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RESUMO

Polimorfos organicos sdao comuns e apresentam diferentes propriedades fisico-
quimicas entre si. Na pesquisa farmacéutica, o polimorfismo apresenta especial
destaque por permitir que uma mesma molécula em uma determinada formulagéo
farmacéutica solida apresente solubilidade e estabilidade diferenciada.
Tradicionalmente, a técnica mais empregada na caracterizacdo de polimorfos é a
difratometria de raios X. No entanto, com a preocupacao da garantia da qualidade
farmacéutica, técnicas de baixo custo, ndo destrutivas e portateis, baseados em
espectroscopia vibracional, estdo sendo utilizadas no desenvolvimento de
metodologias para caraterizacdo polimoérfica, tanto em matérias-primas quanto em
produtos acabados. O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
metodologias para a quantificagdo de duas formas polimérficas do cloridrato de
fexofenadina em matéria prima e em formulacdo farmacéutica, sob a forma de pé e
comprimido. Neste intuito, primeiramente, foi realizada a cristalizacao,
caracterizacdo e o estudo da estabilidade polimorfica do cloridrato de fexofenadina.
Em seguida, a espectroscopia Raman e a difracdo de raios X por pd foram
utilizadas, juntamente com regressdo multivariada por PLS (Partial Least Squares),
para a quantificacdo simultanea de dois polimorfos de cloridrato de fexofenadina em
misturas de matéria-prima (primeira aplicacdo) e uma formulacdo farmacéutica em
p6é contendo celulose microcristalina, amido, estearato de magnésio, TiO, e
povidona (segunda aplicacdo). Tanto na matéria-prima como na formulacéo
farmacéutica em pd, a difracdo de raios X se mostrou mais exata que a
espectroscopia Raman, apresentando valores de RMSECV e RMSEP inferiores e
ajustes (R?) mais adequados. E em uma terceira aplicacéo a espectroscopia NIR-ClI
(Near Infrared Chemical Imaging) combinada com PLS e MCR-ALS (Multivariate
Curve Resolution - Alternating Least Squares) permitiu a construcdo de mapas de
distribuicdo de concentracdo e a determinacdo dos polimorfos de cloridrato de

fexofenadina em comprimidos.

Palavras-chave: Andlise Espectral Raman. Difracdo de Raios X. Espectroscopia de

Luz Préxima ao Infravermelho. Analise Multivariada.



ABSTRACT

Organic polymorphs are common and present different physicochemical properties to
each other. In pharmaceutical research, the polymorphism has a particular focus by
allowing a molecule in a particular solid pharmaceutical formulation presents different
solubility and stability. Traditionally, the most used technique in the characterization
of polymorphs is the X-ray diffraction. However, in the interests of pharmaceutical
quality assurance, low cost, non-destructive and handheld techniques, based on
vibrational spectroscopy, have been used to develop methodologies for polymorphic
characterization, both in raw materials and finished product. The main objective of
this work was to develop methodologies to quantify the two polymorphic forms of
fexofenadine hydrochloride in raw material and in pharmaceutical formulation, in the
form of powder and tablet. To this end, firstly, we performed crystallization,
characterization and study of polymorphic fexofenadine hydrochloride. Then, Raman
spectroscopy and powder X-ray diffraction were used with multivariate regression
PLS (Partial Least Squares), for the simultaneous determination of two polymorphs
of fexofenadine hydrochloride in mixture of raw material (first application) and in a
powder pharmaceutical formulation containing microcrystalline cellulose, starch,
magnesium stearate, TiO, and povidone (second application). Both for raw material
and powder pharmaceutical formulation, the X-ray diffraction shown to be more
accurate than Raman spectroscopy, presenting lower values of RMSECV and
RMSEP and most appropriated fitting (R?). In a third application the NIR-CI (Near
Infrared Chemical Imaging) spectroscopy coupled with PLS and MCR-ALS
(Multivariate Curve Resolution - Alternating Least Squares) allowed the construction
of distribution maps of concentration and determination of polymorphs of
fexofenadine hydrochloride in tablets.

Keywords: Spectrum Analysis Raman. X-Ray diffraction. Spectroscopy, Near-

Infrared. Multivariate analysis.
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Dissertacio de Mestrado - A. M. Brondi

1 INTRODUCAO

Quando se fala em quimica analitica as primeiras coisas que vém em mente
sdo caracterizar/identificar e quantificar espécies em um meio. Inicialmente, a
quimica analitica se baseava na estequiometria das reacbes envolvidas na
metodologia para a quantificagcdo dos analitos, como nos métodos gravimétricos e
volumétricos, também conhecidos como métodos classicos. Com o desenvolvimento
de equipamentos que permitiam mensurar parametros fisicos, como carga elétrica e
fendbmenos Oticos, iniciou-se o desenvolvimento de métodos instrumentais de
analise, relacionando a medida de tais grandezas com a concentracdo, sendo
necessaria a construcdo de curvas de calibracio. Com o advento dos
computadores, tornou-se possivel realizar a aquisicdo de um grande numero de
dados simultaneamente, como por exemplo, dados espectrais, 0s quais sao fontes
riquissimas de informacao quimica, e com a finalidade de se extrair o maximo de
informacBes dos dados obtidos surgiram os métodos multivariados de analise. A
Quimiometria € uma das areas da Ciéncia Quimica e compreende o emprego e
desenvolvimento destes métodos estatisticos, especificamente em dados de origem
quimica (SKOOG; HOOLER; NIEMAN, 2002).

Através da quimiometria foi, e ainda €, possivel resolver muitos sistemas
analiticos, outrora inviaveis. Um destes exemplos atuais é a quantificacdo de
polimorfos de ingredientes farmacéuticos ativos em matrizes complexas, como
medicamentos, através da técnica de difratometria de raios X (DATTA; GRANT,
2004; SILVA; IHA, 2010).

Apesar da Difratometria de raios X ser a técnica mais difundida de
caracterizacdo de polimorfos, as técnicas de espectroscopia vibracional, como
Raman e Infravermelho, tém ganhado espaco na indastria farmacéutica,
principalmente por apresentarem maior portabilidade, rapidez na aquisicdo de
dados, além de serem capazes de realizar o monitoramento on-line, possuirem
menor custo e maior facilidade de operacdo (DATTA; GRANT, 2004; HU et al.,
2010). Porém, a analise quantitativa de formas polimorficas em formulagdes
farmacéuticas utilizando técnicas espectroscépicas requer que o0 espectro de cada
forma polimérfica seja diferente e que essas diferencas sejam conservadas na
presenca de qualquer diluente (excipiente) (PATEL; LUNER; KEMPER, 2000).
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Embora as técnicas de espectroscopia vibracional e difracdo de raios X,
juntamente com a quimiometria, apresentem potencial para a quantificacdo de
polimorfos em formulacbes farmacéuticas, cada técnica tem as suas
particularidades, o que sera explorado neste trabalho.

No primeiro topico encontramos uma introdugé@o sobre conceitos tedricos das
principais técnicas utilizadas no desenvolvimento deste trabalho: espectroscopia
Raman, NIR-CI (Near Infrared Chemical Imaging), difratometria de raios X e
guimiometria, além de ressaltar a importancia do estudo de polimorfismo em
farmacos.

No tépico 2, serd apresentado como o fexofenadina.HCI forma Il foi
cristalizada a partir da forma | e a caracterizacdo das mesmas. Além do estudo de
estabilidade polimorfica, justificando a importancia do presente estudo.

A primeira e segunda aplicagbes abordam o desenvolvimento de
metodologias empregando a espectroscopia Raman e a difratometria de raios X por
pd, juntamente com técnicas PLS (Partial Least Squares) para a quantificacdo das
formas polimérficas | e Il do fexofenadina.HClI em matéria-prima e em formulacéo
farmacéutica, respectivamente. A primeira aplicacdo aborda, também, a
quantificacdo da forma polimérfica Il do fexofenadina.HCI em matéria-prima por TG
(Termogravimetria).

A terceira aplicacdo trata do desenvolvimento de metodologias guantitativas
empregando a espectroscopia NIR-ClI combinada com técnicas de analise
multivariadas. Também foi abordada uma comparacdo entre os modelos PLS e
MCR-ALS (Multivariate Curve Resolution - Alternating Least Squares).

Este trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de Analise
Quimica de Farmacos, Laboratério de Cristalografia (Difratdmetro de raios X Ultima
IV — Rigaku) e Laboratorio Interdisciplinar de Quimica (SDT Q600 - TA Instruments
Inc.), na UNIFAL-MG; do Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica
(RamanStation 400F - PerkinElmer e Espectrometro SPECTRUM 100N FT-NIR
acoplado com sistema de imagem Spotlight 400N FT-NIR - PerkinElmer) e
Laboratorio Multiusuario de Microscopia Eletronica (MEV JEOL/JSM-6360), no
Instituto de Quimica da UNICAMP, e possibilitou o desenvolvimento de metodologias
capazes de identificar e quantificar as formas polimoérficas | e Il do fexofenadina.HCI

em matéria-prima e em formulacéo farmacéutica.
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O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de
metodologias para a quantificacdo de formas polimoérficas em matéria prima e em
determinada formulacdo farmacéutica na forma de pdé e de comprimidos,
empregando Difratometria de Raios X, Espectroscopia Raman e NIR-CI, juntamente
com analise multivariada.

A primeira aplicagdo teve como objetivo, além de quantificar as formas
polimorficas | e 1l do fexofenadina.HCI em matéria-prima, comparar as técnicas de
espectroscopia Raman e PXRD, aliadas a analise multivariada (PLS) e a analise
univariada, e comparar os diferentes métodos de pré-processamento utilizados entre
Si.

