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RESUMO

DETERMINAGAO DE CLORIDRATO DE PROPRANOLOL EM
MEDICAMENTOS POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
CALIBRACAO MULTIVARIADA (PLS)

Neste trabalho foram desenvolvidos modelos de calibracdo multivariada
com o uso da técnica dos minimos quadadros parciais (PLS) para o doseamento
de comprimidos de cloridrato de propranolol utilizando espectroscopia no
infravermelho.

As amostras foram moidas e homogeneizadas em moinho criogénico a fim de
ter-se todas as amostras nas mesmas condigdes em relagdo a granulometria e
evitar problemas de heterogeneidade das amostras. Foram utilizadas massas de
amostra de 45,0 + 2,0 mg de comprimidos e a concentragdo dos padrdes ficou
entre 0,1 e 0,45 mg de cloridrato de propranolol por mg de comprimido.

Foram utilizadas 18 amostras de calibracido e 8 amostras de validagao, para
as quais foram obtidos espectros em 5 replicatas. Fez-se a escolha de 3
replicatas mais semelhantes pela analise de HCA. Os pré-processamentos e pré-
tratamentos utilizados foram: autoescalamento dos dados, correcdo de
espalhamento de luz (MSC, do inglés, multiplicative scatter correction) e primeira
e segunda derivadas. Apos os testes realizados, foram obtidos 5 modelos com
boa capacidade de predicdo das concentracdes de cloridrato de propranolol nos
comprimidos. Estes modelos apresentaram os coeficientes de correlagao linear
maiores que 0,92 e erro quadratico padrdo de validagdo cruzada (RMSECV)
menor que 0,020. Realizou-se o teste de ANOVA e verificou-se que nao havia
diferenca significativa entre os modelos com um grau de confianga de 95%.

A metodologia proposta mostrou-se rapida, barata, exata e pode ser
facilmente adaptada ao controle de qualidade da industria farmacéutica. Ademais,
a metodologia proposta n&o gera residuos quimicos perigosos, pois € um técnica

nao destrutiva e n&o utiliza solventes para sua realizagéo.



ABSTRACT

PROPRANOLOL HYDROCHLORIDE DETERMINATION IN MEDICINES BY
INFRARED SPECTROSCOPY WITH MULTIVARIATE CALIBRATION (PLS)

In this work calibration multivariate models were developed with the use of
the technique of partial least scores (PLS) for the dosage of tablets of propranolol
hydrochloride using infrared spectroscopy.

Samples were ground and homogenized in cryogenic mill in order to have
all the samples in the same conditions in relation to the particle size and to avoid
problems related to the samples heterogeneity. Sample masses of 45.0 £ 2.0 mg
of tablets were used and the concentration of reference tablets were between 0.1
and 0.45 mg of propranolol hydrochloride for mg of tablet. Eighteen calibration
samples and 8 validation samples were used, for which were obtained spectra in 5
replicatas. The 3 more similar replicates were chosen by the analysis of HCA. The
pre-processing and used pre-treatments were: autoscaling of the data,
multiplicative scatter correction and first and second derivatives. Five models were
obtained with good capacity of prediction of the concentrations of propranolol
hydrochloride in the tablets. These models presented the coefficient of linear
correlation higher than 0.92 and the root mean standard error of cross validation
(RMSECV) smaller than 0.020. By the ANOVA test was verified that there was not
significant difference between the models with a confidence level of 95%.

The proposed procedure was fast, cheap, allowing good accuracy and it
can be easily adapted to the quality control of the pharmaceutical industry. In
addition, the proposed methodology doesn't generate dangerous chemical
residues, because it is a technique non destructive and it doesn't use solvents for

your application.



1. INTRODUGCAO

A demanda por produtos farmacéuticos tem aumentado constantemente e
umas das consequéncias deste aumento € a crescente necessidade de técnicas
de controle de qualidade com caracteristicas adequadas para o fornecimento de
resultados de maneira rapida e confiavel. Entre os problemas que podem ocorrer
durante a produgado, podem ser citados: contaminagdes por metais pesados,
contaminagdes microbiolégicas e problemas quanto a dosagem de
medicamentos, em especial comprimidos, pois a correta homogeneizagdo de
misturas solido-solido pode ser dificil no processo de fabricagdo. O controle de
qualidade da produgdo em uma industria € um dos principais aspectos para o
sucesso da empresa no mercado. Assim, procedimentos que permitam uma
rapida, limpa (sem o uso de muitos reagentes e solventes), precisa e exata
determinagcdo da composicdo dos medicamentos se fazem necessarios. Os
procedimentos que, normalmente, sdo adotados para o controle da qualidade nas
industrias farmacéuticas sao os denominados “métodos oficiais”, descritos em
farmacopéias, e servem de referéncia para os diversos parametros de controle de
qualidade, tanto para a matéria-prima, como para o produto acabado. Cada
substancia, descrita em uma farmacopéia, possui metodologias especificas para
sua caracterizagdo e determinacdo, assim como a determinacdo de provaveis
impurezas.

Alguns destes métodos oficiais sdo bastante demorados, susceptiveis a
erros e exigem equipamentos de alto custo. Metodologias que utilizam a
espectrometria no ultra-violeta/visivel ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) para o doseamento de principios ativos necessitam de muitas etapas de
pré-tratamento da amostra. Para a atual necessidade industrial, estas etapas

podem comprometer toda uma linha de produgao pois a demora na obtengao nos
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resultados pode permitir que a produgao termine sem a corregao dos parametros
que apresentam problemas, bem como podem aumentar o custo das analises de
controle.

Sob este aspecto, a utilizagdo de uma metodologia simples e,
principalmente, de menor custo e rapida, pode antecipar a detecg¢ao e corregao de
eventuais problemas que podem acontecer no momento da producéo de produtos
farmacéuticos.

Como técnica que pode agregar essas caracteristicas, a espectroscopia no
infravermelho oferece a possibilidade de obtencdo de espectros com relativa
rapidez, além de fornecer informacdes interessantes, tanto do ponto de vista
analitico, qualitativo ou quantitativo. Esta técnica tem sido utilizada cada vez mais
para fins quantitativos, aumentando o seu uso que, antigamente, era restrito
somente a analises qualitativas. Um fator importante € o custo relativamente
acessivel de um espectrdmetro de infravermelho, além de ser uma técnica nao
destrutiva.

A técnica de refletdncia total atenuada (ATR), que é utilizada para
obtencdo de espectros de infravermelho simplifica, e muito, a obtencdo dos
espectros, ja que basta a simples colocacdo da amostra solida sobre o
dispositivo, ndo necessitando de maiores operagdes. Com o uso deste acessorio,
nao € necessaria a confecgao de pastilhas de brometo de potassio, como nos
sistemas convencionais. Este dispositivo permite, em questdo de poucos minutos,
a obtengao de espectros com definicao satisfatoria.

A quimiometria, associada a espectroscopia no infravermelho, € uma
ferramenta puramente matematica e que, cada vez mais, torna-se um ramo
essencial para a quimica analitica. A analise quimiométrica considera que
espectros de infravermelho, assim como qualquer outro de tipo de analise
espectrométrica, fornecem mais informacées do que apenas as absorbancias
medidas. Esta ferramenta pode fornecer resultados satisfatérios e interessantes
para analises de rotina. Tais informacgdes podem ser utilizadas tanto para a
dosagem de certo constituinte, bem como a presenga de impurezas. O método
que associa a espectroscopia no infravermelho com a quimiometria pode
apresentar variagdes que sao equivalentes as obtidas por métodos oficiais, porém

em tempo e custo muito reduzidos.
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Como método quimiométrico, a calibracdo multivariada, através do método
dos minimos quadrados parciais (PLS), pode ser empregada para construgéo de
modelos que permitem a predicdo de determinados constituintes em amostras,
independente do estado fisico na qual se encontram, com minimos erros e com
rapidez satisfatéria. Com a obtencdo de modelos de calibragdo multivariada,
analises rapidas, como por exemplo, com a espectroscopia no infravermelho,
podem ser facilmente adaptadas a analises de rotinas em laboratérios de controle
de qualidade. Assim modelos de calibragdo multivariada com infravermelho
podem representar boas alternativas para o monitoramento da linha de produgao.

Desta maneira, neste trabalho é proposta a utilizacdo de um modelo de
calibracdo multivariada que utiliza a espectroscopia no infravermelho com
dispositivo ATR para o doseamento de comprimidos de cloridrato de propranolol,
medicamento muito utilizado em tratamentos de hipertensado arterial, em
diferentes dosagens e proveniente de diferentes fabricantes. O procedimento
proposto nao utiliza extracdo do farmaco para posterior analise, procedimento
muito usual na quantificacdo de farmacos. A validacdo dos resultados foi feita
através da aplicacdo da metodologia oficial descrita na Farmacopéia Brasileira

para o doseamento de comprimidos de cloridrato de propranolol.®

® FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edigao, Parte Il, Atheneu Editora Sao Paulo Ltda, 2002



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOSEAMENTO DE FARMACOS

De acordo com as metodologias oficiais, descritas em farmacopéias, as
principais maneiras de se proceder o doseamento de farmacos se restringem a
trés métodos: titulacdo por volumetria de neutralizacdo ou de oxi-redugao,
espectrometria de ultravioleta e visivel e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC).

2.1.1 Volumetria

A volumetria (ou titulometria) € um método que se baseia na adigdo de um
titulante para que este reaja com um analito especifico e, uma vez que todo o
analito tenha reagido tem-se, no meio reacional, uma brusca mudanga em alguma
caracteristica, podendo esta ser visual, causada pela adigdo de algum indicador
ou, entdo, pela mudanca no potencial do meio, determinando-se, o ponto de
viragem ou ponto de equivaléncia, respectivamente.’® Apesar de amplo emprego,
esta técnica envolve diversas etapas (pesagem, dissolugdo, preparagao da
solucdo de referéncia e outras solugdes e a determinagdo, normalmente, por
potenciometria) que aumentam o tempo de analise, além do consumo de

reagentes e geragao de residuos.

"* Harris, D. C., Andlise Quimica Quantitativa, 5* Ed., LTC Editora, Rio de Janeiro, 2001, p.
126
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2.1.2 Espectrometria no ultravioleta e visivel

Doseamentos espectrofotométricos na regido do ultravioleta e visivel, em
geral, requerem a comparagdao da absorbancia da solugdo da amostra com a
absorbancia da solugdo de referéncia, ambas preparadas na concentragao
especificada na monografia de cada farmaco. As solugdes de referéncia s&o
preparadas a partir de substancias de referéncia da amostra a ser analisada. A
escolha do comprimento de onda de trabalho é feita, normalmente, no maximo de
absorbancia.

