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RESUMO

AVALIAÇÃO DE TRANSFORMAÇÃO POLIMÓRFICA EM COMPRIMIDOS DO FÁR-

MACO CARBAMAZEPINA POR ESPECTROSCOPIA DE IMAGEM NO INFRAVERME-

LHO PRÓXIMO E FERRAMENTAS QUIMIOMÉTRICAS

Autora: Luciana Assis Terra

Orientador: Ronei Jesus Poppi

A Espectroscopia de Imagem na região do Infravermelho Próximo juntamente

com ferramentas quimiométricas foi utilizada para estudar a transformação poli-

mórfica do fármaco carbamazepina (forma III para forma I) em formulações far-

macêuticas do comprimido, geradas por aquecimento. Os mapas de distribuição

de concentração das formas polimórficas I e III da carbamazepina no comprimido

foram estimados por Mínimos Quadrados Parciais (PLS), Resolução Multivariada

de Curvas (MCR) e Análise de Fatores Paralelos (PARAFAC), assim como o perfil

de concentração em função do tempo durante o aquecimento, comparando os re-

sultados obtidos quanto à eficácia na quantificação das formas polimórficas. Para

o estudo da homogeneidade da distribuição do fármaco ao longo do comprimido,

foram construídos histogramas. O trabalho está dividido em duas partes: na pri-

meira parte foi realizado o mapeamento completo de um comprimido antes e após

o aquecimento a 160 ºC, por 3 horas e os dados foram analisados por MCR. Na

segunda parte do trabalho estudou-se a transformação polimórfica com o tempo a

140 ºC, em que foi realizado o mapeamento da parte central do comprimido, sendo

nesse caso obtidas imagens a cada hora, com tempo total de 7 horas. Os resultados

mostraram que os métodos PLS, MCR e PARAFAC foram capazes de obter infor-

mações sobre a transformação polimórfica, sendo MCR e PARAFAC capazes de

estudar o processo dinâmico envolvido. Além disso, o MCR também foi capaz de

fornecer os mapas de distribuição de concentrações em cada tempo de aquisição de

dados, acompanhando a transformação polimórfica na superfície do comprimido.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE POLYMORPHIC TRANSFORMATION IN THE TABLETS OF

THE DRUG CARBAMAZEPINE BY NEAR-INFRARED CHEMICAL IMAGING AND

CHEMOMETRIC TOOLS

Author: Luciana Assis Terra

Adviser: Ronei Jesus Poppi

The Near Infrared Chemical Imaging in conjunction with chemometric tools

was used to study the polymorphic transformation of the drug carbamazepine

(form III to form I) in pharmaceutical formulations tablets, generated by heating.

The concentration distribution maps of the polymorphic forms I and III of carba-

mazepine in the tablet were estimated by Partial Least Squares (PLS), Multivariate

Curve Resolution (MCR) and Parallel Factor Analysis (PARAFAC), as well as the

concentration profile as a function of the heating time and the results were com-

pared regarding the efficacy in quantification of the polymorphic forms. For the

study of the homogeneity of distribution of the drug in the tablet, histograms were

built. The work was divided into two parts: in the first part, it was conducted the

mapping of the whole tablet before and after heating at 160 ºC for 3 hours and the

data were analysed by MCR. In the second part, it was studied the polymorphic

transformation over the time at 140 °C. Images of the central part of the tablet were

obtained every hour during 7 hours. The results showed that the PLS, MCR and

PARAFAC were able to obtain information about the polymorphic transformation

and the MCR and PARAFAC were able to study the dynamic process involved as

well. Furthermore, the MCR provided the concentration distribution map at each

time of data acquisition, providing the polymorphic transformation on the tablet

surface.
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PREFÁCIO

A motivação para a realização deste trabalho na área de quimiometria fazendo

uso da Espectroscopia de Imagem no Infravermelho Próximo no estudo do poli-

morfismo de fármacos é de crescente interesse dentro da Química Analítica. Este

estudo está diretamente relacionado à saúde humana, já que o fenômeno do poli-

morfismo pode alterar a eficácia do medicamento não produzindo e efeito desejado

quando da sua ingestão pelo paciente.

Neste trabalho foi estudado o polimorfismo do fármaco carbamazepina, pois

é importante o estudo mais profundado da transformação polimórfica da forma

III, forma comercial, para a forma I, uma vez que algumas propriedades físico-

químicas são afetadas, tendo assim, eficácia reduzida.

As temperaturas utilizadas neste trabalho, 140 ºC e 160 ºC, são temperaturas

altas que não são atingidas durante a produção e transporte do fármaco, mas sim,

quando da realização de testes de estabilidade, testes estes em que o medicamento

é submetido a condições extremas simulando o que ocorreria em temperaturas me-

nores em um tempo maior.

O trabalho está dividido em cinco capítulos:

No primeiro capítulo - “Introdução” - foi realizada uma revisão bibliográfica

sobre os tópicos: polimorfismo em fármacos, espectroscopia no Infravermelho

Próximo de Imagem e métodos quimiométricos.

No segundo capítulo - “Mapeamento das formas polimórficas em comprimido

de carbamazepina antes e após o aquecimento a 160 ºC” - foram apresentadas as

técnicas de caracterização utilizadas, Difração de raios X e espectroscopia no infra-

vermelho para verificar as formas polimórfica em estudo: forma I e III. Apresenta

também a parte experimental que está subdividida em formulação dos comprimi-

dos e obtenção dos espectros. Os resultados e discussão apresentam os mapas de

distribuição de concentração da superfície dos comprimidos antes e após a transfor-

mação polimórfica na temperatura de 160 ºC. Para análise dos dados foi utilizado

o método quimiométrico de Resolução Multivariada de Curvas (MCR), devido
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ao fato que estavam disponíveis os espectros provindos da peça metálica utilizada

como suporte para obtenção das imagens do comprimido, assim como os espectros

de todos os constituintes da formulação farmacêutica.

No terceiro capítulo - “Estudo da transformação polimórfica em comprimido de

carbamazepina com o tempo a 140 ºC” - foi apresentada toda a parte experimental

utilizada para formulação dos comprimidos e obtenção dos espectros. Os resul-

tados e discussão apresentam as ferramentas quimiométricas PCA, PLS, MCR e

PARAFAC necessárias para análise dos dados. Neste estudo foi mapeada somente

uma área central do comprimido para facilitar a análise dos dados e para evitar

interferência dos espectros da peça metálica. Nesse caso foi realizado um acom-

panhamento da transformação polimórfica com o tempo.

É importante ressaltar que foram estudadas duas temperaturas distintas no ca-

pítulo 2 e 3, pois no primeiro estudo (temperatura de 160 ºC) o intuito era somente

observar o que ocorria na superfície do comprimido de carbamazepina antes e após

o aquecimento, verificando assim a transformação polimórfica de forma mais rá-

pida. Já na segunda parte era de interesse estudar todo o processo dinâmico envol-

vido durante a transformação polimórfica, observando assim a conversão da forma

III na forma I, com o tempo, a cada mapeamento realizado.

No quarto capítulo - “Conclusões Gerais” - foram apresentadas as conclusões

referentes aos dois estudos realizados: estudo do comprimido todo a 160 ºC e

da parte central do comprimido, a 140 ºC. Estão apresentadas as vantagens de

cada método quimiométrico utilizado e também uma comparação entre os métodos

multimodo MCR com matriz aumentada e PARAFAC, para o estudo a 140 ºC.