O objetivo da segunda aplicacao foi quantificar as formas polimorficas | e Il do
fexofenadina.HClI em uma determinada formulacdo farmacéutica na forma de po,
contendo celulose microcristalina, amido, estearato de magnésio, TiO;, e povidona,
novamente, comparando as técnicas espectroscopia Raman e PXRD, aliadas a
analise multivariada utilizando diferentes métodos de pré-processamento.

A terceira aplicacdo teve como objetivo a quantificacdo das formas
polimérficas | e Il de fexofenadina.HCl na superficie de comprimidos utilizando a
técnica de imagem por NIR-CI, comparando os modelos PLS e MCR-ALS.

1.1 Cloridrato de fexofenadina

O cloridrato de fexofenadina (fexofenadina.HCI) € um anti-histaminico, que
apresenta atividade anti-inflamatéria, utilizado no tratamento de rinite alérgica, asma
e outras manifestacdes alérgicas (RADHAKRISHNA; REDDY, 2002). A fexofenadina
€ um metabdlito farmacologicamente ativo da terfenadina, e possui atividade seletiva
antagonista dos receptores H1 periféricos (RADHAKRISHNA; REDDY, 2002;
AXELROD; BIELORY, 2008). No Brasil a fexofenadina é comercialmente conhecida
como Allegra®, do laboratério Sanofi-Aventis, administrada na forma de comprimidos
de 60, 120 e 180 mg ou suspenséo oral 6mg/mL. O blockbuster € um dos principais
parametros que mensura o impacto econémico de um determinado medicamento.

Para um medicamento alcancar o status de blockbuster, ela deve render mais que
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$1 bilhdo em um ano (BLOCKBUSTER, 2011). O Allegra® conquistou este status em
2004 (WHITNEY, 2011).

O fexofenadina.HCI, (x)-4-[1-Hidroxi-4-[4-(hidroxidifenilmetil)-1-
piperidinil]butil]-a,a-dimetil benzeno acético acido cloridrico, € um derivado da
piperidina (HENTON et al., 1995), a qual possui a formula geral apresentada na
Figura 1.

Ry
R, OH

N<
(CHy)N
CHg

R
H,C 3

Figura 1 - Formula geral da piperidina. Fexofenadina:
R1=0OH, R2=H, R3=COOH e n=3.

Fonte: HENTON et al., 1995, p. 2.

Sao descritas cerca de 20 formas do fexofenadina.HCI| em patentes, dentre as
quais incluem as formas polimorficas, pseudopolimérficas e amorfas. Porém, as mais
frequentemente encontradas sdo as formas anidras, | e lll, e as formas hidratadas
(hidratos), Il e IV, sendo que nenhuma das formas polimorficas possui estrutura
determinada (KOR; WIZEL, 2005).

Neste trabalho foram utilizadas uma forma anidra (Forma 1) e uma hidratada
(Forma II) do fexofenadina.HCl. Todas as formas apresentam atividade
farmacéutica, porém a forma | € a mais desejada no medicamento, devido a sua
biodisponibilidade (TREVISAN, 2010).
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1.2 Polimorfismo em Farmacos

Polimorfismo, um termo derivado do grego, poli = muitas, morfismo = forma,
pode ser definido como a capacidade de uma mesma substancia existir em duas ou
mais fases cristalinas, com células unitarias distintas e, consequentemente,
diferentes conformacdes moleculares na rede cristalina (HU et al., 2010). Os
solvatos, hidratos, sais e co-cristais sdo chamados de pseudopolimorfos, por
apresentarem mais de um tipo de molécula no arranjo tridimensional. Os polimorfos
“verdadeiros” apresentam a repeticdo de apenas uma molécula no reticulo cristalino
(MORISSETTE, 2004). Sdo denominados solvatos os polimorfos que possuem
molécula de solvente no reticulo cristalino. Quando o solvente presente na estrutura
for a 4gua, o polimorfo passa a ser denominado hidrato. Nos sais a molécula age
como um contra-ion, formando um sal. Os co-cristais sdo formados quando duas ou
mais substancias séo cristalizadas em um mesmo reticulo, por exemplo, o principio
ativo e um excipiente, ou dois principios ativos. A forma amorfa também pode ser
denominada pseudopolimorfo (BLANCO et al., 2005).

E conhecido que diferentes formas polimorficas apresentam diferencas
relevantes em suas propriedades fisico-quimicas, como volume molar e densidade,
propriedades oOticas, condutividade elétrica e térmica, higroscopicidade, ponto de
fusdo e sublimacdo, solubilidade, dureza, velocidade de dissolucéo, transicoes
eletronicas, vibracionais, rotacionais e spin nuclear (DATTA; GRANT, 2004; SILVA,;
IHA, 2010).

O polimorfismo esta relacionado ao estado cristalino. No entanto, as
moléculas de um sélido podem estar distribuidas aleatoriamente no espaco (solido
amorfo), porém uma disposicdo ordenada e repetitiva (sélido cristalino) é mais
provavel, uma vez que € a situacdo de menor energia quando comparada a uma
distribuicdo aleatéria de atomos e moléculas interagindo fortemente (BRITTAIN,
2000).

Como o polimorfismo é uma caracteristica observada na fase solida, e grande
parte das formulacfes farmacéuticas, cerca de 80%, se apresenta na forma sélida, o
estudo de polimorfismo € de grande interesse para a industria farmacéutica, devido
a possibilidade de transformacéo parcial ou total de um polimorfo em outro, durante

0s processos de producdo, embalagem, estocagem e transporte (DATTA; GRANT,
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2004). Tal preocupacao ocorre devido as diferentes propriedades fisico-quimicas
dos polimorfos, como citado anteriormente, uma vez que elas podem interferir
diretamente no mecanismo de absorcédo do farmaco pelo organismo, atuando na sua
eficacia terapéutica (SILVA; IHA, 2010). Assim, as diferentes formas polimorficas
podem apresentar igual biodisponibilidade, sendo bioequivalentes e serem
terapeuticamente ativas, ou possuirem diferentes niveis de biodisponibilidade, sendo
nao bioequivalentes, podendo ser, terapeuticamente, uma menos ativa que a outra,
ou ainda inativa, ou possuir elevada biodisponibilidade, chegando a niveis
considerados téxicos para o organismo (CAPUCHO; MASTROIANNI; CUFFINI,
2008).

O polimorfismo de substancias pode ser identificado e caracterizado utilizando
técnicas de difracdo de raios X (XRD — X-ray Diffraction), espectroscopia no
infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) do estado solido,
espectroscopia Raman ou analise térmica, entre outras. As técnicas
espectroscopicas como NIR (Near InfraRed) e Raman tém ganhado espaco na
industria farmacéutica por serem técnicas de identificacdo de relativo baixo custo,
robustez, facil uso e portabilidade, com possibilidade de emprego de bibliotecas
espectrais (BLANCO et al., 2005; REICH, 2005).

1.3 Caracterizacao e quantificacéo de polimorfos em farmacos

Uma das técnicas mais apropriadas para diferenciar as formas polimorficas é
a difracdo de raios X por p6 (PXRD: Powder X-ray Diffraction) ou monocristal
(SXRD: Single-crystal X-ray Difraction) (BRITTAIN, 2000; BLANCO; VILLAR, 2003).
A analise dos difratogramas obtidos nos experimentos de SXRD permite distinguir os
diferentes arranjos dos atomos nos sélidos, permitindo a determinagdo estrutural,
determinando com exatiddo os angulos e comprimentos de ligagdes. A PXRD pode
ser usada para determinacdo do grau de cristalinidade, andlise quantitativa das
fases dos solidos polimorficos e estudo da cinética das reacdes no estado solido
(BRITTAIN, 1995; DATTA; GRANT, 2004).

As técnicas de analise térmica, como DSC (Differential Scanning Calorimetry)

distinguem polimorfos com base nas transigdes de fase que estes sofrem durante o
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aguecimento e podem ser usadas para obter informacdes adicionais com respeito a
estas transi¢cbes de fase, como o ponto de fusao, solvatacéo, cristalizagéo, transicéo
vitrea e estabilidade (INPI, 2010). Ja os solvatos e hidratos sao principalmente
caracterizados pela técnica de TG (Thermogravimetry), obtendo-se os valores de
perda de massa, que indicam a estequiometria molar entre solvato:solvente, e a
temperatura de perda, que indica, aproximadamente, qual o solvente envolvido no
solvato. A identificagdo do solvente também pode ser realizada por GC-MS (Gas
Chromatography — Mass Spectrometry) ou TG-MS (THRELFALL, 1995).

Técnicas espectroscopicas no estado soélido (Infravermelho, Raman e RMN)
tém se tornado parte integral das técnicas fisicas de caracterizacdo de solidos
farmacéuticos. As espectroscopias vibracionais no Infravermelho e Raman séo
técnicas que também fornecem respostas espectrais relacionadas a estrutura
cristalina de moléculas organicas. Estes espectros sdo, frequentemente,
caracteristicos de cada uma das formas polimérficas em que uma substancia se
apresenta, podendo-se estabelecer relacdes inclusive quantitativas (BRAGA;
POPPI, 2004; INPI, 2010; ROCHA et al., 2011).