A espectrometria na regiao do ultravioleta e visivel € uma técnica presente
em varias monografias. E uma técnica, assim como os métodos de titulagdo, que
necessita de etapas de pesagem, dissolugéo e diluicdo e, ndo raro, envolve o uso

de diversos solventes na etapa de preparo da amostra.

2.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Procedimentos cromatograficos baseiam-se nos diferentes tempos que
substancias levam para atravessar uma coluna de separagdo. Apds a coluna, o
analito passa por um detector gerando um sinal transiente. O sinal pode ser
quantificado em altura ou, mais comumente, em area de pico.

A andlise quantitativa por HPLC baseia-se na comparagao das areas
geradas por solugbes de referéncia e por areas geradas pela substédncia em
analise. Dentro de uma determinada faixa de concentracdo, a resposta do
detector (normalmente um detector de ultravioleta) € linear com absorbancia,
como o esperado pela Lei de Lambert-Beer.®® Algumas monografias da
Farmacopéia Brasileira indicam a utilizacdo da técnica do padréo interno, como
maneira de amenizar eventuais variagdes instrumentais.®

A utilizacao desta técnica para a quantificacdo de farmacos é ampla, e
diversas monografias recomendam a HPLC como técnica oficial para doseamento

de principios ativos, assim como de impurezas.

s Skoog et al., Principios de Analise Instrumental, 5° Ed. Artmed Editora, Porto Alegre,
2002, cap. 16
® FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edigao, Parte Il, Atheneu Editora Sao Paulo Ltda, 2002
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2.2 CLORIDRATO DE PROPRANOLOL

O cloridrato de propranolol (1-isopropilamino-3-(nafitiloxi)-2-propanol),
Figura 1, € um medicamento utilizado para o tratamento da hipertensao arterial e,
normalmente, € comercializado em comprimidos de 10, 40 ou 80 mg de cloridrato
de propranolol por comprimido. Existe, também, a comercializacdo de solugdes

injetaveis e de capsulas em outras concentragoes.

CHs3

0 N)\CHg,
/ﬁ/\ | »
H

OH

FIGURA 1. Estrutura quimica e formula molecular do cloridrato de propranolol

No Brasil, varias industrias farmacéuticas produzem este medicamento, por
exemplo, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Nature’s Plus
Farmacéuticas Ltda., EMS Sigma-Pharma, Laboratério Teuto Brasileiro S/A,
Royton Quimica Farmacéutica, Laboratério Neoquimica Industria Farmacéutica
Ltda, Cazi Quimica Farmacéutica Industria e Comércio Ltda., Brasterapica
Industria Farmacéutica Ltda., Sanus Farmacéutica Ltda. e Blanver Farmoquimica
Ltda., dentre outras. O custo de comprimidos de cloridrato de propranolol pode
ser considerado baixo, o que o torna um medicamento amplamente receitado por

meédicos e de facil acesso da populacéo.
2.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
2.3.1 Fundamentos basicos
A regido espectral do infravermelho compreende a radiagdo com numeros

de onda no intervalo de, aproximadamente, 12800 a 10 cm™". Este amplo espectro

€, normalmente, dividido em 3 partes, que sdo: infravermelho distante, médio e
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préximo. O infravermelho médio, que compreende a regido de 650 a 4000 cm™, é
a regido mais usada, tanto para analises quali como quantitativas.?®

A radiagao infravermelho ndo possui energia suficiente para promover
transicoes eletrbnicas como a radiagcdo ultravioleta e visivel. A radiagao
infravermelho esta restrita a espécies moleculares que apresentam pequena
diferenca de energia entre os diversos estados vibracionais ou rotacionais.?®

Moléculas que ndo apresentam variagdo efetiva no momento dipolar
decorrente de vibragdo ou rotagdo da mesma, ndo irdo absorver na regido do
infravermelho. Porém, moléculas que apresentam momentos dipolares, como por
exemplo, o cloreto de hidrogénio (o cloro € mais eletronegativo que o hidrogénio),
apresentam vibragdes. Quando a molécula de cloreto de hidrogénio vibra, uma
variagdo regular do momento dipolar ocorre e interage com o campo elétrico
associado a radiacdo. Se a frequéncia da radiacao coincidir exatamente com a
freqUéncia vibracional natural da molécula, ocorre uma transferéncia de energia
efetiva e resulta em uma variacdo da amplitude da vibragdo molecular com a
correspondente absorcédo da radiacdo. Do mesmo modo, a rotacdo de moléculas
assimétricas em torno dos seus centros de massa resulta em uma variacao
periddica do dipolo que pode interagir com a radiacdo.?

O funcionamento de um espectrobmetro de infravermelho € similar ao de
outros espectrometros. Radiagdo em comprimentos de onda especificos séo
geradas e essas radiagdes entram em contato com a amostra que, por sua vez,
ira interagir com a radiagao incidente, gerando absor¢gdes em comprimentos de
onda especificos, correspondente ao tipo de composto, ligacdo e interagéo
existentes na amostra.

Normalmente, os espectros de infravermelho sao registrados em
transmitancia versus numero de onda (em cm™). Atualmente, softwares permitem
o registro do sinal de maneiras distintas, como, por exemplo, absorbancia versus
comprimento ou numero de onda.

A Figura 2 mostra um espectro caracteristico de infravermelho para o
cloridrato de propranolol. Podem ser observadas algumas informacbdes da

estrutura do cloridrato de propranolol, como por exemplo: o estiramento O—H e

3 Skoog, D. A, et al., Principios de Analise Instrumental, 5° Ed. Artmed Editora, Porto
Alegre, 2002, cap. 16
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N — H (acima de 3000 cm™), o estiramento C—H dos aromaticos (entre 3000 e

3100 cm™), informacdes sobre as ligacdes C—H (proximo a 1500 cm™).?’

96,1

%T

63,3 T T T T d
4000,0 3000 2000 . 1500 1000 650,0
cm

FIGURA 2. Espectro de infravermelho do cloridrato de propranolol.

Até o inicio dos anos 1980, a maioria dos espectrémetros de infravermelho
era do tipo dispersivo. Porém, este tipo de espectrdmetro ndo € mais comumente
utilizado e nao sera discutido nesta revisdo. Os equipamentos sofreram uma
drastica mudanca, a partir da utilizacdo de espectrémetros de infravermelho com
transformada de Fourier. H& diversas vantagens inerentes ao uso de
espectrdmetros com transformada de Fourier. Dentre elas, a eletronica atual
permite a obtencao de todo o espectro em menos de um segundo. Isso possibilita
a realizacdo de varias varreduras diminuindo, assim, a razdo sinal-ruido, de
acordo com a equacdo 1, onde Sy e Ny sdo o sinal médio e o ruido,
respectivamente, e n é o nimero de varreduras.?® Portanto, com a obtencdo de
espectros, pode-se realizar varias varreduras a fim de melhorar a razao sinal-

ruido.

P e (1)

7 Silverstein, R. M., Webster, F. X., Identificagcao Espectroscépica de compostos organicos,
Ed. LTC. 62 Ed., Rio de Janeiro, 2000, 67-101

% Skoog, D. A., et al., Principios de Andlise Instrumental, 5° Ed. Artmed Editora, Porto
Alegre, 2002, cap. 16
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2.3.2 Acessorio de reflectancia total atenuada (ATR)

Em 1961, Fahrenfort® descreveu uma nova técnica para obtencdo de
espectros de infravermelho para compostos organicos, a reflectancia total
atenuada (ATR). Ele propds, neste mesmo artigo, o uso desta técnica para
analises quantitativas, mesmo antes do advento de espectrdmetros de
infravermelho com Transformada de Fourier.

A espectroscopia com ATR é uma técnica nao destrutiva que permite a
obtencdo de espectros de amostras como sélidos poucos soluveis, filmes,
adesivos, pds, pastas entre outros.?®"

O funcionamento simples do ATR permite a obtengdo de espectros com
rapidez, quando comparado ao modo classico de obtencdo de espectros de
infravermelho. A montagem basica de um acessorio de ATR pode ser vista na
Figura 3. O principio deste tipo de espectroscopia baseia-se no fato de que
quando um feixe de radiagdo, passando de um meio mais denso (n, — cristal
ATR), transparente ao infravermelho, para um meio menos denso (n4 — amostra) é
refletido. A fracdo do feixe incidente, que é refletida, aumenta conforme aumenta
o angulo de incidéncia e, quando excede um determinado angulo critico (a), a
reflexdo € completa. No ponto de reflexdo, o feixe & atenuado como se
penetrasse uma pequena distancia dentro da amostra. A profundidade de

penetragao (d,) é dada pela equagéo 2."

d = (2)

onde:

n»: maior indice de refragéo (cristal ATR);
n{: menor indice de refragao (amostra);
0: angulo de incidéncia;

A: comprimento de onda da radiagao.

6 Fahrenfort, J., Spectrochim. Acta 17 (1961), 698-709

28Skoog, D. A, et al., Principios de Analise Instrumental, 5° Ed. Artmed Editora, Porto
Alegre, 2002, cap. 16

3 Harrick, N. J., Anal. Chem., 36, (1964) 188-191



Reviséo da Literatura 10

Assim, a profundidade de penetracdo depende do comprimento de onda,
do indice de refragdo dos dois materiais e do angulo do feixe em relagdo a
interface. A radiagdo penetrada € chamada de radiacdo evanescente e a
atenuacao da luz ocorre nos comprimentos de onda onde ha a absorgéo. Este
fendmeno é chamado de reflectancia total atenuada.?®'*® Para um angulo de 45°

a penetragdo é de, normalmente, apenas 4 um."®

Prensa
| |
Amostra
. ~ / \
Radiagao IV Cristal Radiacao IV

FIGURA 3. Esquema do acessorio ATR

O uso deste tipo de acessorio facilita e agiliza a obtengcdo dos espectros,
pois a amostra sofre menor pré-tratamento, sendo, para fins quantitativos,
somente pesada antes da leitura espectroscopica.

Para o uso com farmacos, o acessoério de ATR pode fornecer valiosas
informacdes. E possivel determinar a distribuicdo de diferentes componentes nos
comprimidos® e, também, se obter informacdes quantitativas a respeito.

