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RESUMO

Estratégias quimiométricas aplicadas ao estudo de imagens quimicas: novas
possibilidades para caracterizagao de produtos e processos farmacéuticos.

A industria farmacéutica estd em constante busca por novas tecnologias analiticas
capazes de fornecer informagbes relevantes sobre produtos e processos
industriais. Esta tese sugere novas possibilidades no estudo de medicamentos
através de imagens quimicas obtidas por microespectroscopia na regidao do
infravermelho préximo e as seguintes ferramentas quimiométricas: MLR, CLS,
MCR e PLS. Os trabalhos estédo divididos em quatro tépicos e contribuem para o
avanco analitico neste campo de conhecimento. Na primeira aplicagdo, foi
realizado um estudo da similaridade entre imagens obtidas por técnicas
quimiométricas distintas. O trabalho mostra como estimar limites de confiabilidade
para a concentracao por pixel de imagem. Assim, foi possivel diminuir o tempo de
aquisicdo de imagens mantendo a confiabilidade analitica no estudo de
comprimidos de carbamazepina. O segundo estudo mostra uma aplicacao onde a
vantagem de segunda ordem foi requerida. Este estudo traz uma abordagem nova
sobre o reconhecimento de padrées de imagem na caracterizagdo de produtos
farmacéuticos. Na terceira aplicagéo, o objetivo foi acompanhar o desenvolvimento
industrial de um produto farmacéutico com baixo teor de ativo, auxiliando no
processo de decisdo em termos de micro-homogeneidade da formulagdo. O
estudo mostrou que a concentragdo local pode ser explorada como vantagem
analitica. Na quarta aplicagdo, foi abordado pela primeira vez na literatura, o
estudo da estrutura de pellets farmacéuticos através de informagdes quimicas
obtidas por espectroscopia de imagem quimica na regido do infravermelho
proximo. Este trabalho abre alternativas para o estudo de medicamentos de
entrega controlada.
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ABSTRACT

Chemometric strategies applied to the study of chemical imaging: new possibilities
for the characterization of pharmaceutical products and processes.

The pharmaceutical industry is constantly searching for new analytical
technologies capable of providing relevant information about products and
industrial processes. This thesis suggests new possibilities in the study of drugs by
using chemical images obtained by microspectroscopy in the near infrared region
and the following chemometric tools: MLR, CLS, MCR e PLS. The work is divided
into four topics and it contributes to the advancement in the field of analytical
knowledge. In the first application, a study was performed about the similarity
between images obtained by different chemometric techniques. The work
demonstrates how to estimate concentration reliability limits per image pixel. Thus,
it was possible to shorten the time of image acquisition while maintaining analytical
reliability in the study of carbamazepine tablets. The second study presents an
application where the advantage of the second order was required. This study
presents a new approach to the recognition of image patterns in the
characterization of pharmaceuticals. In the third application, the aim was to follow
the industrial development of a pharmaceutical product with a low active content,
assisting in the decision about the process in terms of micro-homogeneity of the
formulation. The study showed that the local concentration can be exploited for
analytical advantage. In the fourth application, addressed in a publication for the
first time, is the study of the structure of pharmaceutical pellets through chemical
information obtained by near infrared chemical imaging. This work opens up
alternatives for the study of controlled delivery drugs.
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PREFACIO

Nesta tese de doutorado, serdo apresentados quatro estudos empregando
espectroscopia na regidao do infravermelho préximo e abordagens quimiométricas
para obtencédo e analise de imagens quimicas. No capitulo 1 esta apresentada
uma introducé@o sobre a espectroscopia no infravermelho préximo e dos métodos

quimiométricos utilizados.

Os temas foram escolhidos de forma a contribuirem para avangos em
estudos de imagens quimicas, mostrando novas possibilidades em abordagens
quimiométricas, reconhecimento de padrdes em imagens, diagnoésticos para
desenvolvimento de processos, além de uma aplicagdo inédita para o estudo de
pellets projetados para liberagao controlada de ingrediente ativo.

Na primeira aplicagao foi realizado um estudo de similaridade entre mapas
de distribuicdo de concentragdes obtidos por técnicas quimiométricas distintas,
com a finalidade de assegurar imagens confiaveis. Para tal, foi proposta uma
metodologia para estimar o limite pratico de confianga para a concentracdo de
compostos prevista nos pixels. Com isso, foi possivel diminuir significativamente o
tempo de aquisicao de imagens, mantendo a confiabilidade. Através das imagens
obtidas, a distribuicdo de compostos presentes na superficie de comprimidos de

carbamazepina foi estudada. Esta aplicacdo esta descrita no capitulo 2 desta tese.

O segundo estudo mostra uma aplicagdo onde a vantagem de segunda
ordem foi requerida. A escolha da ferramenta quimiométrica foi realizada com
base nas informagbes incompletas sobre a composicdo da amostra,
impossibilitando a constru¢cdo de modelos de regressao de primeira ordem. Este
estudo traz uma abordagem nova sobre o reconhecimento de padrées de imagens
em produtos de origem farmacéutica, o que pode ser Util para a caracterizacao de
produtos ilegais. O capitulo 3 apresenta essa aplicacao.

No terceiro trabalho, apresentado no capitulo 4, foram estudados diversos
comprimidos de diferentes lotes de medicamento produzidos na industria



farmacéutica. O objetivo foi acompanhar o desenvolvimento de um produto
farmacéutico com baixo teor de ativo, auxiliando no processo de decisdo em
termos de micro-homogeneidade. Neste estudo foi verificado que a informacao
local, provinda da heterogeneidade das imagens, pode ser explorada como
vantagem analitica para melhorar a deteccdo de informagbes em baixas

concentragoes.

Na quarta aplicagdo foi realizado o estudo da estrutura de pellets
farmacéuticos através de informag¢des quimicas obtidas por espectroscopia de
imagem quimica na regido do infravermelho préximo. Este trabalho abre
alternativas para o estudo de micro-homogeneidade ou ainda para avaliacdo do
processo de ganho de camadas em recobrimentos de pellets. Esta ultima

aplicacéo esta descrita no capitulo 5 desta tese.

Por fim, sdo apresentadas as consideracdes finais envolvendo algumas

perspectivas futuras no estudo de imagens quimicas e quimiometria.



OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo desenvolver estratégias quimiométricas para
obtencédo de informagbes de imagens a partir de dados espectrais obtidos por
microespectroscopia de mapeamento na regidao do infravermelho préximo. Os

estudos foram direcionados para amostras sélidas de medicamentos.






CAPITULO 1

INTRODUGCAO A ESPECTROSCOPIA DE IMAGENS QUIMICAS POR
INFRAVERMELHO PROXIMO E QUIMIOMETRIA






1.1 Aplicacoes analiticas de imagens hiperespectrais

No inicio, era somente luz. Entdo, em 1666, Isaac Newton demonstrou que a
luz “natural” poderia ser decomposta num espectro de cores visiveis. Mais tarde,
no comeg¢o do seéculo XIX, William Herschel, estudando as relagdes entre
temperaturas e cores, sugeriu que estas propriedades ndo estavam restritas a
regido do espectro visivel. Assim, surgiram os estudos na regido do infravermelho
préximo. Hoje, a andlise multivariada do espectro de luz € a base para obtencéo

de informagdes quimicas em espectroscopia vibracional de imagem.

As imagens hiperespectrais tiveram sua origem na Administracdo Nacional
do Espaco e da Aeronautica (NASA) nos Estados Unidos, na década de 1970.
Atualmente, as aplicacdes analiticas de imagens hiperespectrais abrangem varias
areas de interesse e podem registrar informagdées do macro ao micro espaco
amostral. Para citar alguns exemplos, podemos estudar grandes extensdes
territoriais por imagens de satélites ou de aeronaves [1], controlar a qualidade de
alimentos com cameras adaptadas em producao [2], ou ainda, estudar estruturas
muito pequenas por meio de espectrofotdbmetros acoplados a microscopios [3]

com aplicagbes em areas farmacéuticas, forenses, de materiais, entre outras.

Em um levantamento bibliografico realizado na base da Web of Science, o
histérico de publicacbes relacionadas as imagens hiperespectrais, cresceu muito
ao longo da primeira década do século XXI. Buscando apenas os termos
“hyperspectral imaging” (ou “hyperspectral image”) e “chemical imaging” (ou
“chemical image”) em titulos de artigos cientificos, 0 nimero de publicacdes nos
ultimos trés anos da pesquisa (200 artigos) é de aproximadamente quatro vezes
superior se comparado ao mesmo periodo no inicio da década. A pesquisa mostra
ainda, que aproximadamente 20% do total de publicacbes estdo em areas bem
mais recentes no estudo de imagens hiperespectrais, como: a quimica, a bioldgica
e a farmacéutica, Figura 1.
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Figura 1 — Aplicagdes analiticas de imagens hiperespectrais.

Pesquisa realizada na base de dados da Web of Science referente a primeira

década deste século.

Dentro das principais areas de aplicagdes foram realizadas buscas no banco
de dados da ScienceDirect. No total, 308 artigos foram classificados quanto as
técnicas instrumentais utilizadas. Este levantamento foi feito de forma subjetiva,
através da identificagdo da técnica no resumo ou na metodologia descrita em cada
artigo. No sensoriamento remoto [4-6], 0s equipamentos que operam na regiao do
espectro visivel e infravermelho préximo sdao predominantes. Nos setores de
alimentos [7-8] e agricola [9], as cameras com arranjo de plano focal também
operam nesta regido espectral e, em alguns casos, uma fonte de luz ultravioleta
auxilia no estudo de compostos fluorescentes. Nas areas quimicas, biolégicas e
farmacéuticas, as técnicas de microespectroscopia vibracional utilizando as
regides do infravermelho proximo [10], infravermelho médio [11] e espalhamento
Raman [12], sdo as mais utilizadas. Mais recentemente, a técnica vibracional
Terahertz [13] de imagem surge de forma promissora, principalmente em analise
de farmacos. No campo de estudo envolvendo materiais e ciéncias forenses, as
técnicas analiticas sdo mais diversificadas, surgindo além das técnicas ja
mencionadas, a espectrometria de massas [14] e a deteccdo de raio-X em

espectroscopia eletrénica de varredura [14].



1.2 Espectroscopia vibracional

A espectroscopia vibracional [15] abrange a regido do espectro
eletromagnético compreendida entre 13.000 cm™ e 10 cm™ (correspondendo aos
comprimentos de onda 0,76 um e 1000 um, respectivamente) e, como o préprio
nome indica, fornece informacdes sobre os estados vibracionais de energias das
ligacdes quimicas. Esta regido do espectro, chamada infravermelho, é subdividida
em trés regides: infravermelho distante (FIR, situada entre: 400-10 cm™ ou 26-
1000 pm), infravermelho médio (MIR, situada entre: 4.000-400 cm™ ou 2,6-26 pm)
e infravermelho préximo (NIR, situada entre: 13.000-4.000 cm™ ou 0,76-2,6 pm),

nomeadas assim, em relagao a regiao do visivel.

O espectro MIR mostra as absorgcdes de energia nas frequéncias
vibracionais e rotacionais especificas de conjunto de atomos que compdem as
moléculas. Neste espectro, as bandas de absor¢cdo sdo numerosas e estreitas
caracterizando transicdes fundamentais nestes niveis de energia e permitindo a
identificagdo de grupos funcionais e moléculas. No entanto, devido a forte
absorcdo, as amostras frequentemente devem ser diluidas para evitar saturacéo
do detector ou devem-se utilizar técnicas como reflexdo total atenuada (ATR)
tornando o MIR dificil de ser aplicado em muitas situa¢des de analise [15].

Por outro lado, a regidao do NIR é uma faixa mais estreita que o MIR. Nesta
regidao espectral sdo registradas bandas de combinacéo e sobretons de transi¢des
provenientes do MIR. Sinais mais largos e sobrepostos dificultam a clara
identificacdo de estruturas quimicas e o0 posicionamento de suas bandas
espectrais. Assim, técnicas quimiométricas sao necessarias para extrair
informacdes qualitativas e quantitativas das amostras. As analises no NIR podem
ser nao-destrutivas e, frequentemente, requerem pouco ou nenhum preparo de

amostra.



1.3 Espectroscopia de imagem

Na espectroscopia classica, um espectro reflete a informagédo da superficie
de uma amostra que depende do tamanho da area da amostra atingida pela fonte
de energia. No inicio da década de 1990, sistemas espectroscopicos de imagens
quimicas tornaram possiveis aquisicbes de espectros bem localizados e suas
posicdes no espaco, dando origem a chamada espectroscopia de imagem [16]. A
localizagdo espacial de espectros identifica espécies quimicas na amostra e seu
mapa de distribuicio de concentragbes. Espectroscopia de imagem
essencialmente combina espectroscopia molecular e imagem digital [17]. Ela
baseia-se na medida de um espectro completo por unidade de superficie da

amostra e equivale ao pixel da imagem quimica desta superficie.

A representacdo de uma imagem hiperespectral, ou simplesmente imagem
espectral, pode ser vista na Figura 2. O cubo espectral é um arranjo tridimensional
contendo informagédo espacial (imagem) nos eixos x e y, e informacao espectral

(espectro, ou resposta multivariada) no eixo z.

Resposta multivariada por
pixel (espectro)

Imagem por
comprimento de onda

Figura 2 — Representagéo da imagem hiperespectral.
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A técnica de mapeamento mais utilizada até o ano 2000 era o ‘point
mapping” [18], que consiste numa espectroscopia classica com estagio de
movimento. Nesta técnica, cada espectro obtido individualmente é reunido para a
formacao da imagem. Uma evolucao deste conceito € a ‘“line imaging” [19], que
adquire informacbes espaciais e espectrais simultaneamente, porém ainda
necessitando pré-definir posicdo espacial para a cobertura de toda a area
rastreada. Nos ultimos doze anos, os detectores 6pticos denominados “focal plane
array’ [20], compostos por milhares de elementos formando uma matriz de pixels,
tem aumentado sua popularidade devido a possibilidade de fornecerem milhares
de espectros (um por pixel) simultaneamente. A principal vantagem é o aumento
de eficiéncia em relagcdo ao tempos de obtencdo de imagens. Porém, apresenta
desvantagens com relagcdo a focalizacdo de grandes dareas em superficies

irregulares.
1.4 Novas oportunidades em analise de medicamentos

A industria farmacéutica estd em constante busca por novas tecnologias
analiticas capazes de caracterizar produtos e aumentar o entendimento sobre
processos industriais. Aspectos como a velocidade em que as informacoes
analiticas sdo adquiridas tém sido cada vez mais valorizados pela industria,
agregando um valor competitivo ao setor. De modo geral, as técnicas
espectroscépicas tem despertado grande interesse no setor produtivo, tendo em
vista a possibilidade de fornecer informagcdes importantes sobre propriedades de
interesse tanto na pesquisa e desenvolvimento de produtos, quanto no
monitoramento e diagnésticos de processos. Neste sentido, a espectroscopia na
regidao do infravermelho préximo (NIRS) [21] tem despertado interesse devido a
sua versatilidade na obtencdo de informacdes fisicas e quimicas. Além disso, a
NIRS é uma técnica rapida, “limpa” e que fornece informagdes quantitativas de
interesse na area farmacéutica. Devido a estas caracteristicas, NIRS tem estado
em lugar de destaque para programas como tecnologia analitica do processo
(PAT), que visa controlar o processo, integrando conhecimentos sobre suas
etapas, e consequentemente, diminuindo as possibilidades de ndo conformidades
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nos produtos através de conceitos de qualidade por planejamento (Quality by
Design - QbD) [22].