A farmacopeia americana (USP, 2007) cita os seguintes testes para a analise
de polimorfos: determinagdo do ponto de fuséo, registro do espectro Raman e na
regido do infravermelho, analises térmicas (TG e DSC), dissolucédo e difracdo de
raios X. Sendo esta Ultima a mais difundida, porém ainda é uma técnica considerada
lenta, ndo sendo ideal para o controle de qualidade (BLANCO et al., 2005; REICH,
2005). A industria farmacéutica requer alternativas mais ageis para este tipo de
andlise, e técnicas capazes de atender as exigéncias da rotina de controle de

qgualidade séo as baseadas em espectroscopia vibracional (HU et al., 2010).

1.3.1 Difratometria de raios X

Os raios X sao radiacbes eletromagnéticas com comprimento de onda na
ordem de Angstrons. Eles apresentam propriedades tipicas de ondas como
polarizagdo, interferéncia e difragdo, da mesma forma que a luz e todas as outras
radiacdes eletromagnéticas. Os raios X foram descobertos por Roentgen em 1895

na Universidade de Wurzburg, na Alemanha. Os raios X receberam esse nome por
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sua natureza nado ser ainda bem conhecida na época (EISBERG; RESNICK, 1979;
PADILHA; AMBROZIO FILHO, 2004).

Os raios X séao produzidos quando um feixe de elétrons de alta energia,
acelerados por uma diferenca de potencial de alguns milhares de volts, é freado ao
atingir o alvo. A desaceleragdo dos elétrons, freados pelo material do alvo, causa a
emissao de um espectro continuo de radiacdo eletromagnética, segundo a fisica
classica. O espectro continuo de raios X é frequentemente chamado
bremsstrahlung, do alem&o brems = desaceleracdo e strahlung = radiacdo. O
processo bremsstrahlung ndo ocorre apenas em tubos de raios X, mas sempre que
elétrons acelerados colidem com a matéria (EISBERG; RESNICK, 1979).

No tubo de geracdo de raios X os elétrons sdo emitidos de um catodo
aguecido e, em seguida, por meio de uma voltagem aplicada entre o catodo e o
anddo, os elétrons s&o acelerados atingindo-se energias cinéticas da ordem de 10*
eV, e por fim colidem contra 0 &nodo. Ao atravessar os atomos do anodo, elétrons
do feixe passam, eventualmente, proximos a elétrons de subcamadas internas, e
devido a interacdo coulombiana entre os elétrons do feixe e o atémico, este ultimo
pode receber energia suficiente para ser retirado de um nivel de energia negativo e
ser ejetado do &tomo, deixando o &tomo em estado excitado. O &tomo volta ao
estado fundamental ao emitir um conjunto de fétons de alta energia e, portanto, de
alta frequéncia, que pertence a seu espectro de raios X. O espectro total emitido por
um tubo de raios X consiste num espectro discreto superposto a um continuo, como
ilustrado na Figura 2. O espectro continuo ocorre devido ao processo de
bremsstrahlung, o qual é dependente da energia do feixe de elétrons; e o espectro
discreto, ou caracteristico, contém os comprimentos de onda caracteristicos do
metal do anodo (EISBERG; RESNICK, 1979; PADILHA; AMBROZIO FILHO, 2004).
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Figura 2 - Espectros de raios X caracteristicos do molibdénio a 35kV. A
direita o dubleto Ka,/Kat,.

Fonte: PADILHA; AMBROZIO FILHO, 2004, p. 57.

Para se obter melhores resultados o feixe de raios X deve ter um unico
comprimento de onda e serem tdo paralelos quanto possivel. Para isso utilizam-se
filtros, monocromadores e colimadores. Os filtros sdo laminas metalicas finas que
sdo colocadas no caminho do feixe, capazes de absorver a radiacdo continua e o
KB, a radiac@o caracteristica Ko é apenas levemente atenuada. Isto nos permite
obter somente a radiagdo Ka. Um monocromador € um monocristal muito estavel
que age como uma grade de difracdo que torna a radiacdo tdo monocromatica
guanto possivel, é possivel obter apenas a radiacdo Ko;. Um colimador € um tubo
com tubos menores (0,5 mm), que reduz a dispersdo do feixe de raios X e limita o
diametro do feixe (NAIK, 2010).

A difracdo de raios X € uma das principais técnicas de caracterizagdo
estrutural de materiais cristalinos. Na difragéo de raios X os atomos do cristal agem

como um arranjo tridimensional de centros de difracdo para a onda eletronica,
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espalhando os elétrons em certas dire¢cdes caracteristicas (EISBERG; RESNICK,
1979; DATTA; GRANT, 2004).

A difracdo de raios X permite obter informacbes sobre o empacotamento
cristalino, possibilitando a determinacdo estrutural exata e por isso € uma das
principais técnicas utilizadas no estudo de polimorfismo. Considerando os planos
atobmicos de um cristal, as condicbes para que ocorra difragdo de raios X
(interferéncias construtivas) vao depender da diferenca de caminho percorrido pelos
raios X e o comprimento de onda da radiacdo incidente. Essa condicdo é expressa
pela Lei de Bragg (Equacdo 4), a qual pode ser deduzida a partir do arranjo
geométrico ilustrado pela Figura 3 (EISBERG; RESNICK, 1979; CULLITY; STOCK,
2001; NAIK, 2010).

Figura 3 - Esquema representativo da derivacéo da Lei de Bragg.

Fonte: CULLITY; STOCK, 2001, p. 92.

Tomando o triangulo retangulo MLK, temos que d € a hipotenusa. Dessa

forma podemos calcular a distancia ML de acordo com a Equacéo 1:

ML = d senf (Equacéo 1)
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Os raios do feixe incidente estdo sempre em fase e paralelos até o ponto no
qual o feixe incide na camada do a4tomo K e nas camadas adjacentes L. Os raios
que incidem sobre o atomo L deve viajar a distancia exta ML+LN para
permanecerem adjacentes e paralelos. Para que os raios do feixe permanecam em
fase, essa distancia extra deve ser um multiplo inteiro (n) do comprimento de onda
(A) em Angstrom(A).

nA = ML+ LN (Equacao 2)

Como ML=LN, temos que:

nA = 2ML (Equacéo 3)

Substituindo a Equacéo 1 na Equacéo 3 temos a Equacao que descreve a Lei

de Bragg:

nA = 2dsinf (Equacéo 4)

onde: A corresponde ao comprimento de onda dos raios X em Angstrom (A), n a um
namero inteiro (ordem de difracdo), d é a distancia interplanar e ¢ é o angulo de
incidéncia ou reflexao do feixe incidente (CULLITY; STOCK, 2001).

Neste trabalho fez-se uso da difratometria de raios X de p0, a qual possui
como desvantagens a sobreposicdo de picos devido as condicfes de simetria, a
resolucdo experimental limitada (na maioria dos equipamentos), e principalmente
devido a orientacdo preferencial, distribuicdo ndo aleatéria dos cristais na amostra,
que se orientam de acordo com o plano cristalografico preferencial. A orientacédo
preferencial pode ser evitada com o preparo adequado da amostra (como o controle
granulométrico dos cristais ou com o uso de tubo capilar), ou corrigido
matematicamente, com o0 uso de softwares para a aplicacdo dos algoritmos
apropriados. O método de Rietveld é capaz de fazer tais corre¢des, permitindo a
determinacao estrutural e a quantificagdo das fases cristalinas da amostra. Porém, o
método de Rietveld ndo € de facil aplicagdo e requer, para analise quantitativa de

fases, que a estrutura cristalina de cada fase seja conhecida (WILL, 2006).
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1.3.2 Espectroscopia Raman

Quando a radiacdo passa por um meio, ela pode ser absorvida ou espalhada
pelas espécies presentes. O espalhamento da radiacdo pode ocorrer de maneira
elastica, quando a frequéncia da radiacdo espalhada é idéntica a da radiacéo
incidente, denominado espalhamento Rayleigh; ou de forma inelastica, quando ha
um deslocamento para uma frequéncia maior ou menor em relacdo a frequéncia da
radiacdo incidente, denominado espalhamento Raman. O primeiro pesquisador a
descrever o fendmeno de espalhamentos inelésticos foi Chandrasekhara Venkata
Raman, em 1928, pesquisa pela qual recebeu o prémio Nobel da Fisica de 1930
(RAMAN ; KRISHNAN, 1928; EISBERG; RESNICK, 1979).

O espalhamento Raman pode ser entendido como o redirecionamento da
radiacdo incidente ao encontrar um obstaculo com uma mudanca de frequéncia
(BRERETON, 2003). No processo de fluorescéncia, a frequéncia da radiacao
incidente é igual a frequéncia de absorcdo das moléculas espalhadoras da matéria,
um fenémeno de ressonancia onde a molécula é levada a um estado excitado e,
apos um breve tempo, reemite luz numa frequéncia diferente. No efeito Raman, a
frequéncia da radiacdo espalhada € diferente da frequéncia da radiacao incidente,
mas esta frequéncia incidente ndo esta relacionada com alguma frequéncia
caracteristica da molécula espalhadora, a diferenca de frequéncia v’ entre a radiacao
incidente e espalhada no efeito Raman é caracteristica de transi¢cdes vibracionais na
molécula espalhadora (BRITTAIN, 1995; INPI, 2010).

O fendbmeno de espalhamento da radiacdo pode ser descrito pela perturbacao
da nuvem eletrdnica, resultando em uma separacdo de cargas nas moléculas,
conhecida como momento de dipolo induzido. A oscilacdo do momento de dipolo
induzido € manifestada através da fonte de radiacdo incidente, que é capaz de
provocar o espalhamento da radiagéo (LARKIN, 2011).