As aplicagbes da espectroscopia ATR vém sendo descritas na literatura
desde sua primeira publicacgo.®

Armenta et al.', desenvolveram um modelo de calibracdo multivariada
utilizando espectroscopia de infravermelho com ATR para acompanhar o
processo de fermentagdo de maca. Os autores utilizaram apenas uma pequena
fracdo do espectro do infravermelho médio (907 a 1531 cm™) para a construgo

'Skoog, D. A., et al., Principios de Anélise Instrumental, 5° Ed. Artmed Editora, Porto
Alegre, 2002, cap. 16

'* Harrick, N. J., Anal. Chem., 36, (1964) 188-191

s Chan, K. L. A.,, Hammond, S. V., Kazarian, S. G., Anal. Chem., 75 (2003) 2140 — 2146
'* Hartauer, K. J., Guillory, K., Pharm. Research, 6 (1989) 608 — 611

® Fahrenfort, J., Spectrochim. Acta 17 (1961), 698-709

' Armenta, S., et al., Anal. Chim. Acta 545 (2005) 99-106
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do modelo e obtiveram resultados satisfatérios para a predi¢ao de glicose, frutose,
sacarose e etanol (erro maximo relativo de 3,6% para o etanol). A técnica
desenvolvida foi considerada muito mais rapida e barata que o método
convencional para a determinacao de etanol no substrato estudado.

Linker et al.'®, utilizaram FTIR-ATR para a identificacdo e quantificacéo
direta de nitratos em solos com o uso de métodos quimiométricos e observaram
alta correlacdo entre a concentracdo de nitratos e os espectros obtidos. Os
resultados obtidos apresentaram erros abaixo de 4% para as amostras de solo
estudadas.

Peak et al.?° utilizaram FTIR-ATR para verificar a adsorgdo de &cido borico
em Oxido de ferro hidratado em diferentes concentragdes, pH e temperaturas. Os
autores verificaram as diferentes caracteristicas do absorgdo de boro-complexos
e evidenciaram que, para cada situagao, estes complexos apresentam diferentes
comportamentos frente a absorc¢ao infravermelho.

Como pode ser visto, a utilizacdo de ATR €& vasta e possui varias
aplicacoes. Esta grande variedade de aplicagdes a torna uma técnica interessante
para a pesquisa podendo ser facilmente aplicada a métodos de controle de

qualidade das mais distintas industrias.

2.4 QUIMIOMETRIA

A quimiometria pode ser definida como a utilizaggo de métodos
matematicos e estatisticos a dados de origem para a obten¢do de informagdes
quimicas. Consiste de um conjunto de técnicas de calculo com o objetivo de
promover a obtencdo de informacao util de um conjunto complexo de dados,
englobando conceitos de planejamento experimental, pré-processamento de
dados, estatistica e analise multivariada.

Na quimiometria, algumas &reas muito aplicadas atualmente sao: 1)
calibragdo multivariada; 2) modelagem estrutura-(re)atividade; 3) reconhecimento
de padrdes, classificagdo e analises discriminantes; e 4) monitoramento e

modelagem de processos multivariados.*

'® Linker, R., et al., Chemosphere, IN PRESS
% peak, D., et al., 67 (2003) 2551-2560
% wold, S., Sjostrom, M., Chem. Intell. Lab. Syst., 44 (1998) 3-14
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Com relacédo a aplicagdao em quimica analitica, a quimiometria permite a
obtencao de diversas informacgdes, adicionalmente aquelas que sdo normalmente
obtidas com sistemas convencionais (p. ex, sinais de absorbancia, contagens,
etc).

As aplicagbes analiticas da quimiometria sdo amplas e podem ser
aplicadas em associagdo com diversos equipamentos. Dentre as vantagens
oferecidas pela quimiometria esta a boa exatidao e precisdo nas predicdes e a

rapidez e simplicidade em que os resultados sao obtidos.

2.4.1 Pré-processamento e pré-tratamento de dados

Interferéncias de parametros espectrais, como espalhamento de luz,
profundidade de penetracédo da luz, entre outros, sao fatores que podem variar de
um espectro a outro, mesmo que seja da mesma amostra. Operagdes
matematicas podem ser utilizadas antes da construcido do modelo de calibragao
multivariada, no intuito de reduzir, eliminar ou padronizar os impactos sobre os
espectros.

De acordo com Reich?*

, para a execucdo de analises qualitativas e
quantitativas em infravermelho a aplicagdo de algum método matematico e/ou
estatistico, sdo necessarios para a obtencao de dados importantes e a exclusio

de dados desnecessarios do espectro.
2.4.1.1 Autoescalamento

O processo de autoescalamento, como o proprio nome sugere, consiste em
padronizar a escala de todas as variaveis para desvio-padrao igual a um.?' Com
isso, assume-se que todas as variagbes na escala de absorbancia, sendo

pequenas ou grandes, possuem 0 mesmo peso para o modelo.

%4 Reich, G., Advanced Drug Delivery Reviews, 57 (2005) 1109 — 1143
% pedro, A. M. K., Dissertagio de Mestrado, UNICAMP, 2004
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2.4.1.2 Correcao de espalhamento de luz

A técnica de corregdo de espalhamento de luz (MSC, do inglés,
multiplicative scatter correction) € um processo matematico que visa corrigir o
efeito do espalhamento de luz presente nos espectros obtidos por técnicas de
reflexdo. Nesta técnica, a interferéncia relativa ao espalhamento de luz é
minimizado com base no espalhamento médio de todos os espectros
formadores da matriz de dados X.°

Medidas espectroscépicas de po, graos de diferentes tamanhos,

suspensdes e outras solugbes opacas, freqientemente, exibem efeitos de
espalhamento de luz. Este conceito € especialmente aplicado a espectros de

infravermelho mas, também, é relevante para outros tipos de espectrometrias.*

2.4.1.3 Primeira e segunda derivadas®’

A inclinagdo e desvios da linha de base podem ser removidos pela
aplicagcdo de derivadas. As linhas de base da curva que apresentam tais

caracteristicas podem ser aproximadas por um modelo linear do tipo.

A=al+b (3)

em que a absorbancia A é influenciada por uma inclinagcdo a e por um termo
constante b, que representa o desvio da linha base. A derivada primeira da

expressao acima fornece, entéo:

dA
ad _ 4
- (4)

e, deste modo, o termo constante b é removido.
Aplicando-se a derivada segunda sobre a expresséo 4 obtém-se, também,

a exclusao do termo a, que representa a inclinagdo da linha de base:

o Ferrao, M. F., Tese de Doutorado, UNICAMP, 2000
% Using The Unscrambler, Camo AS, Trondheim , Noruega, 1996
% pedro, A. M. K., Dissertagio de Mestrado, UNICAMP, 2004
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d* A
A’

=0 (5)

A expressao 5 revela que, pela aplicagdo da segunda derivada, uma
completa regularizagcado da linha de base ¢é obtida.

Deve-se observar que os meétodos de regularizagcdo de linha de base pela
aplicacdo de derivadas, apresentam a desvantagem de diminuir a razéo
sinal/ruido e, assim, quando espectros apresentam regides com elevada variagao,

deve-se realizar um alisamento prévio eficiente.

2.5 MODELO DE CALIBRAGAO MULTIVARIADA"

A calibragdo multivariada oferece a possibilidade de analise de dados em
espectros com sinais sobrepostos, analise e determinacdo de simultaneas de
constituintes e também a otimizacido de qualidade para diversos parametros.

O método dos minimos quadrados parciais (PLS, do inglés, partial least
square) vem sendo constantemente utilizado no modelamento de dados. Este
método pode ser usado na modelagem de sistemas que possuem comportamento
linear (PLS-linear) ou ndo (PLS-polinomial).

O método PLS pode ser dividido, basicamente, em trés etapas. A primeira
consiste em montar as matrizes de dados X a partir dos dados espectrais
(variaveis independentes) e Y a partir das propriedades de interesse (variaveis
dependentes). A segunda etapa consiste em eliminar informag¢des que nao séo
relevantes ao sistema, através de combinagdes lineares das colunas da matriz X
feita pela a analise das componentes principais (ver se¢do 2.5.2). A terceira e
ultima etapa consiste em obter-se a relagdo entre as matrizes X (reduzida pela

PCA) e matriz Y que possui a propriedade de interesse.

" Fidéncio, P. H., Tese de doutorado, UNICAMP, 2001
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2.5.1 Parametros que indicam a qualidade de um modelo multivariado

Alguns parametros, calculados com os resultados obtidos pelos modelos,
indicam a eficiéncia do modelo utilizado. Estes parametros servem para fazer a
escolha e selecdo de modelos mais adequados a predigdo dos parametros
desejados.

Alguns parametros que podem ser adotados como critério de selegdes sao:
o coeficiente de correlacdo (R?), o nimero de variaveis latentes, os valores do
erro quadratico padrao de validagao cruzada (RMSECV), erro quadratico padréao
de predicao (RMSEP) e o erro padrao de calibragdo (SEC). Estes parametros
permitem escolher, com segurancga diferentes modelos quanto a capacidade de
predicdo para amostras externas. O RMSECV ¢ calculado segundo a expressao
6, onde y; é o valor de referéncia e y, € o valor predito pelo modelo. A mesma

expressao matematica serve para calcular o SEC e o RMSEP.

RMSECVz,/—Z(y’ ) (6)
n

Para o RMSECV, o valor predito é obtido através do modelo construido
com todas as amostras menos a amostra predita. Para o RMSEP, os valores de
predicdo sdo para amostras nao contidas no set de calibragdo. Para o SEC, os
valores sdo preditos apds a construcdo do modelo com todas as amostras, ou
seja, o modelo faz a predi¢do para as todas as amostras de calibragdo de uma
unica vez.

A andlise do valor de R? nos mostra a correlagdo dos pontos da curva de
calibragdo, quanto mais proximo a 1,00 este valor, mais correlacionado estao os

valores com a reta obtida.
2.5.2 Vantagens no uso de calibragdo multivariada

Além das vantagens, ja descritas na utilizagdo de modelos de calibragao
multivariada, como o tempo, o custo e a rapidez, a utilizagdo destes modelos
pode, apos implementagao na rotina, tanto industrial como laboratorial, facilitar o

acompanhamento de processos.
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Estudos podem ser fetos para determinar em qual parte de um processo o
maior problema existe. A analise de componentes principais (PCA, do inglés,
Principal Components Analysis) e a Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA,
do inglés, Hierarchical Components Analysis) sao algoritmos que procuram
correlacionar todas as variaveis, a fim de encontrar alguma relagao entre elas. Em
vista disso, se em alguma linha de produgao, se consegue identificar a formagao
de algum produto indesejavel e ele, apos o tratamento matematico, encontra-se
correlacionado com outro produto no meio da linha de produgdo, pode-se
encontrar uma solugao.

