
visual bem expressivo, com 98% de variancia explicada, o modelo nédo foi
propriamente capaz de separar todos os medicamentos vencidos e ndo vencidos. PC2
(98%) e PC3 (2%) foram responsaveis pela separacdo dos grupos presentes

(comprimidos vencidos em azul e ndo vencidos dem verde).

Figura 6.Gréfico de scores do modelo PCA.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

O baclofeno, usado para tratar espasmos musculares, podem degradar devido a
fatores como luz, calor e umidade. Processos como desaminagdo (remocdo de -NH2),
oxidacdo, hidrolise e isomeriza¢do sdo comuns. A Analise de Componentes Principais

(PCA) pode identificar variages nas propriedades dos comprimidos, especialmente se a
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desaminacdo for significativa. No entanto, PCA depende da predominédncia da
desaminacdo na variabilidade. A

interpretacdo exige conhecimento adicional em quimica farmacéutica ou ciéncia dos
materiais (KIM et al., 2013).

4.3 MODELAGEM DD-SIMCA

Na elaboracdo dos modelos utilizando a metodologia DD-SIMCA, optou-se por
implementar, de maneira individualizada, o0s diversos pré-processamentos
mencionados na metodologia. Essa abordagem possibilitou uma andlise detalhada das
influéncias e eficacias distintas de cada pré-processamento. Ao longo dessa avaliagéo,
conferiu-se a sensibilidade do modelo, a sensibilidade do teste e a especificidade do
teste, resultando em uma variedade de valores que serdo apresentados nas tabelas

subsequentes.

Essa estratégia foi adotada com o objetivo ndo apenas de otimizar o
desempenho do modelo DD-SIMCA, mas também de compreender abrangentemente
como diferentes técnicas de pré-processamento afetam a capacidade discriminativa do
modelo em relagcdo aos medicamentos vencidos e ndo vencidos. Cabe salientar que a
sensibilidade do modelo reflete sua capacidade intrinseca de discernir e detectar de
maneira acurada 0s casos verdadeiros positivos. Em um contexto mais amplo, uma
elevada sensibilidade do modelo sugere uma maior assertividade na identificacdo
dessas instancias, fator critico em dominios onde a precisdo diagndstica é crucial
(VALDARRAMA et al., 2009).

Por outro lado, a sensibilidade e a especificidade do teste referem-se a aptidao
do procedimento de teste em questionar, respectivamente, tanto os verdadeiros
positivos quanto os verdadeiros negativos. Uma sensibilidade elevada denota a
eficacia do teste em identificar corretamente os positivos, enquanto uma especificidade
elevada ressalta sua precisé@o em classificar corretamente os negativos (SANTANA et
al.,, 2020). Tais consideragfes convergem para uma avaliagdo abrangente da
performance do método, proporcionando informacGes valiosas para aprimoramentos
futuros. A seguir, tem-se as tabelas 3 que delineiam as métricas resultantes do modelo
DD-SIMCA, adotando os distintos pre-processamentos: SNV, MSC e Corre¢do de

linha de base (offset+linear) e derivada SG.
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Tabela 2. Resultados dos parametros de desempenho sensibilidade, especificidade para
DD- SIMCA nos conjuntos de treinamento e teste para todos 0s pré-processamentos

Modelo LVs Sensibilidade Especificidade
BRUTO 5 100 100 ’
MSC 2 100 100
SNV 2 100 100

100 100

Lad

Derivacio SG (ponto 17)

LA

Derivacio 3G (ponto 21) 100 100

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Os dados foram organizados em uma matriz que solicitava informac@es cruciais,
abrangendo Componentes Principais (LVs), acertos e erros do modelo puro, e
resultados especificos para amostras de teste, considerando o modelo puro e um ajuste
adicional (Adt). A matriz incluia parametros como ACERTO MODELO Puro (TP),
ERROS TESTE Puro (TN), ACERTO TESTE Puro (TP), Erros modelo Puro (FN),
ACERTO EM TESTE Adt (TN), e Erros teste Adt (FP), relacionados ao modelo puro.