Ao incidir uma radiacdo intensa e monocromatica com frequéncia v, observa-
se que a maior parte da radiacdo espalhada é emitida com frequéncia v idéntica a da
radiacdo incidente (espalhamento Rayleigh), processo conhecido como
espalhamento elastico. Entretanto, ha também o espalhamento de radiagdo com

frequéncia diferente da radiacéo incidente, v £ v’ (espalhamento Raman), processo
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conhecido como espalhamento inelastico. Quando a frequéncia v’ € menor que v,
temos um deslocamento conhecido como espalhamento Stoke, e quando a
frequéncia v’ € maior que v, temos um deslocamento conhecido como espalhamento
anti-Stoke. E possivel notar na Figura 4 que o espalhamento Rayleigh é mais
intenso, devido a maior probabilidade de transferéncia de energia para moléculas no
estado fundamental e a reemisséo retornando ao estado fundamental; seguido do
espalhamento Raman Stoke e, por fim, o espalhamento Raman anti-Stoke, devido a
maior probabilidade da molécula se encontrar inicialmente no estado fundamental do
que em algum nivel vibracional excitado (EISBERG; RESNICK, 1979; HOLLAS,

2004; DENK, 2005).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do espalhamento Raman Stoke e anti-
Stoke.

Fonte: Adaptado de DENK, 2005.

Supondo que um feixe de radiacdo com frequéncia v (Hz) incida sobre uma

amostra. O campo elétrico E pode ser descrito pela Equacgéo 5:
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E = E, cos(2mvt) (Equacéo 5)

Onde E, é a amplitude da onda. Como ja discutido anteriormente, a onda
eletromagnética incidente induz um momento de dipolo durante a interacdo da

radiagdo com a matéria. O momento de dipolo induzido é dado por:
m = aFE = E,cos(2nvt) (Equagéo 6)

Onde a é uma constante de proporcionalidade denominada polarizabilidade
da ligacdo. Essa constante € uma medida da deformacédo da ligacdo em um campo
elétrico.

Para ser ativa no Raman, a de uma ligacdo precisa variar em funcdo da

distancia entre os nucleos.

a=ag+ (r—re) (Z—‘:) (Equacéo 7)

Onde «a, € a polarizabilidade da ligacdo na distancia internuclear de equilibrio
T.q € @ separagao internuclear em qualquer instante r.
A variagdo na separacao internuclear se altera com a frequéncia da vibracao

Vv’ e é dada por:
T —Toq = Tm cOS(2mV't) (Equacéo 8)

Onde r, € a separacao internuclear maxima em relacdo a posicdo de
equilibrio.

Substituindo a Equacéo 8 na Equagéo 7 temos:

Jda

a=a0+(ar

) Tym COS(2mV't) (Equacao 9)

Assim, o momento de dipolo induzido pode ser descrito como na Equacéo 10.
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m = ayE, cos(2nvt) + Eyryy, (g—f) cos(2mvt) cos(2mv't) (Equacéo 10)

Lembrando que:

cosx cosy = [cos(x + y) cos(x — y)]/2 (Equacéo 11)
Temos que:
— woEy cos(2mvt) + 2 (aa 2 e+ 200 (98 cosi2 Nt
m = ayE, cos(2mv )+7rm E)cos[ n(v—") ]+7rm<ﬁ>cos[ (v +v)t]

(Equacéo 12)

O primeiro termo da Equacdo 12 representa o espalhamento Rayleigh,
espalhamento eldstico. O segundo e terceiro termos correspondem aos
espalhamentos Stokes e anti-Stokes, respectivamente. E notavel que para que
ocorra 0 espalhamento Raman € necessario que “da/dr” na Equacdo 12 seja
diferente de zero, uma vez que o deslocamento do modo vibracional dos atomos
corresponde a um modo vibracional que resulta na mudanca de polarizabilidade
(SKOOG; HOOLER; NIEMAN, 2002).

Por ser uma técnica ndo destrutiva e relativamente rapida, a espectroscopia
Raman tem se tornado atraente para a industria farmacéutica, além de permitir o uso

de equipamentos portéateis.

1.3.3 Espectroscopia de imagem no infravermelho préximo

Em 1800, a radiacéo infravermelha foi descrita por Herschel. Ele separou o
espectro eletromagnético com um prisma e mediu a temperatura de cada cor,
observando um acréscimo de temperatura na regido além do vermelho visivel.
Posteriormente, esta regido foi denominada como infravermelho proximo (REICH,
2005).

A radiacao infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético

situada entre a regido do visivel e das micro-ondas e é dividida em trés regides:
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infravermelho préximo (NIR: Near Infrared) de 12820 a 4000 cm™, infravermelho
médio (MIR: Mid Infrared) de 4000 a 400 cm™ e infravermelho distante (FIR: Far
Infrared) de 400 a 33 cm? (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1981; REICH,
2005).

A radiacdo infravermelha da faixa de aproximadamente 10000 a 100 cm™
(Infravermelho proximo e médio) converte-se em energia vibracional molecular
guando absorvida. O processo € quantizado, porém o espectro vibracional consiste
em uma seérie de bandas ao invés de linhas, isso ocorre pois cada mudanca de nivel
de energia vibracional corresponde a uma seérie de mudancas de niveis de energia
rotacional, assim as linhas se sobrepem dando lugar as bandas (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRIL, 1981).

Os atomos de uma molécula nunca estdo imdéveis. Existem dois tipos de
vibragcbes moleculares: as deformacgdes angulares (Figura 5) e as deformacoes
axiais (Figura 6). A vibracdo de deformag&o angular corresponde a variacdes de
angulo de ligacdo, a qual pode ser internamente em um conjunto de atomos ou de
um grupo de atomos em relagdo a molécula como um todo. A vibracdo de
deformacédo axial € um movimento ritmico ao longo do eixo da ligacdo, de forma que
a distancia interatbmica aumente e diminua alternativamente. As vibracdes
fundamentais ndo alteram a posicao do centro de gravidade da molécula. A vibracao
dos &tomos no interior de uma molécula apresenta energia coerente com a regiao do
espectro eletromagnético correspondente a radiacdo infravermelha. Para absorver
radiacao infravermelha, a molécula precisa sofrer alteracdo do momento de dipolo
decorrente dos movimentos vibracionais e rotacionais (SILVERSTEIN; BASSLER,;
MORRIL, 1981; REICH, 2005).
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Deformac&o angular
simétrica no plano
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Figura 5 - Vibracdes de deformacéo angulares.

Fonte: SILVERSTEIN et al., 1981, p. 166.

Deformacg&o axial
assimétrica

{CHy)

o

Deformag&o axial
simetrica
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Figura 6 - Vibracdes de deformacéo axiais.

Fonte: SILVERSTEIN et al.,1981, p. 166.

Os modos vibracionais moleculares podem ser explicados pelo modelo de um
oscilador harménico. No caso de moléculas diatdmicas simples (Figura 7.a), em que
consideramos a ligacéo entre os dois atomos como uma mola ligando duas esferas,
podemos calcular a frequéncia (Equagéo 13) e energia potencial (Equacéo 14) pelo

modelo classico do oscilador harmbénico (ABRAMS, 1992).
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Figura 7 — Representacdo esquematica do oscilador harmonico
simples.
(a) Representacdo molécula diatbmica, mola e duas
esferas;
(b) Curva de energia potencial em relagdo a vibragéo
pelo modelo da mecéanica quéantica.

Fonte: ABRAMS, 1992.

1 k ~
== (Equacéo 13)
E = %kx2 = hv (Equacéo 14)

Onde k é a constante de forca (N.m™%), m é a massa (g) dos &tomos
envolvidos, h é a constante de Planck e x é o deslocamento da mola. Dessa forma,
temos que a energia € dependente do quanto a mola estica ou € comprimida,
podendo assumir qualquer valor e, portanto a molécula pode absorver energia em
qgualquer comprimento de onda.

Porém, os movimentos vibracionais sdo quantizados, e, portanto, as Unicas
transicOes permitidas sdo descritas pelos niveis de energia determinados pela

Equacéo 15.
1 ~
E = (n + E) hv (Equacéo 15)

Onde n é o numero quantico (0, 1, 2, 3,..., n).



Dissertacio de Mestrado - A. M. Brondi

A maioria das moléculas ndo é composta apenas por dois atomos, por iSso 0

modelo harmdnico (Figura 7.b) é limitado. Os elétrons sofrem influéncias de &tomos

e grupos vizinhos, influenciando no estiramento, comprimento e angulo de ligacao,

e, portanto, na frequéncia de vibracdo das ligacdes quimicas. Essas diferencas

especificas de cada molécula é que proporcionam que cada uma delas tenha um
espectro caracteristico. O modelo anarménico conduz a desvios que descrevem

melhor as vibracdes moleculares, pois quando a distancia entre os atomos aumenta,

ha um decréscimo na forca de restauracéo e, portanto, da energia potencial (Figura

8), esse fendbmeno pode ser descrito pela Equacdol6. E observado que quando a

distancia interatbmica aumenta, a energia potencial se aproxima daquela em que
ocorre a quebra da ligacdo (BURNS; CIURCZAK, 2001).

2

E= (n+%) hv — (n+%) vy (Equacéo 16)

Onde x é a constante de anarmonicidade.

\\ 7
\ 3
2
0

|

|

|

W Distancia interatomica ——

“equilibrio”

Figura 8 - Comportamento da energia potencial em relagcdo a vibracao

molecular para o modelo do oscilador anarménico.

