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RESUMO

Os Ingredientes Farmacéuticos Ativos (APIs) presentes nos farmacos em estado
sélido podem existir em mais de uma fase cristalina, configurando-se em um
fendbmeno conhecido como polimorfismo. Os polimorfos podem exibir diferentes
valores em propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas como solubilidade,
velocidade de dissolucdo, biodisponibilidade, além de poderem acarretar sérios
problemas no processo de producéo e afetar o efeito terapéutico pretendido pelo
farmaco. Diversas técnicas de analise tém sido utilizadas para a identificacdo desse
fenbmeno, contudo ainda ndo ha um método padrdo pelos quais 0s 6rgaos
reguladores se baseiam para a quantificagéo de polimorfos. A espectroscopia Raman
apresenta muitas vantagens para este fim, pois ndo é destrutiva, ndo é invasiva, nao
requer preparacdo de amostras e o0s resultados sdo obtidos em minutos, além de
possuir caracteristicas de alta seletividade. Essa, dentre outras caracteristicas,
favorece a utilizacdo dessa técnica para qualificacdo/quantificacao simultanea de APIs
e excipientes em medicamentos. Neste trabalho foi avaliado o emprego do método de
calibracdo multivariada do tipo iPLS para a analise qualitativa e quantitativa em dados
de espectroscopia Raman obtidos a partir de amostras de misturas polimérficas na
presenca e auséncia de excipientes do farmaco cloridrato de sertralina. Nesse sentido,
0 primeiro passo foi sintetizar e confirmar as estruturas polimérficas pelas técnicas
DRX, DSC, TGA e espectroscopia Raman. Em seguida, deu-se inicio a construcao
dos modelos baseado no planejamento de mistura binaria entre o proprio API
comercializado no medicamento (SRTL-I) e de seu hidrato (SRTL-H) sintetizado por
meio da recristalizacao do solvato de etanol em agua. Para melhorar o desempenho
dos modelos, foi 0 empregado diferentes algoritmos de pré-tratamentos para reduzir
os efeitos das variacBes sistematicas, sendo a normalizacdo pela area, variacdo
normal padrao (SNV) e correcéo ortogonal de sinal (OSC) os mais adequados para o
conjunto de dados. O resultado do planejamento de misturas binarias das amostras
de 50 mg (mistura de SRTL-I e SRTL-H), proporcionaram um modelo iPLS com erros
de predicdo de 2,6 mg para o SRTL-l e de 2,4 mg para o SRTL-H. Para o planejamento
de mistura binaria com os excipientes comumente utilizados na formulacéo, apesar
da presenca desses interferentes, os resultados foram ainda mais promissores.
Considerando a simulacdo dos polimorfos na presenca de excipientes de um
comprimido de cloridrato de sertralina com aproximadamente 300 mg, sendo 250 mg
de excipientes e 50 mg de cloridrato de sertralina (mistura de polimorfos), os erros de
predicdo foram de 1,42 mg para o SRTL-I e de 1,02 mg para o SRTL-H. Os resultados
obtidos mostram que a espectroscopia Raman em combinagdo com o método de
regressao iPLS sdo adequados para quantificar mistura binaria de polimorfos de
cloridrato de sertralina.

Palavras-chave: Cloridrato de Sertralina, Polimorfismo, Espectroscopia Raman,

Quimiometria.



ABSTRACT

Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) present in solid-state drugs may exist in
more than one crystalline phase, forming a phenomenon known as polymorphism.
Polymorphs may exhibit different values in physico-chemical and pharmacokinetic
properties such as solubility, dissolution rate, bioavailability, and may cause serious
problems in the production process and affect the intended therapeutic effect of the
drug. Several techniques of analysis have been used to identify this phenomenon,
however there is still no standard method by which the regulatory bodies are based for
the quantification of polymorphs. Raman spectroscopy has many advantages for this
purpose, since it is not destructive, it is not invasive, it does not require preparation of
samples and the results are obtained in minutes, besides having characteristics of high
selectivity. This, among other characteristics, favors the use of this technique for the
simultaneous qualification/quantification of APIs and excipients in medicines. In this
work the use of the multivariate calibration method of the iPLS type was evaluated for
qualitative and quantitative analysis of Raman spectroscopy data obtained from
samples of polymorphic mixtures in the presence and absence of excipients of the drug
sertraline hydrochloride. In this sense, the first step was to synthesize and confirm the
polymorphic structures by the DRX, DSC, TGA and Raman spectroscopy techniques.
Then, the construction of the models was started based on the planning of binary
mixing between the APl commercially available on the drug (SRTL-I) and its hydrate
(SRTL-H) synthesized by recrystallization of the ethanol solvate in water. In order to
improve the performance of the models, different pretreatment algorithms were used
to reduce the effects of the systematic variations, being the normalization by area,
standard normal variation (SNV) and orthogonal signal correction (OSC) of data. The
result of planning binary mixtures of the 50 mg samples (SRTL-I and SRTL-H mixture)
provided an iPLS model with prediction errors of 2.6 mg for SRTL-I and 2.4 mg for the
SRTL-H. For planning binary mixing with the excipients commonly used in the
formulation, despite the presence of these interferents, the results were even more
promising. Considering the simulation of the polymorphs in the presence of excipients
of a sertraline hydrochloride tablet of approximately 300 mg, 250 mg of excipients and
50 mg of sertraline hydrochloride (mixture of polymorphs), the prediction errors were
1.42 mg for the SRTL-I and 1.02 mg for the SRTL-H. The results obtained show that
Raman spectroscopy in combination with the iPLS regression method are suitable to
quantify binary mixture of sertraline hydrochloride polymorphs.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais: Polimorfismo em farmaco

A formulacéo de farmacos em estado sélido € constituida de principio ativo e
excipientes. O ingrediente farmacéutico ativo (API, do inglés Active Pharmaceutical
Ingredient) é a substancia responsavel pelos efeitos terapéuticos pretendidos pelo
medicamento, capaz de tratar um oOrgao ou tecido que tenha sofrido um processo
patolégico (BRASIL, 2010). J4, os excipientes promovem a protecdao do API e
garantem a sua liberacdo em local adequado no organismo, otimizando a acao

terapéutica desejada pelo farmaco (ELDER et al., 2016).

Contudo, o farmaco durante o processo de producéo, embalagem e estocagem
pode sofrer algumas alteracbes dos componentes quimicos presentes em sua
formulacdo (TAYLOR & LANGKILDE, 2000). Dentre as possiveis alteracdes esta a
mudanca na estrutura cristalina do API, configurando-se em um fen6meno conhecido
como polimorfismo. Também pode passar pelo processo de solvatomorfismo, onde o
APl adsorve moléculas de um determinado solvente, como a agua, em proporcao

estequiométrica.

Algumas defini¢cdes para polimorfismo séo relatadas na literatura, Anwar e Zahn
(2017) o define como: “a capacidade de uma substancia, de composicdo quimica
constante, existir no estado sélido em mais de uma estrutura cristalina”. Enquanto, o
termo solvatomorfismo, por outro lado, é mais adequado para designar formas
cristalinas em que uma ou mais moléculas de solventes fazem parte da estrutura
cristalina. Quando o solvente incluido na rede cristalina € a agua, entdo o termo hidrato
€ mais adequado para designar esses solidos (CALVO et al., 2018a; CHAVAN &
KADAM, 2016). O solvatomorfismo também é referido de pseudopolimorfo

(BRITTAIN, 2012; GIRON, 1995).

Além disso, ainda ha os solidos amorfos, que diferentemente dos compostos
cristalinos que apresentam ordem espacial em todas as trés dimensdes do espaco,
os amorfos ndo possuem ordenacdo espacial de longo alcance na sua estrutura
molecular (CALVO etal., 2018a). A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura

de polimorfos, amorfo e solvato.



Polimorfos Amorfo Solvato

- Molécula do API

Molécula do solvente

Figura 1: Representagéo esquematica da estrutura de polimorfos, amorfo e solvato.
Fonte: Adaptado de Prado e Rocha (2015).

1.2 ImplicacBGes do polimorfismo naindustria farmacéutica

As diferencas na estrutura cristalina provocadas pelo fendmeno polimorfismo e
solvatomorfismo induzem variacfes nas propriedades quimicas e fisicas do APl como
solubilidade, taxa de dissolugéo, ponto de fusdo, densidade, morfologia do cristal,
propriedades opticas e mecanicas, entre outras (LEE et al., 2011). Essas alteragdes,
por sua vez, podem ter um impacto significativo na biodisponibilidade,
processabilidade (fluxo do pd, compressibilidade, entre outras) e estabilidade quimica
e fisica que podem comprometer a qualidade do produto final (PRADO & ROCHA,
2015).

Dentre as propriedades que podem ser afetadas, destaca-se a
biodisponibilidade. A biodisponibilidade pode ser descrita como uma relacdo entre a
taxa de dissolucgao in vivo e a velocidade de absorcao do farmaco (DE ARAUJO et al.,
2012), consequentemente, quanto menor a taxa de dissolucdo menor sera a
velocidade de absor¢do no organismo (SINGHAL & CURATOLO, 2004). Portanto, a
ocorréncia de polimorfismo pode interferir de maneira direta na taxa de dissolucdo do
API, alterando a quantidade do mesmo que se solubiliza e que é absorvida. E como o
efeito terapéutico dos farmacos depende da sua concentracdo no sitio de acao, o



fendmeno polimorfismo pode comprometer a velocidade com que o farmaco é liberado

no organismo.

s

Na induastria farmacéutica, o polimorfismo é considerado um fenémeno de
grande importancia, pois pode alterar diversas propriedades fisico-quimicas do
farmaco, comprometendo o produto final. Haleblian e McCrone (1969) relataram sobre
a relevancia do polimorfismo em farmacos. Porém, somente em 1998 com o evento
ocorrido com o farmaco Ritonavir € que as agéncias reguladoras como a FDA (Food
and Drug Administration) reconheceram a importancia de se fiscalizar a ocorréncia de
polimorfismo em farmacos. O caso Ritonavir €, sem sombras de duvidas, o caso mais
emblematico envolvendo a formacdo do polimorfismo em APl sobre produtos

farmacéuticos comerciais.

O Ritonavir (antirretroviral) € utilizado por pacientes portadores do virus da
AIDS. Segundo relatos da companhia Abbott® (empresa responsavel pela sua
fabricacdo) houve uma mudanca na estrutura cristalina do API que estava afetando
sua biodisponibilidade (BAUER et al., 2001). Essa ocorréncia se deu, porque durante
0 seu desenvolvimento, era conhecida somente uma forma cristalina do ritonavir
(forma I) que apresentava baixa solubilidade no organismo. Recorreu-se entdo a
solucdo de encapsular o farmaco em uma capsula gelatinosa contendo o farmaco
dissolvido em solucéo hidroalcodlica, para aumentar sua solubilidade. Apds dois anos
de seu lancamento, houveram relatos de ineficacia clinica, sendo requerida a
avaliacao dos lotes que apresentavam falhas. O resultado da avaliacéo revelou uma
segunda forma cristalina do Ritonavir, termodinamicamente mais estavel e muito
menos sollvel, que posteriormente ficou sendo conhecida como forma I
(CHEMBURKAR et al., 2000; MORISSETTE et al., 2003). Como a venda anual do
ritonavir estava estipulada em 250 milhdes de ddlares por ano, a sua retirada do
mercado mundial, desencadeou um prejuizo financeiro de aproximadamente meio
bilh&o de dolares a companhia Abbott® (FARIAS, 2015).

Apés o0 ocorrido, houve um aumento expressivo no numero de artigos
cientificos relatando sobre a tematica e propondo maneiras de identificar e quantificar

polimorfos em comprimidos (FARIAS, 2015).

Alguns autores destacam que a maior parte dos compostos organicos e

inorganicos de importancia farmacéutica podem existir em uma ou mais forma



cristalina, sendo cristalizados em diferentes tipos de empacotamento e/ou
conformacdes (VIPPAGUNTA et al.,, 2001). De forma ainda mais precisa, Stahly
(2007) destaca que entre 80-90% os compostos organicos farmacéuticos podem
sofrer mudancgas na sua estrutura cristalina, que ocorrem quando sao submetidos ao
processo de fabricacdo, embalagem e estocagem. Exemplos de etapas da producéo
de sélidos farmacéuticos que podem provocar transicdes polimorficas sao: reducéo
do tamanho de particula, granulacdo, secagem, compressao, revestimento, entre
outras (ZHANG et al., 2004).

Essas possiveis transicdes entre as formas polimérficas podem causar
problemas de formulagdo. Na inddstria farmacéutica, a ocorréncia inesperada de uma
transicdo polimorfica pode gerar sérios problemas referentes a qualidade dos
farmacos, causando atrasos no desenvolvimento da formulacao, interrupcdes de

fabricacdo ou cancelamento da comercializagdo (RAW et al., 2004).

Sendo assim, a escolha da formulacdo adequada é de suma importancia na
etapa de desenvolvimento do farmaco, uma vez que, estruturas cristalinas distintas
acarretardo em diferentes propriedades fisicas e quimicas (SINGHAL & CURATOLO,
2004). Logo, a compreensao dos possiveis polimorfos que um API pode apresentar é
indispensavel para indicar o polimorfo mais apropriado para uma determinada

formulacao.

Embora um farmaco possa coexistir em duas ou mais formas polimorficas ou
fases cristalinas, geralmente o polimorfo escolhido na linha de producdo é o mais
estavel termodinamicamente, para garantir que ndo ocorra transi¢cao polimérfica ao
longo de sua vida util nas condi¢cdes adversas ao qual é submetido no processo de
producdo e armazenamento do farmaco (SINGHAL & CURATOLO, 2004). No entanto,
o polimorfo mais estavel, exibe, normalmente, maior ponto de fusdo, menor

solubilidade e consequentemente menor biodisponibilidade (DE ARAUJO et al., 2012).

Os sélidos amorfos, apesar de sua instabilidade quimica, sdo de grande
interesse para as indastrias farmacéuticas, pois a sua dissolu¢do em fluidos organicos
e facilitada pelo o fato de seu estado energético ser maior do que quando em estrutura
cristalina, minimizando assim, o gasto de energia para o rompimento de uma estrutura
cristalina e a sua taxa de solubilidade torna-se mais elevada. No entanto, por serem

instaveis a sua transicdo polimorfica pode ocorrer facilmente para uma estrutura



cristalina mais estavel. Com isso, é possivel afirmar que o uso de amorfos como API
exigiria uma série de recursos na linha de producéo, estocagem e transporte o que

tornaria o produto final com pre¢co mais elevado que o normal (FARIAS, 2015).

Ha situacdes especificas, em que o desenvolvimento de uma forma
metaestavel ou amorfa pode ser justificado, em virtude do beneficio médico
alcancado. Essas situacdes incluem o aumento da taxa de dissolucdo ou maior
concentracdo, de modo a obter uma rapida absor¢cdo pelo organismo, e ainda a
situacdo em que a droga permanece amorfa apesar dos esfor¢cos extensos para
cristalizar (SINGHAL & CURATOLO, 2004).

Dessa forma, pelo fato de haver a possibilidade de ocorréncia de transicao
polimérfica durante o processo de fabricacdo, embalagem e estocagem do API é
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que identifique a transicédo
polimdrfica em tempo real, durante o processo de producao, de forma que haja um
controle do polimorfismo de substancias medicamentosas para garantir a qualidade,

seguranca e desempenho do produto final.

1.3 Aindustria de genéricos e quebra de patentes

A lei sobre medicamentos genéricos (lei N° 9.787, datada de 10/02/1999)
impulsionou o crescimento da industria de farmacos no Brasil. Essa lei descreve que
o medicamento genérico deve ser similar ao farmaco de referéncia ou inovador, que
se pretende ser como este intercambiavel, sendo comprovada a sua eficacia,
seguranca e qualidade. Geralmente os medicamentos genéricos sao produzidos apos
a expiracao ou renuncia da protecéo da patente ou de outros direitos de exclusividade.
Além disso, a lei destaca ainda, que os farmacos genéricos devem apresentar

melhores condicdes de precos (ARAUJO et al., 2010).

De acordo com o levantamento realizado pela revista “Exame” em maio de
2015, as dez maiores empresas do ramo no mercado brasileiro movimentaram um
montante de 1,5 bilhdes de délares no primeiro trimestre de 2015 (EXAME, 2015). O
valor mencionado da uma ideia da relevancia econdmica do setor na economia

brasileira.



Do ponto de vista comercial ou econdmico a quebra da patente traz grande
mudanca na captacdo de recursos das empresas que desenvolveram o farmaco de
referéncia e detiveram o direito de comercializacdo pelos anos que a patente

assegurou o direito exclusivo de venda.

Em raz&o da concorréncia estabelecida por conta da lei de medicamentos
genéricos, as empresas detentoras do farmaco de referéncia recorreram a outros
meios legais para garantir a lideranca na venda de seus farmacos. Um dos recursos
utilizados por tais empresas, afim de evitar a concorréncia direta, € patentear polimorfo
que apresenta: maior estabilidade, melhor biodisponibilidade, ou ainda melhor
processabilidade, isto é, polimorfo que melhor se adéqua a linha de producéo
(MENDES et al., 2014).