Embora a espectroscopia no infravermelho préximo apresente vantagens
indiscutiveis para sua aplicacao na industria farmacéutica, algumas desvantagens
devem ser mencionadas. Os fendmenos nesta regiao sao de baixa intensidade,
limitando a utilizacao da NIRS para estudos na faixa de porcentagem. Além disso,
0s espectros obtidos sdo de dificil interpretabilidade, j& que refletem
principalmente bandas de combinagbes e sobretons de informagbes
qualitativamente mais bem interpretaveis na regidao do infravermelho médio. Por
essa razao, a espectroscopia no infravermelho proximo estd quase sempre
associada a ferramentas quimiométricas capazes de extrair informacgdes, tanto

qualitativas quanto quantitativas das propriedades de interesse [23].

Em andlise quantitativa tradicional, a homogeneidade da amostra deve ser
tal que possibilite uma analise representativa. Assim, as amostras normalmente
sao gases, solucbes homogéneas, ou ainda, amostras sélidas cuidadosamente
homogeneizadas. Independente do estado fisica da mistura, o que se busca neste
tipo de abordagem sao informagdes globais sobre a amostra analisada, como por
exemplo, a concentracdo de um analito. No entanto, em amostras heterogéneas
existe a possibilidade de se caracterizar uma amostra ndo apenas por suas

propriedades globais, mas também por suas caracteristicas locais [17].

Na ultima década, estudos empregando microespectroscopia tem sido
realizados através da técnica conhecida como imagem quimica na regiao do
infravermelho préoximo (NIR-CI) [24]. Estes estudos tem apresentado um aumento
importante na capacidade de entendimento de diversos aspectos ligados a micro-
homogeneidade de produtos farmacéuticos [25].

Nos estudos de cristalizagdo de ingrediente ativo em creme farmacéutico
[26], separacdo de fases em pomadas [26] ou andlise de polimorfismo em
comprimidos [27] foi possivel encontrar uma identificagdo visual das estruturas

obtidas por imagem quimica. No entanto, muitas vezes a imagem nao pode ser
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interpretada de forma tao 6bvia assim. Em andlise de comprimidos, por exemplo, a
localizagdo da informagdo quimica na superficie de uma amostra € um processo
aleatério entre replicatas. Assim, a interpretacdo das imagens pode ser feita
através da analise de histogramas, recuperando o padrdo de homogeneidade.
Outras possibilidades, como a associagbes entre compostos da formulacdo e o
padrao de distribuicdo deixado por um processo, sdo caracteristicas que podem
ser estudadas.

1.5 Ferramentas quimiométricas
Regresséo Linear Multipla (MLR)

A regressao linear multipla é utilizada para modelar a relagdo entre duas ou
mais variaveis aleatérias em funcdo de uma ou mais variaveis dependentes
(propriedades de interesse) através do ajuste de uma equacgdo linear para os
dados observados. Assim, a MLR esta baseada em minimos quadrados [28] de
acordo com as equacdes 1 e 2 a seguir:

Y=XB+E (1)
B=(X"X)'X"Y (2)

onde Y é a matriz de varidveis dependentes, X é a matriz de variaveis
independentes, B é a matriz de coeficientes de regressao (ou seja, parametros do

modelo) e E é a matriz residual (ou erro).

A MLR exige um numero de variaveis menor que o numero de observacdes
(idealmente 5 observacoes para cada variavel x) e que as variaveis tenham rank
completo, ou seja, sejam ortogonais. Para que seja possivel utilizar MLR para
modelar dados instrumentais (muitas varidveis correlacionadas) € necessaria uma
etapa prévia de selecdo de varidaveis. Esta selecdo pode ser realizada por
experiéncia do quimico analitico, ou por métodos adequados como: algoritmo
genético, selecao por colbnia de formigas, importancia da variavel na projecao,
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razdo de seletividade, incerteza de coeficientes, validacdo cruzada (de variaveis),
etc [29-31].

Minimos Quadrados Classicos (CLS)

O CLS é um método de quantificagdo bem conhecido que assume que cada
medicdo é a soma ponderada dos sinais linearmente independentes, de acordo
com a seguinte equacgao [32-34]:

X=CS'+E (3)

onde X é a matriz de resposta (dados instrumentais), C é a matriz de
concentragdes e S € a matriz de espectros puros.

O CLS é uma ferramenta simples e muito robusta desde que todos os
espectros puros que constituem a mistura sejam conhecidos. Esta caracteristica
torna-se uma abordagem muito importante para a industria farmacéutica, onde a
composicao quimica dos farmacos €, muitas vezes, conhecida completamente.

Desta forma, as concentracdes C podem ser facilmente calculadas como segue:
C=XS"* (4)
onde S* é a pseudo-inversa de S:

s*=s'(ss")’ (5)

Apesar da baixa complexidade matematica para obter a matriz C, o CLS
tem dois inconvenientes importantes: a) o sinal pode ser afetado por variagcoes
nao-sistematicas que adicionam erro ao padrdo espectral da matriz X; b) quando
ha indisponibilidade de todos os espectros puros, ou seja, a analise de um
medicamento cuja a formulacdo nao € totalmente conhecida; c) quando as
interacdes de compostos quimicos causam alteracbes espectrais. Para estes
casos, outro método deve ser escolhido.
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Minimos Quadrados Parciais (PLS)

O PLS é um método de regressao multivariada que nao requer conhecimento
de todos os compostos presentes em uma amostra. Este método apresenta a
vantagem de primeira ordem, ou seja, a capacidade de prever o vetor de
respostas y (ou matriz Y) na presenca de interferentes previstos na etapa de
calibracao [35-37]. O PLS requer um conjunto de dados de calibragcao composto
de varias amostras, abrangendo uma faixa de concentracdo adequada para
construir um modelo de novas previsdes. As matrizes X e Y sdo decompostas em

matrizes menores (escores e pesos) de acordo com as seguintes equacgoes:
X=TP"+E (6)
Y=UQ'+F (7)

onde: Y é a matriz de variaveis dependentes (propriedades de interesse) e X € a
matriz de observagdes (objetos). T e U correspondem aos escores de X e Y,
respectivamente. P' e Q' sdo os pesos (“/oadings’) de X e Y, respectivamente. E
e F correspondem a matriz de erros de X e Y, respectivamente.

O PLS é uma ferramenta muito robusta que reduz as dimensdes das
variaveis originais X e Y mantendo elevada a variancia explicada em um nuamero
reduzido de variaveis latentes. Ao mesmo tempo, maximiza a relacao das matrizes

T e U de escores através de uma mairiz B de coeficientes.
Resolucéo de Curvas Multivariadas - Minimos Quadrados Alternados (MCR-ALS)

O MCR-ALS tornou-se uma ferramenta quimiométrica conhecida que visa a
resolugao de respostas de componentes multiplos em misturas desconhecidas, ou
seja, nao resolvidas. Por um lado, a importancia da técnica vem da grande
variedade de conjuntos de dados que podem ser analisados por métodos de
resolucdo de curvas, essencialmente, qualquer sistema multicomponente que

possa ser descrito por meio de um modelo bilinear [35- 40].
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Para o método de MCR, bem como outros métodos de processamento de
dados com vantagem de segunda ordem, deve-se primeiro verificar duas
condicoes basicas. A primeira é que o sinal analitico obedeca a uma relacao
semelhante a lei de Beer, isto €, se 0os dados espectrais, por exemplo, tem uma
relacdo linear com a concentragao, igual a equacao 3.

A MCR-ALS é uma ferramenta que deve ser inicializado por uma estimativa
inicial de C ou S e um numero de espécies quimicas presentes na mistura.
Existem varias formas de inicializagéo, incluindo espectros conhecidos, estimativa
de perfis puros, entre outros. Para informar o numero de espécies presentes,

geralmente utiliza-se decomposicao de valores singulares.

A otimizacao ainda conta com uma série de restricdes [41] que direcionam a
solucdo do algoritmo de acordo com as informagdes fornecidas, como por
exemplo: ndo-negatividade de espectros e/ou concentragdes, balangco de massa
igual a 100%, deficiéncia de rank, etc. Por fim, a solugdo recupera as
concentragdes C e os espectros dos componentes puros S para reconstrugao de

X com o minimo possivel de E.

A MCR-ALS pode ser utilizada com sucesso em situagdes onde a informacéao
sobre o sistema é parcial, ou ainda, ndo ha possibilidade de construcdo de uma
curva de calibracado através do preparo de um conjunto de amostras, como sao
observados em muitos casos de imagens quimicas. Por outro lado, é preciso
eliminar as ambiguidades rotacionais do sistema bilinear, caso contrario a

informagao pode ser qualitativa ou semi-quantitativa.

Apls esta breve abordagem sobre algumas formas de tratamento de dados
fica claro que algumas abordagens sdo matematicamente menos complexas (ex.:
CLS) que outras (ex.: MCR-ALS). Muitas vezes, a utilizacdo de ferramentas
quimiomeétricas diferentes fornecem resultados semelhantes e o quimiometrista
deve utilizar o principio da parcimdnia, ou seja, a preferéncia pela explicacdo mais

simples quando os resultados sdo equivalentes.
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CAPITULO 2

ESTUDO DA SIMILARIDADE ENTRE MAPAS DE DISTRIBUICAO DE
CONCENTRACAO OBTIDOS POR NIR-Cl: AVALIACAO DE
DIFERENTES ABORDAGENS QUIMIOMETRICAS EM
COMPRIMIDOS DE CARBAMAZEPINA.
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2.1 Introducao

Espectroscopia de imagem quimica no infravermelho proximo (NIR-CI) € uma
ferramenta poderosa no fornecimento de uma grande quantidade de informacgéo
sobre amostras farmacéuticas. Nesta técnica, o espectro de infravermelho préximo
(NIR) pode ser medido em uma ampla faixa de comprimentos de onda a cada
ponto predefinido da superficie da amostra equivalente aos pixels da imagem da

propriedade de interesse [1].

Assim, esta possibilidade de aumentar a compreensdo da qualidade do
produto e/ou do processo esta de acordo com a chamada Tecnologia Analitica de
Processos (PAT), uma iniciativa que visa entender o processo integrando
conhecimento sobre suas partes. Além disso, a NIR-Cl tem recebido atencdo da
FDA - Food and Drug Administration - dos Estados Unidos em relagdo a
aplicacbes farmacéuticas [2]. Uma das principais vantagens do NIR é a
possibilidade de trabalhar com reflecténcia difusa diretamente da superficie da

amostra de uma forma rapida e nao destrutiva [3].

Existem varios métodos que podem ser usados para prever o teor de
constituintes presentes em formulagcdes farmacéuticas e/ou para produzir um
mapa de distribuicdo de concentracbes, tais como: resolucdo de curvas
multivariadas (MCR) [4-6], minimos quadrados parciais (PLS) [7], regressao linear
multipla (MLR) [8] e minimos quadrados classicos (CLS) [9]. Estas abordagens
diferem nos seus algoritmos, mas tem em comum a capacidade para estimar as
espécies presentes nas formulagdes farmacéuticas. Foram relatadas diferentes
aplicacoes para o estudo de farmacos utilizando NIR-Cl e métodos quimiométricos
[4,10-12]. Ravn et al. [2] realizou uma comparagcdo de diferentes modelos de
calibracao multivariada, a fim de obter imagens do ingrediente ativo e de
excipientes presentes em formulagdes farmacéuticas por NIR-Cl. Amigo e Ravn
[13] estudaram o potencial de modelos CLS e MCR para fornecer informacao
quantitativa e espacial de todos os ingredientes em um comprimido composto por
5 componentes, sem o0 desenvolvimento de qualquer modelo prévio de calibragéo.
Também Amigo et al. [12] compararam CLS e PLS utilizando uma biblioteca de
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espectros de padrées puros. Clarke et al. [14] relataram a utilizacdo de
microscopia NIR-CI para identificacdo de comprimidos que sofreram problemas
durante o processamento e para a investigacdo de pré-misturas de comprimidos

com problemas de dissolugao utilizando PCA e PLS.

Neste trabalho, o farmaco carbamazepina foi estudado por NIR-Cl. A
carbamazepina é um dos medicamentos antiepilépticos mais utilizados no mundo,
€ prescrito com sucesso para o tratamento psicomotor e crises convulsivas
complexas [15]. Produtos farmacéuticos que contém a carbamazepina como
ingrediente ativo apresentam com frequéncia os seguintes excipientes [16] na
formulacao: celulose microcristalina, diéxido de silicio, estearato de magnésio,
croscarmelose sddica e polividona. A celulose em p6 é utilizada como diluente,
enquanto o estearato de magnésio é utilizado como lubrificante. Por outro lado, a
croscarmelose sédica e o dioxido de silicio coloidal sdo utilizados como
desintegrante. O diéxido de silicio coloidal é também utilizado como um agente
adsorvente de dispersdo de liquidos em pdés. Em comprimidos, polividona é
utilizada como aglutinante para os processos de granulagdo Umida. Assim,
conhecer o comportamento dos excipientes e suas interagdes podem trazer
informacdes além da analise quimica convencional, ou seja, do conhecimento

exato da composicao da formulacao farmacéutica.

Ha varios trabalhos que demonstram a importdncia dos estudos de
carbamazepina em formulagéo farmacéutica. Virtanen [17] estudou a uniformidade
da mistura do pé de carbamazepina por NIR. Também, Perissutti et al. [18]
demonstraram que a dissolucdo da carbamazepina pode estar associada com a
maior superficie de contato entre o farmaco e o meio de dissolugdo. Neste sentido,
a obtencdo da imagem quimica de uma formulacdo farmacéutica a base de

carbamazepina pode ser uma atividade importante na industria farmacéutica.

Embora vérias ferramentas quimiométricas possam ser utilizadas para a
construcdo de modelos de calibracdo, a concentragéo referente a cada pixel nao é
conhecida a priori, uma vez que apenas o espectro médio de uma amostra pode

ser relacionado com a concentracdo formulada no comprimido. Assim, é dificil de
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verificar se 0 mapa de concentragdes da superficie de uma amostra € confiavel,
ou qual abordagem quimiométrica gera mapas mais adequados. Uma
possibilidade de verificar esta adequacdo € a realizacdo de um estudo da
semelhanca entre os mapas de distribuicdo de concentra¢des (imagens quimicas)
obtidos através de diferentes modelos quimiométricos. A similaridade pode ser
expressa através do céalculo do coeficiente de correlagao (r), obtido no ajuste linear
das concentragbes estimadas em todos os pixels de uma imagem por dois

diferentes métodos quimiométricos, ou seja, a similaridade entre imagens [12].

Neste trabalho, as similaridades das imagens geradas por diferentes
abordagens quimiométricas (MCR, MLR, CLS e PLS) foram avaliadas com o
intuito de obter um melhor diagnéstico para a informagdo obtida. Este estudo
torna-se importante a medida que sugere como estimar niveis de concentracao
em que as imagens sao confiaveis. O estudo de similaridade foi aplicado a dados
adquiridos em condi¢cdes instrumentais especiais visando velocidade analitica. As
imagens de todos os compostos da formulacdo obtidas por NIR-Cl foram
comparadas com as micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura
(SEM), sendo brevemente discutidas. Algumas observac¢des sobre a uniformidade
de mistura foram apontadas.