Outra vantagem relacionada a utilizacdo de modelos de calibragao
multivariada no controle de qualidade €, desde que seja um modelo robusto, ele
pode ser usado sem a necessidade de calibragdo continua, ou seja, a simples
cerificagdo de um padrao, pode verificar se 0 modelo esta respondendo bem ao
sistema. Essa medida acarreta em um sensivel ganho de tempo e diminuicdo de
custos.

Lopes et al.'® realizaram o estudo de acompanhamento do processo de
producao por fermentacao de um antibiético por espectroscopia no infravermelho
utilizando a analise quimiométrica como ferramenta para localizar problemas em
cada etapa do processo de produgdo. Os autores observaram, dentre outros
parametros, que é possivel com a analise por componentes principais, identificar
qual deveria ser o resultado da fermentagcdo. Ademais, os autores concluiram
que, apos corrigidos os problemas encontrados, houve melhora na qualidade do
produto final.

Razié et al.?® realizaram a determinagdo de 10 elementos (Cu, Zn, Mn, Fe,
K, Ca, Mg, Al e Ba) por espectrometria de absor¢do e emissao atbmica e por
espectrometria de emissao o6tica com plasma indutivamente acoplado, em 26
amostras de ervas medicinais. Apos os resultados obtidos, os autores realizaram
uma analise por componentes principais € conseguiram associar as amostras,
com base nos teores de alguns metais, com as possiveis fontes de contaminagéo.

Em um estudo para analisar o erro de predicdo dos modelos de calibragao

multivariada, utilizando-se amostras com concentragcdes conhecidas de lidocaina,

19 Lopes, J. A, Costa, P. F., Alves, T. P., Menezes, J. C., Chem. Intell. Lab. Syst., 74 (2004)
269 — 275
% Razi¢, S., Onjia, A., Pogo, S., Slavkovié, L., Popovié, A., Talanta, IN PRESS
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Wiber et al.®' observaram que a utilizacdo de modelos quimiométricos oferece
resultados confiaveis e com rapidez, podendo ser adotado com seguranga pelas
industrias farmacéuticas.

Wiberg et al.*?

utilizando espectroscopia de fluorescéncia e calibragao
multivariada (PLS) determinaram, simultaneamente, albumina e imunoglobina G
em amostras sintéticas. Os autores obtiveram RMSEP menor que 2 e RMSEP(%)
menor que 8% para um total de 19 amostras.

Ferrdo e Davanzo'® utilizaram modelos de calibracdo multivariada (PLS) e
espectroscopia no infravermelho com reflectdncia total atenuada para a
determinacao de cinzas e proteinas em farinhas. Os autores realizaram varios
pré-processamentos e os melhores resultados foram encontrados aplicando-se
MSC aos dados espectrais.

Sena et al.?®, determinaram diclofenaco na presenca de vitaminas B em
amostras sintéticas com o uso de espectrometria no ultra/violeta e PLS. Realizou-
se a construcdo de modelos para determinacdo simultdnea de diclofenaco e
vitaminas. Os melhores resultados obtidos pelos autores foi em pH 5 com RMSEP

de 0,80 pmol L.

2.6 APLICAGAO DE CALIBRAGAO MULTIVARIADA E
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PARA O CONTROLE DE
QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

O uso da espectroscopia no infravermelho € uma técnica potencialmente
rapida, facil e principalmente, ndo destrutiva. Por esta razao existe um crescente
interesse por parte da industria farmacéutica por aplicagdes analiticas da
espectroscopia no infravermelho.'? A espectroscopia no infravermelho encontra

varias aplicacdes qualitativas de determinagdo de matéria-prima®® e quantitativas

3 Wiberg, K., Anderson, M., Hagman, A., Jaconbsson, S. P., J. Pharm. Biomed. Anal. 33
52003) 859 — 869

2 Wiberg, K., Sterner-Molin, A., Jacobsson, S. P., Talanta 62 (2004) 567 — 574

"% Ferrao, M. F., Davanzo, C. U., Anal. Chim. Acta 540 (2005) 411-415

% sena, M. M., et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 743 — 749

"2 Gottfries, J., et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 14 (1996) 1495 - 1503

% Ryan, J. A,, et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 9 (1991) 303-310
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na andlise de compostos com fortes bandas de absorcdo na regido do
infravermelho.?

Porém, o uso da espectroscopia no infravermelho € mais comumente
empregada associada a técnicas de calibracdo multivariada. Desde a década
passada, as técnicas espectroscopicas, combinadas com calibragdo multivariada,
tém sido consideradas promissoras, diretas e relativamente uma alternativa mais
barata de determinacdo de componentes em formulacées farmacéuticas, em vista
de sua simplicidade e rapidez de analises.?®

Blanco et al.?> desenvolveram um método para o controle de diferentes
etapas na producdo de gemfrobozil. Os autores aplicaram PLS para construgao
dos modelos e predicdo do conteudo do principio ativo na mistura final e
observaram um RMSEP menor que 1%.

Kramer e Ebel'® aplicaram métodos espectroscopicos e quimiométricos
para a identificacdo de excipientes utilizados em produtos farmacéuticos
utilizando metodologias de calibragdo multivariada. Com o uso de MSC e PCA, os
autores obtiveram rapida identificacdo de celulose.

Chalus et al.* determinaram bromazepan e clonazepan em comprimidos de
baixa concentragdo dos principios ativos. Os autores testaram varios pré-
tratamentos e analisaram os dados de acordo com o RMSEP obtido, encontrando
valores aceitaveis e demonstrando a robustez deste procedimento para o controle
de qualidade na determinacdo de principios ativos em comprimidos, frente a
metodologia oficial.

Bunaciu et al.®> determinaram, com o uso de espectroscopia no
infravermelho e calibragdo multivariada, bucilamina em formulagdes
farmacéuticas em pastilhas de KBr.

Li e Worosila'’ realizaram a quantificacdo de acetominofeno, crospovidona
e excipiente (estereato de magnésio) em misturas em po6. Bons coeficientes de
correlacao e baixos erros (SEC e RMSEP) foram observados pelos autores.

/'22

Pollanen et al.“> acompanharam o processo de cristalizacdo de sulfatiazol

para a determinacédo de polimorfismo do precipitado por ATR-FTIR. O processo

® Toraiio, J.S., Hattum, S. H. C., Fresenius J. Anal. Chem. 371 (2001) 532-535

% sena, M. M., et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 743 — 749

2 Blanco, M., et al., Anal. Chim. Acta 392 (1999) 237-246

'® Kramer, K., Ebel, S., Anal. Chim. Acta 420 (2000) 155 - 161

* Chalus, P., et al., Talanta, 66 (2005) 1294 — 1302

3 Bunaciu, A. A,, et al., Il Farmaco, IN PRESS

"7 Li, W., Worosila, G. D., International J. of Pharmaceutics, 295 (2005) 213 — 219
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foi acompanhado por difragcdo de raios-X. Os autores concluiram que a técnica
proposta demonstrou-se rapida e precisa alternativa para o acompanhamento on-
line do processo.

Poucos trabalhos que utilizam a metodologia de aplicagao direta em sélidos
(por exemplo, comprimidos) em espectroscopia no infravermelho e a
determinagdo quantitativa de algum componente sdo encontrados na literatura.
Dado esta escassez e a perspectiva de um resultado rapido e preciso, estimulou-

se o desenvolvimento deste trabalho.

z Péllanen, K., et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 38 (2005) 275 — 284



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTAGAO

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrémetro com
transformada de Fourier Perkin EImer (mod. Spectrum One, Beaconsfield, Reino
Unido) e com dispositivo ATR com cristal de seleneto de zinco. O gas de purga
utilizado foi nitrogénio (99,999%, White Martins, Brasil).

Para a determinacdo da concentracdo da amostras, adotadas para o
modelo de calibragdo, e para posterior validagao utilizou-se um espectrémetro
absor¢ao no ultra-violeta e visivel Shimadzu (mod. Multispec-1501, Kyoto, Japao),
de acordo com a monografia numero 143.1 da Farmacopéia Brasileira® para
comprimidos de cloridrato de propranolol.

Um moinho criogénico Spex Certiprep (mod. 6750 Freezer Mill, Metuchen,
EUA), com argbnio liquido, foi utilizado para moagem e homogeneizacdo das
amostras.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca eletro mecénica com
resolugao de 0,0001 g e tara maxima de 245 g Metler Toledo (mod. AG245,

Greifensee, Suica).

3.2. REAGENTES

A agua utilizada foi previamente destilada e deionisada em uma coluna

trocadora de ions e purificada em um sistema Milli Q (Millipore, Bedford, USA).

® FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edigéo, Parte Il, Atheneu Editora Séo Paulo Ltda, 2002
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Para o doseamento segundo a FB® utilizou-se metanol de alta pureza
(EMD Chemicals Inc., catalogo MX0488-1, Canada). O cloridrato de propranolol

de referéncia utilizado foi fornecido pela FB (lote 1005), no teor de 100,0%.

3.3. MATERIAIS DIVERSOS

Toda vidraria utilizada neste trabalho foi lavada por imersdo em HNO3; 10%
(v/v) por um periodo de 24 horas e, posteriormente, enxaguada com agua e

etanol e seca em estufa a 50 °C por 1 hora.

3.4. AMOSTRAS

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas através de doagao da
FB e pela compra em farmacias de Santa Maria.

Primeiramente, foi determinado o peso médio dos comprimidos, utilizando-
se a metodologia proposta pela FB, que prevé a pesagem de 20 comprimidos.’

As amostras foram moidas e homogeneizadas em moinho criogénico em
dois ciclos, sendo o pré-congelamento de 40 segundos e a moagem por 2
minutos para cada ciclo.

As dosagens existentes no mercado para o cloridrato de propranolol sdo de
10, 40 e 80 mg, sendo que, as concentragdes de cloridrato de propranolol nas
amostras variaram de, aproximadamente, 0,10 a 0,46 mg de cloridrato de
propranolol por mg de comprimido, valor este encontrado apds a determinagao do

peso medio e moagem dos comprimidos.

3.5. SOFTWARES UTILIZADOS

Utilizou-se para obtencéo dos espectros de |V o software Spectrum, versao

5.0.1, Copyright©, Perkin Elmer Instruments.

8 FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edicao, Parte I, Atheneu Editora Sao Paulo Ltda, 2002
" FARMACOPEIA BRASILEIRA, 42 Edigao, Parte I, Atheneu Editora Sao Paulo Ltda, 1988
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Para a conversdo dos dados espectrais para uma linguagem compativel
com o The Unscrambler, utilizou-se o software Microsoft® Office Excel 2003.