Diante da complexidade de informacGes expostas, os dados foram
posteriormente resumidos em uma tabela menor, concentrando-se em informacdes
essenciais, como LVs, Sensibilidade e Especificidade, a fim de proporcionar uma
visualizagdo mais clara e direta dos resultados. Este enfoque permitiu uma analise mais
aprofundada e destacou aspectos importantes do desempenho do modelo,

proporcionando uma compreensdo mais acessivel das tendéncias observadas.



Para os dados brutos, sem pré-processamentos, na configuracdo com 4 PCs, o
modelo demonstrou uma sensibilidade de 100%, indicando que todos 0s positivos
verdadeiros foram corretamente identificados. No entanto, a especificidade

alcancou 92,86%, refletindo um

numero de 5 Erros Teste Adt (FP), o que impactou a eficiéncia global, que foi de
89,72%. Este cenario sugere que, embora 0 modelo tenha se mostrado robusto na
identificacdo de padrdes relevantes, houve uma consideravel quantidade de falsos

positivos.

Jé& na configuragdo com 5 PCs, os resultados foram notaveis, com um ACERTO
Modelo Puro (TP) e ACERTO TESTE Puro (TP) atingindo 100%. N&o foram
registrados Erros Modelo Puro (FN) nem Erros Teste Puro (TN), indicando que o
modelo conseguiu capturar todos os positivos verdadeiros sem cometer erros do tipo.
Essa configuragdo resultou em uma eficiéncia perfeita de 100%, destacando uma
capacidade ideal do modelo em lidar com os dados brutos, mesmo sem pré-
processamento, quando considerados 5 PCs.Isso sugere a presenca potencial de
informacdes detalhadas ou ruidos nos dados, requerendo uma quantidade consideravel

de PCs para uma explica¢do adequada.

Ao considerar as técnicas de pré-processamento, observamos resultados
promissores com a aplicagdo de Correcdo de Espalhamento Multiplicativo (MSC) e
Normalizacdo Vetorial Simples (SNV). Ambas as abordagens conseguiram uma reducédo
expressiva no numero de PCs necessarios, passando de 5 para apenas 2. Isso aponta para
uma simplificagdo eficaz dos dados, indicando que a MSC e a SNV foram capazes de

destacar padrdes relevantes enquanto eliminavam informacgdes redundantes.

Quando examinamos os detalhes dos resultados de 1PC para 0 SNV e MSC,
notamos que o0 modelo apresentou um alto acerto no Modelo de 22, indicando uma
modelagem capaz de capturar com precisao as caracteristicas relevantes dos dados. N&o
houve ERROS TESTE Puro (TN), e o ACERTO TESTE Puro (TP) foi de 9,

evidenciando a capacidade do modelo de prever corretamente as amostras de teste.

Os Erros Modelo Puro (FN) foram limitados a 2, sugerindo uma boa
sensibilidade do modelo em identificar positivos verdadeiros. O ACERTO EM TESTE

Adt (TN) atingiu 70, indicando um alto numero de verdadeiros negativos corretamente
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identificados. N&o foram observados Erros Teste Adt (FP), destacando a especificidade
do modelo.

Os indicadores de sensibilidade e especificidade, ambos atingindo 100%,
corroboram a eficacia tanto do SNV quanto da MSC na preservacdo de padrdes
relevantes e na eliminacéo de informac@es redundantes. A eficiéncia global do modelo
SNV, alcangando 97,14%, e a capacidade da MSC em proporcionar resultados
semelhantes ressaltam a robustez dessas técnicas na otimizacdo do desempenho do

modelo, contribuindo para uma interpretacdo mais precisa e eficaz dos dados.

Entretanto, a andlise das derivagbes Savitzky-Golay (SG) revelou resultados
mais heterogéneos. No ponto 17, a derivacdo contribuiu para a redugdo no nimero de
PCs necessarios, indicando uma simplificacdo. Em contraste, no ponto 21, o modelo

derivado ainda

demandou 5 PCs, equivalente ao modelo bruto. Essa discrepancia sugere que a eficacia
da derivacdo SG pode depender da natureza especifica dos dados em cada ponto de

aplicacdo.