Esta dissertação encerra-se com o quinto capítulo - “Perspectivas Futuras” - em

que é apresentada novas possibilidades e ideias para uma possível continuação dos

estudos nesta área.

Por fim segue uma lista de “Referências Bibliográficas” em que são apresenta-

dos os trabalhos encontrados na literatura que contribuíram para a elaboração desta

dissertação.
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Capítulo 1

INTRODUÇÃO
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Polimorfismo em Fármacos

O polimorfismo é definido como a tendência de uma substância em existir em

diferentes estados cristalinos. Formas polimórficas apresentam as mesmas propri-

edades físicas nos estado líquido e gasoso, mas no estado sólido podem apresentar

diferenças em propriedades como solubilidade, ponto de fusão, calor de fusão,

índice de refração, densidade, condutividade, dureza, cor, estabilidade, higrosco-

picidade e reações do estado sólido [1].

Os diferentes arranjos cristalinos nos polimorfos surgem quando o fármaco

cristaliza em diferentes formas e/ou diferentes conformações. A ocorrência de po-

limorfismo é bastante comum entre as moléculas orgânicas e um grande número

de medicamentos que apresentam polimorfismo têm sido observado e catalogado

ultimamente [2, 3, 4]. Aproximadamente 33 % dos compostos orgânicos e 80 %

dos medicamentos comercializados exibem polimorfismo sob condições experi-

mentalmente acessíveis [5].

Termodinamicamente, uma das formas polimórficas de uma substância apre-

sentará uma maior estabilidade. Por isso o polimorfo mais estável tende a ser a

forma mais abundante desse composto, podendo haver conversões de uma forma

cristalina para outra, sendo elas espontâneas ou não. Polimorfos podem ser detec-

tados por técnicas de caracterização tais como, espectroscopia no infravermelho

(IR), difração de raios X, entre outras [6].

1.1.1 Importância do estudo de polimorfismo em fármacos

O estudo do polimorfismo em fármacos é muito importante na indústria farmacêu-

tica. Dessa forma, tem sido extensivamente investigado, devido ao seu possível

impacto sobre a qualidade e eficácia das formulações farmacêuticas. Para avaliar

estes aspectos é necessário conhecer o número de formas polimórficas existentes

do princípio ativo, a estabilidade relativa de todas elas e se as formas metaestáveis
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ocorrências não apresentarem alta intensidade, permite o uso da técnica em amos-

tras nas quais um alto teor de água se encontra presente [15]. O baixo coeficiente

de absorção possibilita uma alta profundidade de penetração na amostra, permi-

tindo um ajuste da espessura da amostra (caminho ótico). Essa é uma vantagem

analítica, uma vez que permite a análise direta da absorção e do espalhamento da

amostra, tais como em líquidos ou sólidos turvos nos modos de transmitância ou

absorbância sem pré-processamentos adicionais.

Vantagens como obtenção de espectros em curto período de tempo, não pro-

dução de resíduos químicos, ser não invasiva e não requerer preparo de amostra

tem motivado o desenvolvimento de metodologias analíticas utilizando a técnica

de espectroscopia NIR em indústrias [16].

A espectroscopia de Imagem na região do Infravermelho Próximo (Near - In-

frared - Chemical Imaging, NIR-CI) [17] é uma poderosa extensão da espectros-

copia NIR convencional, fornecendo informações, de forma não destrutiva, dos

parâmetros de interesse da superfície da amostra, na forma de comprimido, junta-

mente com a faixa de distribuição espacial de cada espécie. NIR-CI tem tido como

principal aplicação a análise quantitativa de materiais de diversas áreas como agri-

cultura, farmacêutica e petroquímica, entre outras [16]. A técnica tem sido apli-

cada a diferentes compostos farmacêuticos para avaliar, por exemplo, dissolução

do comprimido [18], uniformidade dos componentes [19], distribuição polimórfica

[20] ou estudos de processos [21]. A espectroscopia de imagem inclui a medida de

um espectro completo por unidade da superfície da amostra (pixel) e o resultado

pode ser visualizado como um arranjo tridimensional de dados denominado hiper-

cubo espectral, onde duas das três dimensões são as coordenadas x, y do pixel e a

terceira corresponde aos números de onda do espectro. Normalmente, para aplica-

ção dos métodos quimiométricos, os dados devem ser organizados em uma matriz

de dados em duas dimensões, nas quais as linhas são os espectros relacionados aos

diferentes pixels, conforme apresentado na Figura 1.4.

Para se obter espectros NIR de boa qualidade é necessário que a amostra se

apresente de forma adequada, especialmente com amostras sólidas, uma vez que os

efeitos de variações na densidade de empacotamento ou posicionamento da amos-
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úmida" como titulação, precipitação e reações específicas, que são demoradas e

muitas vezes pouco exatas e precisas, estão cada vez mais sendo substituídas por

técnicas instrumentais como: ressonância magnética nuclear, espectroscopia vibra-

cional (infravermelho médio, infravermelho próximo, espectroscopia Raman), es-

pectroscopia no visível/ultravioleta, espectrometria de massas, cromatografia, etc.,

que aliam a velocidade de análise com uma boa qualidade de resultados. Nessas

técnicas instrumentais a concentração do analito não é obtida diretamente, mas sim

uma grande quantidade de sinais (curvas, picos) que podem ser convertidos através

de uma relação matemática nas concentrações das várias espécies presentes [24].

Muita ênfase tem sido dada aos sistemas multivariados, nos quais se podem

medir muitas variáveis simultaneamente, ao se analisar uma amostra qualquer.

Nesses sistemas, a conversão da resposta instrumental em dados químicos de inte-

resse requer a utilização de técnicas de estatística multivariada, álgebra matricial

e análise numérica. Essas técnicas constituem no momento a melhor alternativa

para a interpretação de dados e para a aquisição do máximo de informação sobre o

sistema [24].

Interferências espectrais podem ocorrer devido ao espalhamento de luz, va-

riações de caminho ótico e ruído que se originam devido à variação física das

amostras ou efeitos instrumentais. Para corrigir esses efeitos faz-se necessário o

uso de ferramentas matemáticas de pré-processamento de dados, realizado antes

da modelagem multivariada. Alguns dos métodos de pré-processamento utilizados

são Correção de Espalhamento Multiplicativo (Multiplicative Scatter Correction,

MSC) [25], Variação Padrão Normal (Standard Normal Variate, SNV) [26] e 2ª

Derivada de Savitzky - Golay [27].

A pesquisa na área de Quimiometria abrange o desenvolvimento e aplicação de

diferentes métodos estatísticos e matemáticos em dados de origem química. Di-

ferentes metodologias quimiométricas têm sido aplicadas em NIR-CI para extrair

informações relevantes sobre a superfície da amostra, como a Análise de Compo-

nentes Principais (Principal Component Analysis, PCA) [28] e Resolução Multiva-

riadas de Curvas (do inglês - Multivariate Curve Resolution, MCR) [29]. Quando

uma calibração de dados é possível de ser realizada, a calibração multivariada ba-
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seada em regressão por Mínimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares, PLS)

[30] pode ser utilizada. Entretanto, se um conjunto de hipercubos espectrais é

adquirido em diferentes tempos ou condições, esse sistema dinâmico pode ser in-

vestigado usando métodos quimiométricos multimodo como a Análise de Fatores

Paralelos (Parallel Factor Analysis, PARAFAC) e MCR com matriz aumentada

[31].