Para os calculos dos modelos de calibracdo multivariada, bem como para
qualquer operagao que utilizasse os dados espectrais, utilizou-se o software

Pirouette Versao 2.7 (Infometrix Inc., Woodinville, EUA).

3.6. PARAMETROS PARA A OBTENGAO DOS ESPECTROS DE
INFRAVERMELHO

3.6.1 Otimizagao dos paréametros

Os parametros otimizados foram: massa de amostra e numero de

varreduras.

3.6.1.1 Massa de amostra

Para a otimizacdo da massa do comprimido para posterior obtencdo do
espectro, transferiu-se uma quantidade de amostra que fosse suficiente para
preencher o espacgo no dispositivo de ATR. A massa escolhida foi de 40 mg.
Entao, foram pesadas massas de amostra (5 replicatas) compreendidas entre 30
e 50 mg para as quais foram obtidos os respectivos espectros de infravermelho.
Os espectros foram analisados visualmente no que diz respeito a intensidade de

bandas e razao sinal/ruido.

3.6.1.2 Numero de varreduras (scans)

Uma vez otimizada a massa de amostra, determinou-se o numero de
varreduras necessario para uma maior razdo sinal ruido. Pesou-se a amostra
(total de 5 replicatas) e obteve-se os espectros dessas cinco replicatas, variando-
se 0 numero de varreduras de 4 a 64 scans. Os espectros foram analisados

visualmente com relagao a razao sinal/ruido.
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3.6.1.3 Obtencgao dos espectros infravermelho

Pesou-se, exatamente, cerca 45,0 + 2,0 mg de amostra previamente moida
e transferiu-se para o acessério de ATR. Fez-se uma prévia compactacdo da
amostra com uma espatula e posterior compactagdo com o brago do dispositivo
ATR, até que uma forga de 100 Gauge fosse aplicada. Em seguida, foram feitos
32 scans e a obtencdo do espectro IV, desde 650 até 4000 cm™. Registrou-se o
espectro em absorbancia versus numero de onda. Apos a aquisigcdo dos cinco
espectros de uma determinada amostra, sempre foi registrado um espectro do
background para corre¢cado da linha base.Os espectros foram salvos em formato
ASC para a transferéncia dos dados ao software Excel e posterior confeccdo da

matriz dos dados no software de calibragao multivariada.

3.7. SELEGAO DAS REPLICATAS

Para cada amostra foram obtidos 5 espectros e, destes, foram escolhidos
3 espectros mais semelhantes. Para tanto, utilizou-se o algoritmo HCA, disponivel

no software Piroutte, para a escolha dos espectros.

3.8. MODELOS DE CALIBRAGAO MULTIVARIADA

Para o desenvolvimento dos modelos de calibragdo construiram-se duas

matrizes:

- uma matriz x com 3351 colunas, correspondendo a absorbancia
para cada numero de onda, e 54 linhas, representando cada
amostra padrao

- uma segunda matriz y com uma coluna, com as concentragdes de
cloridrato de propranolol obtidas através de espectrometria de

ultravioleta e visivel e 54 linhas correspondendo aos padroes.
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3.8.1 Pré-processamento e pré-tratamentos utilizados

Aplicaram-se algumas operagdes aos dados espectrais para a construgao
de um modelo capaz de atingir as necessidades propostas para este trabalho. As
opgoes de pré-processamento foram: autoescalamento dos dados e nenhum pré-
processamento. Com relagdo aos pré-tratamentos utilizados, foram escolhidos os
seqguintes: MSC (do inglés, Multiplicative Scatter Correction) para diminuir efeitos
do espalhamento de luz durante a obtencéo dos espectros e derivadas (primeira e
segunda), para a melhora da resolugcédo espectral. Foram testadas as seguintes
combinagdes de pré-processamento e pré-tratamento: 1) dados autoescalados, 2)
dados autoescalados com MSC, 3) dados com primeira derivada, 4) dados com
segunda derivada, 5) dados brutos, 6) dados com MSC, 7) dados autoescalados
com primeira derivada e, 8) dados autoescalados com segunda derivada.

A escolha do melhor pré-processamento e pré-tratamento foi feita em

funcao dos valores de RMSECV e o numero de variaveis latentes.

3.8.2 Selecio dos numeros de onda

Com o objetivo de se utilizar no modelo somente as regides que fossem
correlacionadas com o teor de cloridrato de propranolol, foram selecionadas duas
regides no espectro que apresentaram bandas com absorbancia significativa: de
2633 até 3572 cm™' e de 830 até 1700 cm™. Além disso, foi empregado o método
de subtracdao de espectros, que consiste em subtrair os espectros de amostras
com concentragdes extremas do farmaco analisado e, a partir do perfil resultante,
subdividir os espectros em sub-regides que serdo posteriormente empregadas na
modelagem.

As regides mais correlacionas foram selecionadas de acordo com os valore

de RMSECV e nimero de variavel latentes.
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3.8.2.1 Combinacéao das regides

Para verificar o sinergismo entre as regides espectrais, foram realizadas

combinagdes entre as sub-regides selecionadas anteriormente.

3.9. VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO

O procedimento proposto para o Doseamento de comprimidos de cloridrato
de propranolol encontra-se descrito na FB.2

Este método consiste na preparacdo de uma solucdo de referéncia de
0,004% de cloridrato de propranolol. Para os comprimidos comerciais, pesou-se
exatamente o correspondente a cerca de 20 mg de cloridrato de propranolol nos
comprimidos analisados. Colocou-se o sélido em um baldo volumétrico de 100
mL, adicionou-se 10 mL de agua e agitou-se, mecanicamente, por 10 minutos.
Adicionaram-se 50 mL de metanol e agitou-se mecanicamente por 10 minutos.
Apods, aferiu-se a 100 mL com metanol. Filtrou-se e diluiram-se 10 mL do filtrado
em um baldo volumétrico de 100 mL com metanol. Determinou-se a absorbancia
em 290,0 nm da solugdo de referéncia e da solugdo obtida a partir dos
comprimidos. Através das absorbancias obtidas no comprimento de onde
especificado determinou-se a quantidade de cloridrato de propranolol nos
comprimidos.

O mesmo procedimento foi utilizado para dosear os comprimidos utilizados

como referéncia para a confecgao do modelo de calibragdo multivariada.

3.10. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

As solugbes utilizadas para a validagdo do procedimento proposto por
espectrometria de ultravioleta e visivel, que continham metanol como constituinte
majoritario, foram bidestiladas para o reuso do metanol (rendimento de
aproximadamente, 75%) e o restando foi encaminhado para incineragao por uma

empresa autorizada.

® FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edigéo, Parte Il, Atheneu Editora Sdo Paulo Ltda, 2002
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O cloridrato de propranolol utilizado na obtencdo dos espectros de
infravermelho foram, apdés o uso, acondicionados em lugar apropriado e,
posteriormente, enviados para estocagem em uma empresa autorizada pela
Fundacdo Estadual de Protegcdo Ambiental do Estado do Rio Grande do Sul
(UTRESA - Usina de tratamento de residuos S.A., Central de residuos industriais
— Terminal com reciclagem e aterro de residuos industriais perigosos, CNPJ:
93441483/0001-40, Estancia Velha — RS).



4. APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. AMOSTRAS DE CLORIDRATO DE PROPRANOLOL

Foram adquiridas 26 amostras de medicamentos a base de cloridrato de
propranolol (genérico e similar) na forma de comprimidos e nas dosagens de 10,
40 e 80 mg/comprimido. Ao todo, 10 industrias foram, através de seus
comprimidos, incluidas no estudo: Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A,
Nature’s Plus Farmacéuticas Ltda., EMS Sigma-Pharma, Laboratorio Teuto
Brasileiro S/A, Royton Quimica Farmacéutica, Laboratério Neoquimica Industria
Farmacéutica Ltda., Cazi Quimica Farmacéutica Industria e Comércio Ltda.,
Brasterapica Industria Farmacéutica Ltda., Sanus Farmacéutica Ltda e Blanver

Farmoquimica Ltda.

4.1.1 Determinagao do peso meédios dos comprimidos

Para a determinacdo da concentracdo de cloridrato de propranolol por
comprimido, foi necessaria, num primeiro momento, a obtencédo do peso médio de
cada lote dos comprimidos. Seguiu-se o0 procedimentos descrito pela

Farmacopéia Brasileira ’

, que consiste na pesagem de 20 comprimidos da
amostra em estudo. Apds a determinacdo do peso médio, verificou-se que todas
as amostras estavam dentro dos parametros limites permitidos pela FB que é de £
10% para comprimidos com massa menor que 80 mg, + 7,5% para comprimidos
com massa entre 80 e 250 mg e de + 5% para comprimidos com massa superior

a 250 mg.” Os pesos médios sdo necessarios para, apds obtencdo da dosagem

" FARMACOPEIA BRASILEIRA, 4° Edigao, Parte |, Atheneu Editora, Sao Paulo Ltda, 1988
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real do comprimido pelo método oficial, obter-se os valores em mg de cloridrato
de propranolol por mg de comprimido que foi o valor utilizado nos modelos de

calibracédo aqui propostos.

4.1.2 Moagem dos comprimidos de cloridrato de propranolol

Os 20 comprimidos pesados, para a obtencdo do peso médio de cada
amostra, foram moidos em um moinho criogénico até obtengdo de um tamanho
de particula menor ou igual a 80 um. A diminuicdo do tamanho de particula é,
geralmente, acompanhado pelo aumento da homogeneidade da amostra, que é
um aspecto importante na reprodutividade dos espectros de infravermelho com
reflectancia. Quando as amostras foram moidas em gral de agata, ou seja, com
tamanhos de particulas maiores, ndo se obtinha boa reprodutibilidade dos
espectros.

E importante frisar que uma moagem efetiva, como a que foi realizada, sé
pode ser feita em um moinho criogénico, pois assegura-se que nao haja
degradacdo da estrutura do principio ativo, uma vez que se trabalha em

temperaturas préximas a 190 °C negativos.

4.1.3 Armazenamentos das amostras

As amostras, apés moagem, foram acondicionadas em frascos de
polipropileno de 15 ml em dessecador. Desta forma, diminui-se a possibilidade de
interagdo com a umidade do ar o que, com certeza, seria prejudicial aos
resultados, pois fortes bandas de estiramentos O—-H podem ser observadas na
regido acima de 3000 cm™ e poderiam sobrepor ou intensificar as absorgdes

normais do cloridrato de propranolol.?’