Fonte: ABRAMS, 1992.
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As analises por IR podem ser realizadas mensurando-se a transmitancia,
refletancia difusa ou transflectancia, como indicado no esquema da Figura 9. O
espectro NIR € uma consequéncia da absorbancia da radiacdo devido a vibracoes
moleculares (sobreposi¢cdes e vibragdes fundamentais) de ligacdes de atomos de
hidrogénio, como C-H, N-H, O-H (LUYPAERT; MASSART; VANDER HEYDEN,
2007).

Transmitancia Transfletancia

difusa

Pm \i

(B)
Figura 9 - Esquema dos tipos de medida em IR.
(A/B) Transmitancia;
(C) Refletancia difusa;

(D/E) Transfletancia.

Fonte: REICH, 2005, p. 1113.

Na ultima década, a espectroscopia NIR tem tido grande aceitacdo na
industria farmacéutica para avaliacdo de matéria prima, controle de qualidade do
produto, caracterizacdo de polimorfos, e monitoramento de processos, detectando
possiveis transformac¢des no produto nas etapas de embalagem e estocagem. Isso
devido a espectroscopia NIR ser uma técnica rapida e nao destrutiva, que prové
uma determinacdo simultanea em qualquer amostra, além da amostra poder ser
analisada sem nenhum tipo de preparo ou com preparo minimo, evitando etapas que
podem induzir a erros. Outra vantagem diz respeito a possibilidade de utilizar sondas

de fibra otica, a previsdo de parametros quimicos e fisicos a partir de um anico
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espectro, e o relativo baixo custo da analise (BLANCO et al., 2005; REICH, 2005;
LUYPAERT; MASSART; VANDER HEYDEN, 2007).

NIR-CI (Espectroscopia de imagem quimica no infravermelho préximo) é a
combinacdo da espectroscopia NIR com o processamento digital de imagem. Um
sistema de NIR-ClI é composto basicamente por uma fonte de iluminacdo, um
sistema Otico, um seletor de comprimento de onda, e uma matriz de plano focal
(FPA). Os dados séo coletados através da gravacado de uma série de imagens sobre
o FPA do NIR em cada posicdo do comprimento de onda selecionado por um
codificador espectral, como um filtro sintonizavel com cristal liquido (LCTF) ou um
interferometro (REICH, 2005; SMITH, 2012).

Um espectro de NIR é registrado em cada pixel da imagem da amostra,
resultando em um conjunto de dados tridimensional, conhecido como cubo hiper-
espectral, onde 0s eixos x e Yy representam informacdes espaciais e 0 eixo z
informacgdes espectrais (REICH, 2005; ROCHA et al., 2011).

Sobre a instrumentacdo ha basicamente duas abordagens diferentes. A
primeira € o método de varredura do comprimento de onda. Amostra e camera
permanecem estaciondrias e uma unica imagem € captada por comprimento de
onda. A segunda, conhecida como método “push-broom scanning” requer
movimentos relativos entre amostra e camera, a fim de fazer uma varredura da
superficie da amostra, sendo registrado um espectro por pixel da imagem (REICH,
2005).

NIR-CI é uma técnica que vem ganhando espaco na pesquisa farmacéutica
pelo fato de poder ser utilizada na identificacdo e quantificacdo dos polimorfos
presentes e de sua distribuicdo. Outras vantagens dizem respeito a possibilidade de
visualizar a distribuicdo espacial das espécies quimicas na amostra e ao fato de ser
um estudo rapido e nédo destrutivo (REICH, 2005; AMIGO et al., 2008; ROCHA et al.,
2011).

1.4 Estatistica Multivariada (Quimiometria)

O principal objetivo da quimica analitica quantitativa € determinar a

concentracdo de uma ou mais espécies presentes no meio. Quando se utilizam
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técnicas instrumentais de analise, a concentracdo é determinada indiretamente por
meio de uma relacdo com os valores de determinadas propriedades fisico-quimicas
do sistema de interesse, essa pratica € conhecida como calibracdo. A calibracao
pode ser definida como uma série de operacdes matematicas que estabelecem, sob
determinadas condi¢Ges, uma relacdo entre as medidas instrumentais e valores da
propriedade de interesse (concentracdo de determinada espécie) (BRERETON,
2003).

Com o avanco da instrumentacdo e automacao dos métodos analiticos, uma
grande quantidade de dados comecou a ser gerada muito rapidamente. Com a
possibilidade de adquirir uma vasta quantidade de dados de forma rdpida e com o
minimo esforco, surge o obstaculo de como analisar todos os dados adquiridos e
extrair o maximo de informacdes relevantes, para iSso 0S quimicos comecaram a
fazer uso de métodos matematicos e estatisticos (SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).
Assim foi criada uma nova &rea da quimica analitica, a quimiometria. A quimiometria
pode ser definida como a aplicacdo de métodos matematicos e estatisticos para a
analise de dados quimicos de forma a extrair uma maior quantidade de informacdes
e melhores resultados analiticos (OTTO, 2007). A area da quimica analitica para
qual a quimiometria mais contribuiu foi a espectroscopia molecular (SENA,;
TREVISAN; POPPI, 2005).

Entre os métodos de calibragdo existentes, com certeza, os mais conhecidos
sdo os métodos univariados, também chamados de calibracdo de ordem zero. Neste
caso, tem-se apenas uma medida instrumental por amostra, ou seja, apenas um
escalar para cada amostra. Os modelos univariados sdo de facil aplicacdo e
validacdo, porém sao de restrita aplicacdo, pois ndo séao livres de interferentes que
possam provocar desvios entre resposta analitica e a concentracdo (FERREIRA et
al., 1999; SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).

Nos métodos de calibracdo multivariada, duas ou mais medidas instrumentais
sdo relacionadas com a propriedade de interesse. Métodos de calibracdo de
primeira ordem fornecem um vetor de dados para cada amostra, enquanto os de
segunda ordem fornecem uma matriz de dados por amostra. Em situacbes onde a
determinacdo de um analito é dificultada ou impedida devido a presenca de
interferentes, o uso de calibracdo multivariada permite a modelagem desses
interferentes junto com o analito de interesse. As vantagens potenciais da

determinacdo direta sdo rapidez, reducdo de uso de reagentes, baixo custo e
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simplificagéo no preparo da amostra, diminuindo as possibilidades de erro causadas
pela manipulacdo. Nos ultimos anos, as principais aplicacbes desta estratégia
estiveram no controle de qualidade de produtos farmacéuticos e em analises
clinicas. Tornaram-se possiveis a determinacdo simultdnea direta de varios
principios ativos em um mesmo produto farmacéutico e a determinacdo de farmacos
em amostras complexas, tais como plasma, soro e urina, sem necessidade de
separacao prévia dos constituintes (FERREIRA et al., 1999; SENA; TREVISAN;
POPPI, 2005; RAVN; SKIBSTED; BRO, 2008).

1.4.1 Métodos de pré-processamento

Antes de construir os modelos de regresséo, faz-se necessario a utilizacdo de
métodos de pré-processamento para muitos conjuntos de dados. Os métodos de
pré-processamento tém como objetivo linearizar as respostas das variaveis e
remover fontes de variancia que ndo sdo de interesse na analise. A linearizagédo dos
conjuntos de dados é importante, pois os modelos, em geral, requerem que 0S
dados sejam lineares, além das respostas lineares serem mais faceis de modelar
gue as nao lineares. Ao realizar uma calibracdo, quanto maior a relacédo sinal-ruido
melhor, pois isto permite extrair as menores caracteristicas do conjunto de dados,
assim os métodos de pré-processamento também tém o objetivo de intensificar os
sinais de interesse e minimizar os ruidos. Logo, pré-processamento €, em geral, a
modificacdo de dados feita antes de construir um modelo ou de outra forma de
analisar esses dados (HANSEN, 2001; WISE et al., 2006).

Neste trabalho foram utilizados os métodos de pré-processamento segunda
derivada, normalizacdo, SNV (Standard Normal Variate) e MSC (Multiplicative Signal
Correction), combinados com autoescalamento, centragem na meédia ou sem
nenhum tipo de dimensionamento.

As derivadas sdo comumente utilizadas para remover sinais e alteracdes da
linha base sem importancia quimica. Como podemos ver na Figura 10 a primeira
derivada removeu a variagdo da linha de base. A segunda derivada acentua as
caracteristicas de maior frequéncia. As variacdes restantes sao devido as diferencgas

guimicas entre as amostras. Um importante aspecto das derivadas € que elas néo
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afetam as relagbes lineares entre os dados, isso porque as derivadas sao
operadores lineares (WISE et al., 2006).

Intensidade (u. a.)

7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000

-0.02

| | | | |
7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000
Numero de onda (cm’ 1)

Figura 10 - (A) Espectros NIR do fexofenadina.HCI forma I,
(B) primeira derivada dos espectros
(C) segunda derivada dos espectros.

Fonte: Do autor.

A normalizacdo de cada amostra € comumente utilizada quando ha variacao
na escala e/ou linha de base. Neste trabalho todas as variaveis foram normalizadas
para o valor maximo de intensidades espectral igual a 1 (WISE et al., 2006).

O SNV é uma normalizacdo ponderada. O SNV calcula o desvio padrdo de
todas as variaveis para uma dada amostra, e todos os dados desta amostra sao
normalizados por este valor, de modo que o desvio padrdo dessa amostra seja
unitario (s = 1). Essa normalizacdo é ponderada considerando os valores de cada
amostra individualmente (WISE et al., 2006).