1.3.1 Análise de Componentes Principais (PCA)

A Análise de Componentes Principais (PCA) é utilizada para analisar as inter-

relações dentro de um conjunto de variáveis (altura de picos cromatográficos, va-

lores de absorbâncias, etc.) ou objetos (amostras, compostos químicos, espectros,

etc.). É uma ferramenta quimiométrica que permite extrair, de um determinado

conjunto de dados, informações relevantes para o seu entendimento. Este conjunto

de dados é organizado na forma de uma matriz (dados bidimensionais), onde as

linhas são as amostras e as colunas as variáveis. O principal objetivo da PCA [32]

é a redução do número de variáveis originais gerando uma nova representação des-

tas variáveis pelas componentes principais (PCs), que são combinações lineares

das variáveis originais.

A PCA transforma a matriz de dados originais X(n×p) formada por n objetos e

p variáveis, no produto de duas matrizes menores, conforme mostra a equação 1.1,

X(n×p) = T(n×q)P
t
(q×p)+E(n×p) (1.1)

em que T é a matriz de escores, P é a matriz dos pesos, E é a matriz dos

resíduos e q é o número de componentes principais incluídas na análise. Como

q normalmente é menor que p ou n, uma matriz maior é transformada em duas

matrizes menores tornando a análise da matriz X mais simples.

A Figura 1.5 mostra a aplicação da análise de componentes principais para

dados de imagem hiperespectrais obtidas nos tempos de 1 até o tempo n (1 → tn).

Em espectroscopia de imagem, os pesos correspondem à dimensão espectral
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Uma relação linear entre os dois blocos é realizada correlacionando os escores

de componente a cada vez, utilizando o modelo linear, descrito na equação 1.4

Uh = bhTh (1.4)

em que “h” é o número da componente principal.

Para que a covariância de T e U seja maximizada deve-se buscar um modelo

onde as matrizes dos resíduos E e F sejam as menores possíveis e, ao mesmo

tempo, conseguir uma relação linear ótima entre T e U. No PLS isto é obtido por

uma leve mudança nos valores dos escores, de forma a produzir a melhor relação

possível. Nesta etapa as componentes principais deixam de possuir este nome,

sendo denominadas de variáveis latentes, pois elas não mais descrevem a máxima

variância dos dados.

A Figura 1.6 apresenta a decomposição em variáveis latentes das matrizes X

e Y para o modelo PLS, a partir de uma série de imagens hiperespectrais de ca-

libração e validação (onde se aplica o modelo construído a nova matriz de dados

para validar o modelo desenvolvido) e posteriormente é feita a etapa de previsão,

em que os mapas de distribuição de concentração de cada um dos constituintes

presentes na amostra analisada são construidos a cada tempo, por exemplo.

Após o modelo ter sido desenvolvido é feita a validação com novas amostras.

Um dos métodos quimiométricos mais utilizados na determinação do número de

variáveis latentes é o método de validação cruzada que é baseado na avaliação da

grandeza dos erros de previsão comparando com os valores das variáveis depen-

dentes das amostras do conjunto de calibração quando as mesmas não participam

da construção do modelo de regressão.

No procedimento de validação cruzada leave-one-out (“deixe uma fora”) o PLS

separa uma das amostras de calibração e a usa como validação. Isto é feito até que

todas as amostras de calibração sejam usadas como amostra de validação.

Em paralelo pode-se realizar a validação com um conjunto externo que deve

apresentar amostras com valores que compreendam o intervalo de dados do con-

junto de calibração e que devem apresentar desempenho muito semelhante em
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dation, RMSECV ) ou Raiz Quadrada do Erro Médio Quadrático de Previsão (Root

Mean Square Error of Prediction , RMSEP).

Os resultados do perfil de concentração podem ser redobrados em mapas de

distribuição de concentração ou perfis de concentração no tempo, como apresen-

tado na Figura 1.6.

1.3.3 Resolução Multivariada de Curvas (MCR)

O MCR é um método utilizado para prever os valores de concentração, assim como

os espectros puros dos componentes dentro da amostra, a partir de uma matriz de

dados que contém os dados instrumentais. A análise de dados por MCR pode ser

realizada sobre uma única matriz de dados ou sobre diferentes matrizes simultane-

amente. Este pode ser visto como um método de resolução de sinais que obtém os

perfis puros dos componentes dentro de uma mistura de componentes.

O método MCR-ALS faz a decomposição bilinear da matriz de dados (D) para

se obter as matrizes de concentração (C) e a matriz de espectros puros (St), de

acordo com a equação 1.6, em que E é a matriz de erros.

D = CSt +E (1.6)

No processo de otimização por ALS para encontrar os melhores valores de

C e S para se obter um erro mínimo, é possível adicionar restrições como: não

negatividade, unimodalidade e closure (balanço de massa), sendo estas aplicadas

a concentração e/ou espectros. Essas possibilidades fazem o MCR diferente de

outras ferramentas quimiométricas, uma vez que um significado físico é obtido.

A porcentagem de variância explicada pelo modelo, o resíduo e o coeficiente de

variação entre o espectro obtido e o espectro puro das espécies são usados como

parâmetros para avaliar a eficiência do modelo.

O MCR é baseado na decomposição bilinear dos dados realizada pelo algo-

ritmo de Mínimos Quadrados Alternantes (Alternating Least Squares, ALS) [33],

que resulta no isolamento, resolução e quantificação das fontes de variação dos
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X = A(C|⊗ |B)t +E (1.8)

As principais vantagens do PARAFAC são a habilidade de fornecer uma única

solução, que é independente da rotação, e todos os fatores serem estimados simul-

taneamente, ao contrário da PCA, em que os componentes são estimados um a cada

vez. Isto ocorre porque os componentes do modelo não são ortogonais portanto,

dependem uns dos outros.

Adicionalmente, uma etapa importante na análise em PARAFAC é a escolha

do número de fatores. Este número pode ser estimado por diferentes processos

como estimativas baseadas em conhecimento a priori do sistema, com respeito à

variância explicada pelo modelo, por métodos de reamostragem ou por diagnóstico

de consistência do núcleo (CONCORDIA) [35].

O CONCORDIA é baseado na interpretação do PARAFAC como um modelo

Tucker3 restrito. Uma possível generalização do modelo de componentes prin-

cipais para dados de duas entradas é usar uma matriz núcleo não diagonal G. O

modelo Tucker3 de X (P,Q,R), em que a notação (P,Q,R) é usada para indicar

que o modelo tem P, Q, R fatores em três entradas diferentes. A representação

gráfica do modelo Tucker3 é dada pela Figura 1.9. O Tucker3 é aplicado aos pa-

râmetros do modelo PARAFAC estimados e, se houver consistência trilinear, os

elementos da superdiagonal do tensor central têm valores próximos de um e os

demais elementos valores próximos a zero. Um diagnóstico de consistência do

núcleo é um indicativo do ajuste do modelo criado, sendo mais próximo de 100 %

quanto melhor ou mais estável for este ajuste, pois a estrutura de tal modelo será

trilinear [36].