7 silverstein, R. M., Webster, F. X., Identificagao Espectroscépica de compostos organicos,
Ed. LTC. 62 Ed., Rio de Janeiro, 2000, 67-101
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4.2 ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

4.2.1 Otimizacdo da massa de comprimido moido para obtencdo dos espectros

infravermelho

AplOs a realizagdo dos testes (conforme descrito na seg¢do 3.6.1.1),
verificou-se que o uso de 45 mg promoveu a obtengcédo de espectros com uma
maior intensidade de bandas espectrais e maior razdo sinal/ruido. Portanto, esta
massa de amostra foi utilizada na obtencdo de todos os espectros de
infravermelho deste trabalho, admitindo-se um desvio de 2 mg para mais ou para

menos.

4.2.2 Otimizagdo do numero de varreduras (scans)

Observou-se que os espectros obtidos com até 16 scans apresentaram
baixa razao sinal/ruido. Ja os espectros obtidos com 32 e 64 scans, apresentaram
maior razao sinal/ruido, sendo o numero de 32 scans adotado como padréo para
a obtencdo dos espectros de infravermelho. Poder-se-ia empregar 64 scans,
porém o tempo de aquisicdo do espectro com o incremento no numero de scans

aumenta em duas vezes, diminuindo a frequéncia analitica do procedimento.

4.2.3 Obtencgao das replicatas mais semelhantes

Como pode ser observado na Figura 4 (a e b), a selegcdo do HCA foi
satisfatéria, pois permitiu escolher os espectros para todas as amostras, com a
formagdo de um sub-grupo entre as 3 replicatas escolhidas antes de agrupar-se
com outra amostra formando, assim, outro grupo. Estes grupos sao formados de

acordo com semelhancgas entre os espectros.
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Figura 4.b. Resultado do HCA das amostras apds a selegéo das triplicatas.

Com a analise dos resultados obtidos pelo HCA, pdde-se escolher, de

maneira a distribuir ao maximo os tipos de amostras e grupos, a fim de se ter o
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maior numero de excipientes diferentes possiveis, as amostras para a confecgao
dos modelos de calibragdo. Elegeram-se 18 amostras para o set de calibragdo e 8
para o set de validagdo (amostras externas). Para a escolha das amostras de
calibragao foi estabelecido, além dos critérios ja citados, que as amostras com
maior € menor concentragao ficassem contidas no set de calibracdo, para evitar
que alguma amostra predita pelo modelo estivesse fora da curva de calibragéo.
As replicatas, reprovadas pela analise HCA, foram excluidas das matrizes.

4.3 MODELAGEM PARA PREDIGAO DAS DOSAGENS DE CLORIDRATO DE
PROPRANOLOL EM COMPRIMIDOS

Com os espectros escolhidos pela analise HCA e, depois de feita a escolha
das amostras que seriam as presentes no modelo de calibragao, partiu-se para as
tentativas de construgcdo dos modelos para atender ao problema proposto para

este trabalho.

4.3.1 Escolha de pré-processamento e pré-tratamentos utilizados para a

construcao dos modelos

Conforme ja visto na parte da revisdo bibliografica deste trabalho (secao
2.4.1), o pré-processamento e o pré-tratamento dos dados podem ser excelentes
ferramentas para obtencao de resultados satisfatérios na construgcdo de modelos
de calibragdo multivariada para dados espectroscopicos pois, através de
tratamentos matematicos, pode-se eliminar, ou suavizar, efeitos e interferéncias
indesejaveis.

Para os dados deste trabalho, o pré-processamento de autoescalamento e
alguns pré-tratamentos foram testados, com a finalidade de obter-se um modelo
robusto. Foram testados modelos com: 1) dados autoescalados (As), 2) dados
autoescalados com MSC, 3) dados com primeira derivada (1d), 4) dados com
segunda derivada (2d), 5) dados brutos, 6) dados com MSC, 7) dados
autoescalados com primeira derivada (As 1d) e, 8) dados autoescalados com

segunda derivada (As 2d). Estes testes foram realizados com a selegcdo dos
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numeros de onda onde ha absorbancia do comprimido de cloridrato de
propranolol (de 830 até 1700 cm™'e de 2633 até 3572 cm™), conforme Figura 2. O
resultado pode ser visto na Figura 5, onde analisa-se o RMSECYV, ou seja, o erro

para a predigcao das amostras por validacédo cruzada.
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0.08 \ \\ —As MSC
> —1d
8 As 2d
o 0.06 A
s N —— Dados brutos
m N
0.04 ' —MSC
—As 1d
0.02 —
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Variaveis Latentes

Figura 5. Perfil do RMSECV para os testes aplicados

Pode-se observar que os dois modelos que, apresentaram melhores
resultados, foram os com MSC autoescalado e o0 modelo com primeira derivada
sem pré-processamento. O modelo com autoescalamento e MSC apresentou
baixo valor de RMSECV (em torno de 0,017) quando se utilizou entre 3 e 8
variaveis latentes. O valor de RMSECV diminui ainda mais, com um numero de
variaveis latentes maior ou igual a 10. A partir de 10 variaveis latentes os valores
de RSMECV, utilizando-se a primeira derivada ou autoescalamento com MSC,
assemelham-se, porém, considerou-se um numero muito elevado de variaveis
latentes e, portanto, todos os estudos seguintes foram realizados sempre com o0s

dados autoescalados e MSC.

4.3.2 Escolha das regides internas do espectro para utilizagédo no modelo

Na Figura 6 pode-se observar o perfil do sinal resultante da subtragdo dos

espectros da amostra de cloridrato de propranolol, contendo concentragdo minima
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e maximo do principio ativo. Na Tabela 1 encontram-se as regides escolhidas

para os testes de modelagens, estas regides foram escolhidas nos numeros de

onda onde ha diferenga entre os espectros.
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Figura 6. Resultado da subtracdo dos espectros para a escolha das regides para

as modelagens

Tabela 1. Regides definidas pelas analise da subtragdo dos espectros

Regiao NGmero de onda (cm™)
Regiéo 1 2984 — 3489
Regido 2 2827 — 2983
Regido 3 1535 — 1605
Regido 4 1492 — 1534
Regiédo 5 1446 — 1491
Regido 6 1395 — 1445
Regido 7 1275 - 1394
Regido 8 1245 — 1274
Regido 9 1226 — 1244

Regido 10 1184 — 1225
Regiao 11 1157 — 1183
Regiao 12 1113 - 1156
Regido 13 960 — 1112
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A Figura 7 apresenta o perfil do RMSECV para as cinco melhores regides

mostradas na Tabela 1 para os dados com autoescalamento e MSC.
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Figura 7. Perfil do RMSECV para os dados com autoescalamento e MSC com modelos
construidos para as cinco melhores regides

Como pode ser observado, o melhor modelo para os dados autoescalados
e com MSC é o que contém os dados da Regido 1. Com isso, a Regido 1 (com
menor valor de RMSECV) foi mantida fixa e adicionou-se a ela cada regido em
separado, para verificar se ocorria uma melhora significativa no modelo, sempre
em relagdo ao RMSECV.

A Figura 8 mostra os valores de RMSECV para os modelos obtidos
combinando-se as Regidao 1 com as demais. Verifica-se que a combinacédo da
Regido 1 com a Regido 12, bem como, a combinagao da Regido 1 com a Regiao
13, apresentam os menores valores de RMSECV. Porém, a associagéo 1 e 12

utiliza um nimero menor de variaveis latentes.



Apresentagéo e Discussdo dos Resultados

35

RMSECV

0.08
0.07 -
0.06 -
0.05 ~
0.04 -
0.03 -
0.02

0.01 ~

0

——Regiéo 1
Regides 1 e 4
——Regibes 1e7
——Regides 1 e 12
——Regides 1 e 13

0

1

2 3 4

Variaeis latentes

56 7 8 91011121314 1516

Figura 8. Perfil do RMSECV para a associagdo de duas regides para as 4 melhores
combinacdes.

Com base neste resultado, partiu-se para uma terceira combinacgéo, agora

mantendo-se a Regido 1 e a Regido 12 fixas, adicionando-se um terceira regiéo.
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Figura 9. Perfil do RMSECV para a associacao de trés regides para as 4 melhores
associagoes.

De acordo com o observado na Figura 9, conclui-se que ndo ha mais uma

significativa diminui¢do do valor do RMSECV com a combinagao de 3 regides em

comparagao ao valor de RMSECV da Figura 8. Desta maneira, resolveu-se n&o

prosseguir com as associagdes de regides, pois presumiu-se que a partir deste
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ponto, poderia-se estar agregando ao modelo maior quantidade de dados
prejudiciais do que benéficos a ele. Mesmo assim, para os estudos seguintes, o
melhor resultado observado na Figura 9 foi levado em consideragdo, que é a
associagao das Regides 1, 8 e 12.

A Tabela 2 mostra os modelos que foram selecionados pelos critérios

adotados até o momento, bem como, arbitra um nome para cada modelo.

Tabela 2. Modelos selecionados pelo valor de RMSECV e suas respectivas
regides espectrais, pré-processamento e pré-tratamento

Nome do Modelo Regibes do espectro Operagao
A Altos e baixos numeros de onda Autoescalamento e MSC
Altos numeros de onda Autoescalamento e MSC
C Baixos numeros de onda Autoescalamento e MSC
D Regiéo 1 Autoescalamento e MSC
E Regides 1 e 12 Autoescalamento e MSC
F Regides 1,8 e 12 Autoescalamento e MSC

4.3.3 Definicao dos melhores modelos e predicao de amostras externas

Para a escolha do numero de variaveis latentes, necessarias ao modelo
para que se tenha boa robustez e capacidade de predicdo com seguranga do
valor de concentragdo para amostras externas, plotou-se os graficos combinando
os valores de RMSECV, o SEC e o RMSEP dos modelos selecionados até o
momento, mostrados na Tabela 2. A escolha deve ser feita para regides onde os
valores de RMSECV, SEC e RMSEP estejam proximos e, preferencialmente, com
os valores menores possiveis.

Nesta situagcdo, ndo ha risco de se estar supervalorizando os modelos e
calibragao (overfilting) ou assim adicionando-se ruido aos modelos.

Para os modelos construidos com os numeros de onda baixos e altos, o
grafico resultante estda mostrado na Figura 10. Observa-se que, com 3 e 8
variaveis latentes, o modelo apresenta valores préximos para RMSECV, RMSEP
e SEC.
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Figura 10. Perfil do RMSECV, SEC e RMSEP variando-se o nimero de variaveis latentes
para o modelo A.