E importante enfatizar que os anos de producdo sem concorréncia fazem com
gue a empresa do farmaco de referéncia tenha vantagem de realizar os estudos que
indicam qual a melhor forma polimérfica de se obter para fins industriais e de
biodisponibilidade, fazendo com que essa empresa esteja sempre um passo a frente
da industria de genéricos. Sendo assim, quando a patente do API esta em vias de ser
guebrada, a patente dos polimorfos que geram os melhores resultados para a
formulacdo do farmaco é depositada, protegendo a empresa lider e garantindo o
monopdlio juridico de comercializacdo por muito mais tempo. Como a forma
polimorfica € patenteada pela empresa lider, a industria de genéricos ndo pode
produzir o mesmo polimorfo. Caso isso ocorra havera uma série de implicacdes
juridicas que causara grande impacto econdémico na industria que faz o farmaco

genérico.

Pelo que foi exposto até 0 momento justifica-se a pesquisa que desenvolva
meétodos analiticos para qualificar e quantificar as formas polimorficas presentes em
uma formulagéo farmacéutica. Com esse método analitico em méos, tanto a industria
de genéricos quanto os 6rgaos reguladores podem controlar a qualidade dos produtos

a serem comercializados.



1.4 Producéao de farmacos genéricos

Anualmente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) elabora uma
lista de farmacos que tiveram suas patentes quebradas, ou vencidas pelo tempo, e
gue serdo produzidos pela industria de farmacos genéricos. A lista referente aos anos
de 2010 até 2015 conta com 165 medicamentos inéditos, a grande maioria em estado
sélido (ANVISA, 2017). Todos esses medicamentos possuem um farmaco de
referéncia, possivelmente protegidos por patente para o polimorfo de maior
biodisponibilidade e termodinamicamente estavel para a manipulacdo na linha de

producéao.

1.4.1 Cloridrato de Sertralina

O cloridrato de sertralina esta entre os farmacos que tiveram liberacdo da
ANVISA para ser produzido na industria nacional. Esse farmaco foi aprovado pela
FDA sob a marca comercial Zolof® (AL-NIMRY & JABER, 2017). E utilizado para
tratamento de depresséo acompanhado de sintomas de ansiedade, sendo indicado
para o tratamento de uma série de transtornos, como: transtorno obsessivo
compulsivo (TOC), transtorno do estresse pés-traumatico (TEPT) e transtorno de
ansiedade social (Fobia Social) (ZHOU & FOLEY, 2004). Sua introdu¢do ao mercado
ocorreu em 1991 pela Pfizer, sendo em 2013, o antidepressivo mais prescrito e a
segunda medicacao psiquiatrica mais prescrita no mercado varejista dos EUA, com
mais de 41 milhdes de prescricdes (ANERAO et al., 2016).

A férmula molecular do cloridrato de sertralina é Ci7HisCIsN, sua massa
molecular é de 342,7 g.mol?, sua nomenclatura IUPAC é cloridrato de cis-(1S , 4S)-
4-(3,4-diclorofenil)-1,2,3,4-tetra-hidro-N-metil-1-nanftalenamina (ZHOU & FOLEY,

2004) e sua estrutura molecular em duas dimensdes se apresenta na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura molecular do cloridrato de sertralina em duas dimensoes.
Fonte: Schwartz et al. (2002).

Existem registros de até 28 formas do cloridrato de sertralina, incluindo 17
polimorfos, 4 solvatos, 6 hidratos e uma fase amorfa, conforme descrito em patentes
(ALMARSSON et al., 2003; CHAVAN & KADAM, 2016; HE et al., 2010). Portanto, é
um composto farmacéutico que apresenta alta probabilidade de sofrer transicao
polimérfica (CHAVAN & KADAM, 2016; REMENAR et al., 2003). Essa transi¢cao pode
ser facilitada durante a manipulacéo realizada na linha de producéo e estocagem do

farmaco.

O polimorfo | do cloridrato de sertralina (SRTL-I) € a forma utilizada
comercialmente nos comprimidos (ALMARSSON et al., 2003). A Tabela 1 apresenta
as 28 formas conhecidas do cloridrato de sertralina e suas respectivas patentes. Nas
patentes sdo exemplificados os métodos de preparacdo e as técnicas de
caracterizacdo de cada forma polimérfica. Essas formas diferem entre si em sua
estabilidade, propriedades fisicas e quimicas, dados espectrais e seus métodos de

preparacao.



Tabela 1: 28 formas conhecidas do cloridrato de sertralina e suas respectivas

patentes.
Polimorfos Patentes

| US 5,248,699

Il US 5,248,699

[l US 5,248,699

v US 5,248,699

\ US 5,248,699
VI WO 00/32551 A1
Vi WO 00/32551 Al
VI WO 00/32551 Al
IX WO 00/32551 A1
X WO 00/32551 Al
Xl WO 00/32551 Al
Xl WO 00/32551 Al
X WO 00/32551 Al
XV WO 00/32551 Al
XV WO 00/32551 Al
XVI WO 00/32551 Al
T1 EP 0928 784 Al
CsC2 WO 01/32601 Al

Hidrato CSC1
CSC1 90% RH molhado
CSC1 90% RH seco
CSC1 50% RH
CSC1 20% RH
CSC1 0% RH seco
Solvato de metanol
Solvato de etanol
Solvato de isopropanol
Amorfo

WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 01/32601 Al
WO 00/32551 Al

Fonte: Almarsson et al. (2003).

Dentre os polimorfos, solvatos e hidratos mostrados na Tabela 1, dependendo
das condicbes pelo qual o APl é submetido no processo de producéo, o polimorfo
comercializado pode se converter facilmente em outras formas polimérficas. Essas
condi¢des incluem: exposicdo a determinados solventes (dgua, metanol, etanol,
isopropanol, entre outros), exposicao a diferentes condi¢cdes de umidades relativa do

ar, exposicao a altas temperaturas, dentre outros fatores.

A forma lll, por exemplo, é obtida a partir da exposicdo do SRTL-I em
temperaturas em torno de 180 °C. A forma VI (SRTL-ET) € um solvato produzido a
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partir da dissolucdo do STRL-I em alcool etilico. O SRTL-ET dar origem aos polimorfos
V, Vil e VIII (SCHWARTZ et al., 2002). A forma VII é obtida por meio da dissolu¢éo do
SRTL-ET em agua e também é classificado como um hidrato (ALMARSSON et al.,
2003), aqui designado como SRTL-H. Os hidratos, geralmente apresentam uma taxa
de dissolucdo menor do que os seus respectivos anidros (PUDIPEDDI; SERAJUDDIN,
2005). Adicionalmente, a secagem da forma SRTL-H em temperatura em torno de 50
°C origina-se o polimorfo IX (SCHWARTZ et al., 2002).

Dessa forma, € possivel encontrar mais de uma forma polimorfica na
formulacédo comercializada devido as caracteristicas de producdo do farmaco, o que
justifica a importancia de realizar analise do produto final para avaliar se ocorreu

alguma transicao durante o processo de producao.

Conforme descrito por Farias e Carneiro (2014a) a mudanca de fase cristalina
é facilitada no processo de granulacdo por via Umida, na qual é adicionada agua ao
processo para a formacdo de granulos e essa granulacdo é alocada em um leito
fluidizado, passando pelo processo de secagem seguido do processo de Kiln drying,
onde a umidade é evaporada por troca de calor por meio de correntes de ar quente.
Logo, existe a possibilidade de mais de uma forma polimérfica coexistir na mesma
formulacdo. Além disso, as transi¢des polimérficas ainda podem ocorrer por conta da
transferéncia de umidade entre excipientes e APl conforme evidenciado por alguns
pesquisadores (FARIAS et al., 2016), onde comprovam que a hidratacéo do farmaco

Ezetimiba foi promovida pela umidade presente em excipientes.

A FDA elaborou um Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (BCS, do inglés
Biopharmaceutical Classification System) que € amplamente aceito e citado em varios
estudos. Esse sistema baseia-se na permeabilidade (absorcéo por parte dos tecidos)
e a solubilidade do farmaco (capacidade de se solubilizar no organismo) e classifica
os farmacos em quatro classes (FDA, 2015), como pode ser visualizado no grafico

exposto na Figura 3.
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Permeabilidade

Solubilidade

Figura 3: Sistema de classificagdo BCS.
Fonte: Farias (2015).

Conforme exposto no gréafico da Figura 3 pode-se observar que os farmacos de
classe | possuem alta solubilidade e alta permeabilidade, na classe Il os farmacos sao
pouco solluveis e altamente permeaveis, na classe Ill os farmacos sdo altamente
sollveis e pouco permeaveis e na classe IV os farmacos sdo pouco soluveis e pouco

permeaveis.

De acordo com o sistema de classificacao biofarmacéutica da FDA o cloridrato
de sertralina comercializado pertence a classe Il, sendo pouco solivel e bem
permeavel (SUTTON et al., 2006). A sua solubilidade em agua é de 3,6 mg.mL* a
temperatura ambiente (WARRIER et al., 2012) e sua biodisponibilidade por
administragcdo via oral é de 44 % (AL-NIMRY & JABER, 2017). Logo, se ocorrer a
transicdo polimorfica para um polimorfo de menor solubilidade havera menor

disponibilidade do APl no organismo, prejudicando o tratamento médico proposto.

1.5 Orgaos regulamentadores e técnicas analiticas utilizadas na identificac&o
de polimorfos

Leis e normas que regulamentam a industria farmacéutica tém como objetivo
proteger os consumidores, levando a uma producao sistematica de medicamentos
para garantir qualidade, pureza e eficacia (RAGO & SANTOSO, 2008). O 6rgéo

regulamentador mais importante em nivel mundial é a FDA, que estabelece os
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parametros de qualidade para os produtos comercializados nos Estados Unidos. No

Brasil o 6rgao regulamentador € a ANVISA.

Como relatado anteriormente, devido aos problemas ocorridos com a transi¢ao
polimérfica do Ritonavir a FDA langou um guia, datado de 2007, com um conjunto de
analises necessérias para se comprovar a qualidade do farmaco. Este guia destaca
ainda a responsabilidade da empresa em controlar a fase cristalina caso a qualidade

do produto final possa ser afetada (FDA, 2007).

Em geral, as instituicdbes que elaboram farmacopeias sado responsaveis por
estabelecer os critérios de analise de farmacos, além de alguns atributos de controle
de qualidade como porcentagem maxima e minima permitidas do APl num
medicamento. A farmacopeia americana United States Pharmacopeia (USP) é a mais
aceita ao redor do mundo (USP,2008). A FDA, o6rgao regulamentador americano,
utiliza a USP como base para elaborar o conjunto de normas para controle de

qualidade dos farmacos.

A USP apresenta diversos métodos analiticos para serem utilizados no controle
de qualidade da matéria prima e do produto acabado, sendo a principal técnica a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A CLAE é absoluta entre as técnicas
instrumentais utilizadas na industria farmacéutica, estando presente na analise de
pureza de matéria-prima, estudos de degradacdo, quantificacdo de impurezas,
liberacdo de produto acabado, testes de dissolucao entre outras analises (SUCHARA,
2007).

Contudo, a CLAE é uma técnica ineficaz para analise de polimorfismo devido
ao fato deste ser uma caracteristica de compostos organicos em estado solido e a
natureza das analises da CLAE ser em estado liquido (HENNIGAN; RYDER, 2013).
Outras técnicas analiticas em conjunto sdo necessarias para analises de polimorfismo

em farmacos como sugerido pela FDA (FDA, 2007):
Analises térmicas

e Analise Calorimétrica Exploratéria (DSC, do inglés Diferential Scanning
Calorimetry).
e Microscopia em estagio quente (HSM, do inglés Hot Stage Microscopy).

e Analise Termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis).
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Andlises por difratometria
¢ Andlise Difracdo de Raios X (DRX).
Analises espectroscopicas

e Espectroscopia vibracionais: Infravermelho Proximo (NIR, do inglés Near
Infrared); Infravermelho Médio (MIR, do inglés Mid Infrared) e Espectroscopia
Raman.

¢ Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Soélido (SSNMR, do inglés Solid

State Nuclear Magnetic Resonance).

Contudo, a utilizacao de tais técnicas analiticas depende do tipo de informacéao
gue se deseja obter acerca do polimorfo (HU et al., 2010). Muitas vezes deseja-se
conhecer as propriedades fisico-quimicas como, ponto de fusdo, taxa de solubilidade,
tipo de cristal formado entre outros. Nesse contexto necessita-se utilizar mais do que
uma técnica analitica, como por exemplo, DSC e DRX. Porém, se o objetivo da andlise
for a quantificacdo de misturas polimérficas que pode ocorrer na linha de producéo,
pode-se utilizar espectroscopia NIR ou Raman (HENNIGAN & RYDER, 2013). No
Brasil, a ANVISA sugere as técnicas analiticas citadas pela FDA, mas ainda nao
nomeou um método padrdo para a quantificacdo de polimorfismo em farmacos
(ANVISA, 2013). A seguir serdo descritas uma breve revisdo e conceitos tedricos das
técnicas analiticas utilizadas para caracterizacdo e quantificacdo de polimorfismo

empregadas nessa pesquisa.

1.5.1 Andlises Térmicas: DSC e TGA

A analise térmica pode ser definida como um conjunto de técnicas nas quais a
propriedade da amostra a ser analisada € monitorada em funcdo do tempo ou
temperatura, em que a temperatura da amostra € submetida a uma programacgéao

controlada sob uma atmosfera especifica (PINDELSKA et al., 2017).

As técnicas térmicas podem ser utilizadas para monitorar processos
endotérmicos como: fusdo, ebulicdo, sublimacéo, vaporizacdo, dessolvatacao,

transicOes de fase sdlido-solido, e degradacdo quimica, assim também como



14

processos exotérmicos: cristalizacdo e decomposicdo oxidativa. Além disso, podem
ser utilizadas de forma adequada para o estudo de polimorfismo e solvatomorfismo
em farmacos e excipientes, sendo empregadas como técnicas de rotina para estudos
de pré-formulacdo e no controle de qualidade de substédncias medicamentosas
(GIRON, 1995).

Dentre as técnicas de andlises térmicas, destaca-se a DSC e a TGA, como
sendo as mais comumente utilizadas para o estudo do polimorfismo e solvatomorfismo
(PRADO & ROCHA, 2015). Essas técnicas podem ser empregadas na caracterizacao,
avaliacdo de pureza, compatibilidade de formulagédo farmacéutica, identificacdo de
polimorfismo, estabilidade e decomposi¢cédo térmica de farmacos (OLIVEIRA et al.,
2011). Esses métodos, de forma separada ou em conjunto, sdo frequentemente os
primeiros passos para a pesquisa de polimorfismo e determinacdo de sua
estabilidade, em virtude da rapidez com que se obtém os resultados, sendo

necessario apenas pequenas quantidades de amostras (GIRON, 1995).

Das duas técnicas térmicas supracitadas, a DSC é a técnica mais
frequentemente utilizada, especialmente por sua velocidade, simplicidade e
disponibilidade (SKOOG et al., 2009). A DSC mede a diferenca de energia fornecida
entre um material de referéncia e a amostra que se deseja fazer a andlise térmica, em
funcéo de um programa de aguecimento ou resfriamento. Essa diferenca de fluxo de
calor entre a amostra e a referéncia é referente ao processo endotérmico ou
exotérmico ocorrido na amostra (BERNAL et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2011).

Os eventos térmicos ocorridos na andlise de DSC sao, geralmente, registrados
em um grafico de fluxo de calor versus temperatura ou tempo, chamado de
termograma. Caso ndo haja nenhum evento térmico com a amostra, observa-se uma
reta no termograma. Por outro lado, quando ha algum evento exotérmico, com
liberacdo de calor, € observado um pico para cima no termograma, verificando-se um
aumento na temperatura durante o processo. Para um evento endotérmico, com
absorcao de calor, verifica-se a diminuicdo na temperatura da amostra, resultando em

um pico em sentido oposto (BERNAL et al., 2002).

Dos trés tipos de instrumentos de DSC (DSC de compensacéo de poténcias,
DSC de fluxo de calor e DSC modulado), cujo suas definicbes e diferengcas sao
encontradas nas referéncias (SKOOG et al., 2009; BERNAL et al., 2002), a Figura 4
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apresenta uma curva tipica resultante de um experimento DSC para uma amostra
genérica. Uma discussdo mais detalhada de como interpretar o termograma para

andlise qualitativa e quantitativa foi apresentada por Bernal e colaboradores (2002).
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Figura 4: Curva genérica para um experimento DSC. |) mudanca de linha de base sem pico; Il e lll)
picos endotérmicos; IV) pico exotérmico.
Fonte: Bernal et al., 2002.

A DSC possui diversas aplicacdes. No setor farmacéutico, por exemplo, podem
ser utilizadas para a caracterizacao térmica e determinacdo da pureza de farmacos,
estudos de compatibilidade entre os constituintes da formulacao e identificacdo de
polimorfismo com determinacdo das entalpias de cada fase cristalina (OLIVEIRA et
al., 2011). Adicionalmente, caso a transicdo de fase ocorra pela a influéncia da
temperatura, por meio de aquecimento ou resfriamento repetidos é possivel
determinar se tais transi¢cdes sdo fenbmenos enantiotrépicos reversiveis ou eventos

monotropicos irreversiveis (PINDELSKA et al., 2017).