O MSC é um método de pré-processamento que inibe os efeitos de escala e
de alteracdo de linha de base. Essa correcdo é realizada com a regressao de um
espectro medido contra um espectro de referéncia (espectro médio do conjunto de
dados), de modo que cada espectro se ajuste ao espectro médio. Os dados de cada
amostra sdo normalizados pelo espectro médio do conjunto de dados (WISE et al.,
2006; KACHRIMANIS; BRAUN; GRIESSER, 2007; HU et al., 2010).

Na centragem na meédia, a média de cada variavel é calculada e entéo

subtraida de todos os valores do conjunto de dados da variavel em questdo. No
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autoescalamento, a centragem na média € seguida pela divisdo dos conjuntos de

dados de cada variavel pelo seu respectivo desvio padrao (WISE et al., 2006).

1.4.2 Regressao por Quadrados Minimos Parciais

O método de regressao PLS (Quadrados Minimos Parciais, do inglés, Partial
Least Squares) € o meéetodo mais robusto e utilizado em regressfes de dados
multivariados. Os modelos PLS n&o requerem o conhecimento exato de todos os
componentes presentes nas amostras, porém estas informacdo pode ajudar na
construcdo e interpretacdo do modelo. Os dados para a constru¢do do modelo PLS
sdo organizados em dois blocos: a matriz X, com o0s vetores de respostas
instrumentais, e a matriz Y, com os vetores referentes as propriedades de interesse.
As matrizes X e Y sdo decompostas simultaneamente (Figura 11) em uma soma de
h varidveis latentes, como nas Equacdes de 13 a 16 (BRAGA, 2004; SENA,
TREVISAN; POPPI, 2005):

X=TP' +E (Equacéo 13)
X=Xtph+E (Equacéo 14)
Y=UQ +F (Equacéo 15)
Y=2uqhtF (Equacéo 16)

Onde:

- T e U sdo as matrizes de escores das matrizes X e Y, respectivamente;

- P e Q sdo as matrizes dos pesos das matrizes X e Y, respectivamente;

- e E e F séo os residuos dos conjuntos X e Y, respectivamente, que correspondem

aos dados que nao puderam ser modelados.
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Figura 11 - Representacdo esquematica da decomposicdo em variaveis
latentes das matrizes X e Y para o modelo PLS.

Fonte: Adaptado de Braga, 2004, p. 36.

A correlacao entre os dois blocos X e Y é simplesmente uma relacéo linear
obtida pelo coeficiente de regresséao linear, tal como descrito na Equagéo 17:

Up = bp th (Equacéo 17)

para h variaveis latentes, sendo que os valores de by sdo agrupados na matriz
diagonal B, que contém os coeficientes de regresséo entre a matriz de escores U de
Y e a matriz de escores T de X.

A melhor relacao linear possivel entre os escores desses dois blocos € obtida
através de pequenas rotacdes das variaveis latentes dos blocos de X e Y.

A matriz Y pode ser calculada de up,

Y=TBQ +F (Equacéo 18)

e a concentracdo de novas amostras prevista a partir dos novos escores, T*,

substituidos na Equacéo 18:

Y =T*BQ’ (Equacéo 19)

Nesse processo, é necessario achar o melhor numero de variaveis latentes, o
gue normalmente é feito usando um procedimento chamado validacdo cruzada
(Cross Validation), no qual o erro minimo de previsdo € determinado (SENA;
TREVISAN; POPPI, 2005). Deve ser mencionada ainda, a diferenciagcéo entre PLS1,
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em que a regressao é feita para uma variavel dependente de cada vez (a matriz Y é
um vetor coluna), e PLS2, onde todas as variaveis dependentes séo calculadas
simultaneamente (ROCHA et al., 2011).

A decomposicdo das Equacdes 14 e 16 pode ser feita por diversas formas,
tais como pelos algoritmos NIPALS (Nonlinear Interactive Partial Least Squares) ou
SIMPLS (Straighforward Implementation of a Statiscally Inspired Modification of the
PLS) (GELADI; KOWALSKI, 1986; de JONG, 1993). Geralmente, o algoritmo
SIMPLS é utilizado em conjunto com o PLS. Desta forma, o método PLS é o mais
empregado metodo para regressdao multivariada, mostrando-se eficiente em
conjuntos de dados onde h& muitas variaveis e estas com alta correlacdo acrescida
de ruido aleatdrio. O método tem sido empregado em diversas areas de pesquisa e
tecnoldgicas, como quimica analitica, ecologia, agricultura, ciéncia dos alimentos,
medicina e industrial (RAVN; SKIBSTED; BRO, 2008).

O desempenho dos modelos construidos € avaliado pelos valores do
coeficiente de determinacdo (R?) e do erro quadratico médio (RMSE) dos residuos,

definido como:

Sy
RMSE = /MTL”) (Equacéo 20)

Onde: y; € o valor de referéncia, y; € o valor previsto e n € o nUmero de amostras.
RMSE pode ser denominado erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC), erro
quadratico médio de validacdo cruzada (RMSECV) e erro quadratico médio de
previsdo (RMSEP).

1.4.3 Resolucéo de Curvas Multivariadas

O MCR (Resolugdo de Curvas Multivariadas, do inglés, Multivariate Curve
Resolution) pode ser definido como um modelo que tem como objetivo descrever a
evolucdo de medidas experimentais de amostras multicomponentes através da
contribuicdo de seus componentes puros. O principal objetivo da resolugdo de

curvas é a determinacao de informacdes qualitativas. Porém, um modelo ideal deve
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ser capaz de fornecer informagfes qualitativas e quantitativas (TAULER; SMILDE;
KOWALSKI, 1995; de JUAN; TAULER, 2006).

Diferente de outros métodos, o MCR n&o depende de uma curva de
calibracao, relacionando o espectro (X) com as concentracdes (Y) dos componentes
de interesse. No MCR apenas sao fornecidos os espectros puros dos componentes
da amostra e, com a imposicdo de algumas restricdes, pode-se obter as
concentracdes dos constituintes cujos espectros puros forem fornecidos (de JUAN;
TAULER, 2006).

Matematicamente o método MCR é baseado na Equacao 21(JAUMOT et al.,
2005):

D=CS"T+E (Equacéo 21)

Onde, em medidas espectroscopicas, D contém os espectros medidos das
amostras, C as concentracdes e S’ os espectros puros recuperados de cada
constituinte, sendo estes baseados nos espectros puros previamente fornecidos na
construcdo do modelo, o T sobrescrito significa a transposta da matriz S. E é a
matriz de residuos ndo explicados pelo modelo e, idealmente, deve ser proximo ao
erro experimental (JAUMOT et al., 2005).

O MCR-ALS (Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares)
resolve a Equacdo 21 utilizando o algoritmo de Quadrados Minimos Alternados
(ALS), calculando a concentracéo C e recuperando os espectros puros S', de forma
a se ajustarem a matriz D de dados experimentais da amostra. Durante a otimiza¢ao
por ALS algumas restricbes podem ser impostas, como a ndo negatividade,
unimodalidade e balanco de massa. A convergéncia é alcancada quando pelo
menos dois ciclos de interagdo consecutivos ndo apresentam diferenga significativa
de desvio padrdo dos residuos entre os dados experimentais e os calculados pelo
ALS (JAUMOT et al., 2005; de JUAN; TAULER, 2006).

As figuras de mérito do procedimento de otimizacdo sao porcentagem da falta
de ajuste (LOF — Lack of Fit — Equacao 22), porcentagem da variancia explicada (R?
- coeficiente de determinagao entre 0s espectros puros e espectros recuperados —
Equacado 23) e o desvio padrdo dos residuos em relacdo aos dados experimentais
(Equacéo 24) (JAUMOT et al., 2005).
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Onde d;;séo os elementos da matriz D e e;;S&@o os residuos da diferenca entre

R? (Equacéo 23)

os valores experimentais e os recuperados pelo MCR-ALS, njinnas € Neotunas NUMEro
de linhas e colunas da matriz D (JAUMOT et al., 2005).

O MCR-ALS permite a analise simultanea de varias amostras. A Equacéo 21
pode ser expandida permitindo que varias amostras sejam analisadas

simultaneamente, como mostra a Equacédo 25 (JAUMOT et al., 2005):

D? ct Et
p%| =|c?|ST + |E2 (Equacéo 25)
D™ cn E™

1.4.4 Andlise de imagem

A imagem € obtida diretamente da superficie do comprimido (Figura 12.A), de
forma que obtemos um arranjo de dados tridimensionais, onde x e y sdo as
coordenadas espaciais e z os comprimentos de onda (A). Logo, temos um espectro
para cada pixel da amostra (Figura 12.B) (ROCHA et al., 2011).

O arranjo tridimensional de dados, de cada amostra, € desdobrado
eliminando-se uma das dimensfes espaciais, de modo a obtermos uma matriz ((yx) x
A). A informacdo sobre a posicdo de cada pixel é mantida nas linhas da matriz
(Figura 12.C) (ROCHA et al., 2011).

Com os dados desdobrados, obtém-se o espectro médio de cada matriz ((yx)

x A). Cada espectro médio representa uma amostra na constru¢gdo do modelo de
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regressdo. Assim os espectros médios de cada comprimido sdo usados para obter a
matriz (X) que sera relacionada com as concentragdes conhecidas dos constituintes
de interesse (Y), no caso do PLS (Figura 12.D) (ROCHA et al., 2011). Para o método
MCR-ALS néo é necessario obter o espectro médio de cada comprimido, de forma
que D=((yx) x A) (de JUAN; TAULER, 2006).