Depois de todas as combinacbes propostas acima, verificaram-se quais
seriam as variaveis latentes, necessarias para o melhor desempenho de cada
modelo. A Tabela 3 mostra os resultado destes graficos construidos, mostrando o
tipo de pré-processamento, pré-tratamento e a regido do espectro utilizado para a

construcao do modelo.

Tabela 3. Selecdo do numero melhor numero de varidveis latentes para cada modelo

proposto
Regides do espectro Operagao Variaveis latentes
Altos e baixos nimeros de onda Autoescalamento e MSC 3,8
Altos nimeros de onda Autoescalamento e MSC 8,9
Baixos numeros de onda Autoescalamento e MSC 7,10
Regido 1 Autoescalamento e MSC nenhum
Regides 1 e 12 Autoescalamento e MSC 4,5,8
Regides 1,8 e 12 Autoescalamento e MSC 5,10

Os modelos foram, entédo, construidos com o numero de variaveis latentes
para todas as possibilidades acima para a predicdo das amostras externas, a fim
de verificar a habilidade do modelo em determinar a concentracdo de amostras
nao presentes no modelo. Para o modelo com uma regidao apenas (Regiao 1), nao
foi encontrada nenhuma variavel latente com o perfil esperado, além de se ter
valores muito elevados de RMSECV, RMSEP e SEC, conforme Figura 11.



Apresentagéo e Discussdo dos Resultados 38

0.1
0.09 ~
0.08 +
0.07 -
0.06
0.05
0.04
0.03 ~
0.02 -
0.01 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 4 8 12 16

Variaveis latentes

~4 RMSECV
~m- SEC
—A— RMSEP

Figura 11. Perfil do RMSCEV, SEC e RMSECV para o modelo com a Regido 1,
autoescalado e MSC.

Como primeiro critério de selecdo dos modelos, adotou-se o valor de R?,
excluindo-se de uma analise mais minuciosa os modelos com R? menor que 0,90.
A Tabela 4 apresenta os modelos que foram obtidos com R? maiores do que 0,90.
Este valor de 0,90 foi estipulado para limitar a linearidade do modelo, pois quanto

mais linear, melhor e mais confiavel sera o modelo.

Tabela 4. Modelos que apresentaram R? maior que 0,90

Modelo Valor de R?
Altos numeros de onda, As MSC, 8 VL's 0,9217
Altos numeros de onda, As MSC, 9 VL'’s 0,9228
Baixos numeros de onda, As MSC, 7 VL’s 0,9526
Baixos nimeros de onda, As MSC , 10 VL'’s 0,9780
Regides 1 € 12, As MSC, 4 VL’s 0,9315
Duas regides msc 5¢p 0,9417
Duas regides msc 8cp 0,9614
Altos e baixos numeros de onda, As MSC, 3 VL’s 0,9495
Altos e baixos numeros de onda, As MSC, 8 VL’s 0,9563
Regides 1, 8 e 12, As MSC, 10 VL’s 0,9801
Regides 1,8 e 12, As MSC, 5VL’s 0,9484

Apos a selecdo dos modelos que apresentaram melhores valores para os
coeficientes de correlagdo, escolheu-se o segundo critério de selecdo dos

melhores modelos. Como o propdsito deste trabalho € obter-se um modelo capaz
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de predizer amostras de comprimidos de cloridrato de propranolol, independente
de seu excipiente, a selecdo dos modelos vistos na Tabela 4 foi feita tomando-se
por base o valor de RMSEP. Este parametro indica o erro padrao de predicao
para amostras externas ao modelo. Assim, assumiu-se, como limite de selecdo o
valor de 0,020, ou seja, selecionou-se todos os modelos com valores inferiores a
0,020. O valor de 0,020 foi estipulado arbitrariamente, pois entendeu-se que, a
partir deste valor, o erro seria muito elevado para as amostras externas ao
modelo. Para os valores mais baixos de concentracdo da curva, este erro
maximo, admitido de 0,020 para o RMSEP, pode representar até 20% de erro.
Portanto, deve-se ter uma atencdo especial para as amostras com baixa
concentracido. A Tabela 5 mostra os modelos selecionados por este critério, bem

como, os nomes adotados para cada modelo.

Tabela 5. Modelos que apresentaram R? maior que 0,90 e RMSEP menores que 0,020

Modelo Valor de RMSEP

Altos e baixos niumeros de onda, As MSC,

0,0199
3 VL's (modelo A,)
Altos e baixos niumeros de onda, As MSC,
0,0147
8 VL’s (modelo A,)
Baixos nimeros de onda, As MSC, 7 VL’s
0,0174
(modelo C4)
Baixos nimeros de onda, As MSC , 10 VL'’s
0,0167
(modelo C,)
Regides 1, 8 € 12, As MSC, 10 VL’s
0,0184
(modelo F4)

Como pbde-se observar com as tabelas acima, somente os modelos A, C e
F (utilizando-se algumas das variaveis latentes selecionadas na Tabela 3)
mostraram bom desempenho nos parametros analisados (RMSEP e R?), sendo
estes utilizados para expressar os resultados para a predicdo de amostras
externas.

Uma maneira satisfatoria de conferir o resultado de uma previsdo para
amostras externas em um modelo de calibragcdo multivariada € plotar em um
grafico os valores obtidos pelo método de referéncia versus o valor predito pelo
modelo. As Figuras 12, 13, 14, 15 e 16 mostram os correspondentes graficos para

os modelos escolhidos pelo menor valor de RMSECV.
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Figura 12. Gréafico com o resultado da predigdo de amostras externas para o modelo A;.
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Figura 13. Gréafico com o resultado da predigdo de amostras externas para o modelo A,.
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Figura 14. Grafico com o resultado da predigdo de amostras externas para o modelo C;.
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Figura 15. Grafico com o resultado da predigdo de amostras externas para o modelo C,.
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Figura 16. Grafico com o resultado da predigcdo de amostras externas para o modelo F4.

Pode-se observar que as curvas obtidas com os valores da metodologia

oficial versus valores preditos para as amostras de calibragcdo mostram boa

correlacdo. Observa-se, também, que os valores preditos para as amostras do set

de validagdo seguem a tendéncia de aproximar-se da linha de tendéncia dos

pontos de validagdo cruzada. Sabendo-se agora, que para os modelos testados

tais caracteristicas (tendéncia de aproximacao da linha de regressao linear) foram

encontradas, construiu-se as Tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, onde apresentam-se os

resultados das predi¢cdes dos modelos A4, Az, C4, C, e F4, respectivamente.

Tabela 6. Tabela com os resultados de predicdo do modelo A, n=3

B Concentracdo Dosagem B
Concentracao . Dosagem . Razéao
Amostras _ (metodologia _ (metodologia _ o
prevista o prevista o prevista/oficial
oficial) oficial)

1 0,2754 £ 0,0087 0,2592 + 0,0018 43,60 41,03 1,06
2 0,2761 £ 0,0062 0,2851 +0,0015 78,27 80,82 0,97
3 0,1992 + 0,0023 0,2002 + 0,0027 39,07 39,27 0,99
4 0,3058 + 0,0049 0,3226 + 0,0143 79,14 83,50 0,95
5 0,1831 £ 0,0080 0,1795 +0,0116 39,68 38,91 1,02
6 0,0876 + 0,0040 0,1042 +0,0103 8,38 9,97 0,84
7 0,3232 £ 0,0124 10,2935 + 0,0059 88,75 80,60 1,10
8 0,1974 £ 0,0078 0,2130 + 0,0033 35,89 38,73 0,93
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Tabela 7. Tabela com os resultados de predicao do modelo A,, n=3

Concentracao Dosagem
Concentracao . Dosagem _ Razéo
Amostras (metodologia (metodologia
prevista prevista prevista/oficial
oficial) oficial)

1 0,2545 + 0,0042 0,2592 + 0,0018 40,28 41,03 0,98

2 0,2687 + 0,0045 0,2851 £ 0,0015 76,17 80,82 0,94

3 0,2054 + 0,0049 0,2002 £ 0,0027 40,28 39,27 1,03

4 0,3169 + 0,0075 0,3226 + 0,0143 82,03 83,50 0,98

5 0,1931 £ 0,0012 0,1795+0,0116 41,87 38,91 1,08

6 0,0872 £ 0,0041 0,1042 + 0,0103 8,34 9,97 0,84

7 0,3085 +0,0113 0,2935 + 0,0059 84,73 80,60 1,05

8 0,2059 + 0,0052 0,2130 + 0,0033 37,43 38,73 0,97
Tabela 8. Tabela com os resultados de predi¢cdo do modelo C4, n=3

Concentracao Dosagem
Concentracao _ Dosagem _ Razéo
Amostras (metodologia (metodologia
prevista prevista prevista/oficial
oficial) oficial)

1 0,2783 £ 0,0019 0,2592 + 0,0018 44,05 41,03 1,07

2 0,2603 + 0,0026 0,2851 + 0,0015 73,79 80,82 0,91

3 0,2000 + 0,0039 0,2002 + 0,0027 39,22 39,27 1,00

4 0,3338 + 0,0100 0,3226 + 0,0143 86,40 83,50 1,03

5 0,1953 + 0,0011 0,1795+0,0116 42,34 38,91 1,09

6 0,0971 + 0,0030 0,1042 +0,0103 9,29 9,97 0,93

7 0,3105+0,0114 0,2935 + 0,0059 85,26 80,60 1,06

8 0,2166 + 0,0134 0,2130 + 0,0033 39,39 38,73 1,02
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Tabela 9. Tabela com os resultados de predicdo do modelo C, , n=3
B Concentracdo Dosagem B
Concentracao _ Dosagem _ Razéo
Amostras . (metodologia . (metodologia . o
prevista prevista prevista/oficial
oficial) oficial)
1 0,2668 + 0,0010 0,2592 + 0,0018 42,24 41,03 1,03
2 0,2596 + 0,0032 0,2851 £ 0,0015 73,59 80,82 0,91
3 0,1982 + 0,0038 0,2002 + 0,0027 38,87 39,27 0,99
4 0,3341 + 0,0086 0,3226 + 0,0143 86,47 83,50 1,04
5 0,1838 + 0,0137 0,1795+ 0,0116 39,85 38,91 1,02
6 0,0973 + 0,0014 0,1042 + 0,0103 9,31 9,97 0,93
7 0,3104 + 0,0098 0,2935 + 0,0059 85,23 80,60 1,06
8 0,2322 + 0,0119 0,2130 + 0,0033 42,21 38,73 1,09
Tabela 10. Tabela com os resultados de predi¢do do modelo F4, n=3
Concentragao Dosagem
Concentracéo . Dosagem _ Razéo
Amostras _ (metodologia _ (metodologia . o
prevista . prevista - prevista/oficial
oficial) oficial)
1 0,2735 +0,0035 0,2592 + 0,0018 43,30 41,03 1,06
2 0,2589 + 0,0047 0,2851 + 0,0015 73,39 80,82 0,91
3 0,1997 + 0,0067 0,2002 + 0,0027 39,18 39,27 1,00
4 0,3374 + 0,0047 0,3226 + 00,0143 87,32 83,50 1,05
5 0,1973 + 0,0081 0,1795 +0,0116 42,77 38,91 1,10
6 0,0952 + 0,0047 0,1042 + 0,0103 9,12 9,97 0,91
7 0,2999 + 0,0088 0,2935 + 0,0059 82,37 80,60 1,02
8 0,2329 + 0,0111  0,2130 + 0,0033 42,35 38,73 1,09

De acordo com o observado nas Tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, todos os modelos

apresentaram bom desempenho global frente a amostras externas ao modelo.