Uma desvantagem da DSC é a dificuldade de interpretacédo da curva quando
ha mais de dois eventos térmicos ocorrendo de maneira sobreposta ou em
temperaturas muito proximas (CHIENG et al., 2006). Logo, a diferenciacdo de

polimorfos através de DSC pode ser falha e necessitar de outra técnica analitica.

A TGA é uma técnica térmica mais simples, na qual variagcdo da massa da
amostra em uma atmosfera controlada € determinada em funcéo da temperatura ou

tempo. Dois tipos de analise de TGA utilizados sao: TGA dinamico, onde “a amostra
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€ colocada sob as condicbes de um aumento continuo de temperatura, geralmente
linear com o tempo” e TGA isotérmico/estatico, na qual “a amostra € mantida na
condicao/temperatura durante um periodo de tempo adequado o qual a variacdo na
massa da amostra € medida” (PINDELSKA et al., 2017). A Figura 5 apresenta um

exemplo de TGA dinamico para o farmaco ezetimiba na sua forma anidra e hidratada.
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Figura 5: TGA dindmico para ezetimiba hidratada (circulo) e ezetimiba anidra (quadrado).
Fonte: Adaptado de Farias et al., 2016.

As medidas de TGA fornece informacdes valiosas que podem auxiliar na
caracterizacdo dos eventos térmicos que envolvem perda ou ganho de massa,
podendo obter informacdes Uteis sobre a umidade e o conteddo volatil de um
determinado composto sélido (PINDELSKA et al., 2017). Isso faz da TGA uma
excelente técnica para a quantificacdo de hidratos e solvatos, permitindo a sua
distincdo entre os seus respectivos anidros. A medida que a amostra vai sendo
aguecida, a perda de massa ocorre de forma gradual, facilitando assim, o calculo por
meio da relacdo estequiométrica com base na perda de massa (GIRON, 1995).
Contudo, a TGA fornece apenas informacdes sobre o conteudo volatil da amostra,

sem qualquer identificagdo elementar dos volateis (HEALY et al., 2017).

Nesse sentido, a TGA pode ser utilizada como uma técnica complementar em
conjunto com outras técnicas analiticas para a analise de formas cristalinas dos APIs,
contribuindo para uma melhor confiabilidade dos resultados. A TGA foi aplicada com

sucesso em alguns trabalhos na literatura referente ao estudo hidrato-anidro, bem
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como no monitoramento da transi¢do e na identificacdo de polimorfos (BEZERRA et
al., 2016; FARIAS et al., 2016).

1.5.2 Difrag&o de raios X

A difracdo de raios X é um método analitico bastante utilizado para
determinacao de materiais cristalinos, uma vez que reflete as diferencas na estrutura
cristalina de um material solido (CALLISTER JR. & RETHWISCH, 2010). Desde sua
descoberta, por Von Laus, em 1912, a difracao de raios X tem fornecido informagdes
de grande relevancia tanto para a ciéncia, quanto para a industria, sendo uma forma
pratica e conveniente para identificacdo qualitativa de materiais cristalinos (SKOOG
et al., 2009).

Para os sélidos farmacéuticos, a técnica é predominante utilizada para o estudo
e caracterizacdo de formularios de APl. Como os padrdes de difracdo de raios X
diferentes correspondem a distintas estruturas cristalinas, estes padrées podem ser
considerados como “impressdes digitais” de formas cristalinas especificas, o que
facilita a caracterizacdo dos diferentes polimorfos que um API pode apresentar
(PINDELSKA et al., 2017).

Os raios X sao radiacfes eletromagnéticas de altas energias e comprimentos
de ondas pequenos, correspondendo a um intervalo de comprimento de onda que
varia de cerca de 10°A a 100 A (1 A = 0,1 nm = 102 m) (SKOOG et al., 2009). Para
a difracao, o tipo de raio X utilizado é aquele que possui radiacao eletromagnética com
comprimentos de onda entre 0,05 a 0,25 nm, comprimentos de onda da mesma ordem
de grandeza da distancia interatdmica em cristais (HASHEMI & SMITH, 2012).

Quando um feixe de raios X incide na superficie de um material sélido, parte
desse feixe sera dispersa em todas as dire¢des pelos elétrons que estdo associados
a cada atomo ou ion que se encontra na trajetoria do feixe. Quando as ondas
eletromagnéticas espalhadas estdo em fase, hd uma interferéncia construtiva (isto €,
guando os pontos maximos de uma onda se coincidem com os pontos maximos de
outra, de forma que a amplitude da onda resultante € maior que as que lhe deram
origem). Por outro lado, quando as ondas eletromagnéticas estao fora de fase ha uma

interferéncia destrutiva (ou seja, quando os pontos maximos de uma onda ocupam 0s
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pontos minimos de outra, e vice-versa, de maneira que as amplitudes
correspondentes se cancelam ou se anulam mutuamente) (CALLISTER JR. &
RETHWISCH, 2010).

Portanto, somente as ondas eletromagnéticas que sofrerdo interferéncia
construtiva criam um padréo de difracdo onde se pode retirar informacdes acerca do
sélido. Esse padréo de difracdo esta diretamente relacionado a distancia que separa

os planos em um cristal e pode ser descrito segundo a lei de Bragg.

1.5.2.1 Lei de Bragg

As condi¢des necessérias para a difracdo de raios X para um arranjo regular
de atomos sdo que o0 espacamento interatdmico deve ser aproximadamente o mesmo
gque o comprimento de onda de radiacdo e que os centros de espalhamento da
radiacao incidente devem estar espacialmente distribuidos em um arranjo periodico
(SKOOG et al., 2009).

A Figura 6 mostra um esquema que exemplifica como pode ocorrer o fenbmeno
da difracdo, onde pode-se observar dois planos atdmicos paralelos A-A’ e B-B’, os
quais possuem indices de Miller h, k e |, e que estdo separados por uma distancia

interplanar dnki.
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Figura 6: Representacdo esquematica da difracéo de raios X por planos de 4tomos (A-A’ e B-B’).
Fonte: Adaptado de Callister Jr. e Rethwisch (2010).
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Considerando que um feixe de raios X paralelo, com mesmo comprimento de
onda (monocromatico) A e em fase, incide sobre os planos A-A’ e B-B’ em um angulo
8, e que dois raios nesse feixe, identificados como 1 e 2, séo refletidos pelos atomos
P e Q. Se o feixe 2 incidente em Q sofrer difracdo e percorrer um caminho 6tico (d)
maior que o feixe 1 difratado em P, havera uma interferéncia construtiva das ondas
difratadas se a distancia entre os planos A-A’ e B-B’ forem um numero inteiro, n, de
comprimentos de onda incidente. Assim, pode-se dizer que a diferenca de caminho
otico entre os planos A-A’ e B-B’ é dada por:

ni= 6 (1)

Na Figura 6 vé-se que a diferenca de caminhos 6ticos dos feixes incidentes e
difratados nas trajetérias 1-P-1’ e 2-Q-2’, bem como a distancia dnk entre os planos A-

A’ e B-B’ pode ser dada por:

5=S0Q0+ QT = 2QT 2)
Por meio das equactes 1 e 2, e as relacdes geométricas obtém-se a seguinte
deducéo:
6 R
5= PQ sen 6 3)
d =2dnisen (4)
nA = 2 dnasen 6 (5)

A Equacao 5 é de fundamental importancia e € conhecida como Lei de Bragg,
onde n é a ordem de reflexdo ou ordem de difracdo, que pode ser qualquer nimero
inteiro (1,2,3,...). Através dessa equacéo € possivel relacionar o comprimento de onda
dos raios X e 0 espacamento interatdmico ao angulo do feixe difratado, caso a Lei de
Bragg ndo seja satisfeita, temos uma interferéncia de natureza destrutiva com feixe
difratado de muita pouca intensidade (CALLISTER JR. & RETHWISCH, 2010).

E importante destacar, que n&o é possivel determinar a estrutura de um cristal
tomando como base somente a Lei de Bragg. Sua aplicacdo esta associada as

possiveis maneiras que um feixe de raios X monocromatico em fase € incidido e
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difratado no reticulo cristalino. Logo, os padrées de difracdo estdo diretamente
associados ao arranjo cristalino do sélido. Em 1848, Auguste Bravais demonstrou que
apenas 14 estruturas eram possiveis, que resultam da combinacg&o dos sete reticulos
cristalinos primitivos, conhecidos como redes de Bravais (CALESTANI, 2002). As

redes de Bravais estdo ilustradas na Figura 7.
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Figura 7: As 14 estruturas cristalinas possiveis para um sélido (redes de Bravais).
Fonte: Adaptado de Kadam e Chavan (2016).

Como pode ser observado na Figura 6 a distancia entre os dois planos de
atomos vizinhos e paralelos € uma funcao dos indices de Miller (h, k e 1), assim como
do (s) parametro (s) de rede, sendo representados por a, b e ¢ para o caso de
estruturas cubicas. Em estruturas cristalinas com simetria cubica possuem a relacao
descrita na equacado 6 (CALLISTER JR. & RETHWISCH, 2010):

a

N o €

onde a é o parametro de rede.
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Essa relacdo permite o calculo das distancias entre os planos de um cristal.
Existem relacdes semelhantes a Equacao 6, contudo mais complexas, para 0s outros
sistemas cristalinos incluidos na Figura 7, o que permite a elucidagdo completa a

estrutura do cristal.

A Figura 8 representa esquematicamente as caracteristicas do aparato
experimental do instrumento de difracdo de raios X. Na Figura 8 vé-se que um feixe
de raios X monocromético é gerado no ponto T e atinge a amostra no ponto S e as
intensidades dos feixes difratados na amostra sédo detectados no ponto C. O detector
e a amostra estdo interligados mecanicamente, de tal modo que uma rotacdo da
amostra por um angulo 8 € acompanhada proporcionalmente de uma rotagéo 26 pelo
detector por meio do eixo O, isto garante que o angulo de incidéncia e de reflexdo
sejam mantidos iguais um ao outro, assegurando que a lei de Bragg seja satisfeita
(CALLISTER JR. & RETHWISCH, 2010).

o0

80- 100°
Figura 8: Esquema de um instrumento de Difracéo de raios X; T = fonte de raios X, S = amostra, C =

detector e O = 0 eixo ao redor do qual giram a amostra e o detector.
Fonte: Callister Jr. e Rethwisch (2010).

A difracdo ocorre em todas as dire¢des e forma um cone de difragdo, onde cada
plano do cristal reflete um cone diferente e a variagdo no angulo de incidéncia da
radiacdo na amostra faz com que apareca varios padroes de difracdo. Apesar da
difracdo dos raios X ser tridimensional, o detector € bidimensional, logo o padréo que

se observa no detector é algo parecido com o que se observa na Figura 9, onde cada
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linha a esquerda e a direita € referente a difracdo de um determinado plano

cristalografico.

Figura 9: Sensibilizacdo do detector pelas linhas de difracéo referente aos planos do cristal.
Fonte: Farias (2015).

1.5.3 Técnicas vibracionais: espectroscopia Infravermelho e Raman

Desde do inicio da década de 1990, a espectroscopia Raman evoluiu
consideravelmente para se tornar uma técnica promissora para analise de materiais
farmaceuticamente importantes no estado solido, encontrando muitas aplicacées na
industria farmacéutica tais como identificacdo de polimorfos, determinacao
guantitativa de APl (CALVO et al., 2018a) e distribuicdo do APl em comprimidos por
mapeamento Raman (ZHANG et al., 2005).

A espectroscopia Raman pode ser utilizada em laboratérios para aplicacdes de
controle de qualidade, mas também para analise on-line em projetos de “Tecnologia
Analitica em Processo” (PAT, do inglés, Process Analytical Tecnology) (CHEN et al.,
2008; DE BEER et al., 2008). Outras ferramentas analiticas classicas tem sido
utilizadas para identificacdo de farmacos e de falsificacdes de farmacos, tais como
cromatografia liquida (YAO et al., 2007), ressonancia magnética nuclear (PINDELSKA
et al., 2017) e espectroscopia no infravermelho proximo (DE PEINDER et al., 2008;
DOWELL et al., 2008; KANDPAL et al., 2017; ROGGO et al., 2007; VREDENBREGT
et al., 2006).

Conforme relatado até o momento existe uma grande quantidade de técnicas
analiticas que podem ser utilizadas para identificacdo e quantificacdo de polimorfos.
No entanto, se faz necessario para atender as necessidades da industria
farmacéutica, o estudo de métodos analiticos que sejam rapidos o suficiente para que
se gerem dados com velocidade compativel ao ritmo de producéo das industrias afim
de se evitar prejuizos (CALVO et al., 2018a), bem como utilizar técnicas que permitam
0 uso em campo, sendo entdo portateis, com o menor custo possivel e que ainda

gerem poucos residuos. Dentre as técnicas sugeridas pela FDA apenas as técnicas
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de espectroscopia vibracionais sdo capazes de atender aos requisitos supracitados,
uma vez que a CLAE nao discrimina polimorfismo e as técnicas de raios X nao

possuem aparelhos que possam ser transportados a campo.

A espectroscopia Raman é uma técnica rapida se comparada com as técnicas
cromatograficas (HENNIGAN & RYDER, 2013). Normalmente é necessario menos de
1 minuto para que a amostra seja analisada, além de ser uma técnica que nao é
destrutiva, ndo invasiva, portanto, € possivel ser usado em aplicacbes de
monitoramento em tempo real (CALVO et al., 2018a). Comparando a espectroscopia
NIR com a Raman, a Ultima possui seletividade bastante superior a primeira, sendo
possivel encontrar picos seletivos para cada substancia que compde o farmaco
(ROGGO et al., 2010). Frente as técnicas de espectroscopia vibracional (NIR e MIR)
a espectroscopia Raman apresenta algumas vantagens que serdo evidenciadas a
seguir e para tanto sera apresentada uma breve elucidacao de como as técnicas de

espectroscopia vibracional funcionam.

As técnicas espectroscopicas baseiam-se na interagcdo entre a radiacao
eletromagnética e a matéria. A espectroscopia vibracional engloba a faixa
eletromagnética do espectro que vai de 12800 a 10 cm?, regido na qual as ligacoes
quimicas em moléculas vibram (SKOOG et al., 2009). Essa regido espectral pode ser
subdividida em 3 regifes: infravermelho distante (FIR, do inglés Far-infrared),
infravermelho médio e infravermelho proximo. As faixas de comprimento de onda,
namero de onda para as distintas regides do infravermelho, bem como as suas

frequéncias sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2: Regibes espectrais do infravermelho.

Comprimento de onda ~ NUmero de onda  Frequéncias (v), Hz.

Regiao
(4), um () cm?
5Xi 3,8x10%—-1,2x
Proximo 0,78a25 12800 a 4000 101
Adi 1,2 x 104 - 6,0 x
Médio 2.5a50 4000 a 200 o
Distante 50 a 1000 200 a 10 6,0 x 1%?1— 3,0 x

Fonte: Skoog; Holler; Crouch (2009).

A regido vibracional do infravermelho de interesse na quimica, inclui radiagéo

com numero de onda entre 4000 a 400 cm. A espectroscopia por infravermelho esta
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associada com a absorcao de energia, dessa forma quando uma molécula é atingida
por um feixe de radiacdo eletromagnética nessa regido do espectro, a mesma ira
absorvé-la causando mudanca nos seus modos vibracionais. Essas vibracbes
induzidas pela radiacdo compreendem frequéncias vibracionais de estiramentos e

dobramento das ligacbes das moléculas (PAVIA et al., 2015).

No infravermelho, as moléculas s6 absorvem as frequéncias de radiacdo
equivalentes as frequéncias vibracionais naturais das mesmas, e a energia absorvida
aumenta a intensidade dos movimentos vibracionais de suas ligacées (PAVIA et al.,
2015). Essas frequéncias podem ser descritas de maneira simplista por um modelo
de mola no qual os &tomos de uma molécula encolhem e se alongam em torno de
uma posicao de equilibrio (GENDRIN et al., 2008). E como as vibracfes dos atomos
ocorrem em valores especificos de frequéncia, caracteristicos de grupos funcionais
que constituem as espécies quimicas, a espectroscopia de absorc¢ao no infravermelho
vem sendo uma técnica bastante valiosa na caracterizacdo de materiais (PAVIA et al.,
2015).

Contudo, um impasse dessa técnica € que apenas moléculas que possuem
momento dipolo elétrico podem absorver radiacdo no infravermelho, dessa forma,
para haver transferéncia de energia, uma ligacdo deve apresentar um dipolo elétrico
que mude na mesma frequéncia do campo eletromagnético da radiacdo incidente,

alterando assim, os modos de vibracéo (PAVIA et al., 2015).

Na espectroscopia de NIR e MIR os espectros relacionam a energia absorvida
a cada comprimento de onda. O espectro de NIR é resultante de combinacdes de
vibracBes quimicas nas moléculas, bem como da sobreposicdo dessas vibracoes
(overtones), ja o espectro de MIR é resultante de uma quantidade menor de energia
onde a frequéncia de energia é suficiente apenas para que as moléculas vibrem e
rotacionem (CHALMERS et al., 2002), o espectro de MIR pode ser observado na
Figura 10. Neste espectro pode-se observar que 0s picos sao numerosos e finos
devido as transi¢cdes fundamentais, permitindo o reconhecimento de grupos funcionais

e, portanto, da molécula.
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Figura 10: Espectro de MIR para um API.
Fonte: Adaptado de Gendrin et al., 2008.