2.2 Parte experimental

Neste estudo, 45 comprimidos foram preparados com uma composicao
variada (faixa aproximada: entre 0% e 80% em massa) dos seguintes compostos:
carbamazepina (CBZ), celulose microcristalina (CEL), croscarmelose de sédio
(CS), dioxido de silicio (DS), estearato de magnésio (EM) e polividona (PVD).

Os compostos presentes em cada comprimido foram pesados
individualmente em balanga analitica de precisdo (0,01 mg) diretamente em
frascos ambar, sendo armazenados em dessecador. O conteudo de cada frasco
(equivalente a composicdo comercial de um comprimido, 280 mg) foi
homogeneizado em Vértex por 2 minutos. Apds a homogeneizacédo, as
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formulagbes foram colocadas em pastilhador e prensadas sob uma forca de 3
toneladas/cm? por um periodo de 10 segundos para obtencdo dos comprimidos.

As aquisicoes das imagens foram realizadas através do Spotlight 400N FT-
NIR Imaging da PerkinElmer. Este equipamento incorpora um detector (MCT
resfriado por nitrogénio liquido) de arranjo linear (16 pixels) e permite o
mapeamento da superficie através do movimento da amostra nos eixos x e v,
além do ajuste do foco no eixo z. Os parametros instrumentais utilizados foram:
8x8 mm (tamanho da imagem), 50 um (tamanho de pixel), 16 cm™ (resolugéo
espectral), 7800-4000 cm™ (faixa espectral) e 2 varreduras. Esta configuracao
permite rapida aquisi¢cdo de dados, aproximadamente 13,6 minutos por amostra.

Para criacdo dos modelos, foi utilizado Matlab 7.8 e PLS toolbox 5.2.1.
Cada comprimido foi analisado em ambos os lados, aumentando a area superficial
de amostragem (maior representatividade). Para cada imagem, um cubo de dados
tridimensional (160x160 pixels e 239 comprimentos de onda) foi obtido e
desdobrado para remocgao da dimensao espacial, gerando uma matriz de dados
por amostra. Os dados originais em reflectancia (R) foram convertidos para
pseudo-absorbancia (logio 1/R) e normalizados pela variagdo normal padrao
(SNV). Em seguida, foram obtidos os espectros médios de 51.200 pixels (nUmero
de espectros obtidos em ambos os lados do comprimido) por amostra, para
formacao do conjunto de 45 espectros representativos das amostras. Diferentes
métodos de modelagens simultaneas (modelos com 6 varidveis dependentes)
foram avaliados para obtencao dos mapas de distribuicao por compostos: minimos
quadrados parciais (PLS), resolugdo de curvas multivariadas (MCR), minimos
quadrados classicos (CLS) e regressao linear multipla (MLR). Os procedimentos
utilizados nesta etapa foram: MCR - inicializacao do ALS pelas concentracdes do
planejamento experimental e balango de massa igual a 100%; e MLR - selegéo
por algoritmo genético: 7056, 7024, 6480, 6128, 5664, 4928, 4000 cm ™.

Os conjuntos de calibracao e validacao foram selecionados pela rotina de
Kennard-Stone de planejamento. Os modelos de calibracdo (conjunto de 30
amostras) foram validados (conjuntos de 15 amostras) e utilizados para obter os

26



mapas de distribuicdo de concentracdo em 21 novas amostras. Um estudo da
similaridade entre as imagens obtidas através dos quatro modelos diferentes foi
realizado. Todos os comprimidos, em diferentes niveis de concentragdo, foram
submetidos a comparagao pixel a pixel. A semelhanga entre as imagens foi
expressa através do coeficiente de correlagdo (r). Esta comparagédo foi feita
sistematicamente, abrangendo todas as seis combinagdes possiveis entre os
modelos, para todos os compostos da formulacdo, em todos os niveis de

concentracao e em diferentes numeros de varreduras (1, 2, 4, 8 e 16 varreduras).

Um resumo da estratégia analitica pode ser visto na Figura 3. As etapas a,
b, ¢, d e e indicam cronologicamente o procedimento analitico utilizado. O estudo
de similaridade foi obtido a partir das imagens na etapa e. A sequéncia de eventos

esta resumida nas etapas abaixo:

a) Aquisicéo e transformagoes de imagens hiperespecitrais.

A imagem é obtida diretamente a partir da superficie do comprimido, e
consiste de um hipercubo espectral dos dados brutos, em que o0s eixos x e y sé&o
0s coordenados espaciais, caracteristicos da superficie do farmaco e os eixos z
sdo os comprimentos de ondas (A). Assim, para cada pixel da imagem existe um
espectro completo na terceira dimensao. No passo seguinte, para cada amostra,
0s dados s&o desdobrados para eliminacdo da dimensao espacial, 0 que resulta
numa matriz de (xy.A). A informacgédo acerca da posicao do pixel € mantida nas
linhas da matriz. Com os dados desdobrados, os pré-processamentos séo
efetuados e um espectro médio da matriz é obtido para representar cada amostra
nos modelos quimiométricos.

b)  Conjunto de calibracdo

Nesta etapa, os cubos de dados (representando as amostras) desdobrados,
pré-processados e representados pelos espectros médios, um para cada
comprimido, sdo utilizados para obter uma matriz X que esta relacionada com a
concentracdo C conhecida dos compostos de interesse. Esta matriz foi obtida por
planejamento experimental, onde cada amostra da formulagéo foi construida com
independéncia dos 6 componentes da mistura.

c) Abordagens quimiométricas
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Todas as técnicas quimiométricas sao utilizadas através de uma abordagem
de calibracao, da seguinte forma:

- CLS: é iniciado com a estimativa da matriz de espectros puros S,

considerando as informacao das matrizes X e C. Apéds, a matriz C de uma

nova observacao pode ser obtida através da funcéo de calibracao direta.

- MCR: é inicializado utilizando a matriz C com restricdes para a otimizacao

por ALS. Neste caso, C e S sdo otimizados para minimizar o erro na

recuperacao de X. Assim, apds as matrizes C e S serem otimizadas, uma

calibragao direta é realizada.

- MLR: é uma calibracao inversa utilizando variaveis originais. Uma vez que,

0 numero de variaveis é maior do que a de amostras, uma selecao de

variaveis é realizada utilizando algoritmo genético (GA). Esta nova matriz X

de dimensdo muito menor (n=7) pode ser utilizada para encontrar Bu.r

de coeficientes.

- PLS: é também uma calibracdo inversa, porém utiliza um processo

interativo por minimos quadrados parciais NIPALS para estimar Bp.s. Desta

forma, € possivel chegar a matriz C, considerando todas variaveis de X.
d) Conjunto de validacao

Os modelos desenvolvidos devem ser verificados por conjunto de validacao
externa. Estes modelos mostram a qualidade da previsdo sob toda a faixa de
concentragcdo das amostras. Trata-se do mesmo procedimento do estagio b,
porém com amostras ausentes na etapa de calibracao e representativas de acordo
com algoritmo de Kennard-Stone.
e) Mapas de distribuicdo de concentragdes

Na etapa de previsdo de imagens, os dados desdobrados e pré-processados
sdo submetidos aos modelos e utilizados para a previsdo da concentracdo no
nivel do pixel. Assim, a matriz de concentracdées previstas em cada pixel C é
obtida para cada constituinte presente na formulagédo farmacéutica. Finalmente, os
mapas de concentracdo sdo obtidos através do rearranjo dos pixels, formando

uma imagem para cada componente na formulagao farmacéutica.
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a) Aquisicdo e transformagdo da imagem hiperespectral
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e) Mapas de distribuicao de concentragao (imagem quimica)
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Figura 3 — Estratégia analitica na obtencdo de imagens quimicas.
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2.3 Resultados e discussoes

Embora a aquisicdo de dados espectrais com 2 varreduras possa parecer
insuficiente para construcdo de modelos de quantificacédo, € preciso observar que
0s modelos sdo construidos com uma média de 51.200 pixels, o que garante um
grande numero de varreduras no espectro medio da amostra. Por outro lado,
neste estudo foi notado que o ponto fundamental para construcdo de modelos
mais robustos esta relacionado com o aumento da &rea amostral. Neste caso, o
espectro adquirido em uma grande area de observagdo representa melhor a

composicao quimica informada ao modelo, reduzindo o residuo da regressao.

A Figura 4 mostra a sobreposicdo dos espectros puros e as variaveis
selecionadas para MLR (linhas verticais tracejadas). Foi possivel observar que a
celulose microcristalina e a croscarmelose de sédio apresentam perfis
semelhantes. Por outro lado, a carbamazepina e estearato de magnésio tém maior

seletividade espectral.

0.03 T
0.025-
—CBZ
0.02- |—CEL
0.015F |~ CS
— DS
S 0.01F
= EM
£ 0.005 PVD
2
< or
-0.005 H
1 1 I
-0.01- T i i i
i Lo
-0.015- 1 i I i
1 I I I
Q0. ! n, L L L ! !
%%]00 7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000

Numero de onda (1/cm)

Figura 4 — Espectros puros dos compostos da formulag&o. As linhas tracejadas na

vertical correspondem aos numeros de ondas selecionados por GA para MLR.
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A Tabela 1 mostra a raiz quadrada do erro quadrado médio de previsdo
(RMSEP), conhecido como erro padrdo de previsado, obtido em cada modelo para
a quantificacao de todos os componentes presentes na formulacao farmacéutica.
Todos os modelos desenvolvidos tém erros inferiores a 2% para a quantificacao
da carbamazepina (principio ativo) e menor que 5% para a previsao dos

excipientes. Os resultados foram obtidos com 2 varreduras por pixel.

Tabela 1 - Valores de RMSEP em % (m/m).

MLR CLS PLS MCR
Carbamazepina (API) 1,9 1,8 1,8 1,8
Celulose microcristalina 4,1 2,7 2,8 2,9
Croscarmelose sodica 3,6 4,0 4,4 4,6
Di6xido de silicio 3,3 4.3 4,7 4.5
Estearato de magnésio 2,7 3,4 3,4 3,4
Polividona 4,2 3,9 4,2 4,1

Faixa: aproximadamente entre 0 e 80% (m/m).

Os resultados mostram RMSEP semelhantes para todos os métodos de
calibracdo. No entanto, esta abordagem sé mostra a informacao global sobre o
erro de previsdo dos métodos quimiométricos. Para comparar a semelhanga entre
a concentracdo prevista pelo modelo de calibracdo nas imagens, foram
considerados os resultados previstos dos 6 compostos para 21 novas amostras
obtidas por todos os modelos sugeridos: PLS, CLS, MCR e MLR. O coeficiente de
correlacao entre imagens mostra que o CLS e o MCR apresentam resultados mais
semelhantes, possivelmente porque apds o processo de otimizagdo por ALS, os
célculos para a calibracdo direta (X=CS') sdo os mesmos nas duas abordagens.
Da mesma forma, o PLS proporciona resultados muito semelhantes aos modelos
CLS e MCR, provavelmente porque utilizam informacdes de todas as variaveis
tornando o modelo tdo robusto quanto os anteriores. Além disso, como ha um
minimo de interferentes desconhecidos na formulacdo proposta, a matriz de
coeficientes torna-se muito semelhante. Neste caso, ndo ha vantagem na

priorizacdo de informagbes dos analitos em detrimento dos interferentes, uma
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caracteristica do PLS. Por outro lado, embora MLR tenha revelado um RMSEP
comparavel aos outros modelos, as previsdes nos pixels ndo sao tado semelhantes,

provavelmente devido ao baixo numero de varidveis selecionadas.

Assim, o coeficiente de correlagdo entre mapas de distribuicdo de
concentragbes foi utilizado para verificar as semelhangas entre os resultados
usando PLS, CLS, MCR e MLR ao nivel do pixel. Em todas as comparacgdes foram
observados r>0,97 para PLS, CLS e MCR, traduzindo a grande semelhancga entre
mapas de distribuicdo de concentracdes. Estas ferramentas quimiométricas tém
em comum o uso de todo o espectro, que proporcionando uma melhor robustez
para o método. No entanto, quando comparamos as imagens obtidas por MLR
com os outros modelos, os resultados mostraram uma reducao da semelhanga em
concentracdes mais baixas (abaixo de 20%). Nestes casos, os valores de r estdo
no intervalo entre 0,9 e 0,4. A Figura 5 apresenta os mapas de distribuicdo para
dois niveis de concentracao de carbamazepina (66% € 1%).
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Figura 5 - Mapas de distribuicdo de concentracbes de carbamazepina por
diferentes algoritmos. A) 61% (m/m); B) 1% (m/m); e C) 1% (m/m) com limite de

sensibilidade de 20%.
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E importante observar que as imagens do comprimido mostrando a
distribuicAo de altas concentracbes de carbamazepina apresentam grande
similaridade (Figura 5A, linha superior), sendo um forte indicativo para exatidao
dos modelos de previsdo para altas concentragcdes. No entanto, as imagens do
comprimido que mostram a distribuicdo de baixas concentragbes revelam baixa
similaridade (Figura 5B, linha central), apontando para a falta de sensibilidade na
previsao de pixels com baixas concentracées. Neste sentido, é possivel notar que
mesmo nas imagens dissimilares, os pixels que apresentam maior concentracao
de ativo (superior a 20% (m/m)) sado detectados em todas as imagens com alta
similaridade, (Figura 5C, linha inferior). Assim, € possivel observar uma tendéncia
de divergéncia entre as imagens onde a concentracdo do farmaco é baixa,

sugerindo limite de detectabilidade para MLR.

Outro modo de demonstrar a similaridade entre os resultados obtidos
por diferentes métodos quimiométricos € através de mapas de distribuicdo e
seus respectivos histogramas. Para exemplificar isso, os resultados obtidos para

um dos excipientes (celulose microcristalina em 17%) sao apresentados
na Figura 6.
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Figura 6 — Mapas de distribuicao de concentracdes de celulose microcristalina e
seus respectivos histogramas. A) imagens de celulose com 17% (m/m); B)
histogramas de frequéncia de concentracoes.
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Frequéncia de pixels

E possivel observar que a MLR produz maior variabilidade ao nivel do pixel.
Ao analisar o histograma gerado por MLR, o perfil de distribuicdo € mais baixo e
alargado do que os outros modelos apresentados. Este fato resulta em uma
imagem mais dissimilar, como ja foi discutido na Figura 5. Outra informagdo que
pode ser extraida para o estudo de similaridade refere-se a homogeneidade de
imagem. Gendrin et al. [20] descrevem que imagens homogéneas apresentam um
formato de pico (curtose alta). Os resultados apresentados na Figura 6B mostram
que MLR apresenta a menor curtose e imagens, consequentemente, mais
heterogéneas. Este fato se deve a menor precisdo de resultados no pixel.

A Figura 7 mostra a mesma area do comprimido observada na Figura 6,
porém com diferentes nimeros de varreduras e utilizando apenas MLR. E
importante notar que a qualidade das imagens é diretamente proporcional ao
namero de varreduras. Este fato pode ser comprovado pela andlise de
histogramas onde ha um aumento de curtose da esquerda para a direita, Figura 7
na linha inferior. A imagem com 16 varreduras utilizando MLR € similar a imagem
com 2 varreduras utilizando PLS, MCR ou CLS. No entanto, o tempo de aquisi¢éo

de 3 minutos (1 varredura) torna-se 41 minutos (16 varreduras).
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Figura 7 - Relacao entre o niumero de varreduras e a variabilidade da imagem por
MLR.
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Discutidos os aspectos de similaridade, e visto que o PLS demonstrou bons
resultados para estimar as imagens para todos os compostos, na Figura 8, sédo
ilustrados os mapas de distribuicdo obtidos para todos os compostos de um Unico

comprimido por PLS.
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Figura 8 - Mapas de distribuicdo para todos os compostos.