Os dados de NIR-CI podem ser adquiridos em diferentes tempos (ou condi-

ções) e serem modelados como uma matriz de 3 “modos” (conjunto de índices

pelos quais o arranjo de dados pode ser desdobrado) pelo desdobramento da di-

mensão espacial em cada tempo (ou condição) e organizando as matrizes desdo-

bradas, em todos os tempos (ou condições), para formar uma matriz de 3 modos

como apresentado na Figura 1.10.
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mostrado na Figura 1.10.
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2 MAPEAMENTO DAS FORMAS POLIMÓRFICAS EM

COMPRIMIDO DE CARBAMAZEPINA ANTES E APÓS

O AQUECIMENTO A 160 ºC

2.1 Objetivos

O trabalho experimental está dividido em duas partes, sendo que na primeira parte,

apresentada neste capítulo, objetiva-se: utilizar a espectroscopia de imagem na re-

gião do infravermelho próximo para avaliar a transformação polimórfica da carba-

mazepina existente na forma III (forma comercial) para a forma I em dois tempos:

antes (25 ºC) e após 3 h de aquecimento a 160 ºC, a temperatura de aquecimento

foi escolhida de acordo com [10], realizando para tanto o mapeamento do com-

primido todo de carbamazepina; utilizar a ferramenta quimiométrica MCR para

análise dos dados; estudar as mudanças na distribuição de cada polimorfo na su-

perfície do comprimido pela comparação das imagens antes e após aquecimento

para cada forma polimórfica; quantificar as formas polimórficas antes e após aque-

cimento; construir histogramas para estudo da homogeneidade da distribuição do

fármaco no comprimido. Além disso, é realizada a caracterização polimórfica das

formas I e III da carbamazepina.

2.2 Síntese Polimórfica

A carbamazepina na forma I foi obtida atráves do aquecimento da carbamazepina

na forma III durante 4 horas, em estufa, na temperatura de 170 ºC, para garantir que

toda a massa de carbamazepina fosse transformada na forma I [37]. Posteriormente

as formas polimórficas foram encaminhadas para a caracterização pelo uso das

técnicas Espectroscopia do Infravermelho Médio e Difração de Raios X.
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2.3 Caracterização Polimórfica

2.3.1 Espectroscopia no Infravermelho Médio

A espectroscopia no Infravermelho Médio tem sido uma das técnicas mais utiliza-

das na identificação de polimorfos, principalmente por ser uma técnica robusta e

disponível em muitos laboratórios [38].

A radiação infravermelha provoca movimentos vibracionais de átomos ou grupo

de átomos de compostos orgânicos. Estas vibrações dão origem à absorção em re-

giões características na região do infravermelho - a absorção de energia em uma

molécula orgânica será característica do tipo de ligações e átomos presentes em

um grupo funcional - grupos funcionais específicos absorvem em regiões caracte-

rísticas.

A espectroscopia no infravermelho é utilizada como técnica de caracterização

polimórfica já que por meio de alterações espectrométricas (aparecimento, desa-

parecimento e deslocamento de bandas ou aumento ou diminuição de sua inten-

sidade) é possível relacionar o número de onda à porcentagem de transmitância

detectada pelo equipamento e assim definir a qual polimorfo corresponde o espec-

tro obtido.

2.3.2 Difração de Raios X

A metodologia de determinação da estrutura molecular e da estrutura cristalina,

chamada cristalografia de raios X, baseia-se no fenômeno de difração que ocorre

devido à interação da radiação eletromagnética com a matéria cristalina. Hoje em

dia são utilizados para análise de cristais, raios X de comprimento de onda bem

determinados, produzidos por um tubo de raios X e selecionados por difração.

Quando este feixe definido difrata em um cristal desconhecido, a medida do ângulo

de difração do raio emergente permite elucidar a distância dos átomos no cristal

e, consequentemente, a estrutura cristalina. Os ângulos dos feixes resultantes da

difração são lidos pelo equipamento e processados por computador, que calcula e

mostra as prováveis configurações dos átomos no cristal. Esse método de análise é
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muito utilizado com o objetivo da análise estrutural e caracterização de polimorfos

e solvatos [39].

2.3.3 Resultados e Discussão

Como técnica de caracterização das formas polimórficas da carbamazepina foi uti-

lizada a técnica de espectroscopia no infravermelho médio e difração de raios X.

Os espectros de infravermelho estão apresentados na Figura 2.1.

Pode-se observar pela análise da Figura 2.1 (A e B) que existe uma série de

diferenças espectrais entre as formas I e III da carbamazepina. Elas apresentam

diferenças nos picos entre 3500 e 3450, 1720 e 1630, 1620 e 1575, 1415 e 1320,

1160 e 1145, 890 e 860, 808 e 796, 785 e 750 cm−1 e um pico entre 960 e 945

cm−1. Borka, L. et al. [40] descrevem que estas bandas com máximos em 955 e

1273 correspondem provavelmente a substituição 1,2 do anel aromático e estira-

mento da ligação N-H em aminas aromáticas. Na Figura 2.2 está apresentada a

outra técnica de caracterização utilizada neste trabalho: Difração de Raios X de

Pós (Powder X-Ray Difraction, PRXD), para as formas polimórficas.

A Figura 2.2 mostra que os picos característicos de cada polimorfo aparecem

em regiões distintas. Alguns dos picos característicos da forma III, Figura 2.2 (B),

ocorrem em valores de 2θ = 14,9; 15,5; 15,8; 27,2; 27,5 e 32,0º e para o poli-

morfo I, Figura 2.2 (A), pode-se citar os picos característicos em 2θ = 6,1; 8,0;

8,7; 9,4; 12,25; 19,8 e 22,8º. Os resultados encontrados por FT-IR e PXRD estão

de acordo com os encontrados na literatura [37], evidenciando assim a utilização

das formas polimórficas de forma correta, quando do estudo da transformação po-

limórfica da forma III para a forma I.

2.4 Parte Experimental

A metodologia do trabalho está dividida em duas partes: na primeira parte foi rea-

lizada a formulação dos comprimidos, parte em que se detalharam todas as etapas
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envolvidas desde a pesagem até a obtenção do comprimido final. Já na segunda

parte, foram obtidos os espectros por NIR-CI, etapa em que foram informadas as

dimensões da área de interesse mapeada, juntamente com todas as condições uti-

lizadas pelo equipamento para se obter os espectros correspondentes, em unidade

de refletância, que posteriormente foram transformados em log (1/R).

2.4.1 Formulação dos comprimidos

Neste trabalho de estudo do polimorfismo do fármaco carbamazepina com a utili-

zação de ferramentas quimiométricas não se pode deixar de mencionar que a forma

polimórfica I do fármaco foi obtida a partir do produto comercial cedido pela EMS

Sigma Pharma, em que o fármaco se apresenta na forma polimórfica III.

Os comprimidos de carbamazepina foram formulados com 35,7 % de forma I

(100 mg), 35,7 % de forma III (100 mg) e 28,6 % de excipientes (80 mg). Esta

formulação esta de acordo com os valores utilizados pela indústria famacêutica, de

acordo com a Tabela2.1. Estes excipientes possuem as seguintes funções: Celulose

Microcristalina é utilizada como diluente, Polividona apresenta capacidade forma-

dora de filme, Dióxido de Silício para evitar o excesso de umidade da mistura dos

componentes, Croscarmelose Sódica como desagregante e Estearato de Magnésio

como lubrificante.

Excipientes Quantidade para 1 comprimido (280,00 mg)
Celulose Microcristalina (Cel) 7,8 mg (2,8%)

Polividona (Plv) 52,8 mg (18,9%)
Dióxido de Silício (SiO2) 2,0 mg (0,7%)

*Croscarmelose Sódica (Crosc) 14,0 mg (5,0%)
Estearato de Magnésio (Est) 3,4 mg (1,2%)

*Croscarmelose sódica corresponde a um polímero com ligações cruzadas das

carboximetilcelulose.

Tabela 2.1: Excipientes e suas respectivas concentrações no comprimido de carbamazepina.