Uma representacdo esquematica da construcdo do mapa de distribuicdo é
apresentado na Figura 13, as etapas de A a C s&o iguais as da construcdo do
modelo. Na construcdo do mapa de distribuicdo da concentracdo, apos aplicar o
modelo PLS & amostra e prever as concentracdes de um determinado constituinte
por pixel (Figura 13.D), é realizado o rearranjo dos pixeis, de modo a obtermos uma
matriz (y x x X C), onde C é a concentracao por pixel do constituinte de interesse. A
partir dessa matriz € possivel construir o mapa de distribuicdo das concentracoes,
formando uma imagem para o composto de interesse (Figura 13.E) (ROCHA et al.,
2011). Para o MCR os mapas de distribuicdo da concentracdo podem ser
construidos a partir do rearranjo dos pixeis da matriz de concentracdo C (de JUAN;
TAULER, 2006).

(A)
(€
(D)
A
Xy Espectro médio
(B)
T L L L Lt X Y
SRR A
masiRBEBEEANARAR Amostra 1 Conc. 1
L :-: a LIttt il
HHHH Amostra 2 Conc. 2
HHE y Amostra n Conc. n
X

Figura 12 - Representacdo esquematica do desdobramento dos dados obtidos por espectroscopia
de imagem.

Fonte: Adaptado de ROCHA et al., 2011, p.199.
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Figura 13 - Representacdo esquematica da construcdo de mapas de distribuicdo.

Fonte: Adaptado de ROCHA et al., 2011, p.199.
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2 CRISTALIZACAO, CARACTERIZACAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE
POLIMORFICA

As diferentes formas polimoérficas exibem diferentes estabilidades
termodindmicas, assim um polimorfo é mais estavel que outro em determinadas
condi¢cbes. Quando em condi¢des inadequadas, um polimorfo pode se converter em
outro, evoluindo para a forma mais estavel, porém esse processo € lento (BLANCO
et al., 2005).

Durante o processo de preparo, embalagem, estocagem e transporte de um
medicamento pode ocorrer transformacgéo parcial ou total de um polimorfo em outro
(DATTA; GRANT, 2004). A temperatura e o nivel de umidade séo fatores criticos
que podem favorecer a conversao de uma forma polimérfica em outra (BLANCO et
al., 2005).

Os objetivos desta primeira etapa foram a obtencéo da forma polimérfica Il do
fexofenadina.HCI, caracterizar a forma polimérfica do fexofenadina.HCI que nos foi
fornecida e a forma obtida no laboratorio, e avaliar a estabilidade do
fexofenadina.HCI| forma | (forma utilizada no preparo do medicamento) frente a
determinada condi¢cdo ambiental.

2.1 Materiais e métodos

Neste trabalho, o farmaco fexofenadina.HCI| foi obtido por doacdo pela
empresa grupo CIMED S/A, Pouso Alegre, MG (Ind - Swift). Antes de iniciar o
estudo, foi obtido o difratograma de raios X de p6é do farmaco, seguido da
comparacao do resultado obtido com a literatura (HENTON et al., 1995).

A forma polimorfica Il foi preparada a partir da forma polimorfica | e também
caracterizada por PXRD. A forma Il foi obtida pela cristalizacédo, através da lenta
evaporacdo de uma solugdo saturada de fexofenadina.HClI em etanol e &agua
deionizada em sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Brasil), a qual foi aquecida a

70°C até completa solubilizacdo e a seguir deixada em repouso a temperatura
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ambiente (25°C) por uma semana, seguida de filtragcdo e secagem em estufa a 50°C
overnight (HENTON et al., 1995).

As formas polimoérficas | e Il foram caracterizadas no difratbmetro de raios X
Ultima IV — Rigaku com fonte de Cu Ka (A = 1,5406 A), de 5 a 55 °26 utilizando uma
voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, velocidade de varredura de 1 °20 min™ e
fenda de 10 mm.

A caracterizacdo por analise termogravimétrica (TG), para verificar a presenca
ou auséncia de agua, assim como o grau de hidratacdo, foi realizada em
equipamento modelo SDT Q600, marca TA Instruments Inc, na faixa de temperatura
de 25 a 600 °C com rampa de 5 °C min™ e vazdo de N, de 50 mL min, utilizando 5
mg de amostra.

A andlise quantitativa de formas polimérficas em formulacbes farmacéuticas
utilizando técnicas espectroscépicas requer que 0 espectro de cada forma
polimorfica seja diferente (PATEL; LUNER; KEMPER, 2000). Além disso, a
espectroscopia Raman requer que a molécula em estudo possua momento de dipolo
induzido (LARKIN, 2011). Por isso, inicialmente, obteve-se os espectros Raman das
formas | e Il para avaliar a possibilidade de utilizar esta técnica nos estudos
propostos. Os espectros Raman foram obtidos em equipamento modelo
RamanStation 400F, marca PerkinElmer equipado com laser de diodo de 785nm e
um acessorio para sélidos na faixa de 2000 a 200 cm™ , usando 4 coadd scans e
resolugéo 1 cm™.

Diferentemente da espectroscopia Raman, a espectroscopia na regido do
infravermelho requer que a molécula possua momento de dipolo diferente de zero.
Também foram obtidos os espectros NIR das formas | e Il para avaliar a
possibilidade de utilizar esta técnica nos estudos propostos. Os espectros foram
obtidos em um Espectrometro SPECTRUM 100N FT-NIR acoplado com sistema de
imagem Spotlight 400N FT-NIR da PerkinElmer. Cada espectro foi obtido com 2
varreduras na regido de 7800 a 4000 cm™, com resolucado espectral de 32 cm™.

A morfologia das formas polimorficas | e Il foram verificadas por MEV
(Microscopia Eletronica de Varredura), utilizando o MEV JEOL/JSM T-300 com o
acessorio BEI e voltagem de aceleracéo eletrbnica de 5 kV. A amostra revestida de
ouro foi colocada em base metalica utilizando fita adesiva dupla-face.

Os estudos de estabilidade devem ser conduzidos sob as condi¢gbes

recomendadas pela Internacional Conference on Harmonization (ICH) de acordo
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com as zonas climaticas. O fexofenadina.HCI| forma | foi mantido em estufa a 40 +
0,5°C e 75 = 1% U.R. (Umidade Relativa) por uma semana e, entdo, analisado por
PXRD (ICH, 2003; JULIO et al., 2012).

2.2 Resultados e discusséo

A Figura 14 mostra os difratogramas das formas polimérficas | e 1l do
fexofenadina.HCI. Picos em 5,96; 14,12 e 15,00 °20 sao especificos da forma | e em
11,26; 13,32 e 13,72 °20 sao especificos da forma Il. Os difratogramas das formas |
e Il obtidos nesse trabalho sdo semelhantes aos publicados na literatura (HENTON
et al., 1995).

100 -
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80 -
60 -
40 -
20 -

0 T T T T T T T T T
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Forma Il
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60
40
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Figura 14 - Difratograma de raios X de po6 das formas polimorficas do fexofenadina.HCI. KaCu
(A =1,5406 A).

Fonte: Do autor.

Sabendo-se que a forma polimorfica | € anidra e a Il hidratada fez-se a

caracterizacao por TG. No termograma do polimorfo | (Figura 15.a) verificamos que
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bY

ndo ha perda de massa na faixa de temperatura referente a desidratacao,
confirmando que esta é a forma anidra, enquanto no termograma do polimorfo Il
(Figura 15.b) verificamos que ha perda de massa de aproximadamente 6,6% (m/m),

indicando que esta é um dihidrato.
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Figura 15 - Termograma dos polimorfos do fexofenadina.HCI:

(a) Forma |
(b) Forma .

Fonte: Do autor.

No espectro Raman (Figura 16), as bandas 257, 474 e 778 cm™ podem ser
usadas para identificar a forma |, enquanto as bandas 270, 436 e 789 cm™ para

identificar a forma Il. Podem-se observar diferencas espectrais entre as formas
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cristalinas em outras regides, sendo entdo possivel utilizar a espectroscopia Raman

no estudo proposto.
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Figura 16 - Espectros Raman das formas polimérficas | e Il do fexofenadina.HCI.

Fonte: Do autor.

No espectro NIR (Figura 17) observa-se a presenca de bandas no espectro
do fexofenadina.HCI forma 1l que n&o estdo presentes no espectro do
fexofenadina.HCI forma I. As bandas em 7000 e em 5150 cm™ no espectro NIR da
forma Il indicam a presenca das moléculas de agua na estrutura da forma Il. Sendo
que a banda em 7000 cm™ ocorre devido ao estiramento OH e, em 5150 cm™,
devido a combinacdo do estiramento OH com a deformacdo angulas de OH,

caracteristica de H-,0.
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Figura 17 - Espectros NIR das formas polimoérficas | e Il do fexofenadina.HCI.

Fonte: Do autor.

As diferencas morfolégicas das formas | e Il do fexofenadina.HCI podem ser
verificadas na Figura 18. A forma | (Figura 18.A) possui o0 habito de prisma,

enquanto a forma Il (Figura 18.B) possui o habito de agulha.

M B aen

Figura 18 — MEV da (A) forma | e (B) forma Il do fexofenadina.HCI.

Fonte: Do autor.

Comparando o difratograma do fexofenadina.HCI forma | antes e apds
permanecer uma semana em estufa a 40 + 0,5°C e 75 + 1% U.R. e da forma Il
(Figura 19), pode-se observar que apdés uma semana em estufa o difratograma
apresentou deslocamento de alguns picos, indicando a presenca de mais de uma
fase cristalina, provavelmente uma mistura das formas | e Il, além da alteracdo da

linha base e intensa sobreposicdo de picos, indicando a provavel presenca de fase
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amorfa. Essa alteracdo no difratograma indica a instabilidade do fexofenadina.HCI

forma I.