Os resultados notéaveis de 100% de sensibilidade e especificidade nos modelos
analisados s@o particularmente interessantes, considerando que se trata de modelos
globais. A andlise, focada exclusivamente no prazo de validade das amostras sem
considerar as marcas especificas, destaca a capacidade do modelo de generalizar
padrdes relacionados ao prazo de validade. Isso sugere uma robustez na identificacéo e
distincdo de caracteristicas importantes, independentemente das marcas especificas dos
produtos, fortalecendo sua utilidade como uma abordagem global na analise das

amostras.

Na analise das configuracBes com 1 e 2 Componentes Principais (PCs), com o
pré- processamento realizado por meio da correcdo de linha de base (Offset + Linear), é
fundamental considerar o contexto em que os resultados foram obtidos. Na
configuragdo com 1 PC, observamos que o modelo apresentou um ACERTO Modelo
Puro (TP) de 24, indicando uma sensibilidade de 100%, ou seja, todos 0s positivos
verdadeiros foram identificados corretamente. No entanto, ocorreram 2 ERROS TESTE
Puro (TN), impactando a especificidade, que foi de 77,78%. Isso resultou em uma
eficiéncia global de 90,63%, destacando uma notavel capacidade de identificacdo de

padrdes, embora com alguma limitacdo na especificidade.
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Ao considerar a configuracdo com 2 PCs, os resultados foram notaveis, com um
ACERTO Modelo Puro (TP) e ACERTO TESTE Puro (TP) atingindo 100%. Né&o
foram registrados Erros Modelo Puro (FN) nem Erros Teste Puro (TN), refletindo uma
sensibilidade e especificidade perfeitas de 100%. Isso resultou em uma eficiéncia global
ideal de 100%. Essa configuracdo, com o pré-processamento aplicado, evidenciou um
desempenho excepcional na identificacdo de padrbes nos dados.

Figura 7 gréafico de area de aceitacdo para o DD-SIMCA nos conjuntos de treinamento
para o pré-processamento MSC (PC1)
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Portanto, de acordo com a imagem, no contexto do conjunto de treinamento e
teste para o pré-processamento MSC em amostras de baclofeno, uma porc¢édo delas foi
classificada como pertencente a classe, situando-se dentro da area de aceitacdo do
modelo com um nivel de significancia de 0,05. No entanto, uma amostra especifica foi

identificada como outlier, ndo sendo aceita como pertencente ao modelo.

No que se refere ao pré-processamento utilizando a técnica SNV, é importante
destacar que todas as amostras foram classificadas em PC2, manifestando uma acurécia
abrangente. Dentro desse contexto, € notavel que todas as amostras pertencentes ao
grupo alvo foram adequadamente posicionadas dentro do campo de aceitacdo, sendo
categorizadas de maneira precisa como pertencentes a classe. Especificamente, 0s
componentes PC2, PC3 e PC
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demonstraram um desempenho robusto, atingindo uma taxa de especificidade de 100%,
0 que se caracteriza pela auséncia de erros do tipo falso positivo, mantendo um nivel de
significancia de 0,05. E digno de nota que, ao analisar graficamente os modelos "one
class™ desenvolvidos para este pré-processamento, a Figura 8 revela que apenas os PCs
2, 3 e 4 apresentaram uma capacidade singular de identificar corretamente todas as
amostras. Esses resultados sugerem a viabilidade desses componentes como uma
ferramenta eficaz para a distingdo entre comprimidos vencidos e ndo vencidos.

Figura 8 Gréfico de area de aceitacdo para o DD-SIMCA nos conjuntos de treinamento
e teste para o pré-processamento SNV.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

No contexto do DD-SIMCA, o grafico de distancia entre os escores (SD) e as
distancias ortogonais desempenha um papel crucial na analise de classificacdo. Este
gréafico, apresentado em escala logaritmica, visa aprimorar a visualizacdo e discernir se
uma amostra pertence a classe auténtica/alvo. A sinergia entre essas duas medidas €

expressa em termos da variavel "c", representando a distancia global. Esta variavel

segue uma distribui¢do qui-quadrado, delineando a construgdo de uma &rea de decisdo
de dois niveis, demarcando limiares extremos e identificando outliers (ZONTOV et al.,
2017).