Porém, também se observa que a intensidade dos sinais é alta, o que indica
uma alta absorcdo de energia, logo pode ocorrer a saturagéo do sinal e, portanto,
deve-se, muitas vezes, realizar uma diluicdo da amostra em uma matriz que nao

absorva nessa faixa de energia.

Ja no espectro de NIR, na Figura 11, temos uma janela espectral menor com
picos alargados e sobrepostos, tornando dificil uma clara identificacdo dos grupos
funcionais. Quando se utiliza a técnica de NIR geralmente recorre-se a uma analise
estatistica para identificacdo e quantificacdo de uma determinada substancia. Nessa
técnica a absorcéo de energia por parte das moléculas nédo é tdo acentuada como em
MIR e ndo ha saturacdo do sinal, logo ndo se faz necessario nenhum preparo da
amostra e, portanto, a técnica nao precisa destruir a amostra para realizar a andlise.
As andlises podem ser realizadas em recipientes de vidro, que ndo é detectado em
NIR, e em alguns recipientes plasticos dependendo da regido espectral analisada
(GENDRIN et al., 2008).
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Figura 11: Espectro de NIR para um API.
Fonte: adaptado de Gendrin et al., 2008.

A espectroscopia por Raman gera informacdes quimicas semelhantes as
geradas por espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho e também é uma
técnica de espectroscopia vibracional. A diferenca entre elas esta relacionada na
natureza do fenémeno fisico envolvido, uma vez que, diferentemente do infravermelho
gue observa os modos vibracionais associados com a absorgédo, a espectroscopia
Raman baseia-se na observacao de fétons espalhados que ocorrem como resultado

da passagem da luz pela amostra (FARIA et al., 2002).

Na espectroscopia Raman as amostras séo iluminadas por um feixe de luz
monocromatica, geralmente um laser. Quando o feixe de luz atinge a amostra ha um
espalhamento da luz. A diferenca da radiacdo incidente e espalhada é resultado da
interacdo da luz com as moléculas da amostra, onde as estruturas quimicas das
moléculas determinam o espalhamento através da vibragdo das ligag6es moleculares.
Esse espalhamento pode ocorrer de duas maneiras: espalhamento elastico (Rayleigh)
ou inelastico (Efeito Raman), o segundo pode ainda ter comprimentos de onda mais
curto ou mais longo de energia da fonte de luz incidente, gerando o espalhamento
Stokes e anti-Stokes, respectivamente (SGOOK et al., 2009). As duas formas de

espalhamentos podem ser evidenciadas esquematicamente na Figura Raman 12.
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Figura 12: Origens do Espalhamento Rayleigh e Raman.
Fonte: Adaptado de Farias (2015); Tipping et al., 2016.

Conforme pode ser evidenciado na Figura 12, no espalhamento Rayleigh, a
radiacdo espalhada e o feixe incidente tém a mesma frequéncia, ndo havendo
transferéncia de energia entre os fétons incidentes na amostra e os fotons
provenientes do espalhamento, logo nenhuma informacao vibracional molecular
estara nele contida (SKOOG et al., 2009).

No espelhamento do tipo Stokes, a radiacdo espalhada tem menor frequéncia
do que a radiacdo incidente, ou seja, o féton espalhado € menos energético em
comparacdo com féton incidente, e isso ocorre porque parte da energia da radiacéo
incidente é transferida a molécula da amostra que retorna a um estado vibracional de
maior energia. Em contraste, no espalhamento anti-Stokes a molécula ja se encontra
no estado vibracional excitado, neste caso a radiacdo espalhada é maior que a
radiacao incidente, pois ha uma transferéncia de energia da molécula da amostra para
o féton da luz incidente (SKOOG et al., 2009).

Dentre os dois tipos de espalhamento, apenas o inelastico (Stokes e anti-
Stokes) fornece o efeito Raman observado nas analises, porém uma pequena parcela
infinitesimal (1/10° até 1/10°) é espalhado em comprimentos de onda menores ou
maiores, portanto um espalhamento inelastico, que esta associado as vibracdes das
ligagBes quimicas ou distor¢cao das nuvens eletrdnicas das moléculas que é detectado

e da origem ao espectro Raman (GENDRIN et al., 2008).
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O fato de a Espectroscopia Raman lidar com a polarizabilidade da molécula a
torna muito atrativa para analise de polimorfismo no produto final, que esta agregado
com excipientes que em sua maioria sdo sais ou moléculas que possuem ligacdes
muito polarizadas, sendo assim as moléculas de excipientes como Croscamelose
sbdica, Celulose microcristalina, Estearato de Magnésio, Hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), Lactose monohidratada, Laurilsulfato de Sddio, Povidona entre outros,
apresentariam uma intensidade de sinal muito baixa quando comparadas ao sinal do

API, que sdo moléculas altamente polarizaveis.

Na Figura 13 observa-se um espectro Raman de um API, vé-se que ha um
conjunto grande de picos bem definidos em uma larga janela espectral, estes picos
sdo bem seletivos e diferentemente da espectroscopia NIR, torna-se facil identificar
0os grupos funcionais e a molécula em questdo. A espectroscopia Raman é uma
técnica complementar ao NIR e MIR, um bom exemplo estéd no sinal analitico gerado
por ligacdes como S-S e C=C que sdo muito fracas em MIR e esta entre as mais fortes
em Raman (CHALMERS et al., 2002). Uma grande vantagem da espectroscopia
Raman esta na possibilidade de se realizar andalises através de recipientes plasticos
ou vitreos devido a poténcia da fonte de luz utilizada na técnica, logo néo é necessario
preparo de amostra, contudo pode ocorrer fluorescéncia devido ao campo magnético
gerado pela fonte de luz e isso pode atrapalhar a deteccao do sinal Raman (CALVO
et al., 2018a; HENNIGAN & RYDER, 2013).
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Figura 13: Espectro Raman para um API.
Fonte: Adaptado de GENDRIN et al., 2008.
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Micro espectrobmetros Raman, NIR e MIR consistem de 4 partes principais
(HARRIS, 2012):

i. Fonte de Luz.
ii. Monocromadores.
iii. Detector.

iv. Parte Optica.

e Fonte de luz

Em MIR e NIR geralmente se usa uma unica fonte policromética de fonte
térmica, onde um sélido inerte € aquecido entre 1500-2200 K irradiando
uniformemente na regido espectral do infravermelho. No MIR o sdlido utilizado é o
Carbeto de Tungsténio e no NIR um filamento de Tungsténio. No Raman o laser é a
fonte de excitacdo e as fontes tipicas de excitacado na regido visivel do espectro sdo
488 nm (azul), 514 nm (verde), 632 nm (vermelho). No NIR, os comprimentos de onda
mais utilizados sdo 785 nm, 830 nm e 1064 nm. A escolha do comprimento de onda
depende das propriedades de estado soOlido da amostra e sua fluorescéncia.
Comprimentos de onda mais longos previnem a fluorescéncia, mas também fazem
com que a intensidade do espalhamento seja diminuida, j& que a absorcado de luz na

espectrometria Raman ocorre com a quarta poténcia do comprimento de onda.

e Monocromadores

As diferentes técnicas desenvolvidas para selecionar o comprimento de onda
gue se deseja monitorar apresentam suas vantagens e desvantagens, sendo elas:
Transformada de Fourier (FT), filtro ajustavel e espectrébmetros com grade de difracéo.

Esses sdo os 3 principais tipos de espectrdmetros vibracionais.

Os espectrometros do tipo FT coletam informacéo de varios comprimentos de

onda simultaneamente, entre suas inUmeras vantagens estao:

e Rapida aquisicao perante a faixa espectral analisada (tipicamente 1s).
e Alta resolucédo espectral, menor que 2 cm™.

e Alta energia disponivel para o detector, porque ndo ha uso de fendas.
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e Alta reprodutibilidade dos comprimentos de onda por conta da
utilizagéo do laser como espectro de referéncia.

As trés técnicas, MIR, NIR e Raman podem utilizar o interferémetro com
Transformada de Fourier.

Os espectrometros com filtros sdo Uteis para coletar informagdo sobre um
comprimento de onda especifico, fazendo com que os espectrdmetros com filtros
dispensem dispositivos moveis, diversos filtros podem ser dispostos em uma espécie
de roda para que diversos comprimentos de onda possam ser selecionados. Uma
outra alternativa é o filtro ajustavel que controla eletronicamente a transmissao
espectral aplicando-se uma voltagem. Filtros sdo usados principalmente em NIR e

Raman com o objetivo de associar o espectro a imagem (GENDRIN et al., 2008).

Ja a grade de difracdo possui um grande numero de fendas em paralelo,
separadas por uma distancia equivalente ao comprimento de onda da luz. Quando um
feixe de luz policromatico atinge a grade, é dispersado em varias dire¢cdes e o angulo
em que ocorre a disperséo depende do comprimento de onda. Os detectores séao de
ponto Unico, sendo assim apenas um ponto espectral € obtido por posicao da grade,
o0 espectro completo € obtido girando-se a grade o obtendo-se todos os pontos.
Detectores em linha permitem que varios comprimentos de onda sejam captados de
uma sO vez e fendas na entrada e saida da grade fazem com que ndo haja luz
paralisada. Contudo, a carateristica desse dispositivo ndo permite que muita luz atinja
o detector, prejudicando a resolucéo do espectro, este dispositivo também é utilizado

em NIR e Raman.

e Detector

Fotodetectores séo os mais utilizados em NIR e MIR para captar o sinal apos a
separacdo do comprimento de onda. No NIR € utilizado Sulfeto de Chumbo (PbS),
Antimonato de indio (InSb), Arsenato de Galio e indio (InGaAs) ndo congelado. Em
MIR, Telureto de Mercurio e Cadmio (HgCdTe) € o mais utilizado devido a larga
sensibilidade espectral (de 2 a 20 um dependendo da proporcdo entre Cd/Hg). Os

detectores de Raman sao em sua maioria 2D detectores de carga acoplados.
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e Parte Optica

Os espectrometros sao equipados com microscopios para ter resolucao
espacial. As opcdes de aumento dependem do objetivo do estudo, tipicamente sao
aumentos da ordem de 6, 15 e 32x. S&o utilizados em MIR e NIR na ordem de 20, 50
e 100x no Raman que geralmente sdo montados com uma abertura confocal para
ajustar a profundidade do feixe e, portanto, analisar apenas alguns micrometros da
amostra. Tal procedimento também serve para analisar a amostra em diferentes

profundidades, permitindo que se analise para além da superficie da mesma.

Dessa maneira, vé-se que as técnicas de MIR e NIR apresentam menores
vantagens na analise a farmacos do que a espectroscopia Raman, a primeira sofre
com a interferéncia gerada no sinal devido a faixa de energia em que trabalha e
necessita manipulacdo da amostra, a segunda sofre com sobreposicdo de bandas
devido ao alargamento de pico, além de apresentar forte sinal as moléculas que séo
excipientes, 0 que prejudicaria a analise do produto final, conforme anteriormente
discutido. Logo, a espectroscopia Raman se torna atrativa porque pode, a um mesmo
tempo, lidar com o monitoramento da linha de producédo de uma fabrica, bem como

pode ser utilizada para analise de produtos finais em farmacias e estoques.

1.5.3.1 Diferenciacao de formas polimérficas por espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman pode identificar um polimorfo ou gerar informacao
guantitativa sobre uma mistura de polimorfos (KACHRIMANIS et al., 2007; MAZUREK
& SZOSTAK, 2009). A habilidade da espectroscopia Raman discriminar polimorfos
tem sido demonstrada em varios artigos: diferentes estruturas cristalinas normalmente
apresentam deslocamentos nas frequéncias e mudanca na intensidade de espectros,
0S quais podem ser avaliados qualitativa ou quantitativamente por métodos
guimiomeétricos de analise de componentes principais ou quadrados minimos parciais.
A sensibilidade que a espectroscopia Raman possui para polimorfos, faz desta uma
técnica promissora para analise da estrutura cristalina de APl (HAUSMAN et al., 2005;
KARABAS et al., 2007; XIE et al., 2008).

A Figura 14 apresenta um exemplo de variacdo espectral em funcdo do

polimorfismo de um API.
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Figura 14: Espectro Raman para 3 polimorfos do API sulfadiazina.
Fonte: Adaptado de Hu et al., 2010.

1.5.3.2 Métodos quimiométricos aplicados a espectroscopia Raman

Assim como na espectroscopia NIR, a espectroscopia Raman depende de
métodos quimiométricos para que possa ser utilizada em métodos quali/quantitativos
(CALVO etal., 2018a, 2018b; HEINZ et al., 2007; PIQUERAS et al., 2014), isso porque
o sinal originado da amostra sera uma combinacgédo dos sinais de todas as substancias
gue compde a amostra, diferentemente da cromatografia que separa compostos antes
de obter os sinais. Como sera visto na revisao bibliografica adiante, a maioria das
aplicacbes envolvendo a espectroscopia Raman emprega algum meétodo matematico
para analise dos dados. Esses métodos levam em consideracéo o espectro como um
todo, e ndo somente intensidades em nuameros de onda discretos. Tais métodos séo
chamados métodos de primeira ordem, como seré apresentado na secao Metodologia

Quimiométrica.
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1.6 Metodologia Quimiométrica

Devido a capacidade dos instrumentos analiticos de adquirir rapidamente
grandes quantidades de dados, aumentou também a procura por recursos
matematicos e estatisticos capazes de converter essa enorme quantidade de dados
em informac&o quimica util. Nesse contexto surgiu a quimiometria, sendo que o seu
desenvolvimento inicial andou de méos dadas com o desenvolvimento da computacao
cientifica e envolveu principalmente o uso de métodos estatisticos multivariados para
a analise de dados de quimica analitica (BRERETON, 2007).

O termo quimiometria foi inicialmente criado por Svante Wold em 1971, que a
definiu como “a arte de extrair informagao quimica relevante de dados produzidos em
experimentos quimicos” (WOLD, 1995). Outro grande contribuinte para o surgimento

e desenvolvimento da quimiometria foi Kowalski (BRERETON, 2014).

Desse modo, a quimiometria surgiu como uma ferramenta que possui a
capacidade de maximizar a qualidade da informacéo acessivel a partir das amostras,
por meio da sua habilidade em converter dados aparentemente nao relacionados e
incompreensiveis (envolvendo muitas centenas de variaveis), em informacfes

valiosas sobre o estado de um sistema quimico (CALVO et al., 2018b).

No ambiente farmacéutico, os métodos quimiométricos ja& demonstraram sua
capacidade para monitorar a cristalizacdo do farmaco, bem como o seu potencial de
detectar e quantificar ingredientes farmacéuticos ativos em suas formas de dosagem,
além de identificar medicamentos falsificados a partir de dados espectrais (CALVO et
al., 2018b).

1.6.1 Calibragdo multivariada

As ferramentas quimiométricas podem ser utilizados em dados multivariados
tanto para objetivos qualitativos (analise exploratéria e reconhecimento de padrdes)

quanto para quantitativos (calibragéo) (FERREIRA, 2015).

O processo de calibracdo pode ser definido como uma série de operacdes que

estabelecem, sob condicdes especificas, uma relacdo matematica entre medidas


http://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/crystallisation
http://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dosage-forms
http://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/counterfeit-medications
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instrumentais e valores da propriedade de interesse correspondentes realizados em

padrdes, como a concentracdo de uma amostra, por exemplo.

Os métodos de calibracdo existentes podem ser divididos quanto a
complexidade ou dimensionalidade dos dados, e séo classificados como: ordem zero,
primeira e segunda ordem (OLIVIERI et al., 2006). Na Figura 15 vé-se uma ilustracao
esquematica dos trés tipos de dados utilizados nos trés niveis de calibragcao citados,
obtidos através de um sistema de analise por Injecdo em Fluxo (FIA) com deteccéo

por arranjo de diodos (DAD).
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Figura 15: Representacdo dos diferentes tipos de dados em um sistema FIA-DAD: (a) escalar (uma
Unica medida instrumental), (b) vetor de dados, (¢) uma matriz de dados.
Fonte: Adaptado de Valderrama et al., 2009.

Em modelos de calibracdo de ordem zero apenas uma medida é feita por
amostra, isto €, um unico valor é obtido por amostra, sendo entdo uma calibracéo
univariada. Segundo o exemplo mostrado na Figura 15, ele é representado por um
ponto na superficie, que corresponde a leitura da absorbancia em um comprimento
de onda A1 em um tempo t1. Exemplos tipicos de instrumentos que geram esse tipo
de dado incluem medidas eletroquimicas, espectrofotométricas ou cromatograficas,
com monitoramento de um Unico ponto ou variavel. Calibracdes de ordem zero séo as
mais aplicadas em analises de rotina, contudo sua aplicacéo requer que a grandeza

gue é medida diretamente, por exemplo, absorbancia de um composto, seja livre de
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interferentes que possam provocar desvios entre sua relacdo com a propriedade de
interesse (VALDERRAMA et al., 2009).