Analisando simultaneamente os mapas de distribuicdes de concentracoes,
Figura 8, e as micrografias dos compostos individuais obtidas por microscopia
eletrdnica de varredura (SEM), Figura 9, alguns apontamentos podem ser feitos.
Os cristais de carbamazepina aparecem mais densos e heterogéneos na imagem
devido a dimensao e caracteristicas das particulas. A celulose microcristalina e a
croscarmelose sédica sdo menores e mais fibrosas estando bem distribuidas na
superficie. A polividona, mais esférica, apresenta-se na forma de pequenos
aglomerados. As particulas de diéxido de silicio sdo muito menores do que o
tamanho do pixel, mas foram observados grandes grupos heterogéneos, indicando
formacao de grandes agregados (possivelmente atracao eletrostatica entre
particulas). O estearato de magnésio, embora também constituido de pequenas

particulas, é uniformemente distribuido na superficie.
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Ela: A) carbamazipina (100 um), B) celulse microcristalina (100 ym), C) croscarmelose sédica

(100 um), D) diéxido de silicio (50 um), E) estearato de magnésio (10 um), F) polividona (100 um).

Figura 9 — Micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura dos

compostos puros.

Através do estudo de espectroscopia de imagem na regido do infravermelho
proximo foi possivel obter rapidamente informagcbes sobre o processo de
homogeneizacao, ou ainda, sobre a caracteristica do produto e da matéria-prima
utilizada.

2.4 Conclusoes

Neste estudo foram utilizadas diferentes abordagens quimiométricas na
obtencdo de imagens quimicas adquiridas por NIR-CI. Os diagnésticos, baseados
na similaridade entre imagens, sugerem limites de confiabilidade para a
concentragdo por pixel de imagem e possibilitam definir uma estratégia de
aquisicao e andlise de dados. Neste trabalho, os métodos quimiométricos que
empregaram todas as variaveis no vetor de regressdo foram considerados mais
robustos. Por outro lado, resultados menos satisfatérios foram encontrados na
abordagem MLR, que sofreram seleg¢édo de variaveis. Por fim, foi possivel atribuir
explicacbes sobre a distribuicio de compostos presentes na superficie de
comprimidos de carbamazepina, com imagens geradas em apenas 5 minutos de
aquisicdo, tempo relativamente rapido para estudos de NIR-CI em modo de

mapeamento em linha.
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CAPITULO 3

ESTUDO DO PERFIL DE DISTRIBUIGAO DO CITRATO DE
SILDENAFILA EM DIFERENTES FORMULAGOES
FARMACEUTICAS UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM E
QUIMIOMETRIA: UMA ABORDAGEM SOBRE A CARACTERIZACAO
DE PRODUTOS.

39



40



3.1 Introducao

As patentes sdo uma forma de protecao juridica da propriedade intelectual
que proporcionam direitos exclusivos para fazer, usar, importar, vender e oferecer
para venda a invencgao por até 20 anos. A légica econdmica desse mecanismo de
protecdo é que, os lucros previstos pela licenca de produgdo de um produto
patenteado, garantem ao detentor da patente, o reinvestimento em pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos [1-4]. Fatores sociais, no entanto, podem
eventualmente prevalecer sobre esse aspecto econémico do desenvolvimento,
surgindo a possibilidade de violacdo de patente. Um desses fatores é a grande
discrepancia tecnolégica dos paises em desenvolvimento se comparado aos
paises desenvolvidos, e seu baixo poder aquisitivo para comprar os produtos de
ultima geracdo fabricados pelos grandes centros econdmicos. Desta forma, a
quebra de patente pode ocorrer mais cedo em alguns paises que em outros, o que
favorece um tipo de comercializacao ilegal entre paises.

O Viagra® é o primeiro medicamento aprovado para tratar a disfungéo
eretil. O seu mecanismo de acdo inibe seletivamente a enzima fosfodiesterase do
tipo 5 (PDE5) responsavel pela degradagdo da guanosina monofosfato
ciclico (GMPc), envolvida no processo de erecdo. A maior disponibilidade de
GMPc possibilita vasodilatacao especifica do corpo cavernoso do pénis e promove
facilidade de erecao [5-6]. Estima-se que a disfuncao erétil afeta entre 48% e 52%
dos homens entre 40 e 70 anos. O surgimento deste medicamento causou
grandes desdobramentos socioeconémicos, incluindo impacto nos calculos
previdenciarios, que nao previam o surgimento de alguns padrées de

relacionamentos apds o0 sucesso do medicamento.

O citrato de sildenafila (ingrediente ativo do Viagra®) foi registrado na Uniao
Européia pela Pfizer em 1991. Hoje em dia, devido a expiracao recente da patente
no Brasil, pelo menos 10 empresas farmacéuticas estdo comercializando este
produto no pais, a uma fragéo do prego do Viagra®. Além disso, o contrabando de
comprimidos de Viagra® tem representado um problema importante para o
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mercado farmacéutico, onde a Policia Federal brasileira informou um grande
namero de apreensdes, principalmente na regidao sul do Brasil (Estado do Parand).
No periodo entre 2007 e 2010, a Policia Federal informou um grande numero de
apreensodes (371) sendo o mercado de comprimidos falsificados relacionados com
o tratamento da disfungéo erétil responsavel por 80% das apreensdes. Portanto,
para controlar a qualidade das novas formulacdes farmacéuticas e distinguir entre
comprimidos auténticos e falsificados € necessario o desenvolvimento de
ferramentas analiticas mais eficientes. Embora os métodos de analise, utilizando
cromatografia [7-10], voltamentria [11-13] e determina¢des colorimétricas [14]
foram relatados para analise de comprimidos de Viagra®, estas técnicas sao

demoradas e requerem extensivo preparo da amostra.

Neste sentido, a espectroscopia de infravermelho proximo (NIRS),
apresenta vantagens, tais como: analise nao-destrutiva, maior rapidez, menor
custo por amostra e menor consumo de produtos quimicos. A técnica tem sido
aceita em varios campos da industria farmacéutica [15,16]. A NIRS, devido as
suas caracteristicas, tem o potencial de fornecer uma compreensdo abrangente
sobre produtos e processos farmacéuticos e estda em conformidade com o
fundamento da chamada tecnologia analitica de processos (Process Analytical
Technology, PAT), iniciativa da Food and Drug Administration, FDA) americana
[17].

Na ultima década, uma nova abordagem tem se desenvolvido rapidamente
no campo farmacéutico, sendo que as imagens hiperespectrais tem representado
uma promessa no fornecimento de informacdes sobre a distribuicado de compostos
em formulagcdes farmacéuticas. A combinacdo de caracteristicas quimicas
(espectroscopia molecular) e fisicas (imagem digital) foi aplicada com sucesso em
diversos campos, como sensoriamento remoto [18,19], astronomia [20,21],
agricultura [21,22], industria alimenticia [23] e farmacéutica [24-26].

Esta capacidade de extrair informagdes quimicas e seu perfil de distribuicdo
na superficie da amostra de farmacos, pode significar uma nova dimensdo na

caracterizacdo de produtos, ou seja, como os padrdes de homogeneidade séo
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gerados no processo e de que forma estas caracteristicas podem afetar as
propriedades farmacocinéticas dos medicamentos.

No entanto, para mapear a superficie de um medicamento e revelar a
distribuicdo de seu ingrediente ativo e/ou excipientes é preciso transformar dados
espectrais em teor de compostos quimicos. As andlises quantitativas de amostras
farmacéuticas utilizando Imagem Quimica na regido do Infravermelho Préximo
(Near Infrared-Chemical Imaging, NIR-Cl) podem ser realizadas através de
técnicas como regressao por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares,
PLS) ou PLS para Andlise Discriminante (Partial Least Squares- Discriminant
Analysis, PLS-DA) [24,26,27].

No entanto, essas técnicas de regressao requerem um conjunto completo
de amostras de calibragdo, que devem ser preparadas com o objetivo de construir
um modelo robusto, 0 que requer tempo para que o modelo seja adequadamente
desenvolvido e testado. Além disso, existem situacées em que simplesmente nao
€ possivel desenvolver um modelo robusto por PLS, seja por falta de
conhecimento adequado sobre o problema, ou por falta de controle da composicéo
dos interferentes.

Com relacéo aos propédsitos de quantificacdo, sem a necessidade de um
modelo de calibracdo anterior, a Resolucdo Multivariada de Curvas por Minimos
Quadrados Alternados (Multivariate Curve Resolution - Alternating Least Squares,
MCR-ALS) pode ser apresentada como uma alternativa promissora pela utilizacdo
da chamada vantagem de segunda ordem, isto €, a quantificagdo de analitos na
presenca de interferentes desconhecidos. MCR-ALS é um algoritmo que se
adapta as exigéncias para a resolugdo de imagens [28-31]. Este método
decompde o cubo desdobrado de dados hiperespectrais, a matriz X (xy x A), para
o produto de duas matrizes, C (xy x K), contendo os perfis de concentragdo e S"
(K x A), contendo os perfis espectrais para cada componente K, a Equacao 1
mostra a definicdo acima e a Figura 10 representa como os dados de imagem séo
utilizados neste trabalho. Neste caso, xy sédo as dimensdes espaciais da imagem e

A 0 numero de variaveis espectrais.
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X=CS"+E (1)
onde E (xy x A) corresponde a matriz de erro experimental.

Para iniciar o processo iterativo do MCR-ALS, é necessaria uma estimativa
inicial para os perfis espectrais ou para as concentra¢des. Diferentes métodos tem
sido utilizados para esta finalidade, tais como: Analise de Fatores Evolucionérios
[32-34], determinacdo da variavel ou perfil mais puro [35-38] ou através de
espectros de componentes puros [39]. Para que a otimizagdo por ALS convirja a
uma solugdo adequada alguns cuidados devem ser tomados. Para citar alguns:
informar o numero de espécies presentes na amostra, por exemplo, numero de
componentes significativos na PCA; informar restricoes: ndo-negatividade de
concentracao (pois nao existe concentragao negativa), ou ainda, ndo negatividade
espectral, balanco de massa igual a 100%, etc. Estes fatores, baseados em
conhecimento quimico, direcionam a solugéo para uma resposta adequada.

Este trabalho tem como objetivo criar um mapa de distribuicdo de
concentragdes (imagens) de citrato de sildenafila em comprimidos de formulagdes
diferentes, em que a composicdo quimica de todos os constituintes ndao é
conhecida a priori. Para tal, foi utilizado um método empregando MCR-ALS. Além
disso, os perfis dos mapas de distribuicdo de cada comprimido foram avaliados
para a obtencao de um reconhecimento de padrao de imagens através da analise

de classificagdo hierarquica ndo supervisionada dos seus histogramas.

Embora este trabalho tenha sido aplicado a caracterizacao de produtos
ilegais, suas aplicagdes apontam também para a possibilidade de identificar
padrées de distribuicdo do ingrediente ativo em medicamentos nacionais
auxiliando a industria no desenvolvimento de produtos mais similares ao original.
Espera-se que o reconhecimento de padrbes de imagens quimicas possa

caracterizar um produto, ou ainda, a tecnologia de um processo industrial.
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3.2 Parte experimental

Neste trabalho, comprimidos de seis formula¢des diferentes, contendo
citrato de sildenafila como ingrediente ativo, foram estudados. Estas formula¢des
(ou produtos) foram nomeadas de A a F. As formulacées de A até E foram
fornecidos pela Policia Federal brasileira e correspondem a varias marcas de
comercializag@o proibida no brasil. A formulacdo F foi uma amostra auténtica de
Viagra® (Pfizer Ltda.). Para cada formulagdo, foram realizadas 4 aquisicao de
imagem em comprimidos de um mesmo lote, com o objetivo de ter replicatas

auténticas da imagem do produto.

As imagens foram obtidas pela espectroscopia de imagem quimica na
regidao do Infravermelho préximo usando o sistema de imagem Spotlight 400N FT-
NIR produzido pela PerkinElmer. Foram utilizados os seguintes parametros:
tamanho de pixels de 25 um, 32 varreduras e faixa espectral entre 6500 e 4000
cm™. O arranjo de dados (80 x 80 pixels e 158 comprimentos de onda) foi obtido
diretamente da superficie (4 mm? dos comprimidos apdés a remogdo do
revestimento com Iamina de barbear. Os dados brutos foram transformados no
logaritmo inverso da reflectancia (pseudo absorbancia) e desdobrados para
correcao de espalhamento multiplicativo (MSC). Considerando que apenas o
citrato de sildenafila é conhecido a priori, foi escolhida a técnica de MCR [31] para
construgdo dos mapas de distribuicdo. A otimizacdo por minimos quadrados
alternados (ALS) foi inicializada pelos pesos (loadings) da Andlise de
Componentes Principais (PCA) usando os dados centrados na média. Ap6s a
primeira etapa de otimizagéo, o perfil espectral otimizado mais similar ao espectro
do padrao foi substituido pelo espectro do padrao puro (fornecido pela industria) e
submetido novamente ao processo de otimizagdo. Os mapas de distribuicdo
obtidos por MCR foram convertidos a histogramas de frequéncia de pixels por
faixa de concentracdo. Estes histogramas foram normalizados e analisados por
Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA). Esta técnica foi utilizada para
classificacdo nao supervisionada do padrdo de homogeneidade de imagens
quimicas. A analise dos dados foi realizada em Matlab versdo 7.8 utilizando
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rotinas desenvolvidas em laboratorio e algoritmo fornecido por Roma Tauler [31].

A Figura 10 mostra a estratégia utilizada.

X C . ST + E
Matrizde dados  Matriz de escores Matriz de loadings Matriz de erros
desdobrada  +conc.recuperadas + espectrorecuperado
Cubo de dados 1 _  dogtivo doativo . )
b S = —
—————| l | —
y Espectrodos
‘ : compostos puros ’
> ' > >
x x x
X
Desdobramento
[—— ===
| —] L1 ———
Mapas de concentracédo

Redobramentt&
" A

N
y

Figura 10 — Estratégia de obtencdo de imagens quimicas do citrato de sildenafila
por MCR-ALS.

E importante notar que apenas a informagdo do ativo é recuperada, os
demais componentes contribuem para a recuperagdo da matriz X, podendo
apresentar alguma ambiguidade rotacional irrelevante para o escopo deste

trabalho.

3.3 Resultados e discussoes

O primeiro passo no desenvolvimento do meétodo por MCR-ALS foi a
inicializagdo do modelo usando os pesos (loadings) obtidos por analise de
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componentes principais (PCA). O uso de pesos para a inicializagdo do MCR-ALS
pode ser problematico para a otimizacado da matriz C (concentracdo), uma vez que
a ambiguidade rotacional esta presente nesta situacdo. Em outras palavras, a
abordagem quantitativa utilizada na resolugdo multivariada, Equacao 1, é
matematicamente a mesma informagéo qualitativa da matriz T (scores) e matriz P

(loadings), obtida por PCA, Equacéao 2.
X=TP"+E (2)

Neste caso, a matriz C poderia trazer a informagcdo qualitativa da matriz T
devido a inicializagdo do ALS por pesos (loadings), Equagéo 2. Neste sentido, a
utilizacdo da matriz S, com perfis espectrais puros e restricbes adequadas é
frequentemente uma forma para minimizar as ambiguidades e recuperar
informagdes quantitativas de concentracdo. No entanto, os espectros mais puros
podem apresentar numero de condicdo elevado em imagens relativamente
homogéneas (isto €, elevada similaridade entre toda a informacao espectral),
enquanto os pesos P sdo sempre ortogonais com nimero de condicao igual a um.
Em MCR-ALS, a matriz E (erros) pode ser vista como a falta de ajuste do produto
da matriz C com a matriz S para a recuperacdo da matriz X. Para obter bons
resultados, é desejavel reduzir a sensibilidade da matriz E. Neste sentido, um

namero condicado menor da matriz S contribui para maior robustez da matriz C.