4.4 DEGRADACAO FORCADA DOS COMPRIMIDOS DE BACLOFENO

4.4.1 Espectrometria de massa de infusdo direta (DIMS)

Os espectros de massa para Baclofeno advindo de um comprimido integro e fora



do prazo de validade sdo apresentados na Figura 11. Conforme esperado para um
comprimido integro (Fig. 12-A), o fragmento mais proeminente de Baclofeno foi a m/z
151, que advém da protonacao Baclofeno e da perda dos grupamentos amida (NH2) e
carboxila (COOH) (Kim et al. 2013).

Todavia, no espectro de massa para Baclofeno advindo de um comprimido fora
do prazo de validade, o fragmento de m/z perde intensidade, e outros fragmentos de m/z
88 e 179 sdo observados no espectro de massa. Para melhor elucidar as possiveis vias
de degradacdo de Baclofeno e identificacdo dos subprodutos de m/z 88 e 179, um
estudo de rotas moleculares de degradacéo foi desenvolvido e o resultado é apresentado
na Figura 12.
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Figura 9 Espectros de massa para Baclofeno advindo de um comprimido integro e fora
do prazo de validade.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Na espectrometria de massa de alta resolugdo em modo negativo, Sanchez-
Ponce et al. (2012) observaram que uma amostra auténtica de baclofeno racémico
produziu uma massa precisa do ion molecular desprotonado em m/z 212,0486,
consistente com uma férmula molecular de CLOH1102NCI (0,80 ppm) (Figura 2). A
proporc¢do de ions de 1/3 entre m/z 214,0455 e 212,0486 confirmou a presenca de cloro
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na molécula. Os dados espectrais de ions de produto de baclofen em m/z 212/214 por
CID produziram ions intensos em m/z 195/197, 183/185, 168/170, 151/153 e 139/141,
sendo o ion fragmento mais abundante em m/z 151/153. Esses ions correspondem a
perdas neutras de dioxido de carbono, am6nia e metanimina que eram consistentes com

a estrutura do baclofeno.

Em uma analise semelhante realizada neste estudo, conforme apresentado na
Figura 11 (Step 1), o fragmento caracteristico m/z 151 foi identificado como
correspondente ao baclofeno protonado, com a saida dos grupamentos amida (NH2) e
carboxila (COOH) (Kim et al. 2013). Além disso, foram observados subprodutos no
espectro de massas de baclofeno fora do prazo de validade. O ion em m/z 179 foi
atribuido ao 4-amino-3-phenylbutanoic acid (C10H14NO?2), formado a partir da saida
do grupamento CI ligado ao anel aromatico de baclofeno (Step 2.1). O ion em m/z 104
correspondeu ao 4-aminobutanoic acid (C4H9NO2), formado a partir de 4- amino-3-
phenylbutanoic, com a perda de um anel aromético, ou a partir de baclofeno, com a
saida de clorobenzeno (Step 2.2). Finalmente, o ion em m/z 88 foi identificado como
acido butanoico (C4H802), formado a partir do subproduto 4-aminobutanoic acid (m/z

104), com a perda do grupamento amida (NH2) (Step 2.3).
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Figura 10 Vias de moleculares de protonacao do Baclofeno e identificacdo dos
subprodutos das rotas de degradacao para obtencdo dos subprodutos de m/z 88, 104 e

179.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

4.4.2 Degradacéo por Radiagédo

O experimento consistiu na submissdo desses comprimidos a radiacdo
ultravioleta por um periodo total de seis horas, utilizando a caixa de exposi¢do
previamente detalhada na metodologia. A disposi¢do dos comprimidos sobre uma
placa de Petri visou assegurar a penetragdo uniforme da radiagdo em cada comprimido,
permitindo uma degradacdo homogénea. Durante as seis horas de exposi¢cdo, 0S

comprimidos permaneceram na caixa, devidamente fechada.



A fotodegrada¢do do acido B-(4-clorofenil) gama-aminobutirico ocorreu em
decorréncia da absorcdo de luz ultravioleta (UV), desencadeando reacdes fotoquimicas
significativas. A presenca do anel de fenil (4-clorofenil) na molécula garante a sua
capacidade de absorver luz UV, levando a formacéao de estados excitados nos quais 0s

elétrons sdo promovidos para niveis de energia superiores (SONG et al.,2012).