No preparo da formulação farmacêutica de carbamazepina, a forma I, a forma

III e excipientes foram pesados em balança analítica com precisão de 0,0001 g
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e agitados em vórtex por dois minutos. Depois disso, as amostras com massa

total de 280 mg foram prensados a 2 toneladas em uma prensa mecânica para a

formação dos comprimidos. O comprimido obtido foi então colocado sobre uma

peça metálica, que contém um orifício de mesmas dimensões do comprimido, e

levado ao espectrômetro de imagem para o mapeamento da área de interesse.

2.4.2 Obtenção dos espectros

Os comprimidos foram analisados no espectrômetro SPECTRUM 100 N FT-NIR

acoplado ao sistema de imagem da PerkinElmer Spotlight 400 N, em que, para

cada análise, o comprimido foi colocado sobre uma peça metálica e esse sobre

o estágio de posicionamento do equipamento. O comprimido todo foi mapeado,

necessitando assim de uma área de 225 mm2, utilizou-se tamanho de pixel de 50

♠m, obtendo um total de 90000 espectros para cada imagem de 300 x 300 pixels.

Cada espectro foi obtido utilizando 2 varreduras na região de números de onda

de 7800 a 4000 cm−1usando uma resolução espectral de 32 cm−1 (239 pontos).

Antes de realizar a medida espectroscópica do comprimido o foco foi ajustado e o

“branco” da análise foi obtido incidindo a radiação sobre uma peça de ouro polido,

pois este apresenta refletância próxima de 100 %, espectro este que será subtraído

do espectro original posteriormente obtido para cada comprimido. Os dados foram

obtidos em porcentagem de refletância e depois convertidos para log (1/R).

Inicialmente foram obtidas 2 imagens, antes e após o aquecimento a 160 ºC,

por 3 horas, possibilitando assim o estudo da transformação polimórfica da carba-

mazepina da forma III para a forma I. Os dados obtidos foram então analisados por

MCR. Todos os cálculos foram efetuados no software Matlab 7.9®, utilizando os

toolboxes PLS toolbox 6.2 do Eingenvector e MCR Toolbox disponibilizado por

[41].
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2.5 Resultados e Discussão

2.5.1 Pré-processamento de dados

Como pré-processamento dos dados espectrais, apresentados na Figura 2.3,

foi aplicada a segunda derivada aos dados iniciais, visto que a derivada elimina

os efeitos de deslocamento de linha de base e intensifica as diferenças espectrais.

Também foram testados alguns intervalos espectrais para escolha daquele que con-

duzisse aos resultados de concentração mais próximos do valor esperado, ou seja,

com menor erro, sem perda de informações espectrais. A região selecionada foi

de 7800 a 5400 cm−1 (150 variáveis) juntamente com o pré-processamento pela

segunda derivada está apresentado na Figura 2.4. Nesta região é observada a ocor-

rência do primeiro e terceiro sobreton de banda de estiramento de N-H de aminas,

primeiro sobreton de banda de estiramento de C-H em aromáticos e primeiro so-

breton de banda de estiramento de C-N, em aminas.
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Figura 2.3: Espectros NIR da forma I (—), forma III (---), placebo (· · ·) e peça metálica (-·-).

A Figura 2.4 apresenta os espectros das duas formas polimórficas da carbama-

zepina (I e III), juntamente com o espectro da peça metálica, considerando que

quando da leitura de todo o comprimido parte da área é correspondente à peça

metálica, utilizada como suporte no NIR-CI.
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Figura 2.4: Espectros NIR da forma I (—), forma III (---), placebo (· · ·) e peça metálica (-·-),
após a segunda derivada.

Pode-se observar que após a segunda derivada foi obtida uma melhor resolu-

ção, uma vez que as bandas em torno de 6800 cm−1, que estavam praticamente so-

brepostas, apresentaram sinais mais resolvidos tornando mais visível as diferenças

existentes entre as formas polimórficas, o que facilitou o posterior processamento

dos dados.

Após essa redução na dimensão das matrizes (de 239 para 150 variáveis), as

mesmas matrizes foram centradas na média e só então foram construídos os mo-

delos de calibração.

Após o pré-processamento dos dados obtidos por NIR-CI passou-se a etapa de

análise dos dados com o MCR antes e após o aquecimento na temperatura de 160

ºC, para todo o comprimido.

2.5.2 Análise de dados

Para o estudo da distribuição do fármaco do comprimido mapeado foi realizada

a PCA das matrizes de dados antes e após aquecimento contudo, não foi possível

qualquer conclusão a respeito das relações existentes entre as variáveis, devido à

30



interferência dos espectros da peça metálica. Observou-se somente a separação

dos espectros da peça em um grupo e no outro os demais espectros devido aos di-

ferentes valores de reflectância da peça metálica quando comparada aos espectros

obtidos pelos excipientes e carbamazepina.

O mesmo ocorreu com o PLS porque os espectros da peça metálica são bem

diferentes dos demais espectros referentes ao princípio ativo e excipientes, não

permitindo assim a utilização de métodos de calibração, tais como PLS.

Devido à interferência da peça metálica a opção foi utilizar o MCR, pois este

necessita somente de uma estimativa inicial dos espectros para se obter os mapas

de distribuição de concentração.

2.5.2.1 MCR

O MCR foi a ferramenta quimiométrica utilizada a análise dos dados obtidos

por NIR-CI, este é um método iterativo baseado nos mínimos quadrados e para ser

inicializado é necessária uma estimativa inicial dos “espectros puros” presentes

na amostra, Figura 2.3. Estes espectros foram obtidos das espécies puras para as

formas polimórficas (I e III) e para o placebo (tudo menos o princípio ativo). Em

seguida os espectros foram pré-processados com 2ª derivada de Savitzky-Golay

com janela de 15 pontos, polinômio de segundo grau e selecionada a região de

7800 a 5400 cm−1.

É importante ressaltar que, como o MCR é um método de resolução de cur-

vas, tudo o que estiver homogêneo na amostra será considerado como sendo um

único espectro ou composto. Nesse sentido, a expressão “espectro puro” aqui não

se refere a um componente puro, mas sim, a soma de componentes que tenham

constante em determinadas regiões da imagem, um exemplo seria o placebo que é

formado por cinco excipientes que aqui são considerados como uma única subs-

tância.

Para a análise dos dados com MCR foi utilizada matriz aumentada dos dados.

Dessa forma, duas matrizes antes (t=0) e após o aquecimento (t=3h), foram em-

pilhadas no sentido das concentrações, como apresentado na Figura 1.8, sendo a
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triz aumentada conseguiu diferenciar entre os espectros referentes à forma I e a

forma III na presença de espectros correspondentes a peça metálica. Foi possí-

vel recuperar os espectros referentes à peça metálica e localizá-lo na imagem. O

método MCR permitiu o estudo da transformação polimórfica do fármaco e este

foi eficiente para quantificar as formas polimórficas no comprimido todo de car-

bamazepina. O estudo da imagem da distribuição do fármaco na superfície do

comprimido em cada pixel permitiu concluir que o fármaco está distribuído de

forma relativamente homogênea neste.
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Capítulo 3

ESTUDO DA TRANSFORMAÇÃO
POLIMÓRFICA EM COMPRIMIDO DE

CARBAMAZEPINA COM O TEMPO A 140 ºC
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3 ESTUDO DA TRANSFORMAÇÃO POLIMÓRFICA EM

COMPRIMIDO DE CARBAMAZEPINA COM O TEMPO

A 140 ºC

3.1 Objetivos

Nesta segunda parte do trabalho, objetivou-se: utilizar a espectroscopia de imagem

na região do infravermelho próximo para acompanhar a transformação polimórfica

da carbamazepina da forma III para a forma I gerada por aquecimento a 140 ºC

com tempo total de 7 horas, com aquisição de dados em intervalos de tempo de

uma hora; estudar as mudanças na distribuição de cada polimorfo na superfície

do comprimido pela comparação das imagens com o aquecimento em uma parte

central do comprimido, para cada forma polimórfica; construir histogramas para

estudo da homogeneidade da distribuição do fármaco no comprimido; utilizar PCA

para uma visão geral do comportamento dos dados; comparar os resultados dos

mapas de distribuição de concentração obtidos pelos métodos de quantificação PLS

e MCR com matriz aumentada para determinar a porcentagem de cada polimorfo

no comprimido de carbamazepina; obter o perfil de concentração em função do

tempo, e mapas de distribuição dos fatores durante o aquecimento do sistema, com

uso do PARAFAC.