Estes dados podem indicar uma boa robustez do modelo de calibragao construido

para predizer

concentracbes de cloridrato de propranolol

de diferentes

concentragbes e formulagdes (excipientes distintos). A amostra 6, em especial,

nao apresentou bom desempenho para os modelos A e Az, mesmo que para o

modelo com 8 variaveis (modelo A;) latentes o valor de RMSEP tenha sido o

menor observado para todos os modelos. Isso pode ser explicado pelo fato desta

amostra ser de baixa concentracdo, e para esta concentragdo, os modelos A; e
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Az, nao responderem satisfatoriamente, pois os modelos A; e A, contém
informacgdes a respeito da matriz (excipiente) da amostra 6.

Os valores obtidos nos diversos modelos (razdo das metodologias
prevista/oficial) foram analisados pela ANOVA, e ndo apresentaram diferenca significativa
com um grau de confianga de 95%. A Tabela 11 mostra as médias e os desvios padrbes

obtidos da razdo das metodologias prevista/oficial para os modelos.

Tabela 11. Médias e desvios padrbes para dos modelos obtidos

Modelo Média Desvio Padréo
A 0,983 0,081
A, 0,984 0,074
Cq 1,014 0,074
C, 1,009 0,065
F4 1,018 0,062

Pode-se observar, na Tabela 11, que todas as médias aproximam-se de 1.
Porém, dados aos valores observados nas Tabelas 6 e 7, pode-se descartar os
modelos A1 e A2, visto que o modelo ndo apresentou boa predicdo para a
amostra de baixa concentracdo (amostra 6). Os demais modelos podem ser
considerados equivalentes.

Cabe ressaltar, também, que o limite de tolerancia prescrito pela FB’ é de
10% para mais ou para menos da concentragdo indicada no rotulo do
medicamento e, assim, com a excegao da amostra 6 para os modelos A e Ay,
todos os outros comprimidos de cloridrato de propranolol estariam aprovados de
acordo com a concentracdo fornecida pelo modelo de calibragdo multivariado

construido com os espectros de infravermelho.

4.4 VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO

Apos todas otimizagdes feitas, o procedimento foi validado através da
metodologia oficial descritos no item Materiais e Métodos (3.8). Os valores de
concentracdo encontrados para as amostras que foram utilizadas na construgéo

do modelo de calibracdo multivariada estdo contidas na Tabela 12, e os valores

" FARMACOPEIA BRASILEIRA, 42 Edicdo, Parte |, Atheneu Editora S3o Paulo Ltda, 1988
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de concentragao de cloridrato de propranolol nos comprimidos para as amostras
contidas no set de amostras externas estdo na Tabela 13. Nas respectivas
tabelas também encontra-se o peso médio dos comprimidos, dado necessario
para encontrar-se a concentracdo em mg de cloridrato de propranolol por mg de

comprimido.

Tabela 12. Concentragao, (mg de cloridrato de propranolol por mg de comprimido), peso
médio e dosagem dos comprimidos utilizados nos modelos de calibragdo multivariada

Dosagem
Amostra Concentracao Peso médio (mg) (mg de cloridrato de

propranolol)

1 0,1128 + 0,0008 201,31 22,71
2 0,1596 + 0,0017 202,18 32,27
3 0,1753 + 0,029 201,62 35,35
4 0,1881 + 0,0022 200,34 37,68
5 0,1994 + 0,0010 201,08 40,11
6 0,2305 + 0,0016 202,87 46,76
7 0,2605 + 0,0028 157,46 41,02
8 0,1057 + 0,0037 94,70 10,01
9 0,2801 + 0,0271 279,11 78,17
10 0,1853 + 0,0016 218,68 40,51
11 0,2241 + 0,0038 178,36 39,97
12 0,2249 + 0,0123 366,02 82,33
13 0,3142 + 0,0122 255,63 80,32
14 0,1228 + 0,0011 82,98 10,19
15 0,2835 + 0,0060 141,65 40,15
16 0,4679 + 0,0024 167,42 78,33
17 0,1986 + 0,0009 199,03 39,52
18 0,2295 + 0,0018 171,11 39,26
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Tabela 13. Concentragdo (mg de cloridrato de propranolol por mg de comprimido), peso
médio e dosagem dos comprimidos utilizados como amostras de validagdo do modelo

Dosagem
Amostra Concentracao Peso médio (mg) (mg de cloridrato de

propranolol)

1 0,2592 + 0,0018 158,30 41,03
2 0,2851 + 0,0015 283,47 80,82
3 0,2002 + 0,0027 196,15 39,27
4 0,3226 + 0,0143 358,82 83,50
5 0,1795 +0,0116 216,77 38,91
6 0,1042 + 0,0103 95,68 9,97
7 0,2935 + 0,0059 274,61 80,60
8 0,2130 + 0,0033 181,82 38,73

4.5 PARAMETROS DE MERITO

Os parametros obtidos para os modelos escolhidos estdo dispostos na
Tabela 14.

Tabela 14. Figuras de mérito para os modelos obtidos

Modelos
Parametros
Aq A, Cq C, F4
R® 0,9495 0,9563 0,9526 0,9780 0,9801
RMSECV 0,0194 0,01775 0,0182 0,0124 0,0118
RMSEP 0,0199 0,0147 0,0174 0,0167 0,0184

4.6 COMPARAGAO DO TRABALHO PROPOSTO A METODOLOGIA OFICIAL

A metodologia proposta neste trabalho deve ser comparada a metodologia
oficial descrita na FB para comprimidos de cloridrato de propranolol. O primeiro
aspecto que chama a atencdo ao custo, visto que a metodologia prevé a

utilizagcado de aproximadamente 150 mL de metanol de grau espectroscopico para
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cada amostra. O custo atual de metanol nestas caracteristicas é de
aproximadamente R$ 200,00 o litro. Portanto, a analise para cada amostra custa
cerca de R$ 30,00, e para uma analise feita em triplicada, o custo sobe para R$
90,00 (somente levando-se em conta o custo do metanol), muito elevado para
obter-se somente um resultado. A metodologia proposta neste trabalho prevé
apenas a pesagem do comprimido moido.

Um segundo aspecto importante na comparagédo entre as duas
metodologias propostas € em relagdo ao tempo necessario de anadlise. Pela
metodologia proposta, requer-se em média, uma hora de analise por amostra,
realizando-se o experimento em ftriplicata. Ja pela metodologia proposta, em
aproximadamente 7 minutos se obtém o resultado da analise, mesmo apds a
obtencdo de 5 espectros e selecdo por HCA das 3 mais semelhantes e
predizendo no modelo. Portanto, ganha-se uma frequéncia analitica de mais de 6
vezes. Esta alta rapidez, atualmente, € de grande importancia, dados os aspectos
exposto na introducédo deste trabalho. E possivel, que no futuro, sejam utilizados
sondas de infravermelho, o que agilizaria ainda mais a obtengédo dos resultados.
Porém, acredita-se que a metodologia proposta € uma excelente ferramenta para
o0 acompanhamento da producdo. Entretanto, deve-se, com uma freqiéncia
programada, verificar o desempenho do modelo com relacdo a metodologia
oficial.

Outro ponto que merece comparacao € em relagdo a geragao de residuos
da técnica proposta, que é desprezivel, pois a técnica ATR/FT-IR é uma técnica
nao destrutiva. Em contrapartida, com a metodologia oficial ha uma grande

geragao de residuos.



5. CONCLUSAO

Os modelos desenvolvidos neste trabalho, para o doseamento de
comprimidos de cloridrato de propranolol, foram aptos para o controle de
qualidade destes. Aspectos importantes como massa de amostra, tamanhos de
particulas e numeros de scans foram averiguados e observou-se que sao cruciais
para a reprodutibilidade dos espectros.

Para a grande maioria das amostras, as predigdes nos modelos estudados
apresentaram concordancia maiores que 90% em comparagéo ao método oficial,
0 que mostra a possivel aplicacdo do procedimento proposto para o controle de
qualidade de comprimidos de cloridrato de propranolol.

Observou-se, também, a necessidade do autoescalamento (como pré-
processamento) e da aplicagdo de MSC (como pré-tratamento dos dados) pois,
nestas condicdes, os modelos apresentaram melhores coeficientes de correlagao
e menores erros (RMSECV e RMSEP).

Os dados obtidos para as predi¢cdes, imaginando-se a aplicagdo para o
controle de qualidade em uma industria farmacéutica, seriam aprovados, assim
como os valores obtidos pelo método oficial.

A metodologia proposta é, substancialmente, menos onerosa que a
metodologia oficial, além de necessitar de menor tempo de operagao, bem como,
mais facil manuseio das amostras.

Outro aspecto importante deste trabalho € a geragdo minima de residuos
visto que, para todo o processo, ndo foi necessario o uso de solventes para

solubilizacao/diluicao das amostras a serem analisadas.



6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir deste trabalho, as seguintes sugestdes podem ser elencadas para

futuros testes empregando-se metodologias semelhantes:

- Construgdo de modelos com a granulometria do pé produzido pela
industria, pois se assemelharia as condicbes de obtencdo dos
comprimidos industrialmente.

- Realizarem-se trocas no set de amostras do modelo de calibragdo por
algumas do set de validagdo, procurando-se resultados ainda mais
precisos, visando a prevenir eventuais diferencas causadas pela
composicao (excipientes) dos padrées e amostras de validacéo.

- Avaliar os dados com o pré-tratamento com primeira derivada que, para
este, foram excluidos, pois € possivel que com o agrupamento de
regibes com este pré-tratamento, possa-se obter resultados

satisfatorios.
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