Nesses estados excitados, a molécula se tornou mais reativa, € 0 grupo amino (-
NH2) pode ser especialmente suscetivel a reacGes devido a sua natureza bésica e
habilidade de doar elétrons. As reacdes fotoquimicas, induzidas pela energia dos
estados excitados, englobam processos como oxidacao e isomerizacdo. Durante essas
reacOes, a quebra do grupo amino pode ocorrer, possivelmente envolvendo a formacéo
de radicais livres ou intermediarios reativos, resultando na separacdo do grupo amino
da molécula principal, em um processo semelhante a desaminacdo. A consequente
quebra do grupo amino leva a formacdo de produtos de degradacédo, cujas estruturas
quimicas podem diferir significativamente da molécula original, potencialmente
comprometendo as propriedades farmacologicas desejadas do baclofeno (RAMESH et
al.,2017).

O processo de fotodegradagdo do acido B-(4-clorofenil) gama-aminobutirico
compreende a absor¢do de luz UV, a formacdo de estados excitados, reacOes
fotoquimicas, a quebra do grupo amino e a formacdo de produtos de degradacdo. A
especificidade dessas etapas é determinada pela estrutura precisa da molécula e pelas
condicdes experimentais sendo necessarios estudos laboratoriais especificos para uma

compreensdo mais aprofundadadesse processo (DASWAT et al., 2014).

A Figura 11 apresenta os espectros obtidos apds o processo de degradagédo
mencionado. A menor intensidade desses espectros, proveniente do processo de
radiacdo, pode ser atribuida a poténcia da lampada utilizada durante a aquisicdo dos
dados. Apesar dessa reducédo na intensidade, € notavel a preservacdo dos mesmos picos
observados nos espectros de massas e na espectroscopia NIR em comprimidos
degradados por temperatura. Essa consisténcia reforca a presenca dos mesmos produtos
de degradacéo, indicando padrdes moleculares similares nas diferentes condicfes de
degradacéo.

Ao associar essas observagdes com os picos identificados na Imagem 11, que
representa o espectro NIR de comprimidos de baclofeno degradados por luz UV, é

possivel estabelecer correlagdes significativas. Os picos 1, 2 e 3 nesse espectro NIR
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podem ser relacionados aos picos observados nos espectros de massas e aos produtos
identificados nas andlises anteriores. Essa associa¢do sugere consisténcia nos produtos
de degradacdo formados sob diferentes condicbes de estresse, consolidando a

compreensdo das vias de degradacédo do baclofeno.

Figura 11 Espectros obtidos por espectroscopia NIR para o processo de degradacéo forcada por
radiacdo do Baclofeno.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Posteriormente os dados foram submetidos a uma analise por PCA. A avaliacdo
por PCA dos dados brutos revelou uma clara distin¢do entre os comprimidos vencidos e
ndo vencidos, apontando para diferencas moleculares marcantes relacionadas as saidas
especificas de grupamentos funcionais, tais como amida e carboxila. Essas disparidades
fornecem evidéncias concretas das transformacdes moleculares ocorridas durante o
processo de degradacdo dos comprimidos ap6s o término do prazo de validade. A figura
12 apresenta o grafico de scores dos espectros obtidos apds o processo de degradagéo.
Na sub figura (A), é exibido o grafico de scores dos espectros brutos, enquanto na sub

figura (B), s@o apresentados os espectros apds o pré-processamento de normalizag&o.