3.2 Parte Experimental

A metodologia do trabalho está dividida em duas partes: na primeira parte foi

realizada a formulação dos comprimidos e na segunda parte foram obtidos os es-

pectros por NIR-CI com o tempo, assim como apresentado na parte experimental

do Capítulo 2.
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3.2.1 Formulação dos comprimidos

Os comprimidos de carbamazepina foram formulados de acordo com a Tabela 2.1,

apresentada no Capítulo 2.

Depois do comprimido pronto, de acordo com o apresentado no capítulo 2, este

foi colocado sobre um suporte, que contém um orifício de mesmas dimensões do

comprimido, e levado ao espectrômetro de imagem para o mapeamento da área

central de interesse. Após a medida espectroscópica inicial este comprimido foi

levado à estufa, estabilizada em 140 ºC, por 1 h. Em seguida, foi levado ao NIR-CI

para leitura da mesma área mapeada inicialmente. Esse procedimento foi repetido

por mais seis vezes, totalizando 7 horas de aquecimento a 140 ºC. Para que fosse

possível mapear a mesma área os valores das coordenadas x, y e z do microscópio

foram mantidos constantes em todas as análises espectroscópicas efetuadas, para

posterior construção dos modelos.

3.2.2 Obtenção dos espectros

Os comprimidos foram analisados no espectrômetro SPECTRUM 100 N FT-NIR

acoplado ao sistema de imagem da PerkinElmer Spotlight 400 N, em que, para

cada análise, o comprimido foi colocado sobre um suporte e esse sobre o estágio de

posicionamento do equipamento. Uma área central do comprimido foi mapeada,

totalizando uma área de 25 mm2. Para isso, utilizou-se tamanho de pixel de 50 ♠m,

obtendo um total de 22500 espectros para cada imagem de 150 x 150 pixels. Cada

espectro foi obtido utilizando 2 varreduras na região de números de onda de 7800

a 4000 cm−1 (239 pontos) usando uma resolução espectral de 32 cm−1. Antes de

realizar a medida espectroscópica do comprimido o foco foi ajustado e o “branco”

da análise foi obtido incidindo a radiação sobre uma peça de ouro polido. Os

dados foram obtidos em porcentagem de refletância e posteriormente convertidos

para log(1/R).

As imagens obtidas durante o aquecimento a 140ºC, por 7 horas, foram utiliza-

das para acompanhar a transformação polimórfica da carbamazepina e determinar
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o perfil de concentração da transformação polimórfica. Os dados foram analisados

por PCA, PLS, MCR e PARAFAC. Todos os cálculos foram efetuados no software

Matlab 7.9®, utilizando os toolboxes: PLS toolbox 6.2 do Eingenvector e MCR

Toolbox disponibilizado por R., Tauler [41].

3.3 Resultados e Discussão

3.3.1 Pré-processamento de dados

Como pré-processamento dos dados espectrais iniciais, apresentados na Figura 3.1,

foi aplicada a segunda derivada visto que há pequena quantidade de ruídos o que

não prejudica sua aplicação, pois esta elimina os efeitos de deslocamento de linha

de base e intensifica as diferenças espectrais. Também foram testados alguns inter-

valos espectrais para escolha daquele que conduzisse aos melhores resultados, sem

perda de informações espectrais. A região selecionada foi de 7800 a 5400 cm−1

(150 variáveis) juntamente com o pré-processamento pela segunda derivada estão

apresentados na Figura 3.2. Nesta região é observada a ocorrência do primeiro e

terceiro sobreton de banda de estiramento de N-H de aminas, primeiro sobreton

de banda de estiramento de C-H em aromáticos e primeiro sobreton de banda de

estiramento de C-N, em aminas.

Pode-se observar que foi obtida uma melhor resolução das bandas após se-

gunda derivada, pois as bandas em torno de 6800 cm−1, que estavam praticamente

sobrepostas, apresentaram sinais mais resolvidos tornando mais visível as diferen-

ças existentes entre as formas polimórficas, o que facilita a posterior análise dos

dados.

Após essa redução na dimensão das matrizes (de 239 para 150 variáveis), as

mesmas matrizes foram centradas na média, com o objetivo de minimizar os efeitos

externos obtidos durante a aquisição dos espectros tais como espalhamento, e só

então foram construídos os modelos de calibração propriamente ditos.

Após o pré-processamento dos dados, passou-se à etapa de análise dos dados

com as ferramentas quimiométrica PCA, PLS, MCR e PARAFAC.
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Figura 3.1: Espectros da forma I (—), forma III (---) e placebo (· · ·).
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Figura 3.2: Espectros da forma I (—), forma III (---) e placebo (· · ·), após a segunda derivada
e corte.
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os mapas de escores dos 1º e 2º componentes principais, antes, após 1 hora e após

2 horas.
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Figura 3.4: Mapas de escores para os 1º e 2º componentes principais (PCs): inicial (A), após 1h
(B) e após 2h de aquecimento a 140 ºC para a forma I e III, respectivamente.

Pode-se observar pela análise da Figura 3.4 a diminuição das regiões em que a

forma III estava presente e um consequente aumento das regiões em que a forma I

estava presente, evidenciando assim a transformação polimórfica da forma III para

a forma I.

3.3.2.2 PLS

Para a análise de dados por PLS, foi utilizado um total de 47 amostras das quais

37 para o conjunto de calibração e 10 para validação externa. As amostras foram

escolhidas baseadas no algoritmo de Kennard-Stone, que escolhe para a calibração

as amostras que apresentam a maior variabilidade, fazendo com que este explique

de forma satisfatória todo o espaço amostral. Para facilitar o cálculo e permitir uma

melhor visualização dos dados a faixa de concentração utilizada para a calibração

das formas I e III de carbamazepina que variaram de 0 mg a 224 mg para todas

as amostras, e os excipientes tiveram valores fixos de 56 mg. O modelo PLS
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construído utilizou seis variáveis latentes, que conseguiram explicar 99,2 % da

variância dos dados originais em X (espectrais) e 92,2 % da variância para os

dados em Y (concentrações de referência). Foi obtido RMSEC de 5,02 % e 5,37

% para a forma I e III, respectivamente, RMSECV de 6,07 % e 6,64 % para a

forma I e III, respectivamente e RMSEP de 2,29 % e 7,29 %, para a forma I e III,

respectivamente. Estes resultados mostram a eficiência do modelo de calibração

desenvolvido, com baixos valores de erros tanto de calibração como de validação.

As Figuras 20 e 21 apresentam os mapas de concentrações para as formas po-

limórficas I e III, respectivamente, antes e após o aquecimento a 140ºC, em que

as concentrações conhecidas iniciais de cada forma polimórfica são de 35,7 %.