Devido ao uso de pesos combinados com o espectro puro do citrato de
sildenafila para a inicializagdo de MCR-ALS, uma elevada ortogonalidade foi
alcangada. Além disso, os resultados da otimizagdo por MRC-ALS, Figura 11,
mostram recuperacdes excelentes para os espectros de ingrediente ativo para

todas as formulag¢des estudadas.

Na Figura 11, os espectros pontilhados foram obtidos diretamente a partir de
um padrao de citrato de sildenafila comprimido, enquanto os espectros em tracos
sélidos foram obtidos por MCR-ALS.
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Figura 11 - Sobreposicdo dos espectros pré-processados de citrato de
sildenafila: padrdo (pontilhado) e optimizado por MCR-ALS (linha sdlida).
Formulagdes dos produtos de A até F.

E pertinente notar que a informacéo recuperada do processo de optimizagdo
de MCR-ALS esta altamente correlacionada com o espectro conhecido do padrao
de citrato de sildenafila. Além disso, os pesos da PCA garantiram menor
correlagcdo entre os perfis do ativo e todos os excipientes, ajudando a aumentar a
seletividade dos resultados para a abordagem quantitativa.

Este procedimento é especialmente interessante para analise onde os
componentes ndo sao totalmente conhecidos, mas apenas uma parte da
informacao esta disponivel, neste estudo: o ingrediente ativo. A falta de ajuste
inferior a 1% entre cada resultado de MCR-ALS e a matriz X original adicionados a
boa recuperagdo dos espectros otimizados de citrato de sildenafila garantem a
confiabilidade das imagens obtidas. O calculo da falta de ajuste foi realizado

utilizando a Equagéo 3:

Z xE — x:;
falta de ajuste (%) = \/(U—ZU) %100 3)
ij
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Onde x; € um elemento da matriz experimental X e x;* € o elemento da
matriz X* reproduzida pelo MCR-ALS.

Na Figura 12, os mapas de concentracao de 4 comprimidos diferentes para
cada formulagbes (A até F) sdo mostrados. Pode-se observar que no produto A,
existe uma série de grandes regides heterogéneas (em azul), devido ao excipiente
com particulas grandes e densas, também observado nos comprimidos por meio
de microscopia éptica. Na segunda linha, B, um perfil um pouco diferente surge,
pontos menores e mais densos do ativo pode ser visto. Nas proximas duas
amostras C e D, as imagens sdo mais homogéneas e similares. Estas formulacées
tém caracteristicas muito semelhantes, apresentam a mesma marca, porém com
algumas diferengas visuais de embalagem e lotes distintos. Assim como a
formulacdo A, a formulagdo E é reconhecida pela homogeneidade baixa,
mostrando grandes areas de auséncia de sildenafila. A formulacao F, formulacéo
do Viagra®, apresenta um perfil muito homogéneo de concentracao. Além disso, é
possivel observar um padrao de distribuicdo mais homogéneo entre comprimidos
diferentes do farmaco original, ou seja, sugere um melhor controle de qualidade

entre comprimidos.
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Figura 12 - Mapas de distribuicdo de concentracées de citrato de sildenafila

obtidos por MCR-ALS. Produtos de A até F em replicatas.

As imagens da Figura 12 podem ser traduzidas em histogramas de

distribuicdo de frequéncias de concentragdes. Este tipo de analise dos resultados

remove a componente espacial xy da informagdo adquirida, mas mantém a

possibilidade de observar o perfil de distribuicao, isto é, a homogeneidade da

distribuicao do citrato de sildenafila.

Na Figura 13, os histogramas foram normalizados de modo que a

concentracao média seja igual a um. Assim, torna-se possivel analisar o perfil de

histogramas, independentemente da sua fragdo de massa na superficie

comprimidos.
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Figura 13 - Histogramas do perfil de distribuicao de citrato de sildenafila.

Produtos de A até F em replicatas.

O histograma € uma técnica grafica para mostrar tanto a assimetria como a
curtose do conjunto de dados. Neste caso é representado pela distribuicdo de
frequéncias de concentracbes (eixo y) e concentragdes normalizadas (eixo Xx).
Curtose é uma medida para saber se a forma de distribuicdo dos dados € mais
pontiaguda (formato de pico) ou plana (achatada) relativamente a uma distribuicdo
normal. Curtose negativa indica uma distribuicdo plana, chamada platicurtica.
Curtose positiva indica uma distribuicdo em formato de pico, chamada leptocurtica.
Finalmente, a distribuicdo normal tem zero de curtose, e diz-se ser mesocurtica.
Na Figura 13, é possivel comparar a curtose da distribuicdo das drogas D e F em
mesocurtica, porque entre as drogas analisadas elas tém uma distribuicdo da
concentracdo mais homogénea e gaussiana na superficie do farmaco. Para os
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farmacos A, B e E a curtose pode ser classificada como platicurtica, porque sao
menos homogéneas e visivelmente achatadas se comparadas a uma distribuicao
gaussiana. Para a droga C a curtose pode ser entendida como leptocurtica. Porém

este ndo € o unico aspecto objetivo para avaliar histogramas.

A assimetria € uma medida da falta de simetria de uma distribuicdo, ou seja,
a area de um lado da mediana é diferente da area da outra metade. A partir da
observacdo da Figura 13, pode-se inferir que, nas formulacbes A e E, a
distribuicdo das concentragcées de citrato de sildenafila na superficie é mais
assimétrica, devido a heterogeneidade causada pelas particulas de excipientes
nessas formulacées. Por outro lado, B, C, D e F tém os mapas de concentracdes
mais simétricos dentre as formulacdes estudadas, uma vez que os tamanhos das
particulas e/ou os processos de homogeneizagcdo sao mais homogéneos. Como
consequéncia, € possivel aplicar técnicas de classificacdo de histogramas para
agrupar similaridades entre estas caracteristicas (curtose e assimetria) e estudar
homogeneidade de formulagdo em farmaco.

Com o objetivo de se obter um padrao de reconhecimento da distribuicdo de
concentragdes de citrato sildenafila em comprimidos, foi usado um método
quimiométrico muito bem estabelecido chamado, Andlise de Agrupamentos
Hierarquicos (HCA). Este método baseia-se nas distancias multivariadas entre as
amostras usando um procedimento de aglomeragdo por similaridade. A
classificagdo ndo supervisionada revela a similaridade de distribuicdo do ativo em
diferentes formulag¢des. Assim, o reconhecimento de imagens e a sua variabilidade
€ um parametro importante para o estudo intra e entre produtos. O dendrograma,
Figura 14, mostra os diferentes grupos para cada formulagdo de droga e sugere
um método eficaz para identificar o produto ou o processo de fabricacdo. Este
principio pode ser (til para identificar um tipo diferente de falsificagdo, incluindo
drogas que apresentam quantitativamente a mesma composicdo quimica, mas
diferentes processos de homogeneizacdo, ou diferentes caracteristicas das
particulas utilizadas. Estes padrdes séo identificados a partir de caracteristicas
fisicas da imagem quimica obtida.
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Figura 14 - Histogramas de distribuicdo de frequéncia de pixels por faixas de
concentragdo normalizada. Produtos de A até F em replicatas.

De acordo com o exposto anteriormente, os histogramas estdo centrados na
média igual a um. Isso foi feito para evitar que as diferentes concentracdes dos
farmacos deslocassem os perfis de distribuicdo dos histogramas e que apenas 0s
parametros relacionados a assimetria e a curtose fossem avaliados. Esta
avaliagdo traduz um padrdo de heterogeneidade na distribuicdo do citrato de
sidenafila na superficie das amostras, o0 que caracteriza o produto independente
da sua concentracdo. Os histogramas foram utilizados como objetos (amostras)
para subsequente classificagdo ndo supervisionada por HCA. Analisando o
dendograma na Figura 14 é possivel perceber agrupamentos diferentes para cada
produto farmacéutico sugerindo ser um método efetivo para caracterizacdo de
produtos e/ou processo de fabricacdo. Observa-se que os comprimidos foram
agrupados conforme suas similaridades. Quanto mais préximas as distancias
entre 0s centros dos grupos, mais parecidos sdo os conjuntos de imagens. Assim,
a Figura 14 mostra os grupos A, B e E menos similares em relagdo as amostras C,
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D e F. Observando as imagens (Figura 12), os histogramas (Figura 13) e os
dendogramas (Figura 14), de fato, as trés avaliacbes apontam no mesmo sentido
em relagdo a homogeneidade dos comprimidos. O comprimido F trata-se do
medicamento pioneiro na utilizagdo do citrato de sildenafila (Viagra®),
apresentando, de longe, a maior similaridade entre imagens. Os comprimidos C e
D sdo de uma mesma marca, mas com embalagens diferentes o0 que poderia
sugerir alteracdo no processo de fabricacao do produto ao longo do tempo. Neste
caso, o dendograma mostra diferencas dos dois produtos quando analisados a um
nivel de similaridade maior (as amostras de 9 a 12 sdo diferentes das amostras 13
a16).

3.4 Conclusoes

Neste trabalho, foi explorada a técnica de mapeamento quimico por
espectroscopia no infravermelho préximo em medicamentos onde a composicao
da formulagdo ndo é totalmente conhecida. Em tais casos, € muito dificil de
estabelecer um método de calibracdo apropriado, de modo que apenas a
informacdo do ativo seja considerada independentemente dos excipientes. Os
resultados obtidos sugerem uma solucdo em que a MCR-ALS, através da
vantagem de segunda ordem, pode ser aplicada com sucesso. Além disso, as
imagens do citrato de sildenafila foram adequadamente exploradas por
classificacao nao-supervisionada de histogramas de suas imagens.

Esta metodologia traz uma abordagem complementar ao reconhecimento de
padrées quimicos obtido em espectroscopia de infravermelho tradicional, ja que é
a caracteristica fisica da imagem que é avaliada. A NIR-CI pode ser util tanto para
desenvolvimento de produtos, onde se pretende alcangar uma homogeneidade
adequada ou similar ao medicamento referéncia, quanto para o reconhecimento
de falsificacdo com mesma composi¢ao quimica. Os estudos de imagens quimicas
de compostos podem ser uma nova abordagem para controle de qualidade e/ou

desenvolvimento de produtos na industria farmacéutica.
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CAPITULO 4

ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM QUIMICA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PROXIMO E QUIMIOMETRIA: ESTUDO DA
MICRO-HOMOGENEIDADE DE PRODUTOS FARMACEUTICOS
COM BAIXO TEOR DE INGREDIENTE ATIVO.
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4.1 Introducao

As aplicacoes da espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) tem
despertado interesse na area farmacéutica como meio de quantificagdo [1,2],
identificagao [3] e controle de parametros fisicos [4,5] e quimicos [6]. Atualmente,
varias instituicdes, como o Grupo de Ciéncias Analiticas e Farmacéuticas (PASG)
e a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP), vém recomendando metodologias
baseadas em espectroscopia de infravermelho préximo como uma alternativa
analitica para controle de qualidade dos produtos farmacéuticos, devido as
vantagens ja conhecidas em relagdo aos métodos cromatograficos.

A espectroscopia de infravermelho proximo ndo é uma técnica
particularmente sensivel [7] devido as caracteristicas dos fenémenos que séo
medidos. No entanto, pode ser muito util para os propdsitos das industrias
farmacéuticas. Assim, a sua importancia pode estar relacionada tanto a um rapido
acompanhamento de processo, quanto ao controle de qualidade das varias etapas
da producao de um farmaco [8], possibilitando inclusive a integracao de dados de

diferentes etapas de um processo farmacéutico [9].

Na espectroscopia de infravermelho préximo, os espectros podem ser
obtidos de uma regido ampla da amostra, ou em um numero pré-definido de
regides discretas da superficie amostral. Nesta segunda abordagem, os espectros
sdo equivalentes aos pixels de uma imagem da propriedade de interesse apds
abordagem quimiométrica apropriada [10,11].

As chamadas técnicas hiperespectrais, principalmente, de infravermelho
médio, infravermelho préximo e Raman sao utilizadas para fornecer uma
quantidade enorme de informacdes espectrais a partir da superficie de uma
amostra, constituindo mapa de distribuicdo de concentragées [12,13]. A
importancia das informagdes de superficie, juntamente com métodos adequados
de anadlise de dados, abriu vias para novas pesquisas em produtos farmacéuticos,
oferecendo excelentes possibilidades para a obtencdo de resultados mais
informativos sobre produtos [14] ou processos farmacéuticos [8].
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Analisando as imagens quimicas, é possivel verificar a distribuicdo dos
constituintes em comprimidos [15], polimorfismo [16], estudos de segregacdo em
preparacoes farmacéuticas [14], granulacdo [5], estudo de pellets [17], entre
outros [13,19-23]. Portanto, a espectroscopia de imagem quimica € uma
ferramenta que permite obter informagbes adicionais sobre formulagédo
farmacéutica. O emprego de NIR-CI vai de encontro as iniciativas das tecnologias
analiticas de processos (PAT) [11,23,24], tornando o NIR-CI uma técnica
promissora. As novas tecnologias podem ser utilizadas ndo apenas para
monitorar, mas também para otimizar a eficiéncia no uso de energia, tempo e
matéria-prima, contribuindo para a sustentabilidade e menor impacto ambiental. E
mais, contemplam de maneira integrada principios de quimica analitica,

quimiometria, sistemas de gestdo da qualidade, entre outros.

Métodos multivariados podem ser adaptados para analise de imagem
fornecendo informacdes locais e globais sobre compostos presentes nas
amostras. Conhecer em detalhes como os compostos quimicos sao distribuidos
sobre a superficie de varredura fornece informacdes valiosas sobre questdes
essenciais na fabricagdo e caracterizagcdo de produtos farmacéuticos, como a
regularidade da composicao e, portanto, a homogeneidade, este sendo um ponto

importante na fabricacdo comprimidos com baixo teor de ativo.

A formulacéo de produtos farmacéuticos é um trabalho cientifico que envolve
desenvolvimento de forma e dosagem adequada para excipientes e ativo, levando
em conta as caracteristicas fisicas, quimicas e propriedades farmacolégicas, vias
de administracdo, processo de fabricacdo e forma de consumo do produto final. O
objetivo da industria farmacéutica é projetar um produto de qualidade e um
processo de fabricagdo robusto para a producao de medicamentos, assegurando
que um produto tenha seus excipientes igualmente distribuidos na forma
farmacética comercializada.

A tecnologia de mapeamento quimico envolve o conhecimento dos
fenbmenos detectados por NIRS, um sistema de microespectroscopia capaz de

varrer a superficie da amostra e a analise multivariada dos dados espectrais para
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obtencdo dos mapas de distribuicdo de concentragdo (imagens quimicas) dos
compostos presentes na superficie dos comprimidos. As informacdes obtidas por
NIR-CI sao uteis a medida que trazem conhecimento adicional sobre a formulacao
farmacéutica através das caracteristicas da matéria-prima e do processo de
fabricacdo. Assim, as imagens de ativos e excipientes apresentam grande
potencial para a etapa de desenvolvimento de novos produtos.