Figura 12 Grafico de Scores dos Espectros Obtidos apds o Processo de Degradacéo,
onde (A) representa 0s espectros brutos e (B) os espectros apds o pré-processamento
de normalizagéo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

A andlise dos resultados na imagem 12 (A) revela uma distinta separacdo entre
comprimidos vencidos (cor azul), e ndo vencidos (cor vermelha) . Essa clara
diferenciacdo € evidenciada pela distribuicdo dos scores, indicando variacGes
moleculares significativas resultantes do processo de degradacdo. Ja na imagem 12 (B),
que apresenta 0S scores ap0s 0 pre-processamento de normalizacdo, essa separacao
entre amostras vencidas e ndo vencidas é ainda mais nitida e refinada. Os clusters
distintos de cada categoria reforcam a robustez das diferengas moleculares observadas,
tanto nos espectros brutos quanto nos dados processados, consolidando a compreenséo
das alteragcdes durante a degradacao, permitindo uma andlise mais precisa e detalhada

das variagdes entre as amostras.
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4.4.3 Degradacgéo por temperatura

Cinco comprimidos vencidos e cinco ndo vencidos, provenientes de distintos
lotes, foram submetidos a uma estufa mantida a 60 graus Celsius por um periodo de 24
horas. Esta abordagem visou observar o processo de degradacdo dos medicamentos.
Posteriormente, 0s espectros resultantes foram capturados e minuciosamente
analisados com o proposito de compreender as alteragdes ocorridas na estrutura do

farmaco ap06s a prolongada exposicdo ao calor.

Os resultados da exposicdo do acido B-(4-clorofenil) gama-aminobutirico a
uma temperatura elevada de 60 graus Celsius indicaram processos significativos de
degradacéo térmica. A elevada energia térmica levou a quebra de ligac6es quimicas na
molécula, resultando em alteragBes estruturais e na formacdo de produtos de
degradagdo. Aumentando a temperatura, observou-se uma ampliagdo na energia
cinética das moléculas, favorecendo colisbes mais frequentes e reacdes quimicas.
Nesse contexto, tanto o grupo amino (-NH2) quanto o grupo carboxilico (-COOH)

demonstraram ser suscetiveis a quebra de ligacoes.

A degradacdo térmica conduziu a desaminacdo do grupo amino, removendo-o
da molécula. Simultaneamente, o grupo carboxilico passou por processos de quebra de
ligacbes e oxidacdo. Os produtos resultantes da degradacdo térmica apresentaram
estruturas quimicas distintas da molécula original. Essas modificacGes estruturais tém
implicacdes potenciais na eficacia farmacoldgica, uma vez que 0s grupos amino e
carboxilico sdo essenciais para a atividade do baclofeno. os resultados evidenciam que
a exposi¢do a temperaturas elevadas promove a degradagdo térmica do acido P-(4-
clorofenil) gama-aminobutirico, com a quebra dos grupos amino e carboxilico,
culminando na formagéo de produtos de degradacdo (BARAZZONE, 2007).

Ao associar essas informagGes com os resultados da degradacdo por
temperatura, é relevante destacar que os espectros foram adquiridos apés a realizacédo
do processo de degradacdo forcada, onde foi possivel observar padrdes distintos.
Inicialmente, notou-se um pico inicial, seguido por um pico intenso, o qual apresentou
semelhanca marcante com o pico em m/z 151,2 do espectro de massas obtido

anteriormente.

Esse comportamento sugere que durante a degradagdo por temperatura,

41



ocorreram alteragOes significativas na composi¢cdo molecular do Baclofeno. A presenca
desse pico intenso pode estar associada a processos especificos de degradacdo
molecular, como a protonacdo do Baclofeno e a subsequente perda dos grupamentos
amida (NH2) e carboxila (COOH), conforme indicado no espectro de massa. Além
disso, a identificacdo de dois picos subsequentes, similares aos observados nos dados de
espectrometria de massa, fortalece a correlacdo entre as mudangas moleculares
induzidas pela degradacdo por temperatura e as caracteristicas especificas do

Baclofeno, evidenciadas nos espectros de massa.

Esses resultados fornecem uma perspectiva mais aprofundada sobre a dinamica
da degradacdo do Baclofeno sob condi¢cdes de temperatura elevada, ressaltando a
utilidade da espectrometria de massa na identificacdo e caracterizacdo de produtos
resultantes de processos de degradacdo forcada. A convergéncia entre 0S picos

observados nos espectros de massas e

durante a degradacdo térmica reforca a consisténcia e robustez das analises,
corroborando a informacéo obtida sobre as alteracbes moleculares especificas ao longo

do processo de degradacéo.