Já as Figuras 22 e 23 apresentam os respectivos histogramas de concentração de

carbamazepina para a forma I e III, respectivamente.
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Figura 3.5: Mapas de distribuição de concentração da forma I: inicial (A) e após: 1h (B), 2h (C),
3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H), por aquecimento a 140ºC, obtidos por PLS.

Pode-se notar pela Figura 3.5 que a transformação polimórfica está ocorrendo

no sentido de formação da forma I, visto que seus valores de concentração média

aumentam no tempo.

Nota-se pela Figura 3.6 que a transformação polimórfica está ocorrendo no

sentido de diminuição da forma III, visto que seus valores de concentração média
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Figura 3.6: Mapas de distribuição de concentração da forma III: inicial (A) e após: 1h (B), 2h (C),
3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por PLS.

diminuem no tempo.

Pela análise das Figuras 3.5 e 3.6 pode-se acompanhar a transformação da

forma III na forma I a 140ºC com o tempo, pois as regiões em que a forma III

está presente vão desaparecendo e aparecendo no mapa de distribuição de concen-

tração da forma I.

Pela análise das Figuras 3.7 e 3.8 é possível observar o deslocamento dos va-

lores de concentração média para a esquerda, forma III, e para a direita, forma I,

apresentando assim a conversão da forma III em I na temperatura de 140 ºC, com

o tempo.

3.3.2.3 MCR

O estudo da transformação polimórfica da forma III para a I foi realizado utilizando

matriz aumentada, mas diferentemente do que foi feito no Capítulo 3 a temperatura

de trabalho foi de 140 ºC e as imagens espectrais foram obtidas em vários tempos

(de 1 em 1 h). Neste estudo a matriz inicial de dimensões 90000 x 150 foi reduzida

a dimensões 22500 x 150, portanto quando do redobramento da primeira dimensão
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Figura 3.7: Histogramas de concentração da forma I: inicial (A) e após: 1h (B), 2h (C), 3h (D), 4h
(E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por PLS.
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Figura 3.8: Histogramas de concentração da forma III: inicial (A) e após: 1h (B), 2h (C), 3h (D),
4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por PLS.

(22500 amostras) para um arranjo tridimensional obtém-se imagens de dimensões

150 x 150 pixels. Assim uma matriz aumentada de dimensões 180 000 x 150

foi formada pelo empilhamento das matrizes obtidas em todos os tempos, como

apresentado na Figura 6. A área analisada foi escolhida de forma que ela não

44



contivesse a região correspondente à peça metálica, para que fosse eliminada uma

possível interferência.

No cálculo do MCR foram necessários o uso de 3 fatores, baseado nos resul-

tados de PCA que indicaram 98,4 % de descrição da variância dos dados pelos 3

primeiros PCs. O processo foi inicializado usando os espectros puros das formas

polimórficas e da mistura dos excipientes (placebo). Restrições como não negati-

vidade e closure, que realiza o balanço de massa, foram aplicadas as concentrações

e o critério de convergência adotado foi de 1 %.

As Figuras 3.9 e 3.10 apresentam os mapas de distribuição de concentração

obtidos pelo método MCR-ALS para cada tempo de aquecimento a 140 ºC.
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Figura 3.9: Mapas de distribuição de concentração da forma I: inicial (A) e após: 1h (B), 2h (C),
3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por MCR.

Pela análise das Figuras 3.9 e 3.10 pode-se observar que após 3 horas houve a

conversão da forma III para a forma I na temperatura de 140 ºC, mesma conclusão

obtida a 160 ºC só que neste caso avaliou-se a transformação polimórfica gradati-

vamente com o tempo e sem a adição de um quarto espectro puro referente à peça

metálica, o que facilita a análise.

Para melhorar os resultados apresentados pelo MCR foi realizada uma correção

nos valores de concentração como proposto por Piqueiras, et. al. [42]. Neste caso
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Figura 3.10: Mapas de distribuição de concentração da forma III: inicial (A) e após: 1h (B), 2h
(C), 3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por MCR.

um modelo linear univariado é construído entre os valores conhecidos de concen-

tração e os estimados pelo MCR, nesta calibração foram utilizadas 37 amostras.

Após a construção do modelo, aplica-se a equação de correção aos valores de con-

centração previstos em cada pixel e obtêm-se os novos mapas de distribuição de

concentração corrigidos para a forma I e forma III, respectivamente, como apre-

sentados nas Figuras 3.11 e 3.12.

Os histogramas dos valores de frequência previstos em função da concentra-

ção corrigida estão apresentados nas Figuras 3.13 e 3.14, para a Forma I e III,

respectivamente.

Observa-se assim, nas Figuras 3.13 e 3.14 um deslocamento do pico de concen-

tração para a direita, para a forma I, e para a esquerda, para a forma III, evidenci-

ando o aumento dos pixels com os valores de concentração da forma I e diminuição

dos pixels com os valores de concentração da forma III. Os histogramas retratam a

homogeneidade da distribuição das formas polimórficas no comprimido, qualidade

esta desejável, em todo o comprimido, quando da venda e consumo deste fármaco

para evitar que a eficácia deste seja comprometida.

A Figura 3.15 apresenta o comportamento da concentração média dos dois
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Figura 3.11: Mapas de distribuição de concentração corrigidos da forma I: inicial (A) e após: 1h
(B), 2h (C), 3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140º, obtidos por MCR.
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Figura 3.12: Mapas de distribuição de concentração corrigidos da forma III: inicial (A) e após: 1h
(B), 2h (C), 3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140ºC, obtidos por MCR.

polimorfos com o tempo, obtido pelo modo de concentração do MCR.

Pode-se notar pela análise da Figura 3.15, a conversão da forma III na forma

I com o tempo. Portanto pode-se afirmar que o MCR é uma técnica viável para a

análise e avaliação da transformação polimórfica que ocorre com a carbamazepina,
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Figura 3.13: Histogramas das concentrações corrigidas da forma I: inicial (A) e após: 1h (B), 2h
(C), 3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140 ºC, obtidos por MCR.
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Figura 3.14: Histogramas das concentrações corrigidas da forma III: inicial (A) e após: 1h (B), 2h
(C), 3h (D), 4h (E), 5h (F), 6h (G) e 7h (H) por aquecimento a 140 ºC, obtidos por MCR.

visto que não é necessário um método de calibração, como no PLS, necessitando

somente dos espectros puros das formas polimórficas e excipientes além da matriz

de dados de interesse. Além disso, se for efetuado a correção das concentrações,

somente poucas amostras são necessárias.
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Figura 3.15: Concentração média corrigida das formas polimórficas I (—) e III (· · ·) obtidas por
MCR ao longo do tempo, por aquecimento a 140 ºC.

3.3.2.4 PARAFAC

Para a utilização do PARAFAC, o conjunto de dados foi constituído por três modos:

amostral, espectral e temporal. Para montar o arranjo tridimensional empilhou-se

as 8 matrizes obtidas (22500 x 150), para cada tempo, por meio do desdobramento

das matrizes originais em um arranjo tridimensional (150 x 150 x 150) obtidas por

NIR-CI. Dessa forma, o arranjo tridimensional formado tinha dimensões iguais a

22500 x 150 x 8, ou seja, 22500 variáveis no modo amostral, 150 variáveis no

modo espectral e 8 variáveis no modo temporal.

A seleção de dois fatores para a construção do modelo PARAFAC foi baseada

na consistência do núcleo, como pode-se observar pela análise da Figura 3.16.