Em andlises quantitativas de amostras farmacéuticas, os métodos de
calibracao multivariada apresentam vantagem na determinagcdo de compostos na

mistura, evitando a separacéao preliminar [25].

O método utlizado neste trabalho foi regressdo dos minimos quadrados
classicos (CLS). Este método é aplicado para matrizes de dados X (objetos por
variaveis). Assim os dados hiperespectrais (x.y.\) devem ser desdobrados em
uma matriz X (xy.A), onde xy representa as coordenadas espaciais dos pixels
antes da analise de dados e A a dimensdo espectral. O processo de
desdobramento ¢é ilustrados na Figura 15.

No estudo realizado, todos os espectros dos componetes puros sao
disponiveis, uma das exigéncias da calibragdo direta, e efeitos de interagdo néo
sao observados. Neste caso, o CLS pode ser aplicado diretamente. O método
CLS pressupbe que cada medida € a média ponderada da soma de sinais
linearmente independentes, ou seja, 0 espectro de cada pixel € a soma de todos
0s espectros de componetes puros ponderada pelas concentragcées [12].
Matematicamente, o CLS recupera a matrix X de dados espectrais da seguinte
forma (veja o esquema na Figura 15), Equacao 1:

X=CS'+E (1)

onde C é a matriz contendo a concentracdo de cada componente, S é a matriz
contendo os espectros de componentes puros e E € a matriz de erros.

Na Figura 15, as concentracbes dos k componentes na amostra séo
previstas, e 0s vetores correspondentes sao redobrados dando origem a k mapas
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de distribuicdo, que permitem a localizacdo de cada componete. A informacéo
espectral contida em cada pixel deve ser extraida para fornecer um conjunto de
imagens que mostra a distribuicdo quimica de cada ingrediente na superficie da
amostra. Com a adi¢ao de informagdes espaciais, NIR-CI certamente acrescenta
um novo potencial analitico as necessidades e desafios de controle de processos
e garantia de qualidade farmacéutica.

Neste trabalho foram utilizadas imagens de comprimidos de carbegolina, que
€ um agonista dopaminérgico derivado do ergot, ou seja, atuam estimulando o
cérebro e as células nervosas de forma semelhante a dopamina, uma substancia
mensageira do sistema nervoso. Grupos de antagonistas da dopamina
denominam-se “derivados da ergotamina” porque foi produzido, pela primeira vez,
a partir de um tipo de fungo denominado cravagem do centeio (ergot) [26].
Atualmente, o comprimido de carbegolina é analisado por HPLC, mostrando
através dos cromatogramas a concentracao global do farmaco na amostra. Os
resultados séo utilizados para obter o teor e estiar a homogeneidade de um lote de
medicamento. Esta abordagem necessita um etapa de extracdo com solventes e
consequente destruicdo das amostras. Neste sentido, o NIR-CI| surge como uma
técnica alternativa, obtendo informacdes locais (ou discretas) da superficie da
amostra, com preparo minimo da amostra, sem uso de solventes e com
possibilidade de reanalise. A distribuicdo de ativos e excipientes em um
comprimido pode ser observada atraves de imagens, dando informagbes
importantes para o processo de formulagdo. Atualmente, esta técnica tem
despertado interesse para novos estudos no desenvolvimento farmacéutico,

suportado por dignésticos visuais de qualidade [16].

Este trabalho tem por objetivo acompanhar o desenvolvimento industrial de
um produto farmacéutico com baixo teor de ativo (0,5% m/m), auxiliando no
processo de decisdo em termos de micro-homogeneidade da formulacédo. Este
estudo aplicado em um caso real de desenvolvimento de produto industrial.
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4.2 Parte experimental

Neste trabalho foram estudados comprimidos de carbegolina composto por
98% de diluente, 1,5% de lubrificante e 0,5% do ativo. A forma famacéutica, um
comprimido biconvexo liso, resulta da prensagem da mistura dos componentes. As
ordens de misturas e proporgbes em cada etapa, ndo estdo no escopo da

discussao deste trabalho e foram avaliados internamente na industria.

Para elaboragdo dos modelos utilizados, foram obtidos espectros de uma
area de cada comprimido de componente puro. O espectro médio de cada
composto foi utilizado para construgdo do modelo de previsdo de imagens

quimicas.

As imagens espectrais foram obtidas utilizando um equipamento Spotlight
400N FT-NIR Imaging da PerkinElmer. O sistema foi ajustado com os seguintes
parametros instrumentais: resolugcdo espacial de 25 um (para garantir boa
resolucdo de imagem), 8 varreduras por pixel, resolugdo espectral de 16 cm™ e
faixa espectral entre 7800 e 4000 cm™. A aquisicio de dados foi realizada
diretamente da superficie da amostra, apds o corte transversal da camada
convexa do comprimido, a fim de evitar desfocalizagdo. A matriz de dados foi
composta por 78.400 espectros (280 x 280 pixels de imagem) e 239 numeros de
ondas por amostra. Os dados brutos foram desdobrados numa matriz X com os
espectros dos pixels nas linhas e numero de ondas nas colunas, transformados
em logaritmo inverso da reflecténcia, suavizados com filtro Savitzky-Golay e
normalizados pela variagdo normal padrdo (SNV) para eliminagdo efeitos
causados por propriedades fisicas da amostra [15-17]. Considerando que toda a
composi¢ao do comprimido é conhecida a priori, foi escolhida a técnica de CLS
para a construcdo dos mapas de distribuicdo. Os mapas de distrubuicdo de
concentracdes obtidos por CLS foram avaliados visualmente em busca de micro-
homogeneidade.

Na Figura 15, C é a matriz contendo as concentragdes dos componentes, S

€ a matriz contendo os espectros de componentes puros e E é a matriz de erro. A
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concentragdo dos k componentes na amostra sdo calculadas, e os vetores
correspondentes sao redobrados dando origem a k mapas de distribuicdo, que
permitem a localizagdo de cada componete mostrados na Figura 15.

O procedimento de obtencao de imagens descrito anteriormente foi aplicado
para 5 lotes de medicamentos produzidos pela industria. Para cada lote, dez
comprimidos foram analisados com o objetivo de avaliar diferentes processos de
homogeneizagéo.

A Figura 15 resume a estratégia utilizando CLS.

X =C.S"™+E

Matriz de
Matriz
Cubo de dados v Matriz de Matriz de d
. . desdobrados . e
hiperespectrais . concentragdes espectros

erros
i~ )

= .- = A

_ Espectrug de
compostos puros ﬁ
I > >
X desdobrament X » 5
== = ——
| ———————— ,
Redobramento Mapa de concentragées
- de compostos puros —
iC

Figura 15 - Imagem quimica pela aboddagem CLS. A, B e C representam os
componentes quimicos da amostra. As cores representam informagdes quimicas

resolvidas.
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4.3 Resultados e discussoes

A tecnologia NIR-Cl pode fornecer imagens quimicas importantes para a
pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos. No entanto, para
que seja possivel alcancgar resultados apreciaveis em microespectroscopia NIR, é
necessario que se realize uma analise criteriosa dos dados através de pré-
processamentos adequados. Estas etapas incluem normalmente a selecao de
regides de interesse (ROI), correcdo de espalhamento multiplicativo, suavizacao
espectral e normalizacdo. A Figura 16 mostra uma imagem bruta (% de
reflectancia média por pixel). Esta imagem € proveniente diretamente do software
do equipamento e ndo ha informacédo quimica apreciavel antes de um tratamento

de dados adequado.

50 100 150 200
pixels

Figura 16 - Imagem em % de reflectancia média por pixel.

Assim, para quantificar informagdes quimicas relevantes por ferramentas
quimiométricas, é necessario uma série de etapas de pré-processamentos. Neste
trabalho, a Figura 17 mostra a sequéncia de pré-processamentos utilizados para
extrair dos dados brutos, obtidos diretamente pelo equipamento, informacgao
relevante para obtencao de imagens quimicas.
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Figura 17 - Sequéncia de pré-processamentos. A) espectros brutos; B) espectros
da regido de interesse; C) espectros em absorbéanica e suavizados; D) espectros
normalizados (SNV).

A Figura 17A mostra a sobreposicdo espectral dos dados brutos obtidos
diretamente da superficie da amostra. Neste quadro, é possivel observar que
existe um forte efeito fisico de espalhamento multiplicativo (até 30% de
reflectancia) devido a irregularidades da superficie da amostra e tamanho de
particulas. Ainda na Figura 17A, observa-se uma quantidade significativa de
espectros com reflectdncia muito baixa (menor que 4%, em média) devido aos
espectros obtidos fora dos limites da superficie do comprimido. Para limitar a ROI
foi necessério a aplicagdo de um filtro que eliminou espectros com reflectancia
média menor que 4%. O resultado deste procedimento pode ser observado na
Figura 17B, onde um numero expressivo de pixels (espectros) foram eliminados
da imagem. No préximo passo, Figura 17C, os espectros foram transformados em
pseudo-absorbancia através do logio(1/R). Este procedimento é utilizado para
permitir uma relagdo quantitativa do sinal analitico com a concentracdo dos
compostos presentes na formulagdo. Um alisamento (ou suavizagdo) do sinal

espectral também pode ser visualizado na Figura 17C, sendo possivel notar uma
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perda de informagdes qualitativa dos esespectros em funcdo da grande janela de
alisamento. Este tamanho de janela (51 varidveis) € incomum em alisamentos
espectrais, porém esta medida foi tomada com o objetivo de diminuir o ruido
espectral, ja que nesta formulacdo de 3 compostos ndo haviam semelhangas entre
0s espectros puros, ndo havendo portanto, prejuizo no poder preditivo dos
modelos. Assim, foi possivel ganhar em velocidade de aquisicao de imagens pelo
baixo numero de varreduras utilizado. Por ultimo, Figura 17D, foi realizada uma
correcdo do espalhamento (informagédo fisica) e normalizacdo através da
aplicacdo de SNV. ApOs a série de etapadas descritas acima, nota-se o
surgimento da informacao quimica presente no conjunto de dados. Ou seja, a
maior variancia passou a ser atribuida ao perfil espectral (caracteristica quimica) e

nao ao deslocamento vertical (caracteristica fisica) dos espectros.

Neste estudo, os compostos puros, presentes na formulagdo do comprimido,
foram analisados pelo mesmo procedimento descrito anteriormente, o que tornou
possivel a obtencdo de um espectro caracteristico de cada composto da amostra.
A Figura 18 mostra a sobreposicdo dos espectros utilizados para a realizagéo da
quantificacdo por CLS. O numero de condicdo da matriz € menor que 10,
indicando que € seletiva para a obtencdo das imagens quimicas dos trés
compostos da formulagao.

3 T T T T T T >

""" diluente
2+ === |ubrificante
- carbegolina

7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000
ndmero de onda (1/cm)

Figura 18 - Sobreposicdo dos espectros puros de compostos presentes no

comprimido.
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A partir dos espectros puros S e da matriz desdobrada X, foi possivel obter a
estimativa da matriz de concentracdes C através da Equacéo 2.

¢ =(s's) 's'x (2)

Esta matriz de concentrag¢des foi redobrada, conforme o esquema mostrado
na Figura 15, gerando os mapas de concentragdo de cada composto, Figura 19.

Diluente Lubrificante Carbegolina

100 150 50 100 150 200
pixels pixels

Figura 19 - Mapas de distribuicdo de concentragcdes dos compostos presentes na

amostra.

E importante notar que as imagens mostram apenas informagdes quimicas
da regido de interesse (na superficie da amostra). O perfil de distribuicdo do
diluente aparece acima de 90% (ou 0,9 na escala da Figura 19). No entanto, em
algumas regidbes existem aglomerados de carbegolina, representando
concentragbes de até 30%. O lubrificante encontra-se homogeneamente
distribuido até um limite de aproximadamente 10% em alguns pontos da imagem.

Na Figura 20, cada linha de imagem refere-se a um lote de producéo, ou
seja, um processo de homogeneizacao testado pela industria. Para facilitar a
visualizagdo foram mostradas apenas 5 das 10 replicatas (nas colunas, Figura 20).
E possivel verificar que a Ultma linha de imagem apresenta melhor
homogeneidade, revelando qual o processo mais adequado para producao do
medicamento.
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Figura 20 — Imagens quimicas de carbegolina em diferentes processos de

homogeneizag&o. Processos nas linhas e replicatas nas colunas.

O ultimo lote esta mais homogéneo devido ao emprego de uma pequena
quantidade de solvente na etapa de mistura. Por outro lado, os 4 primeiros lotes
estdo com pontos de acumulo de ingrediente ativo representados por pontos
vermelhos nas imagens. A informagédo de micro-homogeneidade na amostra pode
ser visualmente diferenciadas por NIR-Cl, no entanto, ndo sdo detectadas na
analise por HPLC. Por cromatografia, as avaliacbes sobre homogeneidade séo

obtidas para caracterizar um lote e nao o seu perfil individual de uma amostra.

Embora neste estudo, a tomada de decisdo seja visual, os dados de imagens
podem ser transformado em histogramas e avaliado por técnicas de
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reconhecimento de padrdées, como visto no estudo do citrato de sildenafila,

Capitulo 3.

Com NIR-CI foi possivel obter informacdes quantitativas de compostos em
teores muito baixos para a técnica NIR, 0,5% da massa da amostra. Em amostras
heterogéneas, a anadlise local pode significar ganhos em sensibilidade da técnica
analitica, como visto no estudo do limite de sensibilidade, Capitulo 2. Este ponto

pode ser outra vantagem na utilizacdo de imagens espectroscépicas.

4.4 Conclusoes

A distribuicdo de ativos e excipiente € uma caracteristica importante devido
ao impacto em propriedades farmacocinéticas dos medicamentos. Por outro lado,
esta técnica pode trazer beneficios relevantes a industria farmacéutica em estudos
de degradagdes, aglomeracdes de excipientes, micro-homogeneidade e todas as
relacbes das imagens com as propriedades de interesse, como por exemplo,
estabilidade, entrega controlada, formacao de metabdlitos, entre outros.

Com os resultados deste estudo, foi possivel obter informagdes quimicas e
espaciais associadas, ressaltando que o produto apresenta concentracdo muito
baixa de ativo, ou seja, no limite da técnica NIR. Porém, no NIR-CI foi possivel
observar cada componente do comprimido de forma a melhorar a compreenséao do
processo e auxiliar pesquisadores na definicido de estratégias de fabricacédo

visando o desenvolvimento de novos produtos.

4.5 Referéncias Bibliograficas
[1] Broad, N. W., Jee R. D., Moffat A. C., Smith M. R. Analyst. 126 (2001) 2207.

[2] Rocha W., Rosa A., Martins J. A., Poppi R. J. J. Braz. Chem. Soc. 21 (2010)
1929.

72



[3] Scafi S. H. F., Pasquini C. Analyst. 126 (2001) 2218.

[4] Burger J., Geladi P. J. Near Infrared Spectrosc.15 (2007) 29.
[5] Otsuka M. Chemom. Intell. Lab. Syst. 82 (2006) 109.

[6] Ciurczak E.W. Applied Spectroscopy Reviews. 23 (1987) 147.

[7] Alcala M., Leo J., Ropero J., Blanco M., Romanach R. J. J. of Pharm Sci. 97
(12) 5318-5327 2008.