Métodos de calibracdo de primeira ordem fazem uso de um vetor de medidas
instrumentais para cada amostra. Pelo exemplo, na Figura 15, sdo possiveis dois tipos
de dados:

- Monitoramento de um comprimento de onda A1 nos tempos ti1 a tk.

- Monitoramento dos comprimentos de onda de A1 a Ajem um determinado

tempo.

Exemplos de dados multivariados incluem medidas espectrométricas e
eletroquimicas em que se monitora uma determinada faixa espectral ou de variagao
de potencial. Esses métodos possibilitam analises mesmo na presenca de
interferentes (desde que esses interferentes tenham sido levados em consideracao
nos procedimentos de calibracdo), determinacdes simultineas e andlises sem
resolucao (OLIVIERI et al., 2006; VALDERRAMA et al., 2009).

Diversos modelos de calibracdo multivariada tém sido utilizados tais como:
Regressdo pelo método das Componentes Principais (PCR, do inglés Principal
Component Regression), Regressao Linear Mdltipla (MLR, do inglés Multiple Linear
Regression) e Regressao por Quadrados Minimos Parciais (PLS, do inglés Partial
Leasts Squares Regression). Esses modelos tém apresentado 6timos resultados, com
aplicacdes em diversas areas, como no tratamento de dados de NIR em analises de
bebidas, madeiras, polimeros, produtos farmacéuticos e agricolas, entre outros
(SEHIC et al., 2010). Porém, sua utilizacdo requer um consideravel nimero de
amostras de calibragao.

Calibracdes de segunda ordem séo construidas para métodos que geram uma
matriz de dados por amostra. Como é mostrado na Figura 15, uma matriz de
dimensdes j x k, que define a superficie ilustrada na figura é obtida para cada amostra.
Uma vantagem do método de calibracdo de segunda ordem é a possibilidade de
determinar espécies de interesse na presenca de interferentes, mesmo que estes
interferentes ndo tenham sido incluidos nas amostras do procedimento de calibracao,
sendo particularmente atraentes para determinagcbes em amostras complexas
(CALVO et al., 2018b; VALDERRAMA et al., 2009).
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Como a espectroscopia Raman gera um espectro por amostra (um vetor de
dados), devem ser utilizados métodos de calibracéo de primeira ordem, ainda que seja

possivel aplicar métodos de ordem zero utilizando apenas um comprimento de onda.

Métodos espectroscopicos de emissao, luminescéncia e espalhamento geram
intensidade de sinal proporcional a concentracao do analito presente (HARRIS, 2012).
Assim um espectro Raman pode ser descrito vetorialmente como mostrado na

equacéo 7:
Dmxn=mepxprn (7)

onde D séo os espectros Raman, com a intensidade de espalhamento dos niumeros
de onda de 1 a n para m amostras, C é a concentracdo dos p analitos nas m amostras
e S é a constante espectral, ou seja, 0 espectro puro, unitario dos p analitos, com

numeros de onda.

Uma etapa de grande relevancia para qualidade do modelo é o pré-tratamento
de dados que antecede o uso da regressdo multivariada na construcdo dos modelos.
Dessa forma, apds a sua coleta, para que os dados sejam interpretados e modelados
aplicando as ferramentas quimiométricas € necessario que 0S MesmMoOS sejam
(FERREIRA, 2015):

(1) Organizados em uma matriz X constituida de linhas (referente as amostras) e
colunas (referente as variaveis como o numero de onda de um espectro no
infravermelho, por exemplo);

(2) Visualizados por meio de graficos com o intuito de verificar como os dados
estdo distribuidos antes de iniciar as andlises;

(3) Utilizados métodos de pré-tratamentos. Este Ultimo pode ainda ser aplicado as

amostras (Transformagéo) e as variaveis (Pré-processamento).

Com a finalidade de realizar o pré-tratamento do conjunto de dados, os
métodos de pré-tratamento sdo escolhidos adequadamente de acordo com as
caracteristicas espectrais coletados pela técnica instrumental (Espectroscopia
Raman, por exemplo), tendo a devida atengdo em ndo comprometer as caracteristicas

originais dos espectros.
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Esse procedimento, geralmente é necessario e tem o objetivo de reduzir as
variacfes indesejaveis, como o ruido, que ndo sao removidas durante a aquisicédo de
dados e que ndo serdo eliminadas naturalmente durante a anélise, mas que podem
influenciar os resultados finais, consequentemente, podendo diminuir a capacidade
de previsdo do modelo (FERREIRA, 2015).

1.6.1.1 PLS e iPLS

Diferentemente da PCA (que possui finalidade exploratéria, embora possa ser
utilizada para quantificacdo), os métodos dos quadrados minimos parciais sao
métodos essencialmente gquantitativos, nos quais é necessario realizar calibracao

prévia para quantificar as espécies de interesse.

O método de regressao multivariada PLS é o mais popular e 0 mais utilizado
em quimiometria (FERREIRA, 2015; BRERETON, 2000). Este fato se deve a sua
praticidade de uso e a capacidade de lidar com sobreposicbes de banda,
colinearidade e interacfes dentro das amostras e, sendo, portanto, um modelo que
pode ser utilizado em calibracdo de dados de espectroscopia NIR e Raman (CALVO
et al., 2018b).

O método de regressdo PLS podem gerar modelos robustos, desde que as
amostras utilizadas para testar o modelo contenham informacdes quimicas semelhantes
aos dados originais, tomando como base que as previsbes sao essencialmente
estatisticas (BRERETON, 2000). Este método multivariado associado a
espectroscopia Raman ja foi empregado para quantificacdo de mistura binaria e
ternaria de polimorfos em farmacos, tendo a obtencdo de modelos robustos e com
erros de predicéo aceitaveis (FARIAS & CARNEIRO, 2014b; HEINZ et al., 2007; HU
et al., 2010; TIAN et al., 2007).

O PLS se assemelha ao PCR, diferindo na maneira com que as componentes
principais sédo calculadas. No PCR o calculo das componentes principais € realizado
utilizando somente as repostas instrumentais (matriz X), sem levar em consideracao
informacgdes provenientes das concentragfes (matriz Y). JA no PLS as componentes

principais, denominadas “variaveis latentes” (VL) sédo calculadas usando tanto as
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respostas instrumentais, como as informacgdes das concentracfes (FERREIRA et al.,
1999).

O PLS é calculado de maneira iterativa, onde cada variavel latente, que
correlaciona X e a propriedade de interesse Y, € obtida buscando a correlagdo maxima
entre os escores T e U das matrizes X e Y (FERREIRA, 2015), como mostrado nas
equacdes 8 e 9. Desse modo, 0 PLS assume um compromisso entre a explicacao da

variancia em X e a obtenc&o da maior correlacdo com Y (SOUZA et al., 2013).
X=TPT+E (8)
Y=UQT+F (9)

onde P e Q sdo os pesos (loadings), T e U sdo os escores, E e F sdo os residuos das

matrizes X e Y, respectivamente.

Apbs a otimizacdo dos escores das matrizes de T e U, os loadings séo
calculados e, finalmente os coeficientes de regressdo que entrardo na combinacéo
linear para gerar o modelo PLS. A otimizac&o dos escores, bem como a demonstracao
através de equacdes foram detalhados por Farias (2015). O algoritmo comumente
utilizado na construcao do modelo PLS é iterativo conhecido como NIPALS (do inglés
Nonlinear iterative partial least squares). Também ha outros algoritmos que foram
propostos com o objetivo de realizar os calculos de maneira mais rapida e melhorar a
compreensao do método (FERREIRA 2015).

Ja a Regressao por Quadrados Minimos Parciais por Intervalos (iPLS, do inglés
Interval Partial Least Squares Regression) € uma extensao do modelo PLS no qual os
espectros da matriz X sdo divididos em n partes, e sdo executados modelos PLS com
cada uma dessas partes ou com combinacfes destas. Este artificio permite ao PLS
encontrar regides espectrais mais lineares e com menos ruido, as quais

proporcionardo um menor erro de calibragdo (NORGAARD et al., 2000).

1.6.2 Parametros que avaliam a qualidade de um modelo de regressao multivariado

Determinar a eficacia de um modelo quimiométrico € considerada um dos

problemas mais importantes na area da calibracdo multivariada, pois o principal
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objetivo do modelo construido é usar uma funcdo matematica dos dados
experimentais para prever uma determinada propriedade de interesse (BRERETON,
2007). Com esse proposito, alguns parametros estatisticos sao calculados a partir do
conjunto de dados para medir a qualidade e eficiéncia do modelo. E os parametros
mais comuns que podem ser adotados como critério de avaliacdo do modelo de
regressao multivariada séo: Raiz Quadrada do Erro Médio de Calibracdo (RMSEC, do
inglés Root Mean Square Error of Calibration), Raiz Quadrada do Erro Médio de
Validacéo Cruzada (RMSECYV, do inglés Root Mean Square Error of Cross Validation),
Raiz Quadrada do Erro Médio de Predicdo (RMSEP, do inglés Root Mean Square
Error of Prediction) e seus respectivos coeficientes de determinagdo (R?)
(BRERETON, 2007; FERREIRA, 2015).

A verificagdo do erro do parametro RMSECYV é dos meios que pode ser utilizado
para estimar o numero ideal de variaveis latentes na construcdo do modelo. Nesse
contexto, a determinacdo do numero de variaveis latentes € realizada por meio da
validacdo interna cruzada com o método designado leave-one-out (‘uma por vez”)
(FERREIRA, 2015; SOUZA et al., 2013). Nessa abordagem, somente uma amostra
do conjunto de calibracéo € retira por vez, e o modelo é calculado com as amostras
restantes. Em seguida, a propriedade de interesse da amostra retirada € prevista pelo
modelo e comparado com o respectivo valor experimental, onde € calculado o valor
residual. O mesmo procedimento se repete para as demais amostras e a raiz
quadrada do erro médio de validacdo cruzada (Equacado 10) é calculado para cada
namero de variaveis latentes usado no modelo (SOUZA et al., 2013). O numero de
variaveis latentes a serem utilizados do modelo final serd aquele que correspondera
ao menor valor de RMSECV (FERREIRA, 2015).

2
RMSECV = W

(10)

onde yp é representa o valor experimental (propriedade de interesse), ye 0 valor

previsto de concentragdo e n o nimero de amostras de calibracéo.

ApoOs a escolha do numero ideal de variaveis latentes é importante verificar se
0 modelo é capaz de prever novas amostras (conjunto de validacdo) com valores de
concentracdo diferentes do que foi testado no conjunto de calibracdo e que sejam

previamente conhecidos, pois de acordo com Ferreira (2015) “todo esforgo investido
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na construcdo de um modelo de calibracdo s6 € compensado ao se fazer a previsao
da propriedade de interesse em novas amostras”. Para isso, ainda de acordo com a
autora, deve-se tomar algumas precaucdes necessarias para o bom desempenho do

modelo:

e As novas amostras devem ser preparadas de maneira similar ao
conjunto de calibracéo e que os dados devem ser coletados no mesmo
instrumento, com emprego dos mesmos procedimentos experimentais
e pré-tratamentos de dados;

e Osintervalos de concentracdo das novas amostras devem estar dentro
da faixa do conjunto de calibragdo no modelo final;

e O modelo sera ineficaz em prever a propriedade de interesse de novas
amostras se houver interferentes que nao estavam presentes no
conjunto de calibragéo, por isso € importante verificar a presenca de

impurezas ndo modeladas para evitar erros de previsdes futuras.

O parametro utilizado para verificar o erro de previsdo de novas amostras € o
RMSEP e é definido matematicamente conforme evidenciado na Equacdo 11
(FERREIRA, 2015):

S (Vp—5,,)?

RMSEP = (11)

na qual yp é o valor real (valor experimental) da propriedade de interesse, yp é o valor

estimado pelo o modelo e P € o nimero de amostra do conjunto de validacao.

Uma maneira relativamente simples de verificar se 0 modelo apresenta sub ou
superajuste é comparando os valores de RMSECV com os valores de RMSEP. Se
esses dois parametros apresentarem valores semelhantes, isto significa que o modelo
€ robusto (BRERETON, 2000; NAGY et al., 2016). Em outras palavras, os valores
similares de RMSECV e RMSEP nos diz que os valores calculados pelo modelo
realmente condizem com o0s valores experimentais e que o modelo é capaz de prever

novas amostras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o emprego do método de calibragdo multivariada do tipo iPLS para a
andlise qualitativa e quantitativa em dados de espectroscopia Raman obtidos a partir
de amostras de misturas polimérficas com e sem excipientes do farmaco cloridrato de

sertralina.

2.2 Especificos

e Sintetizar e caracterizar por DRX, DSC, TGA e espectroscopia Raman o0s
polimorfos SRLT-I, SRTL-ET e SRTL-H do farmaco cloridrato de sertralina.

¢ Quantificar simultaneamente mistura binaria dos polimorfos SRTL-l e SRTL-H
do farmaco cloridrato de sertralina usando espetroscopia Raman e método
calibragdo multivariada para a construgcéo do modelo do tipo iPLS para misturas

na presencga e na auséncia de excipientes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

3.1.1 Excipientes

Para o farmaco cloridrato de sertralina, normalmente sdo encontrados
medicamentos comerciais contendo 0s seguintes excipientes: croscamelose sddica,
celulose microcristalina, amido, lactose monohidratada, povidona, diéxido de titanio,
diéxido de silicio, hipromelose, estearato de magnésio e macrogol. Vale ressaltar que
dependendo da industria de genéricos responsavel por sua fabricacéo, os excipientes
usados no farmaco podem ser distintos. Para a preparacdo dos comprimidos neste
estudo foram utilizados os excipientes mais comuns, sendo: amido, estearato de

magneésio, povidona e dioxido de silicio.

3.1.2 Preparagéo dos polimorfos

Para a preparacao dos polimorfos, primeiramente foi realizado uma busca na
literatura (patentes e artigos) dos possiveis polimorfos que podem surgir a partir do
polimorfo comercializado como API, bem como os procedimentos experimentais para
a sua preparacao. Os polimorfos utilizados para a quantificagéo simultanea com e sem
excipientes foram obtidos através de processos de recristalizacdo em diferentes
solventes que possam causar a transicdo polimorfica, de tal maneira que simulasse
as possiveis condi¢cGes naturais a qual o APl é submetido, em especial no processo
de producao do comprimido nas industrias farmacéuticas. Segue abaixo a descri¢cao
da preparacédo dos polimorfos STRL-ET e STRL-H.

O cloridrado de sertralina comercializado (STRL-I) foi adquirido por companhia

farmacéutica e utilizado como recebido.

O SRTL-ET foi produzido a partir do SRTL-I. A sintese do solvato de etanol foi
realizada pesando-se 2,0 g de cloridrato de sertralina e adicionando 40 mL de alcool

by

etilico a amostra em um bécker de 50 mL. A solucdo foi agitada com agitador
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magnético (400 rpm) a temperatura ambiente durante 24 h. Em seguida, em papel

filtro, o precipitado da mistura foi filtrado e lavado com alcool etilico e seco por 4 h.

O hidrato foi preparado dissolvendo 1,0 g do SRTL-ET em 5 mL de agua Milli-
Q em um bécker de 10 mL com auxilio de um agitador magnético (300 rpm) por 2 h a
temperatura ambiente. O precipitado foi filtrado e lavado com agua Milli-Q e seco a

temperatura ambiente por 24 h.

3.1.3 Caracterizacéo dos polimorfos

Os polimorfos do cloridrato de sertralina foram caracterizados por DRX, DSC,
TGA e espectroscopia Raman.

O difratbmetro de raios X foi da Panalytical, modelo Empyream, com fonte de
Cobre (comprimento de onda de 0,154184 nm) com potencial de 40 kV e corrente de
emissado de 40 mA. As amostras foram analisadas na faixa de 5 a 45° (20) para os
polimorfos SRTL-I e SRTL-ET e de 3 a 45° (28) para o SRTL-H com velocidade de

varredura de 0,2° min1.

Para as analises com espectroscopia Raman utilizou-se espectrémetro Raman
B&W Tek i-Raman modelo BWS 415-785H (Newark, New Jersey, USA) acoplado a
um microscopio BAC151, com fonte de laser de comprimento de onda de 785 nm e
resolucdo espectral de 3,5 cm™. Para a preparacdo do modelo de regressdo iPLS
utilizou-se a faixa espectral entre 110 a 1100 cm™?, com tempo de aquisicdo do
espectro de 60 segundos. A poténcia do laser foi ajustada para obter a melhor relacao
sinal-ruido variando de 30 a 50 mW para a mistura binaria de polimorfos sem
excipientes e de 50 a 80 mW para a mistura binaria de polimorfos com excipientes.

Foi utilizada uma lente de 40x no microscopio.