Neste caso, percebe-se pela análise da 3.16 que com a utilização de 2 fatores

têm-se um modelo trilinear praticamente perfeito com valores de 1 para os primei-

ros fatores e zero para os demais. Este resultado pode ser entendido lembrando

que o PARAFAC é uma simplificação do modelo Tucker3 e de forma resumida,

quando utilizam-se 2 fatores, tem-se para a superdiagonal do arranjo tridimensio-

nal do núcleo (core) valores iguais a 1 e valores iguais a zero nas demais posições.

O método utilizado, PARAFAC, foi então aplicado a esse arranjo, com restrição
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Figura 3.16: Diagnóstico de consistência do núcleo para o modelo PARAFAC.

de não negatividade das concentrações, totalizando 96,46 % de variância explicada

e um diagnóstico de consistência do núcleo de 100 %.

No PARAFAC, os fatores podem ser interpretados como as espécies que pos-

suem perfis independentes em uma das dimensões. Como temos 3 espécies pos-

síveis (forma I, forma III e placebo), o mais correto seria utilizar 3 fatores. Nessa

aplicação, o placebo está constante e assim têm-se apenas duas espécies com va-

riação. Assim, pode-se concluir que o sinal do placebo ficou distribuído entre os

dois componentes e no resíduo. A Figura 3.17 mostra a somatória dos quadrados

dos resíduos do PARAFAC para o modo 2, obtido pela diferença entre os espectros

reais e os espectros obtidos para cada um dos fatores utilizados.

Pela análise da Figura 3.17 pode-se concluir, pelas regiões em que as bandas

aparecem, que o PARAFAC assume que as bandas referente ao placebo estão pre-

sente no resíduo. O PARAFAC faz esta suposição pois distingue somente duas

espécies, utiliza dois fatores, confirmada pela consistência do núcleo de 100 %. A

análise do modelo pode ser feita visualmente pelos gráficos dos fatores de cada um

dos modos e observando a semelhança entre os espectros dois fatores obtidos e os

espectros da forma I e forma III. Estes gráficos podem ser vistos nas Figuras 3.18,

3.19 e 3.20, referentes aos modos amostral, espectral e temporal, respectivamente.
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Figura 3.19: Gráfico dos pesos do PARAFAC para o modo espectral para o fator 1 (---) e fator 2
(---) e os espectros puros da forma polimórfica I (—) e III (—).
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Figura 3.20: Gráfico dos pesos do PARAFAC no modo temporal para o fator 1 (—) e fator 2
(· · ·), ao longo do tempo.

Pela análise da 3.18 pode-se observar a complementaridade dos mapas de dis-

tribuição, mostrando assim que o método PARAFAC foi um método eficiente para

explicar o comportamento das amostras quanto à intensidade em cada pixel, pois

regiões mais intensas no primeiro mapa estão com menos intensas no segundo
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mapa, ou seja, onde há forma I não há forma III e vice-versa.

Nota-se na Figura 3.19, que o PARAFAC conseguiu recuperar os espectros das

formas I e III de maneira satisfatória, pois estes se assemelham aos espectros reais

das formas polimórficas.

Ao visualizar a Figura 3.20, que apresenta o modo temporal, é possível per-

ceber claramente o comportamento oposto entre os dois fatores, onde o primeiro

aumenta e o segundo diminui com o tempo e que após 3 h de aquecimento as for-

mas polimórficas tornam-se praticamente constantes mostrando que este tempo foi

suficiente para que a transformação polimórfica ocorresse quase que totalmente.

3.4 Conclusões

Deste capítulo, pode-se concluir que com a ferramenta PCA foi possível visu-

alizar um comportamento geral dos dados e que os métodos PLS e MCR foram

eficientes para quantificar as formas polimórficas de carbamazepina. Além disso,

o MCR possui vantagem quando comparado ao PLS principalmente por não ne-

cessitar de uma etapa de calibração. Ao se comparar MCR e PARAFAC é possível

observar vantagens em cada um destes métodos: o MCR permite obter os valores

de concentração média e/ou concentração em cada pixel com apenas um tempo já o

PARAFAC possui a vantagem de permitir a obtenção de todas as dimensões de in-

teresse de uma única vez. Ambos MCR matriz aumentada e PARAFAC permitem

estudar o perfil de concentração durante a transformação polimórfica, vantagens

estas relevantes dependendo do interesse do pesquisador.

O estudo da distribuição do fármaco na superfície do comprimido permitiu

concluir que o fármaco está distribuído de forma homogênea neste. Outra con-

sideração é a de que o método proposto por Piqueiras, et. al. [42], foi eficiente

para corrigir os valores de concentração em cada pixel, valores estes mais exa-

tos quando comparados aos valores esperados de concentração média das formas

polimórficas de carbamazepina.
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CONCLUSÕES GERAIS
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4 CONCLUSÕES GERAIS

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que há um grande potencial de aplicação

da espectroscopia de imagem no NIR para o estudo de transformações polimórficas

de fármacos. A técnica quimiométrica PCA não conseguiu explorar o comporta-

mento dos dados de forma adequada para o caso em que se estudou o comprimido

todo, no capítulo 3. O mesmo ocorreu para o PLS, que não conseguiu quantificar

o teor de carbamazepina no comprimido todo. Essa dificuldade encontrada pelos

métodos PCA e PLS é devida à interferência dos espectros da peça metálica, que

são diferentes dos demais.

Já para o caso em que se estudou somente a parte central do comprimido, es-

tudo da transformação polimórfica com o tempo a 140ºC, foi possível, com o uso

da PCA observar o comportamento dos dados com o aquecimento, evidenciando a

conversão dos polimorfos.

Os métodos PLS e MCR conseguiram identificar e quantificar as formas po-

limórficas I e III do fármaco carbamazepina, com suas respectivas distribuições

espaciais no comprimido, possibilitando o estudo da homogeneidade da distribui-

ção do fármaco no comprimido. Os resultados também mostram que os métodos

MCR e PARAFAC foram capazes de retirar informações sobre a transformação

polimórfica da carbamazepina no comprimido, no processo dinâmico estudado. Já

o MCR possibilitou construir o mapa de distribuição de concentração a cada tempo

durante a aquisição de dados, permitindo o estudo da transformação polimórfica

da carbamazepina na superfície do comprimido pelo aquecimento no tempo. O

PARAFAC se mostrou um método apropriado para uso na análise de dados de

imagem do comprimido de carbamazepina, pois estima os parâmetros de interesse

(concentração, espectral e temporal) simultaneamente.

Portanto, pode-se dizer que os resultados obtidos foram promissores, indicando

que a metodologia proposta da utilização de métodos multimodo como MCR ma-

triz aumentada e PARAFAC para análise de processos dinâmicos em espectrosco-

pia de imagem é apropriada.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras têm-se:

1) validar as concentrações médias de Carbamazepina no estudo temporal a

140 ºC utilizando como técnica a Difração de Raios X, pois esta possibilita uma

maior diferenciação entre as formas polimórficas tornando o estudo mais rápido e

fácil de ser interpretado;

2) estudar o perfil de dissolução para observar como o fármaco se comporta no

sistema em estudo;

3) desenvolver novos sistemas de liberação de fármacos para propor um método

que favoreça sua dissociação;

4) realizar mapeamento da superfície do comprimido para monitoramento da

transformação polimórfica em tempo real;

5) utilização de outras técnicas quimiométricas de ordem superior para estudo

de sistemas dinâmicos de imagem;

6) expandir este estudo para outros fármacos que apresentam polimorfismo e

cujo espectros são diferenciáveis por NIR.
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