[8] Blanco M., Alcala M., Gonzalez J. M., Torras E. J. of Pharm Sci. 95 (2006)
2137.

[9] L. Eriksson E. Johansson N. Kettaneh-Wold, J. Trygg, C. Wikstrém, S. Wold.
Multi- and Megavariate Data Analysis, Advanced Applications and Method
Extensions, Part Il. MKS Umetrics AB, 2006.

[10] Geladi, P. Multivariate image analysis in chemistry and related areas:
chemometric image analysis. West Sussex: Wiley Chicherster, UK, 1996.

[11] Hornak J. P. Enclyclopedia of imaging science and technology. West Sussex:
Wiley UK 2002.

[12] Amigo J. M., Cruz J., Bautista M., Maspoch S., Coelho J., Blanco M. Trends
Anal. Chem. 27 (2008) 696.

[13] Roggo Y., Edmond A, Chalus, P., Umschneider, M. Anal. Chim. Acta. 535
(2005) 9.

[14] R. L. Carneiro. Métodos quimiométricos aplicados a analise de medicamentos
por espectroscopia de imagem. Tese de doutorado. Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2010.

[15] Sabin G. P., Rocha W. F. C., Poppi R. J. Microchemical Journal. 99 (2011)
542.

73


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22L.+Eriksson,+E.+Johansson,+N.+Kettaneh-Wold,+J.+Trygg,+C.+Wikstr%C3%B6m,+S.+Wold%22&source=gbs_metadata_r&cad=6

[16] Rocha W. F. C., Sabin G. P., Margo P. H., Poppi R. J. Chemom. Intell. Lab.
Syst. 106 (2011) 198-204.

[17] Sabin G. P., Breitkreitz M. C., de Souza A. M., da Fonseca P., Calefe L., Moffa
M. Poppi R.J. Anal.Chim. Acta. 706 (2011) 113.

[18] Clark D., Henson M. J., Laplant, F., Sasic, S., Zhang, L., In: Piovonka, D. E.,
Chalmers, J. M., Griffiths, P.R. The handbook of vibrational spectroscopy,
applications in life, pharmaceutical and natural sciences pharmaceutical
applications. Hoboken: Wiley, 1, 2007.

[19] Gendrin C., Roggo Y, Collet C. J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 533.

[20] Lewis E. N, Dubois J., Kidder L. H., Haber K. S. In: Grahn H., Geladi P.,
Techniques and applications of hyperspectral image analysis. Hoboken: Wiley.
2007.

[21] Lewis E. N., Schoppelrei J., Lee E., Kidder L. H. Process analytical
technology. Cambridge: Blackwell, 2005.

[22] Zhang L., Henson M.J., Sekulic S. S. Anal. Chim. Acta. 545 (2005) 262.
[23] Gendrin C., Roggo Y., Collet, C. Talanta. 73 (2007) 733.
[24] Ravn, C., Skibsted, E., Bro, R. J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 554.

[25] Nevado, J. J. B, Flores, J. R., Llerena, M. J. V. Fresenius J. Anal. Chem. 361
(1998) 465.

[26] Musolino N. R. C., Cunha M. B., Bronstein M. D. Carbegolina como alternativa
no tratamento clinico de prolactina. Experiéncia na tolerancia/ resisténcia a
bromocriptina. S&o Paulo v. 44 n. 2 Apr. 2000.

74



CAPITULO 5

ANALISES DE PELLETS FARMACEUTICOS: UMA ABORDAGEM
UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM QUIMICA NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO PROXIMO.
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5.1 Introducao

Espectroscopia de imagem quimica na regidao do infravermelho préximo
(NIR-CI) € uma técnica emergente na industria farmacéutica em comparagdo com
a espectroscopia na regiao do infravermelho proximo (NIR) tradicional [1].
Enquanto a espectroscopia NIR obtém um espectro de uma grande éarea da
amostra, NIR-Cl acrescenta informacdes locais gerando um mapa de distribuicéo
de concentragdes [1,2]. Esta oportunidade de visualizar a distribuicdao espacial das
espécies quimicas ao longo da superficie de uma amostra possibilita o estudo do
grau de heterogeneidade quimica e/ou fisica e todos os desdobramentos que este
tipo de informagao pode gerar [2].

Em um experimento NIR-Cl, a area da amostra é dividida em pontos
discretos e um espectro é adquirido em cada pixel, resultando em um cubo
hiperespectral de dados, onde a primeira e a segunda dimensao correspondem as
coordenadas espaciais ao passo que a terceira contém o perfil espectral. A
informacgao espectral, contida em cada pixel, deve ser extraida para proporcionar
um conjunto de imagens que mostra a distribuicdo de compostos quimicos na

presenca da matriz da amostra.

A extracdo da informacao de interesse pode ser realizada por varios meios,
por exemplo, através da representacao grafica da intensidade de um comprimento
de onda especifico ou pela razdo de altura de bandas, chamadas abordagens
univariadas. Eventualmente pode ser util a utilizacdo de coeficientes de correlagao
do espectro de referéncia com os espectros dos pixels formando um mapa de
similaridade espectral [3]. Este caso pode ser interessante para definir amostras
onde o analito apresente diferencas espectrais importantes. No entanto, em
muitos casos s&0 necessarios métodos multivariados, como andlise de
componentes principais (PCA) [4,5], minimos quadrados classicos (CLS) [1, 6],
resolugdo de curvas multivariadas (MCR) [7-9] e minimos quadrados parciais
(PLS) [10,11]. Hoje em dia métodos quimiométricos baseados em estatistica
multivariada sdo considerados 0os meios mais adequados para a analise de dados

NIR, uma vez que toda a informacao espectral é levada em consideracdo e os
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diagnésticos auxiliam na interpretacdo da qualidade do modelo gerado [4,12].
Estes métodos sao aplicados a uma matriz de dados, assim, o cubo hiperespectral
de dados (x.y.A) deve ser desdobrado numa matriz X (xy.A), onde xy representa as
coordenadas espaciais dos pixels e A a dimensédo espectral. O processo de

desdobramento é ilustrado na Figura 21.

Em situagbes em que 0s espectros dos componentes puros estao
disponiveis, e efeitos de interacdo ndo sédo observados, o CLS pode ser aplicado
diretamente. O CLS é um método bem conhecido de quantificacdo e assume que
cada medicdo € a soma ponderada dos sinais linearmente independentes, em
outras palavras, o espectro de cada pixel é equivalente a soma de todos os
espectros de componentes puros ponderados por suas concentracdes neste pixel
[13]. Matematicamente, o CLS decompde a matriz X de resposta como segue
(Equagéao 1):

X=CS"+E (1)
C=(S's)'s'X (2)

em que C € a matriz que contém a concentracdo de cada componente, S é a
matriz que contém os espectros dos componentes puros e E é a matriz de erros. A
concentracao dos k componentes na amostra é prevista (Equacgéo 2) e os vetores
correspondentes sao redobrados dando origem a k mapas de distribuicao de
concentragdes, que permitem a localizagdo de cada um dos componentes, Figura
21.

Com a adigdo de informagbes espaciais, a NIR-Cl tem o potencial de
fornecer aumento da compreensao sobre processos e produtos que esta de
acordo com as novas estratégias e iniciativas preconizadas no setor [1]. A
utiizacdo de NIR-Cl na é&rea farmacéutica tem sido descrita para avaliar a
homogeneidade do p6é durante a mistura [14,15], a distribuicdo de ingredientes
farmacéuticos ativos em comprimidos [13,16] caracterizacdo de polimorfismo [11],
composicao e aspectos morfolégicos de sobre o tempo de liberacdo de farmacos
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[17], revestimento de comprimidos [18], identificagdo de falsificagdes [19],
caracterizagao do processo de fabricacao [20,21], entre outros.

As formas de medicamentos com entrega controlada de farmacos estao cada
vez mais complexas. Assim, estes produtos requerem novos métodos para a
visualizagdo rapida e direta da distribuicdo espacial dos componentes quimicos na
sua estrutura. Hoje em dia, pellets farmacéuticos sdo comumente encontrados
devido as suas vantagens sobre os comprimidos convencionais e a disponibilidade
crescente de empresas na producado de novas tecnologias. Pellets sdo pequenas
formas esféricas de dosagem multi-unidades, com uma distribuicdo controlada de
tamanhos (tipicamente entre 0,5 e 1,5 mm, para aplicacdes farmacéuticas) [22,23].
A fabricacdo de pellets esta baseada em um dos dois conceitos: a producédo de
um pellet matriz, no qual o medicamento e o0s excipientes sofrem peletizacao
direta, por exemplo, por extrusdo-esferonizagédo ou, alternativamente, a utilizagdo
de um nudcleo de partida neutro como base para que sejam adicionadas
sucessivas camadas de farmacos [24,25]. Os pellets esféricos e uniformes
apresentam muitas vantagens sobre a utilizagdo de outras formas sélidas, tais

como:

- Particulas pequenas deixam rapidamente o estdbmago, independentemente
do estado de alimentacdo do paciente, reduzindo assim a variabilidade da droga

nos perfis plasmaticos, intra e interindividuos, em relagédo a dosagem unica [26].

- A dispersao uniforme de um farmaco em pequenas unidades de dosagem,
reduz o risco de alta concentracado de droga local e o seu efeito potencialmente
irritante na mucosa gastrica. Além disso, a absorcdo da droga é maximizada e
picos de flutuacdes no plasma sao reduzidos [27].

- Pellets oferecem a possibilidade de combinar varios compostos ativos,
drogas incompativeis ou medicamentos com diferentes perfis de liberacdo na
mesma unidade de dosagem [28,29].
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- As formas de dosagem com doses diferentes podem ser produzidas a partir
do mesmo lote, ajustando o peso dos pellets para 0 enchimento da capsula.

- Devido a sua morfologia, superficie lisa, distribuicdo estreita de tamanhos,
forma esférica, e baixa friabilidade, pellets podem ser facilmente revestidos com

substancias diferentes para diversas finalidades [22].

Quanto ao processo de obtencao, a extrusao / esferonizacdo € uma técnica
frequentemente utilizada na industria de producéo de pellets. A técnica baseia-se
numa aglomeragdo por compactagdo. E vantajosa, uma vez que permite a
preparacao de pellets com um teor elevado da droga (até 90%), nao requer
nucleos inativos como bases para peletizacao e a reprodutibilidade deste método
€ muito boa. No pé de extrusdo, a mistura de excipientes e do farmaco é
umidecida e amassada para obter uma massa plastica, que é transformada em
barras ao passar pela extrusora. O extrusado € quebrado em pequenos
segmentos e a esferonizacao ocorre devido as forcas de atrito da rotacéo do disco
do esferonizador. Os pellets sao entao secos até atingir o conteudo de umidade
desejado [30,31]. O produto pode ainda ser revestido com varios materiais de
recobrimento para alcangar as caracteristicas de entrega de farmacos desejadas,
por exemplo, a utilizagdo de revestimento entérico, que sado especialmente
adequados para administracao de drogas que nao sao estaveis em fluido gastrico
ou pode causar irritacdo da mucosa gastrica e que sdo absorvidos no intestino
superior [32].

Os pellets podem também ser obtidos através da adicdo de camadas
sucessivas empregando um nucleo inerte de partida. Esferas de acucar sao
frequentemente utilizadas como material do nucleo uma vez que a sua superficie
lisa proporciona a base ideal para construir camadas sucessivas de farmacos e
excipientes. A formagcdo de camadas envolve a pulverizagdo de uma solucao de
farmaco atomizado sobre o nucleo base, utilizando a tecnologia de revestimento
por pulverizagdo simples. As goticulas, uma vez aplicadas, entram em contato
com o material do nucleo, e espalham-se sobre a superficie. Apds, o solvente

comecga a evaporar e ocorre a formagdo de uma camada sélida. As camadas
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podem ser adicionadas até que uma quantidade ideal de farmaco seja atingida. O
produto pode ainda ser revestido com materiais diferentes [24].

No desenvolvimento farmacéutico de pellets, é necessario dispor de métodos
eficazes de andlise para que sejam obtidas as informacdes fisicas e quimicas
sobre a qualidade do produto em desenvolvimento. Estas informagbes podem ser

utilizadas para entender o desempenho in vivo ou in vitro.

Varios estudos tém mostrado métodos para a determinacdao da
homogeneidade bem como para analisar as camadas de revestimento [33-35]. A
microscopia Optica e a microscopia eletrébnica de varredura (SEM) séao
normalmente utilizadas para avaliar as caracteristicas fisicas de se¢éo transversal
de pellets [36,37]. Embora estas técnicas proporcionem informagdes de alta
resolucao importantes para o desenvolvimento de produtos, elas ndo sado capazes
de fornecer informagdes sobre a distribuicdo quimica dos componentes ao longo
das camadas [38]. Portanto, a fim de superar esta limitacdo da SEM e da
microscopia optica, novas técnicas sao necessarias. Widjaja et al. descreveram o
uso de microscopia Raman para a avaliagdo da dupla camada de microesferas
biodegradaveis [38]. Métodos recentes utilizaram espectroscopia Teraherz para a
obtencdo de imagem quimica [18,35] trazendo informacbes adicionais sobre a
composicao de revestimentos. Em estruturas menores, onde requer alta resolucao
espacial, a melhor alternativa é a utilizacdo de SEM equipada com detector de
raios-X [39].

O objetivo deste trabalho € mostrar a potencialidade de NIR-CI para avaliar a
morfologia da secao transversal de um pellet de dupla camada, a fim de estimar a
distribuicdo dos componentes ao longo das camadas de revestimento e a
composicao completa do nucleo.
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5.2 Parte experimental
a) Producéo de pellets

A mistura de p6 seco e uniforme (tamanho do lote: 500 g) contendo
diclofenaco de sédio e excipientes (carboximetilcelulose, manitol, polietilenoglicol
4000, croscarmelose de sodio) foi obtida através da mistura em um misturador
planetério (modelo BPA, Arno, Brasil), durante 10 min. A 4gua foi adicionada
durante 30 segundos antes da fase de granulacdo. A massa umida foi extrusada a
uma velocidade de 50 rpm utilizando um extrusor (modelo EX-130, Zelus, Brasil),
equipado com uma peneira de extrusao cilindrica (espessura: 0,8 mm e diametro
de perfuracao: 1,0 mm). Os extrusados foram esferonizados a 1200 rpm durante
2,5 minutos num esferolizador (modelo ES-230, Zelus, Brasil), com uma placa de
friccdo sombreada. Pellets umidos foram secos durante 5 horas a 50 °C num forno
de leito fluidizado (modelo R-060, Zelus, Brasil).

A fracdo de pellets com 0,85 mm de tamanho foi selecionada para o
revestimento, utilizando uma técnica de leito fluidizado com pulverizacao de fundo

e processo de inser¢ao de Wurster (modelo R-060, Zelus, Brasil).