As andlises térmicas tanto da Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)
guanto da Termogravimetria (TGA) foram realizadas em um analisador térmico SDT
Q600 Ta Instrument. As amostras foram aferidas a aproximadamente 10 mg, com taxa
de aquecimento de 10 °C min, com fluxo de gas N2 (N 5,0) de 30 mL.min? e a faixa
de temperatura analisada foi de 25 a 300 °C. O cadinho utilizado nos testes foi o de

alumina de 90 microlitros sem tampa.
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3.1.4 Planejamento para a quantificacdo simultdnea de mistura binaria dos
polimorfos SRTL-l e SRTL-H usando espetroscopia Raman e o método de
regressao multivariada do tipo iPLS

O planejamento experimental para o conjunto de calibracdo de mistura binéria
foi utilizado empregando os polimorfos SRTL-I e SRTL-H, onde as propor¢des em
massa da mistura polimorfica variou com intervalos de 5 mg para cada componente,
de 0 a 50 mg. Para o conjunto de calibracdo foram preparadas 11 amostras (mistura
de SRTL-I e SRTL-H) conforme mostrado na Tabela 3. E para testar a qualidade e a
eficiéncia do modelo também foram preparadas 5 amostras para o conjunto de
validacdo. A quantidade de cada componente desse conjunto foi diferente das
amostras do conjunto anterior, de tal modo que as concentracdes dos polimorfos
fossem distintos dos pontos utilizados na curva de calibragéo, iniciando com 7 mg e,
a partir da segunda amostra variando com intervalo de 10 mg, sendo a ultima com

acréscimo de 6 mg em relacdo a amostra anterior.

As massas dos polimorfos foram medidas individualmente em frascos
devidamente identificados e suas massas e porcentagens das misturas binarias sédo
mostradas na Tabela 3. Depois da pesagem, as amostras foram homogeneizadas
levemente (para minimizar a possibilidade de transicdo polimorfica) por
aproximadamente 7 minutos em um almofariz de agata e com o auxilio de um pistilo.
Esse procedimento foi realizado afim de garantir a homogeneizacdo completa da

mistura.



45

Tabela 3: Massa em miligramas dos polimorfos de cloridrato de sertralina nas
amostras de calibracdo e validacdo. Em parénteses a porcentagem em massa de

cada polimorfo na amostra.

Polimorfos de Cloridrato de Sertralina

Conjunto Amostras SRTL-I SRTL-H
01 50,3 (100,0%) 0,0
02 45,5 (89,5%) 5,38 (10,5%)
03 40,0 (80,3%) 9,80 (19,7)
04 35,0 (70,1%) 14,90 (29,9%)
05 29,9 (59,9%) 20,00 (40,1%)

Calibracao 06 24,9 (49,9%) 25,0 (50,1%)
07 19,8 (39,7%) 30,10 (60,3%)
08 15,2 (30,2%) 35,20 (69,8%)
09 10,3 (20,5%) 39,9 (79,5%)
10 5,1 (10,2%) 45,1 (89,8%)
11 0,0 49,9 (100,0%)
01 42,9 (85,8%) 7,1 (14,2%)
02 33,2 (66,0%) 17,1 (34,0%)

Validacao 03 23,3 (46,3%) 27,1 (53,7%)
04 12,9 (25,8%) 37,1 (74,2%)
05 7.5 (14,8%) 43,2 (85,2%)

Para a aquisicdo de dados da combinacdo binaria dos polimorfos SRTL-I e

SRTL-H foram coletados 10 espectros Raman em cada amostra de calibracéo e

validacdo. Os espectros foram adquiridos em diferentes pontos da superficie das

amostras, esse artificio foi realizado com a finalidade de minimizar os problemas

relacionados a micro-heterogeneidade da amostra devido ao pequeno tamanho de

area sensibilizada pelo laser. Os espectros de cada amostra foram tabulados em uma

matriz X, visualizados, seguido pela estimativa da média para a obtencédo de unico

espectro, representativo da amostra.
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3.1.5 Planejamento para a quantificacdo simultdnea de mistura binaria dos
polimorfos SRTL-I e SRTL-H na presenca de excipientes utilizando espetroscopia
Raman e métodos de calibracdo multivariada do tipo iPLS

Para a preparacdo dos comprimidos primeiramente foi consultado a bula do
farmaco Zoloft® para verificar os excipientes utilizados na formulagcdo. Como a
proporcao dos excipientes ndo sao descritas na bula, foi consultado o Handbook of
phamaceutical excipients (ROWE et al., 2009) para encontrar as proporcoes
aceitdveis em uma formulacdo. Cada comprimido tem massa de aproximadamente
300 mg, sendo 250 mg de excipientes e 50 mg de cloridrato de sertralina (mistura de
polimorfos), o que equivale em porcentagem a 83,4% e 16,6%, respectivamente. Na
Tabela 4 é mostrado os valores tedricos das massas e porcentagens dos APIs e
excipientes utilizados na simulacdo do comprimido. Vale ressaltar, que o objetivo n&o
foi produzir os comprimidos com a mesma composicéo de excipientes do Zoloft®, mas

verificar se esses excipientes podem interferir no sinal dos APIs.

Tabela 4: Porcentagens e massas individuais em miligramas dos excipientes e APIs.

Excipientes Porcentagem (%) Massa em miligramas (mg)
Amido 25 75,0
Estearato de Magnésio 23,4 70,0
Povidona 25 75,0
Dioxido de Silicio 10 30,0
APIs 16,6 50,0
Total 100 300,0

Em um papel manteiga foram pesadas as massas dos excipientes mostrados
na Tabela 4 para 16 amostras. Os excipientes foram transferidos, um a um, para tubo
falcon de 100 mL e, em seguida foram agitados em um vortex por 7 minutos para a
obtencdo de uma mistura homogénea. Apds a mistura, foram pesados dezesseis
porcdes de 250 mg de excipientes e armazenados em eppendorf para o conjunto de

calibracéo e validacao.

Depois de pesados, os APIs (mistura binaria mostrado na Tabela 3) e os
excipientes foram homogeneizados suavemente por aproximadamente 7 minutos

utilizando um almofariz de 4gata com o auxilio de um pistilo e, em seguida foram
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pressionadas de forma manual para realizacdo da analise. Esse critério foi adotado
afim de garantir a homogeneizacdo completa da mistura e minimizar a possibilidade
de ocorréncia de transicdo polimérfica, visto que em experiéncias anteriores a
utilizacao do pastilhador sob presséo para obtencdo dos comprimidos, os resultados

nao foram satisfatorios.

Foram produzidas 11 amostras (mistura dos polimorfos e excipientes) para
construir o modelo de calibracdo e 5 amostras para validar o modelo. O namero
relativamente baixo de amostras se deve ao fato de que existe somente duas fontes
de variacéo para o espectro de espalhamento Raman entre as amostras, que sao os
dois polimorfos, ja que a concentragdo de excipientes é constante em todas amostras.
Os excipientes sdo moléculas polares ou sais, que devido a caracteristica da alta

polaridade vao apresentar espectro Raman com baixa intensidade.

Para a aquisicdo de dados da mistura binaria na presenca de excipientes
também foram realizadas 10 replicatas de espectros Raman para cada uma das
amostras de calibracdo e validacdo. Os espectros foram adquiridos em pontos
aleatérios na superficie das amostras. Os espectros de cada amostra foram
organizados e visualizados, seguido pela a realizacdo da média para a obtencéo de

um espectro médio, representativo da amostra.

3.2 Pré-tratamento dos dados e parametros utilizados para a avaliacdo da
gualidade do modelo

Os espectros médios das amostras do conjunto de calibracéo e validac¢ao tanto
do planejamento da mistura binaria sem excipientes como na presenca de excipientes
foram primeiramente centrados na média. Em seguida, diferentes métodos de pré-
tratamentos foram testados com intuito de remover as informacdes fisicas e/ou

instrumentais que ndo estdo relacionadas a informacdo quimica de interesse da

amostra (concentracéo).

Para o planejamento de mistura binaria dos polimorfos, os parametros
estatisticos que medem a qualidade do modelo foram avaliados comparando 0s
espectros meédios que foram submetidos ao pré-tratamento com aqueles que foram

somente centrados na média antes da modelagem. Dentre os pré-tratamentos
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testados, a normalizacéo pela area, a Padronizacdo Normal de Sinal (SNV, do inglés
Standard Normal Variate) e a Correcéo Ortogonal de Sinal (OSC, do inglés Orthogonal
Signal Correction) mostrou-se mais adequado para o conjunto de dados, garantindo
que 0S espectros contivessem apenas as informagdes quimicas relacionadas a
propriedade de interesse e, consequentemente apresentando os menores valores de

erros de predicao.

Assim como no conjunto de dados das amostras sem excipientes, também
foram testados diferentes pré-tratamentos para a mistura de polimorfos na presenca
de excipientes e optou-se pelos os métodos de normalizacdo pela area, SNV e OSC,
sendo estes 0s que mais se ajustaram ao conjunto de dados.

O numero 6timo de variaveis latentes para a constru¢cao dos modelos iPLS do
conjunto de calibracdo dos dois tipos de planejamento foi determinado usando o
procedimento de validacdo interna cruzada do tipo leave-one-out, por meio da

verificagéo dos erros de RMSECV.

O desempenho dos modelos de calibracéo iPLS foram avaliados verificando os
erros médios quadréaticos para calibracdo (RMSEC) e validacdo (RMSECV), bem
como os seus coeficientes de determinacéo (R?). A capacidade preditiva dos modelos
construido foi avaliada pelo erro médio quadrético de predicdo (RMSEP) e pelo seu
coeficiente de determinacdo (R?) obtidos a partir do conjunto de amostras externas,
diferente do usado nos estagios de calibracao. Por fim, para verificar se houve ou ndo
superajustes nos modelos, os valores de RMSECV foram comparados com os valores
de RMSEP.

As andlises por iPLS foram realizadas utilizando o toolbox PLS_ Toolbox 8.2
(S/N: 1f-c843-3d0c) da Eigenvector, disponivel para MATLAB na versdao R2017a
(9.2.0.556344), com numero de licenga 40565580.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacdo por DRX, DSC, TGA e espectroscopia Raman dos
polimorfos SRLT-I, SRTL-ET e SRTL-H do farmaco cloridrato de sertralina

Apés a sintese, as formas polimoérficas do cloridrato de sertralina foram
caracterizadas e confirmadas por DRX, DSC, TGA e espectroscopia Raman. Foi
observado que os padroes DRX, os termogramas e 0S espectros dos trés
polimorfismos mostram diferencas significativas e que essas técnicas sdo adequadas

para analises qualitativas.

4.1.1 Caracterizagao por DRX

O cloridrato de sertralina comercializado, SRTL-I, exibe padrdo de difracdo de
raios X com picos caracteristicos em angulos de difracdo 26 de 7,1; 12,7; 14,1; 15,3;
15,7; 21,2; 23,4; 26,3 + 0,2 graus (polimorfo | da referéncia SYSKO et al., 1993). Como
pode ser visto na Figura 16, o SRTL-I apresentou picos de difracdo de raios X

apontados (para efeitos didaticos os picos caracteristicos foram marcados com setas).
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Figura 16: Difratograma da andlise de difracdo de raios X para o0 SRTL-I.
Fonte: Préprio autor.
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A forma cristalina produzida a partir da recristalizagdo do SRTL-I com alcool
etilico apresenta picos de difracdo de raios X caracteristicos em angulos 206 de 7,3;
12,1; 12,7, 14,0; 15,6; 17,6; 20,1; 20,6; 21,9; 22,7; 23,0; 23,8; 24,3; 25,4, 26,3 £ 0,2
graus (polimorfo VI da referéncia SCHWARTZ et al.,, 2002). Na Figura 17 sé&o
apontados os picos caracteristicos de difracdo de raios X obtidos experimentalmente,

gue foram consistentes com os picos de difracdo do SRTL-ET.
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Figura 17: Difratograma da andlise de difracdo de raios X para o SRTL-ET.
Fonte: Préprio autor.

A fase cristalina produzida através do SRTL-ET com &gua apresenta picos de
difracéo de raios X com um pico de intensidade forte em aproximadamente em 4,0 +
0,2 graus e picos com intensidade média em 8,0; 11,6; 12,0; 13,8; 16,5; 20,0; 22,8;
24,1; 25,0; 26,6; 30,7; 34,7 £ 0,2 graus (polimorfo VIl da referéncia SCHWARTZ et al.,
2002). Os picos de difragéo de raios X obtidos experimentalmente foram consistentes

com os picos de difragdo do SRTL-H, como mostrado na Figura 18.
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Figura 18: Difratograma da andlise de difracdo de raios X para o SRTL-H.
Fonte: Préprio autor.

Conforme mostrado nas Figuras 16, 17 e 18 para as andlises de difracdo de
raios X dos trés polimorfos de cloridrato de sertralina, € possivel notar que ha
diferencas significativas dos perfis graficos. Todos os difratogramas foram
comparados com os dados descritos na literatura (ALMARSSON et al.,, 2003),
confirmando a estrutura dos polimorfos SRTL-I, SRTL-ET e SRTL-H, além de indicar

gue os polimorfos foram sintetizados corretamente.

Apesar da difracdo de raios X ser uma técnica classica para analise do estado
sélido e para a caracterizacdo do polimorfismo, contudo essa técnica pode apresentar
alguns problemas quando se trata da quantificacdo de polimorfos, incluindo a
orientacdo preferencial dos cristais, a embalagem e a espessura da amostra (HU et
al., 2010). Quando comparada com a espectroscopia Raman para a quantificacéo de
mistura binaria de polimorfos de carbamazepina, esta ultima mostrou superioridade e
mais confiavel, pois problemas como tamanho de particula diferente, morfologia e
distribuicdo espacial das duas formas polimérficas influenciaram de maneira menos
significativa na dispersdo Raman do que a difracdo de raios X (TIAN et al., 2007).
Além disso, a quantificacdo de fase amorfa, sem uma rede de cristal, também é

problematica pelo fato desta fase nao apresentar padrao de difracao.
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4.1.2 Caracterizacao por DSC

Na Figura 19 é apresentado as curvas de DSC, onde pode ser visualizado o
perfil térmico das trés formas polimorficas do cloridrato de sertralina (SRTL-I, SRTL-
ET e SRTL-H). Na curva de DSC do SRTL-I (Figura 19a) é evidenciado dois picos
endotérmicos: o primeiro é resultante da transicdo polimoérfica do polimorfo | para o
polimorfo Ill em aproximadamente 215 °C e, o segundo, centrado em 246 °C é
responsavel pela fusdo do farmaco. Resultados similares foram obtidos por outros
autores (SYSKO et al., 1993).

Para o SRTL-ET, diferentemente do polimorfo I, a Figura 19b exibe um pico
endotérmico por volta de 70 a 100 °C, indicando a dessolvatacdo da molécula de
etanol, associado a uma perda de massa pela TGA (Figura 20). Estes valores séo
comparaveis aos reportados anteriormente para este solvato (SCHWARTZ et al.,
2002). Apés a liberagdo da molécula de etanol, a curva apresenta processo

semelhante ao SRTL-I.

E para o SRTL-H (Figura 19c), vé-se que antes da fusédo do farmaco em 246
°C hé dois eventos endotérmicos, sugerindo a desidratacdo gradual do SRTL-H. O
primeiro evento, ocorre em temperatura relativamente baixa, entre 30 a 90 °C,
indicando a liberagdo das moléculas de agua que estdo inseridas na superficie do
composto. Por outro lado, o segundo evento, presente na faixa de 97 a 130 °C mostra
gue houve a necessidade de uma maior quantidade de energia para o desprendimento

das moléculas de agua presentes na estrutura do reticulo cristalino.
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Figura 19: Curvas das analises de Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) dos polimorfos: (a)
SRTL-I, (b) SRTL-ET e (¢) SRTL-H do farmaco cloridrato de sertralina.
Fonte: Préprio Autor.
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A caracterizacdo térmica por DSC é importante na analise de eventos térmicos
envolvendo transicdo polimérfica, assim também como nos processos de
dessolvatagcédo dos solvatos e hidratos (CAVALLARI et al., 2016). Todavia, para fins
quantitativos, especialmente quando se trata da mistura de polimorfos, a analise se
torna mais complexa. Com o aumento da temperatura durante as analises, ha o risco
da ocorréncia de transicdo de fase de polimorfos distintos em temperaturas
semelhantes, dificultando a interpretacéo dos dados, ou ainda a possibilidade de fusé&o
de algum polimorfo induzir a solubilizacdo de toda a amostra. Esses fatores podem

levar a erros de quantificacdo de mistura polimorficas (ATEF et al., 2012).

Resultados imprecisos para quantificacdo por DSC tanto da mistura dos
polimorfos | e Ill da carbamazepina quanto da mistura das formas a e y da
indometacina ja foram relatados (MCGREGORA et al., 2004; ATEF et al., 2012). Por
outro lado, esta técnica jA demonstrou resultados satisfatérios para a quantificacéo de
mistura binaria de polimorfos do farmaco Sulfamerazina, com a otimizagéo da taxa de
aguecimento (LI et al., 2011). Contudo, os mesmos autores destacam ainda que,
apesar da simplicidade da técnica, a presenca de impurezas pode produzir mudancas
imprevisiveis no processo de transformagdo de fase ou eventos térmicos que
interferem ou se sobrepdem ao pico da mudanca de fase, resultando na quantificacao
nao confidvel do conteddo polimérfico. Portanto, o método DSC, pode ser
inconveniente para quantificar mistura polimérfica na presenca de excipientes (no

caso dos comprimidos).