Figura 13 Espectros obtidos por espectroscopia NIR para o processo de degradacdo forcada

por temperatura do Baclofeno.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Assim como na degradacdo por radiacdo, analise de PCA dos dados brutos

revelou uma distinta separacdo entre comprimidos vencidos e ndo vencidos, destacando



diferengas moleculares significativas associadas as saidas especificas de grupamentos
funcionais, como os grupamentos amida e carboxila. Essas discrepancias evidenciam
alteracdes moleculares durante o processo de degradacdo dos comprimidos fora do

prazo de validade.

A notével separacdo entre comprimidos vencidos e ndo vencidos, evidenciada
pela andlise de PCA dos dados brutos, destaca diferencas moleculares significativas
relacionadas aos grupamentos amida e carboxila. Essas discrepéancias sdo indicativos
das alteracbes moleculares durante a degradacdo dos comprimidos fora do prazo de
validade. Essa abordagem direta e eficaz na avaliacdo da estabilidade dos comprimidos,
baseada nas propriedades espectroscopicas, simplifica a analise e ressalta a capacidade
dessa técnica em fornecer informacGes sobre a qualidade dos produtos farmacéuticos.

A imagem 14 € a representacao grafica dos scores que ilustra a clara separacéo
entre comprimidos vencidos e ndo vencidos, indicando as diferencas moleculares
resultantes da degradacdo. A imagem 15 é a representacdo dos scores obtidos ap6s um
pré-processamento de normalizagdo, destacando de maneira mais refinada as variagdes
moleculares entre comprimidos vencidos e ndo vencidos durante o0 processo de
degradacéo.

Figura 14 Gréfico de Scores para Amostras Degradas (Sem Pré-processamento).
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Figura 15 Gréfico de Scores para Amostras Degradadas (Com Pré-processamento de
Normalizacéo).
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A andlise da imagem 14 mostra a segregacdo entre os comprimidos vencidos,
representados em azul, e os ndo vencidos, destacados em vermelho. Essa disting&o clara
¢ manifestada pela disposicdo dos scores, sinalizando variacdes moleculares de
importancia significativa durante o processo de degradacdo. No contexto da imagem 15,
que exibe os scores poés-processamento de normalizacdo, a diferenciacdo entre as
amostras vencidas e ndo vencidas torna-se ainda mais evidente e apurada. Os
aglomerados distintos de cada categoria reforcam a solidez das discrepancias
moleculares observadas, tanto nos espectros crus quanto nos dados processados. 1sso
consolida a compreensdo das mudancas durante a degradacéo, permitindo uma analise

mais precisa das variagoes entre as amostras.



4 CONCLUSAO

O estudo resultou na precisa classificagdo entre comprimidos vencidos e nao
vencidos por meio do modelo DD-SIMCA, com uma énfase particular na sensibilidade.
Diversos pré- processamentos foram avaliados, evidenciando a eficacia notavel do pré-
processamento SNV e MSC na identificacdo de comprimidos ndo vencidos. Vale
ressaltar que, para esse processamento, foi necessario duas componentes principais
(PC), 0 que é especialmente promissor. Além disso, € relevante destacar que esse
modelo é global, ndo levando em consideracdo a marca especifica dos comprimidos, o

que adiciona um elemento positivo a abordagem.

A anédlise por Espectrometria de Massa de Infusdo Direta (DIMS) revelou
alteracdes moleculares significativas no Baclofeno fora do prazo de validade, indicando
processos especificos de degradacdo. A exposicdo a radiacdo ultravioleta resultou em
fotodegradacdo, enquanto a degradacdo térmica a 60 graus Celsius causou mudancas
estruturais e formacdo de produtos de degradagdo. Ambos 0S processos
comprometeram a eficacia farmacoldgica do Baclofeno, destacando sua sensibilidade a

condi¢des ambientais.

O estudo sublinhou a importancia da compreensédo das vias de degradacdo para
avaliar a estabilidade do medicamento ao longo do tempo. Em geral, 0 modelo DD-
SIMCA mostrou desempenho robusto na identificacdo de comprimidos ndo vencidos,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias adequadas de armazenamento e

manuseio do Baclofeno.
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