O primeiro revestimento (revestimento protetor) trata-se de uma disperséo
que contém a polivinilpirrolidona e o segundo (revestimento entérico) foi uma
dispersao contendo copolimero de metacrilato. Citrato de trietila foi utilizado como
plastificante. As dispersdes de revestimento foram pulverizadas a uma taxa de 7,5
mL min™" usando uma presséo de ar de atomizacao de 2,0 bar. A temperatura do
ar de entrada foi fixada em 50 °C. Apds o revestimento, os pellets foram secos a
50 °C durante 15 min.

b)  Microscopia eletrénica de varredura

As medicbes de SEM (Jeol 6360 - LZ) foram realizadas em secao transversal
da superficie dos pellets num ambiente de alto vacuo, a um potencial de 20 kV. As
amostras foram pré-tratadas por pulverizacao catddica de uma camada de ouro
sobre a superficie da amostra, processo chamado metalizagéo.
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c) Preparacao das amostras

Para aquisicao de dados por NIR-Cl e SEM, os pellets foram seccionados
transversalmente, de forma a obter uma superficie lisa e integra. O corte foi
realizado com uma lamina de barbear e um microscopio para auxiliar a operagao
(Stemi DV4, Carl Zeiss).

d) Espectroscopia de imagem quimica no infravermelho préximo

As imagens foram obtidas diretamente na se¢ao transversal da superficie do
pellet utilizando um sistema Spotlight 400N FT- NIR Imaging, PerkinElmer. O
mapeamento foi realizado na area de 1400um x 1400um, com uma resolucao
espacial de 25pm, 128 varreduras e faixa espectral entre 7800 e 4000 cm™. Um
cubo de dados (56 x 56 pixels e 239 comprimentos de onda) foi obtido e
desdobrado para o pré-processamento através de: 1) eliminacdo de espectros de
elevada transmitancia, referente aos dados obtidos na regido da célula de quartzo
utilizada para apoiar o pellet; 2) conversdo em logaritmo comum do inverso dos
valores de reflectancia; 3) variagdo normal padrao (SNV) para superar os efeitos
fisicos de espalhamento multiplicativo, normalizar os espectros e corrigir linha de
base; 4) primeira derivada usando filtro polinomial de segunda ordem com

algoritmo de Savitzky-Golay para acentuar informagdes espectrais.

ApGs o pré-processamento, o0 numero de condigdo da matriz foi determinado
para testar a habilidade da matriz S ser invertida. A analise dos dados foi realizada
por CLS uma vez que todos os compostos puros presentes na amostra sao
conhecidos previamente. Os espectros de compostos puros (média de 400 pixels)
foram obtidos utilizando os mesmos parametros instrumentais e submetidos aos
mesmos pré-processamentos utilizados para as amostras. As imagens dos
compostos individuais e os respectivos histogramas foram estudados a fim de
obter informagdes sobre as caracteristicas de micro-homogeneidade. Finalmente,
para verificar a qualidade do modelo, a imagem das concentracdes totais por pixel
foi obtida e o histograma correspondente avaliado. Assim, um modelo CLS, deve
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produzir uma imagem total homogénea com média centrada em 100% em massa

e com desvio idealmente baixo.

A Figura 21 mostra 0 esquema da analise quimiométrica realizada.

X =C. ST + E

Cubo de dados Matriz Matriz de Matriz de
hiperespectrais desdobrada concentragoes espectros puros
A
A = r
— l [
. Espectros de .
) > - compostos puros = -
X ’ X X
x .
desdobrament o =
| | = |

Mapas de concentragoes

[ de cada composto

Agrupamento de Redobramento
informagées gq uimicas k 3

=

<= —)

; Q

y

v

H

X

Figura 21- Abordagem por CLS para analise de pellets.

5.3 Resultados e discussoes
a) Teste de dissolugao

O método mais conveniente para obter pellets com quantidade elevada de
substancias ativas é o processo de extrusdo / esferonizagdo. Portanto, neste
trabalho o diclofenaco de sdédio foi incorporado no nucleo. A estabilidade das

substancias farmacéuticas alcalinas com polimeros acidos de revestimento
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entérico pode ser comprometida devido a desprotonacdo do polimero pelo
farmaco alcalino, por essa razao, o revestimento de protecdo € necessario. Apds
0os dois processos de revestimento, o tamanho dos pellets foi determinado
utilizando peneiras = 1,0 mm. O teste de dissolugao utilizando inicialmente meio
acido, pH=1,2 (durante 2 horas) e, em seguida, com pH=6,8 (durante 45 minutos),
demonstrou que a camada gastro resistente foi eficaz para a liberacdo de
diclofenaco de sédio, uma vez que foi observada apenas 0,8% de liberacdo em

solucao acida e 88,0%, em meio neutro.
b)  Microscopia eletrénica de varredura

Os pellets foram seccionados para que as morfologias do nucleo e da dupla
camada pudessem ser observadas através da SEM. A micrografia (Figura 22)
indica que é possivel visualizar duas regides distintas: uma camada de
revestimento externo e um nacleo interno. No entanto, ndo é possivel diferenciar
entre as duas camadas de revestimento ou distinguir os componentes quimicos da
formulacdo do nucleo. A SEM é uma técnica que é normalmente usada para
observar a morfologia dos pellets, e caracteristicas fisicas tais como a porosidade
e as fissuras de superficie. A porosidade de um material sélido pode proporcionar
informacao util sobre a desintegracao, dissolucdo e difusdo das substancias
ativas. Os poros e fissuras de superficie pode influenciar a deposicao do material
de revestimento, provocando irregularidades de camadas e, portanto, a
variabilidade da biodisponibilidade. A morfologia da superficie pode afetar as
propriedades de encapsulamento e fluidez, tendo igual relevancia na formagao do
filme [22,30]. No entanto, tal como observado na Figura 22, as micrografias nao
trazem informacdées quimicas e, assim, ndo permitem a identificacdo de
compostos e as suas distribuicdes espaciais, o0 que é particularmente importante
para estudo das caracteristicas de entrega controlada dos pellets. Portanto, existe
uma necessidade de desenvolvimento de métodos de imagens quimicas para tal
caracterizagao.
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Figura 22 - Microscopia Eletronica de Varredura. A) Imagem do corte transversal
de um pellet farmacéutico; e B) Aumento da imagem para observacdo das

camadas.
c) Espectroscopia de imagem quimica no infravermelho préximo

O pré-processamento € um passo essencial para a obtencdo de imagens
através da microespectroscopia NIR. Um excelente trabalho mostrando a
importancia do pré-processamento de dados foi publicado por Burger e Geladi
[40].

A Figura 23A mostra a sobreposicdo dos espectros brutos da area de
aquisicdo. E possivel observar que os espectros estdo distribuidos por uma ampla
faixa de valores de reflectancias devido a grande influéncia de efeitos fisicos, uma
caracteristica de medidas de reflectancia, mais acentuadas em microscopia NIR.
No primeiro estagio de pré-processamento (Figura 23B), foi realizada a remogéo
dos espectros espaciais (pixels) de valores de baixa reflectancia, caracteristicos
da regiao externa ao perimetro delimitado pela amostra, ou seja, da regiao de
interesse (ROI). Como resultado, todos os espectros de reflectancia que
apresentaram valores médios menores do que 3%, foram substituidos por uma
linha constante (valor da reflectancia = 1). O proximo passo (Figura 23C) mostra
os valores para o logaritimo comum do inverso da reflectancia (pseudo
absorbancia). Este procedimento foi utilizado para permitir a correlacdo dos
espectros com a concentracdo. Por fim, o SNV e a primeira derivada de Savitzky-
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Golay foram realizados (Figura 23D, apenas SNV é mostrado para fins de
clareza). E possivel observar que utilizando SNV, a variabilidade fisica foi

removida e as propriedades quimicas tornam-se mais claras e Uteis na geracao de

imagens.

Espectros brutos Espectros ROI

ghoo 7000 6000 5000 4000 ghoo 7000 6000 5000 4000
Pseudo absorbancia Normalizacao por SNV
C) 2 ‘ ‘ \ D) 4 ‘ ‘ ‘
T 5
o
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0 % r r r é% r r r
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Numero de ondas (1/cm) Numero de ondas (1/cm)

Figura 23 - Pré-processamento dos dados espectrais. A) espectros brutos; B)
selecdo da regido de interesse (ROI); C) logaritmo inverso dos valores de

reflectancia; D) Normalizagdo por SNV.

O SNV tem sido frequentemente utilizado como um pré-processamento para
NIR-CI em varios trabalhos [13,41]. Por outro lado, a correcdo de espalhamento
multiplicativo (MSC) é por vezes utilizado como alternativa para o SNV. Estas
duas abordagens sao utilizadas para reduzir os efeitos, principalmente, do
tamanho de particula e sdo consideradas equivalentes em muitos casos [42].
Neste trabalho, 0 MSC nao foi avaliado porque este procedimento é realizado por
colunas da matriz de dados e, consequentemente, seria influenciada por pixels
fora da ROI. E importante notar que pixels ndo informativos (fora da ROIl) foram
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igualados a zero e 0 modelo CLS pode ser aplicado normalmente. Para calculos
CLS, foi necessaria a utilizacdo dos espectros dos componentes puros, mostrados
na Figura 24. Cada composto foi representado por uma média de 400 pixels.
Observa-se que os espectros tém bandas de absorcdo que permitiram a
separagdo quimica dos compostos nas imagens. Se as respostas dos
componentes tendem a colinearidade, S pode ser instavel, em outras palavras, o0s
valores previstos podem ser facilmente influenciados frente a pequenas alteracdes
espectrais, ruidos ou outras interferéncias. Neste caso, as estimativas de valores
de concentracdo podem néo ser precisas. A fim de avaliar se as respostas dos
componentes puros sdo linearmente independentes, o numero de condicao foi
calculado. Segundo a literatura [43], estima-se que um bom valor pratico para o
namero de condicdo é 30. Neste trabalho, verificamos que o nimero de condicao
é 13, indicando que n&o ha colinearidade importante de acordo com esse
propésito.
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Figura 24 — Espectros NIR dos componentes puros.

A Figura 25 mostra os resultados da NIR-CI, distribuicdo das camadas de
revestimento e os componentes do nucleo do pellet. As escalas de cores do mapa

foram modificadas para melhor interpretacdo das imagens de concentracdes.
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Além disso, a Figura 26 mostra os histogramas dos componentes do pellet
ilustrados na Figura 25. A observacao conjunta das Figuras 25 e 26 pode ser util

para o melhor entendimento das imagens.

As concentracOes exatas de cada componente no pellet ndo sao conhecidas,
no entanto, os histogramas individuais foram utilizados para proporcionar uma
ideia da heterogeneidade da distribuicdo de cada componente. Figuras 25A e 25B
mostram as duas camadas separadamente e a Figura 25C mostra as duas
camadas em conjunto (soma das Figuras 25A e 25B) e indica que ha um

revestimento bem definido sobre o nucleo.
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Figura 25 - Imagens quimicas do pellet. (A) copolimero metacrilato (camada
externa): (B) de polivinilpirrolidona (camada interna), (C) soma das duas camadas,
D) croscarmelose de sddio; (E) diclofenaco de sédio, (F) carboximetilcelulose, (G)
manitol, (H) polietilenoglicol 4000, (I) soma dos compostos do nucleo.
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Figura 26 — Histogramas das imagens quimicas. (A) copolimero metacrilato
(camada externa): (B) de polivinilpirrolidona (camada interna), (C) soma das duas
camadas, D) croscarmelose de sbédio; (E) diclofenaco de sbédio, (F)
carboximetilcelulose, (G) manitol, (H) polietilenoglicol 4000, () soma dos
compostos do nucleo.

Os dados mostrados até agora, vao de encontro com os resultados de
dissolugcdo, mostrados anteriormente. Espera-se que o revestimento gastro-
resistente seja homogéneo ao longo dos pellets, para evitar a liberagcdo de
diclofenaco sodio em solucéo acida, tal como observado. No entanto, observou-se
também que o0s componentes das duas camadas estdo presentes
simultaneamente em alguns pixels (Figuras 25A e 25B), com a indicacado de
possivel miscibilidade parcial. No entanto, sabe-se que num experimento NIR-CI,
pixels ndo sao células isoladas de amostra, ou seja, existe um gradiente de
interferéncia sobre os pixels vizinhos mais préximos [44]. Portanto, ao nivel de
pixel, apenas uma informagdo quantitativa limitada pode ser alcangada. Este fato
pode também ser observado pelos respectivos histogramas das camadas (Figura
26A e 26B), onde é demonstrada a heterogeneidade das imagens. Da mesma
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forma, a distribuicdo quimica dos compostos no nucleo dos pellets também foi
revelada (Figuras 25D-25H). A ideia de heterogeneidade destas imagens pode ser
vista nas Figuras 26C-26G. Nota-se que a maior homogeneidade (alta curtose)
esta representada na Figura 26G, um componente liquido. Os histogramas podem
também ser utilizados para avaliar a imagem total dos constituintes do pellet. Uma
vez que a concentragdao dos componentes em cada pixel ndo pode ser conhecida
com antecedéncia, a precisao das previsdes CLS foi avaliada pela soma de todos
os valores previstos. Como os espectros foram adquiridos por mapeamento da
superficie de uma mesma amostra e as imagens individuais derivam do mesmo
conjunto de espectros, as imagens devem ser complementares e todos os
compostos devem somar 1 (ou 100% em massa). A Figura 27A mostra a imagem
da concentracao total e a Figura 27B mostra o histograma correspondente. Como
esperado, a concentragdo média da ROl é centrada em 1 (com um desvio padréo
de 0,05) e a regido filtrada é zero, indicando a alta qualidade da previsdo obtida
por CLS.
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B) histograma das concentracdes totais da imagem.
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5.4 Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a NIR-CI foi capaz
de fornecer informagdes quimicas sobre a distribuicdo das camadas de
revestimento, e da composicdo do nucleo do pellet. No entanto, a informacéao
obtida num dado pixel pode ser influenciada pela composigdo quimica dos pixels
vizinhos. Mesmo assim, a NIR-CI traz informacdes relevantes e € complementar
as micrografias obtidas por SEM. A analise dos dados por CLS mostrou ser uma
abordagem simples e adequada neste tipo de estudo onde todos os constituintes
sdo conhecidos e efeitos de interagdo ndo sao observados. A abordagem aqui
descrita pode ser Util para a industria farmacéutica durante o desenvolvimento de
um novo produto. A estrutura das camadas e distribuicdo dos componentes do
nuacleo pode abrir um novo campo de estudo da relagdo quantitativa imagem-
propriedade para estudo de medicamentos com entrega controlada de ativo.
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Consideracoes finais

Estudos de imagens quimicas estdo em pleno desenvolvimento. O sucesso
deste campo de estudo depende de novas tecnologias analiticas (mais rapidas e
precisas) e da capacidade de processamento de dados. Um conjunto de dados de
imagens hiperespectrais com poucos megapixels requer uma capacidade de
processamento incomum para computadores atuais. Assim, para atender as novas
necessidades, como filmes multivariados monitorando processos, é preciso
imaginar a enorme barreira tecnoldgica que sera preciso enfrentar, ou a
simplificag@o de algoritmos deverd ser alvo de estudos.

Nesta tese foi possivel mostrar diferentes estratégias quimiométricas para
obtencédo de imagens quimicas. Uma série de novas necessidades esta surgindo,
e com isso, novas abordagens precisam ser levadas em consideracao. Problemas
como a confiabilidade das imagens, sensibilidade analitica, velocidade de
aquisicao, devem ser estudados com novas perspectivas pela quimiometria.

Por outro lado, ap6s obter imagens confiaveis, € necessario buscar novas
abordagens para converter imagens em informagdes relevantes. E preciso um
novo olhar sobre a heterogeneidade de compostos, assim como estabelecer
associagdes entre substancias ou efeitos de processos baseados em tratamento
de imagens dos produtos.

Por fim, a industria farmacéutica podera ser beneficiada por um novo
campo de estudos onde a relacdo quantitativa imagem-propriedade podera ser
utilizada no entendimento de acdes terapéuticas, processos de degradacéo,
propriedades fisicas, entre outras caracteristicas.
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