4.1.3 Caracterizagao por TGA

A Figura 20 apresenta a andlise da curva TGA para confirmar a presenca de
moléculas de etanol na estrutura cristalina do cloridrato de sertralina. A ampliacdo do
gréafico do perfil termogravimétrico do SRTL-ET (Figura 20b) mostra perda de massa
de aproximadamente 0,99 mg (11,5 %) entre 40 e 90 °C, o que néo é observado para
0 SRTL-I, que a massa permaneceu constante. Pela perda de massa e a conversao
da massa perdida em mol é possivel estimar o nimero de moléculas de etanol, por
meio da relacéo estequiométrica entre as moléculas de etanol e SRTL-I. A quantidade
de etanol desprendido do composto foi de 2,2x10° mol e massa resultante apés a

dessolvatacdo correspondeu a 2,5x10° mol.
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A proporcao encontrada entre as moléculas de etanol e SRTL-I foi de 0,9:1,
estimando a dessolvatacdo de uma molécula de etanol (1:1). A massa molecular do
solvato SRTL-ET é de 388,7 g.mol?, onde as moléculas de etanol correspondem a
11,8 % de sua massa. O valor estimado pela literatura da perda de massa
correspondeu a 11,2 % (SCHWARTZ et al., 2002).
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Figura 20: Analise da curva TGA para SRTL-I (linha retilinea) e SRTL-ET (linha tracejada). Em (a) é
mostrado o grafico em seu tamanho real e (b) o grafico ampliado.
Fonte: Préprio autor.

O SRTL-H, assim como na anélise de DSC, o perfil da curva TGA (Figura 21a)
mostra que a desidratacdo ocorreu em duas etapas. Pela ampliagéo do gréfico (Figura
21b) é possivel observar que a primeira etapa ocorre entre 30 a 80 °C e esta associada
a uma perda de massa de 2,18 mg, ao passo que a segunda etapa, entre 93 e 118

°C, produz uma perda de massa de 2,11 mg.
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Considerando que na primeira etapa a perda de massa esta possivelmente
relacionada as moléculas de agua presentes na superficie do cristal e que na segunda
etapa as moléculas de agua se encontram inseridas no reticulo cristalino, a
quantidade de moléculas de agua desprendidas na segunda etapa correspondem a
1,2x10“ mol e a massa resultante apés a desidratagédo nessa etapa correspondeu a
2,1 x10° mol. A propor¢do encontrada entre as moléculas de agua e SRTL-I foi de
5,7:1, sugerindo um composto hexahidratado (6:1). A massa molecular do cloridrato
de sertralina hexahidratado é de 450,7 g.mol?, na qual as moléculas de agua

correspondem a 24 %. O valor encontrado experimentalmente foi de 22,3 %
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Figura 21: Andlise da curva TGA para SRTL-I (linha retilinea) e SRTL-H (linha tracejada). Em (a) &
mostrado o grafico em seu tamanho real e (b) a imagem ampliada.
Fonte: Préprio autor.
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A caracterizacao por TGA é de grande relevancia, em especial quando se trata
de solvatos e hidratos, pois é possivel verificar a relacéo estequiométrica (CAVALLARI
et al., 2016). Nesse trabalho a TGA foi utilizada como uma técnica complementar para
confirmar a caracteriza¢do dos polimorfos, uma vez que os farmacos analisados sdo
compostos organicos com moléculas de solventes inseridas na sua estrutura

cristalina.

4.1.4 Caracterizacao por Espectroscopia Raman

Como exposto na revisdo bibliografica a espectroscopia Raman apresenta
vantagens distintas na andlise de materiais solidos quando comparado com as
técnicas apresentadas anteriormente, incluindo a preparacdo minima da amostra, a
natureza nao destrutiva da medicao e a possibilidade de a analise ser realizada em
frascos de vidro ou plastico.

A espectroscopia Raman, diferentemente da espectroscopia no IR, exibe
intensidade espectral mais forte para moléculas aromaticas e moléculas contendo
atomos polarizaveis, além de ser menos sensivel a presenca de agua (HU et al.,
2010). Alguns trabalhos sao apresentados na literatura mostrando a habilidade dessa
técnica em discriminar polimorfos, bem como a sua capacidade para a quantificacdo
de misturas polimérficas em combinacdo com métodos de regressdo multivariada na
presenca ou ndo de excipientes (CALVO et al., 2018; FARIAS & CARNEIRO, 2014a,
2014b; HEINZ et al., 2007; HENNIGAN & RYDER, 2013; HU et al., 2010).

Os espectros Raman do cloridrato de sertralina das formas polimérficas SRTL-
| (preto), SRTL-ET (azul) e SRTL-H (vermelho) podem ser evidenciados na Figura 22.
Embora os espectros sejam semelhantes entre si, € possivel observar algumas
diferencas, especialmente nas bandas contidas nos intervalos entre 120 — 280 cm™,
320 — 390 cm?, 440 — 530 cm™ e 720 — 800 cm'2.
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Figura 22: Espectro Raman para os polimorfos SRTL-I (preto), SRTL-ET (azul) e SRTL-H (vermelho)
do farmaco cloridrato de sertralina.
Fonte: Préprio autor.

A regido entre 265 — 385 cm™ apresenta deformacdes fora do plano para anéis
aromaticos disubstituidos por cloro (SOCRATES, 2001). Como mostrado nos
espectros essa é uma das regides que apresenta picos diferentes entre os trés

espectros.

Entre 800 - 900 cm™ temos vibracdes de média intensidade referente aos
alcoois devido ao estiramento C-C-O. Entre 800 — 960 cm vibracdo de torcédo da
hidroxila. Entre 570 — 710 cm™ vibracéo fora do plano da hidroxila (SOCRATES, 2001).

Na espectroscopia Raman, todos esses modos de vibracdo tém intensidade
baixa ou moderada. Considerando que o etanol se encontra em pequena quantidade
no polimorfo, a intensidade de seu sinal na espectroscopia Raman sera ainda mais
atenuada. E possivel observar esses picos entre os intervalos 440 — 530 cm?, onde
tem intensidade relativamente menor no solvato de etanol, além de ter o formato dos

picos diferentes em relacdo as outras duas formas polimorficas.

Entre 310 e 410 cm™t h& picos de intensidade média e fraca referente a amina
secundaria presente na molécula de cloridrato de sertralina (SOCRATES, 2001).

Observe que, nessa regido, os picos sao distintos para os trés espectros, revelando
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gue as interacOes entre as moléculas de etanol e agua, interferem nos modos de

vibracdo da amina secundaria.

No pico entre 660 — 690 cm, vé-se uma grande diferenca entre os espectros
das referidas moléculas. No solvato de etanol esse pico apresenta um desdobramento
em dois picos. O numero de onda em que ocorre o pico também é diferente quando
se compara 0 espectro Raman das moléculas anidra e hidratada, sendo que a
molécula anidra apresenta um deslocamento para nimero de onda maiores. Esses
picos séo referentes ao modo de vibracéo da hidroxila fora do plano (570 — 710 cm™)
(SOCRATES, 2001).

Como descrito até o momento, os trés polimorfos foram devidamente
caracterizados, confirmando as mudangas de fase de cada estrutura. A partir de
entdo, deu-se prosseguimento do trabalho com o passo do planejamento das misturas
polimorficas e utilizando a espectroscopia Raman em combinacdo com o método de
regressao multivariado iPLS para quantificacdo das misturas. A ideia inicial foi um
planejamento de misturas ternarias dos polimorfos SRTL-I, SRTL-ET e SRTL-H,
contudo apos o tratamento dos dados e a construcdo do modelo iPLS observou-se
gue os resultados ndo condiziam com a metodologia proposta, apresentando erros
elevados de todos os parametros utilizados para medir a eficiéncia do modelo
(RMSEC, RMSECV, RMSEP e R?), ndo obtendo resultados satisfatérios.

Acredita-se que as maiores fontes de erros foram causadas pela a ocorréncia
da transicéo polimorfica do solvato de etanol para polimorfo comercializado (SRTL-I),
sendo este energeticamente mais estavel. Observou-se que o modelo com duas
variaveis latentes (vetores independentes) fez com que o modelo se ajustasse. Ao
retornar para a base de dados coletadas, viu-se que o espectro Raman do solvato de
etanol ndo estava presente nos dados coletados no comprimido. Dessa forma,
conclui-se que o solvato de etanol havia sofrido transicdo de fase para a forma I,
transformando o modelo ternario em um modelo binario, dai a necessidade de apenas
duas variaveis latentes. As possiveis explicacdes para tal mudanca podem ter sido
ocorridas durante: a homogeneizacéo dos polimorfos através da presséo do pistilo no
almofariz; pressdo utilizada para formagdao dos comprimidos no pastilhador (1

tonelada) e o tempo de exposi¢do da amostra no laser (60 s). Além disso, ainda h& os
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fatores mais dificeis de controlar como a temperatura ambiente, umidade atmosférica

e incidéncia de luz.

E importante ressaltar que, em virtude da falta de recursos instrumentais e do
pouco tempo para o término do trabalho proposto, ndo foi possivel confirmar através
de dados experimentais todos os fatores apontados acima que podem ter levado a
erros de quantificacdo da mistura ternaria. Desse modo, optou-se em realizar o
planejamento de mistura binaria para a quantificacdo dos polimorfos SRTL-I e SRTL-
H.

4.2 Quantificagcdo simultanea de mistura binéaria, por meio de iPLS, dos
polimorfos SRTL-I e SRTL-H usando espetroscopia Raman.

As amostras do conjunto de calibracédo e validacao foram preparadas de acordo
com o planejamento de mistura binaria descrito na secdo de materiais e métodos.
Antes da construcdo do modelo de regressao iPLS e apds a centralizacdo dos dados
na média, foram testados diferentes métodos de pré-tratamentos em varias
combina¢gBes com objetivo de reduzir os efeitos de variacdes sistematicas que nao
sdo inerentes a informacdo quimica das amostras, mas que podem influenciar
diretamente no desempenho do modelo. Dentre os pré-tratamentos testados, a
combinacdo da normalizacdo pela area, o SNV e a OSC mostraram-se mais
adequados para os espectros Raman coletados, fornecendo menores valorares de

RMSEP e, portando, escolhidos para construcdo do modelo final.

A normalizacdo pela area foi usada como uma estratégia para retirar a
influéncia das oscilacbes de intensidade de sinal que podem ocorrer nas analises,
causados principalmente pela diferenca do tamanho de particulas dos polimorfos,
sendo um fendmeno essencialmente fisico (HEINZ et al., 2007). Esse método foi
utilizado tanto nos espectros individuais como nos espectros médios com a finalidade
de fazer com que os espectros tenham o mesmo peso e mantenham a relagao entre
os picos (HWANG et al., 2005).

Complementando a normalizacéo pela area, o SNV também foi utilizado com o
propésito de corrigir os espectros dos efeitos aditivos e multiplicativos, pois 0 SNV tem

a capacidade de minimizar os efeitos de dispersdo da luz pela remocéo de
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deslocamentos e declives nos espectros causados pelo o espalhamento da luz

intrinseca as amostras solidas (FEARN et al., 2009).

Ja a OSC foi empregada para melhorar a linearidade entre os dados espectrais
(matriz X) e os dados de concentracdo dos polimorfos (matriz Y), visto que essa
ferramenta é capaz de remover apenas variagdes sistematicas da matriz X que nédo
esta relacionada a matriz Y (WOLD et al., 1998).

Em seguida, um modelo iPLS foi aplicado para extrair informag&o quantitava
dos espectros registrados. O iPLS aprimora a qualidade do modelo PLS, pois apenas
os intervalos de variaveis que apresentam maior variancia, sdo usados (NORGAARD
et al., 2000). Uma grande vantagem do iPLS é a sua eficiéncia de eliminar variaveis
ndo lineares, ruidos e varidveis que nao estdo relacionadas a discriminacdo dos
polimorfos (FARIAS & CARNEIRO, 2014a). Todas essas vantagens otimiza a
qualidade do modelo e, consequentemente, melhora o seu poder de predicdo. Na
Figura 23 é destacada selecao de 40 variaveis (240 a 280) escolhidas para calcular o
modelo iPLS. Portanto, a faixa espectral escolhida pelo modelo que melhor
correlaciona os espectros Raman com a concentracdo dos polimorfos compreende a

regido entre 350 - 390 cm™.
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Figura 23: Quantidade de variaveis selecionadas pelo modelo da mistura binaria. Em cinza é mostrado
gue o modelo iPLS foi calculado selecionando o intervalo de variaveis de 240 a 280 (40 variaveis).
Fonte: Préprio autor.
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A escolha do numero de variaveis latentes do modelo de regresséo iPLS
construido foram obtidas por meio da validacao interna cruzada do tipo leave-one-out.
A Figura 24 apresenta os valores da raiz quadrada do erro da validagdo cruzada
(RMSECYV) versus o numero de variaveis latentes.
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Figura 24: Valores da raiz quadrada do erro da validacdo cruzada (RMSECV) versus o nimero de
variaveis latentes.
Fonte: Préprio autor.

A escolha do numero ideal de variaveis latentes € uma etapa de grande
importancia para o calculo de outros parametros que sao utilizados na avaliacdo da
qualidade e confiabilidade do modelo, evitando assim, o seu sub ou sobreajuste e,
garantindo um melhor desempenho nas previsdes. Sendo assim, um nuamero
insuficiente de variaveis latentes, pode deixar de explicar informacdes importantes
para o parametro de interesse, ocasionando o seu subajuste. Por outro lado, 0 seu
excesso pode adicionar informacdes irrelevantes como ruidos e interferéncias,
conduzindo ao sobreajuste do modelo (FERREIRA, 2015).

Através da avaliacdo do grafico da Figura 24 € possivel observar que apenas
duas variaveis latentes séo suficientes para explicar a maior parte de variacdo dos
dados, ndo havendo variancia significativa com inclusdo de novos fatores no modelo,
indicando que dois é o numero 6timo. A variancia explicada para os dados da matriz

X (espectros) e da matriz Y (valores de concentracdes das formas polimorficas) no
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modelo iPLS, utilizando duas variaveis latentes, foi de 99,68 %, para o bloco X e 99,92
% para o bloco Y. Adicionalmente, € importante destacar que a escolha de duas
variaveis latentes j4 era esperada, tendo em vista que as variacdes espectrais
ocorrerdo em virtude da variagdo de concentracdo da mistura bindria dos dois

polimorfos (SRTL-I e SRTL-H) nas amostras.

A validacao cruzada por si sO ndo € um parametro que garante a qualidade e
eficiéncia do modelo. E recomendado testar o0 modelo com um conjunto de amostras
de “teste” totalmente independentes, além da validacao cruzada (BRERETON, 2007).
Por isso, depois de construir o modelo de calibragdo com o nimero ideal de variaveis
latentes, um conjunto de validagao foi preparado com o objetivo de testar a robustez
do modelo obtido. Assim, cinco amostras foram avaliadas com concentragdes distintas
do conjunto de calibracdo. O teste com amostras externas é importante, pois avalia
se os parametros adquiridos com o modelo construido séo reprodutiveis, o que
confirma a capacidade do modelo em realizar novas predigdes.

Se 0 modelo for robusto o conjunto de validacao apresentara valores de erros
de predicdo (RMSEP) semelhantes aos valores de erro de validacdo cruzada
(RMSECV), o que demonstra 0 ndo sob ou sobreajuste do modelo (BRERETON,
2000; NAGY et al., 2016). Na Tabela 5 é exposto os parametros estatisticos utilizados
para analisar a qualidade do modelo iPLS com a realizacdo de pré-tratamento dos

dados.

Tabela 5: Parametros analiticos para o modelo iPLS dos polimorfos SRTL-l e SRTL-
H com a realizacdo de pré-tratamentos.

Parametros Polimorfos
SRTL-I SRTL-H
RMSEC (%) 2,01 1,10
RMSECV (%) 4,66 4,46
RMSEP (%) 5,20 4,88
R? Calibracéo 0,996 0,999
R? Validacédo Cruzada 0,979 0,981
R? Predicao 0,982 0,991

Legenda: Intervalos utilizado no modelo: 350 - 390 cm™%; Pré-tratamento: Normalizado pela area, SNV
e OSC.
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Na Tabela 5 € mostrado que os valores de RMSECV sédo de 4,66 % e 4,46 %
para os polimorfos SRTL-I e SRTL-H, respectivamente. Enquanto que os valores de
RMSEP foram de 5,20 % para o SRTL-I e de 4,88 % para o SRTL-H. Os erros de
predicdo estdo muito proximos dos erros de calibracdo por validacdo cruzada,
demonstrando que o modelo ndo apresenta sobreajuste e que é capaz de prever
concentracbes de novas amostras. O polimorfo hidrato foi 0 que apresentou uma
ligeira diferenca no erro de predicdo em relagdo ao seu respectivo anidro, mas pouco

significativa.

A Tabela 5 apresenta também os valores dos coeficientes de determinacéo, na
qual pode ser observado uma boa correcdo dos R? dos erros de Calibracéo, Validacdo
Cruzada e de Predicédo. Dentre os coeficientes de determinagdo cabe destacar o R?
do erro de predicéo, apresentado graficamente na Figura 25. Nesse caso, as amostras
apresentam residuos (diferenca entre o valor calculado pelo modelo e o valor real do
polimorfo na amostra) baixos, com R2de 0,982 para o SRTL-I (Figura 25a) e 0,991
para o SRTL-H (Figura 25b). Portanto, o modelo de calibracdo adquirido com somente
11 amostras, realizado de acordo com um planejamento de misturas binarias, € um
modelo capaz de calcular as possiveis concentracdes de dois polimorfos em uma

situacao real, que por ventura podem surgir na linha de producéao.

Para uma melhor compreenséao do erro médio de predicao, partindo do principio
gue cada amostra contém 50 mg como mostrado no conjunto de calibracdo na Tabela
3, 0 erro médio de predicdo para os polimorfos SRTL-I e SRTL-H seria de 2,6 mg e
2,4 mg, respectivamente. Logo, 0 modelo apresenta uma capacidade de predicdo com
erro em torno de 2,5 mg. E importante ressaltar que esses erros poderiam ser ainda
menores com o aumento do niumero de amostras do conjunto de calibracdo e um
maior nimero de leitura espectrais por amostra, diminuindo o risco do problema da

heterogeneidade.
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Figura 25: Valores reais versus valores preditos pelo modelo iPLS para a mistura binaria dos
polimorfos de cloridrato de sertralina: a) SRTL-I, b) SRTL-H.
Fonte: Préprio autor.

Na Tabela 6 é destacado o quanto a ndo escolha de um pré-tratamento

adequado pode influenciar diretamente na qualidade e no bom desempenho do

modelo. Vé-se que, mesmo utilizando o modelo do tipo iPLS e com a escolha de duas

variaveis latentes, o quadro dos resultados muda drasticamente de configuracao

guando os dados dos espectros Raman nao sdo devidamente tratados.
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Para o SRTL-H, o RMSEC e o RMSECYV séao relativamente baixos, sendo de
5,61 % e 6,83 %, respectivamente. O mesmo néo é observado para o erro de predicao
com o valor de 16,2 %, apresentando uma baixa capacidade de determinar
concentracdo de novas amostras. O R? para este parametro foi de 0,80 acusando alto
valor residual. Enquanto o polimorfo SRTL-I, todos os parametros que avalia a
qualidade do modelo foram substancialmente maiores quando comparado com 0s
resultados dos dados tratados. O erro de validagéo cruzada para esse polimorfo foi
de 17,2 %, e os erros de predicdo para as amostras externas foram ainda maiores
(18,5 %). O coeficiente de determinacéo baixo relava uma diferenca bem expressiva
entre o valor calculado pelo o modelo e o valor real, com valor residual muito alto.
Desse modo, evidencia-se que quando as informacgdes espectrais hdo sao submetidas
ao tratamento adequado antes da construcdo do modelo, aumenta também a
probabilidade de haver a distorcdo do mesmo, reduzindo sua capacidade de predi¢céao

e elevando os erros de quantificacao.

Tabela 6: Parametros analiticos para o modelo iPLS dos polimorfos SRTL-I e SRTL-
H sem a realizacdo do pré-tratamento de dados.

ParAmetros Polimorfos
SRTL-I SRTL-H
RMSEC (%) 14,5 5,61
RMSECV (%) 17,2 6,83
RMSEP (%) 18,5 16,2
R? Calibracéo 0,74 0,80
R? Validacdo Cruzada 0,74 0,95
R? Predicéo 0,74 0,80

Legenda: Intervalos utilizado no modelo: [710 - 760; 860 - 960] cm™; com os dados somente centrados
na média.

A espectroscopia Raman assim como as demais técnicas instrumentais
apresentas anteriormente tem as suas limitacdbes e peculiaridades. Tais
caracteristicas podem influenciar nos erros de predicdo e, consequentemente afetar

no desempenho do modelo.

A homogeneidade da amostra, conforme apontado por alguns pesquisadores
(HEINZ et al., 2007; HU et al., 2010), € uma fonte de erro que deve ser levado em

consideracdo quando se trata da quantificagdo de misturas polimérficas por
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espectroscopia Raman. A homogeneidade pode ser influenciada pela densidade,
morfologia, tamanho e orientacéo preferida das particulas (HEINZ et al., 2007; TIAN
et al., 2007). Para amostras ndo homogéneas a &rea sensibilizada pelo laser do
microscopio pode ser um problema na representatividade da amostra.

Na espectroscopia Raman, o0 microscopio direciona o feixe de laser
monocromatico a superficie da amostra. O laser, geralmente, possui uma area de
andlise de 1 mm?, atingindo uma profundidade de alguns poucos decimetros de
milimetros. Essa caracteristica faz com a que a informacéo coletada em um espectro,
por se referir a um volume de amostra muito pequeno, ndo seja representativa de toda
a amostra (FARIAS & CARNEIRO, 2014b). O pequeno tamanho amostral e a
heterogeneidade da amostra ja foi apontado como a principal fonte de erro de

quantificacdo por espectroscopia Raman (XIE et al., 2008; CAMPBELL et al., 2002).

Além disso, a varia¢do da resposta do instrumento ainda pode ser influenciada
por flutuacbes da intensidade do laser, radiacdo de corpo negro e efeitos de
fluorescéncia da amostra que pode causar alteracbes na linha de base e
obscurecimento parcial do sinal Raman (HEINZ et al., 2007). Em casos mais extremos
ainda pode haver a possibilidade da ocorréncia de transi¢cdo polimérfica durante a
andlise devido ao aquecimento da amostra ocasionado pela a fonte de laser
(HENNIGAN & RYDER, 2013).

Todas essas caracteristicas oriundas da técnica e de como as andlises sao
realizadas podem levar a um modelo de calibragdo multivariada com baixa capacidade
de predicdo, o que justifica, em parte, as diferencas dos parametros estatisticos que
mede a eficiéncia do modelo entre os dados espectrais com e sem o0 pré-tratamento.
Dai a importancia da escolha de um pré-tramento adequado para constru¢do do
modelo.
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4.3 Quantificacdo simultanea da mistura binaria, por meio de iPLS, dos
polimorfos SRTL-l e SRTL-H na presenca de excipientes empregando
espetroscopia Raman

A quantificacdo por meio do planejamento de mistura binaria dos APIs do
farmaco cloridrato de sertralina na presenca de excipientes teve o objetivo de verificar
se a espectroscopia Raman é capaz de quantificar os polimorfos SRTL-l e SRTL-H e
se 0s excipientes podem interferir no sinal dos seus respectivos espectros. Desse
modo, possibilitando a simulagédo de uma situacéo real em uma industria farmacéutica.
Com essa finalidade, um modelo de regresséo multivariada do tipo iPLS foi construido
com 11 amostras calibracdo e 5 amostras de validacdo, obedecendo um planejamento
de mistura binaria com excipientes (Vide Tabela 3). Afim de evitar problemas de micro-
heterogeneidade nas anélises Raman foram coletados 10 espectros por amostra e
escolhendo o espectro médio como representativo da amostra. Em seguida, os
espectros foram corrigidos, sendo a normalizacdo pela area, o SNV e OSC os
métodos de pré-tratamentos que mais se adequaram ao conjunto de dados e que

apresentaram menores valores de erros de predigao.

Foi discutido anteriormente (Secao 1.5.3) que 0s excipientes apresentam sinal
Raman de menor intensidade quando comparado com o sinal dos APIs em virtude de
serem sais ou moléculas que possuem ligacdes muito polarizadas. Na Figura 26 é
mostrado 0s sinais espectrais dos excipientes comumente utilizados na formulacéo
(amido, estearato de magnésio, povidona e dioxido de silicio), na qual é possivel
observar que o estearato de magnésio € o excipiente que apresenta uma maior
guantidade de picos e de maior intensidade. Mesmo que haja sobreposicéo de bandas
resultante da mistura de sinais de APIs e excipientes, 0 método quimiométrico PLS é
capaz de lidar com dados dessa natureza (CALVO et al., 2018b). Como ja relatado, o
PLS € um método de regressédo de primeira ordem que consegue quantificar misturas
complexas, mesmo na presenca de interferentes (se estiverem presentes na fase de
calibragcéo) (OLIVIERI et al., 2006).
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Figura 26: Espectros Raman dos excipientes dioxido de silicio, estearato de magnésio, amido e
povidona.
Fonte: Préprio autor.

A Figura 27 destaca a quantidade de variaveis (50 variaveis) escolhidos para a
construcdo do modelo de regressdo, compreendo a selecao da variavel 550 a 600,
que corresponde a faixa espectral de 660 — 710 cm™. Muito embora haja diferencas
perceptiveis nos espectros Raman das formas SRTL-I e SRTL-H, conforme
evidenciado na caracterizacdo dos polimorfos por Raman (Figura 22), néo
necessariamente o modelo iPLS ira escolher exatamente intervalos onde a diferenca

€ perceptivel.

Antes de selecionar as variaveis, o iPLS inicia calculando modelos PLS
individuais, cada um utilizando apenas um dos intervalos de variaveis pré-definidos,
ou seja, para cada intervalo de variaveis definidos para um dado conjunto de dados
sera calculado um modelo PLS separadamente. Aquele ou aqueles intervalos que
apresentarem menores erros de RMSECV serdo os intervalos selecionados para
construcédo do modelo de calibracdo. Essa selecdo pode ser uma ou um conjunto de
variaveis adjacentes (WISE et al., 2006). Aqui, a quantidade de variaveis em destaque
na Figura 27 selecionado pelo o modelo compreende uma regiao espectral que melhor
correlaciona as variaveis da matriz X com a concentracdo da matriz Y, essa escolha

€ baseada na variacao das intensidades dos espectros médios que esta diretamente
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relacionada a mudanca na proporcéao dos polimorfos em cada amostra.

E T T T T T T T T T

RMSECV com intervalo adicionado
W]
1

1 1
100 200 300 A00 s00 E00 o0 800 00
NUmero de Variaveis

Figura 27: Quantidade de varidveis selecionadas pelo modelo da mistura bindria na presenca de
excipientes. Em cinza é mostrado que o modelo iPLS foi calculado selecionando o intervalo de variaveis
de 550 a 600 (50 variaveis).

Fonte: Préprio autor.

O nuamero 6timo de variaveis latentes a ser utilizado na constru¢do do modelo
iPLS foi realizada utilizando a validacao interna cruzada do tipo leave-one-out. As
informacBes dos valores do erro quadratico médio da validacdo cruzada versus o

ndmero de variaveis latentes sédo evidenciadas na Figura 28.
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Figura 28: Valores da raiz quadrada do erro da validacdo cruzada (RMSECV) versus o nimero de
variaveis latentes.
Fonte: Préprio autor.

Por meio dos resultados apresentados na Figura 28 é visivel que os erros de
RMSECV minimo foi apresentado na segunda variavel latente, indicando que 2 é o
namero 6timo de variaveis latentes. Outra informacéo importante € que duas variaveis
latentes foram capazes de explicar uma variancia total de 99,48 % dos dados. Logo,

utilizou-se duas variaveis latentes na constru¢do do modelo de calibracao.

Vale ressaltar ainda, que a inclusdo de novas variaveis latentes ndo incorpora
informacdo concreta suficiente para alterar os valores de RMSECV, o que ja era
esperado, uma vez que as variacfes espectrais sdo resultados apenas da variacao
da concentracdo dos dois polimorfos presentes nas amostras e que a concentracao
dos excipientes permaneceu constante, portanto, ndo contribuindo para variagcao dos

sinais espectrais Raman.

Apos a escolha do numero ideal de variaveis latentes, um conjunto de validacao
externa foi desenvolvido para avaliar a capacidade do modelo em classificar novas
amostras contendo misturas binarias e 0s excipientes comumente presentes na
formulag&o do farmaco. Quantificar novas amostras é uma boa maneira de investigar

a verdadeira eficacia de um modelo construido e confirmar a eliminacao bem-sucedida
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do superajuste (NAGY et al., 2016). Neste caso, foram preparadas 5 amostras com

combinacgdes binarias de concentracdes distintas do conjunto de calibragao.

Na Tabela 7 pode ser visualizado que o SRTL-I apresentou erro de predi¢ao
(RMSEP) ligeiramente maior dentre os dois polimorfos, com o valor de 2,84 % e seu
erro de validagdo cruzada (RMSECYV) foi de 5,49 %. J4 o SRTL-H, os valores de
RMSEP e RMSECV foram, respectivamente, de 2,07 e 4,81 %. Comparando 0s
valores desses dois parametros utilizados para medir a eficiéncia e a qualidade do
modelo é possivel observar que a diferenca entre eles € de um pouco mais que 2 %,
demonstrando erros muito préximos. Ja foi destacado por alguns autores
(BRERETON, 2000; NAGY et al.,, 2016) a importancia de comparar esses dois
parametros, haja visto que uma diferenca expressiva nos seus valores pode levar, na
maioria das vezes, a construcdo de um modelo com respostas enganosas e
excessivamente otimista. Dessa forma, é possivel afirmar que o modelo iPLS
construido é robusto e reprodutivel, pois é capaz de prever concentracdes diferentes

das que foi treinado.

Tabela 7: Parametros analiticos para o modelo iPLS dos polimorfos SRTL-I e SRTL-
H.

Polimorfos

Parametros

SRTL-I

SRTL-H

RMSEC (%)
RMSECV (%)
RMSEP (%)

R? Calibracéo®
R? Validacédo Cruzada®

R? Predicdo®

1,942 (0,32%)

5,492 (0,91°)

2,842 (0,47")
0,996
0,971
0,991

1,042 (0,17°)

4,812 (0,80°)

2,072 (0,34°)
0,999
0,978
0,998

Legenda: 2 valores de erros considerando a massa do polimorfo relacionado a massa total de cloridrato
de sertralina; © valores entre parénteses consideram os erros da massa do polimorfo relacionado a
massa total do comprimido; ¢ os coeficientes de determinacdo mostram a correlacdo entre os valores
reais e os valores preditos.

Na Figura 29 é possivel observar uma boa correlagéo linear entre os valores
reais e os valores preditos pelo modelo, calculado por iPLS, para os dois polimorfos.
O coeficiente de determinacéo do erro de predicdo mostrado na Tabela 7 é de 0,991
para o SRTL-I (Figura 29a) e de 0,998 para o SRTL-H (Figura 29b). Os valores de R?

mostram que os valores residuais sdo pequenos, portanto, isso significa que 0s
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valores previstos pelo modelo sdo muito proximos dos valores reais, demonstrando

gue o modelo apresenta uma boa capacidade de prever novas amostras.

(@)100r o Calibragio
gglk| O Validacao

alll
70
B0
al
40
30

Y “alores preditos (%mdm)

20
10

a

._ | | | | | |
a 10 20 30 40 a0 B0 70 80 a0 100
Y Walores reais (Somim)

@ Calibracao
o Validagio

(b) 100

' walores preditos (Ymidm)

| | | | | |
a 10 20 30 40 a0 B0 70 80 a0 100
Y Walores reais (Ymdm)

Figura 29: Valores reais versus valores preditos pelo modelo iPLS para a mistura binaria dos polimorfos
de cloridrato de sertralina na presenca de excipientes: a) SRTL-I, b) SRTL-H.
Fonte: Préprio autor.
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A simulacdo proposta nesse trabalho foi referente a um comprimido do
cloridrato de sertralina de aproximadamente 300 mg, sendo 250 mg de excipientes e
50 mg de cloridrato de sertralina (mistura de polimorfos), o que equivale em
porcentagem a 83,4 % (excipientes) e 16,6 % (mistura de polimorfos). Se toda a
massa do comprimido for considerada, teriamos um erro de predicdo de apenas 0,47
% para o polimorfo | e de 0,34 % para o seu hidrato. Portanto, seria possivel quantificar
as formas cristalinas do principio ativo, mesmo na presencga de excipientes, com um
erro em torno de 0,5 % (relagdo massa/massa), 0 que equivale a 1,5 mg da massa

total do comprimido.

E importante ressaltar que os erros referentes aos parametros utilizados para
medir a eficiéncia do modelo iPLS podem estar diretamente associados as
peculiaridades da propria técnica, assim também a maneira como as andlises séo
realizadas, como discutido no item anterior. Qutro ponto importante a ser destacado é
gue existem comprimidos de cloridrato de sertralina de até 100 mg do principio ativo,
com esse aumento na relacéo entre o API e seus excipientes, o modelo poderia obter
resultados ainda melhores.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o modelo de calibracao
construido baseado no planejamento de mistura binaria dos polimorfos SRTL-I e
SRTL-H apresentou erros de predicdo em torno de 2,5 mg para amostras de 50 mg.
Enquanto no planejamento de mistura binaria na presenca de excipientes mais
comuns utilizados na formulagdo, mesmo com esses interferentes, os resultados
foram ainda melhores, proporcionando erros de predigdo com valores por volta de 0,5

% (ou de 1,5 mg) relacionado a massa total do comprimido.

Em uma aplicacao real, os erros de predi¢cdo poderiam ser ainda menores com
a utilizacdo de um namero maior de amostras para o conjunto de calibracdo e com o
aumento do numero de replicatas de espectros Raman por amostra, diminuindo o

problema da micro-heterogeneidade.

Este estudo comprovou que a espectroscopia Raman associada ao método de
regressdo do tipo IPLS tanto para o planejamento bindrio de polimorfos sem
excipientes como na presenca de excipientes € uma alternativa possivel e viavel para
analise quantitativa de polimorfos de cloridrato de sertralina em produtos
farmacéuticos comercializados, uma vez que foi capaz de gerar modelos robustos,
reprodutiveis e com baixo erros de predicdo. Dessa forma, podendo ser atrativa para

a industria farmacéutica e 6rgaos regulamentadores.
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