Forma |, 1 semana, 40°C, 75% U. R.

<
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Figura 19 - Difratograma do fexofenadina.HCI formas | e Il e da forma | apés
uma semana em estufa a 40 + 0,5°C e 75 + 1% U.R.

Fonte: Do autor.

2.3 Concluséo

De acordo com os padrdes de raios X obtidos, em comparacdo com dados ja
apresentados na literatura, podemos afirmar que o fexofenadina.HCI cedido pela
CIMED se encontra na forma polimorfica I, e a cristalizada se trata da forma
polimorfica Il. Isto foi confirmado pela TG, pela qual foi confirmado a forma | ser
anidra e a forma Il dihidratada.

Os espectros Raman, NIR e os padrbes de difracdo de raios X das formas
polimorficas em estudo apresentaram diferencas entre si, 0 que torna possivel a
utilizacéo destas técnicas na quantificacdo dessas fases polimorficas.

A instabilidade do fexofenadina.HCI forma | em ar Umido justifica a relevancia

do presente trabalho.
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3 APLICACAO 1. ANALISE QUANTITATIVA DE POLIMORFOS DE
FEXOFENADINA.HCL EM MISTURAS DE MATERIA-PRIMA

O polimorfismo de substédncias é motivo de preocupacdo na industria
farmacéutica devido as diferentes propriedades fisico-quimicas que as formas
polimorficas apresentam, podendo ocasionar alteracfes na sua eficacia terapéutica
(SILVA; IHA, 2010). Deve-se ter cuidado com as condi¢cfes termodinamicas as quais
o farmaco é exposto para evitar transformacgdes polimorficas durante os processos
de producgéo, embalagem, estocagem e transporte (DATTA; GRANT, 2004).

A técnica mais difundida na caracterizacdo de polimorfos é a difratometria de
raios X, por fornecer informacdes sobre o empacotamento cristalino. No entanto, a
quantificacdo € muitas vezes prejudicada pelo efeito da orientacdo preferencial e
pela dificuldade em se separar os picos de difragdo de um Unico componente (LlI;
CHOW; TAN, 2011). A quantificacdo por PXRD pode ser realizada pelo método de
Rietveld, uma metodologia que necessita de computador e software adequados,
além de informacdes cristalograficas bem definidas das fases polimérficas em
questao (WILL, 2006).

Devido ao crescente interesse da industria farmacéutica no estudo de
polimorfismo, pesquisadores tém buscado desenvolver metodologias cada vez mais
simples, rapidas, precisas e exatas, e de baixo custo. Com isso, as técnicas
espectroscopicas tém ganhado espaco na industria farmacéutica, principalmente por
apresentarem maior portabilidade, rapidez na aquisicdo de dados, além de
possuirem a possibilidade de realizar o monitoramento on-line, menor custo e maior
facilidade de operacao.

Varios autores ja relataram a quantificacdo de polimorfos em misturas binarias
e ternarias contendo os polimorfos de determinado farmaco utilizando técnicas
espectroscopicas, tais como Espectroscopia Raman (KACHRIMANIS; BRAUN;
GRIESSER, 2007; CHIENG et al., 2009; HU et al., 2010), NIR (BLANCO et al., 2006;
HU et al., 2010) e Refletancia Total Atenuada no Infravermelho (HU et al., 2010),
aliadas a analise multivariada com sucesso. Porém, a quantificagdo de polimorfos
utilizando a difratometria de raios X aliada a analise multivariada € recente, havendo
poucos relatos (TIAN et al., 2007; CHIENG et al., 2009; NEMET et al., 2009;
ZIEMONS et al., 2011). Chieng et al. (2009) obtiveram sucesso ao quantificar
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cloridrato de ranitidina, Német et al. (2009), famotidina, Ziémons et al.(2011),
fluconazol, e Tian et al. (2007), carbamazepina, entre outros, utilizando a PXRD
aliada a analise multivariada.

O principal objetivo desta primeira aplicacdo é comparar as técnicas
espectroscopia Raman e PXRD, aliadas a analise multivariada por PLS2 para a
quantificacdo das formas polimorficas | e 1l de fexofenadina.HCI em matéria-prima.
Outro objetivo da aplicacdo em questdo foi comparar as analises univariadas e
multivariada, e comparar os diferentes métodos de pré-processamento utilizados
entre si. Outro objetivo foi a quantificacdo da Forma Il por TG, através da
porcentagem de perda de massa relativa a desidratacao.

3.1 Materiais e métodos

Neste trabalho, foi usado o mesmo principio ativo (fexofenadina.HCI) cedido
pela empresa CIMED, que corresponde a forma polimorfica |, e a forma polimérfica |l
obtida por cristalizacdo por lenta evaporacdo do solvente, para as quais ja foram
descritas as caracterizacdes no topico 2. Dez amostras contendo o farmaco nas
diferentes formas polimérficas | e Il foram preparadas em um intervalo de 5 a 95%
de cada forma polimoérfica, todas com massa total de 60 mg. Destas dez amostras
preparadas, sete sdo de calibracdo e trés de validagdo. As concentracfes de cada
forma polimérfica estdo indicadas na Tabela 1.

Todas as amostras foram pesadas em balanc¢a analitica (Shimadzu AY220) e
homogeneizadas em vortex durante 5 minutos. Os espectros Raman das amostras,
na forma de po, foram obtidos em equipamento modelo RamanStation 400F da
PerkinElmer equipado com laser de diodo de 785 nm e um acessorio para soélidos na
faixa de 2000 a 200 cm™ , usando 4 coadd scans e resolucdo 1 cm™, em triplicata.
Os padrdes de difragdo de raios X foram obtidos no difratdmetro de raios X modelo
Ultima 1V, marca Rigaku com fonte de Cu Ka (A = 1,5406 A), de 5 a 55 °26 utilizando
uma voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, velocidade de varredura de 1 °26 min™
e fenda de 10 mm, em triplicata. As curvas TG para quantificacdo da Forma Il foi

realizada em equipamento Sl EXSTAR TG/DTA 7300, na faixa de temperatura de
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30 a 150 °C, com rampa de 5 °C min™ e vazdo de N, de 100 mL min™, utilizando

aproximadamente 7 mg de amostra.

Tabela 1 - Composicdo das amostras de calibracdo

Amostra | Forma | % (m/m) | Forma Il % (m/m))
Al 95,14 4,86
A2 90,28 9,72
A3 85,02 14,98
A4 80,13 19,87
A5 69,68 30,32
A6 60,00 40,00
A7 45,00 55,00
A8 35,00 65,00
A9 19,53 80,47
A 10 4,97 95,03

A andlise multivariada dos dados foi realizada no software Matlab (verséo 7.0,
The MathWorks) utilizando o PLS toolbox 5.8 (Eigenvector Co.). Na construcdo dos
modelos de calibracdo PLS2 foram utilizados todos os pontos do difratograma de
raios X de p6 (5 a 55 °26) e a regido de 2000 a 200 cm™ do espectro Raman. Tanto
os difratogramas quanto os espectros foram submetidos a diferentes métodos de
pré-processamento. Os pré-processamentos empregados nos dados obtidos por
espectroscopia Raman foram: 1) normalizacdo; 2) normalizacdo e MSC
(Multiplicative Signal Correction); 3) normalizagdo e SNV (Standard Normal Variate);
4) normalizagcdo e 22 derivada; 5) normalizacdo, 22 derivada e MSC; e 6)
normalizacdo, 22 derivada e SNV. Os pré-processamento empregados nos
difratogramas de raios X por p6 foram: 1) MSC; 2) SNV; 3) normalizacao; 4)
normalizacdo e 22 derivada e 5) sem pré-processamento. Todos combinados a trés
métodos de dimensionamento (autoescalamento, centrado na média e sem
dimensionamento).

O numero de variaveis latentes (LVs) foi determinado pela validagédo cruzada
‘leave-one-out”. O desempenho dos modelos obtidos pelas diferentes metodologias
de pré-processamento foi avaliado pelos valores do coeficiente de determinacéo (R?)
e do erro quadratico médio da validagdo cruzada (RMSECV) e do erro quadratico
médio de previsao (RMSEP) (KACHRIMANIS; BRAUN; GRIESSER, 2007).
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3.2 Resultados e discusséo

Primeiramente, construiu-se os modelos univariados utilizando a altura dos
picos e das bandas seletivas do PXRD e do espectro Raman, com a finalidade de
realizar uma comparagao com os modelos multivariados. Os resultados dos modelos
de regressdo univariada para quantificacdo das formas polimérficas | e Il por
espectroscopia Raman estdo apresentados na Tabela 2. A Figura 20 apresenta as

regressodes univariadas por espectroscopia Raman.

Tabela 2 - Desempenho dos modelos de regressdo univariada por Raman

cm™ EA)MrilEn?) R? Equacéo

257 5,3513 0,9685 y = 0,0015x + 0,0672
Forma | 474 37,6239 0,3768 y = 0,0003x + 0,0393

778 8,3032 0,9261 y = 0,0026x + 0,0627

270 14,4407 0,8126 y =0,0013x + 0,0701
Forma ll 436 27,8564 0,5199 y = 0,0012x + 0,0083

789 10,1246 0,9023 y = 0,0013x + 0,0337
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Figura 20 - Regressdes univariadas por Raman.

Fonte: Do autor.
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Os resultados dos modelos de regressao univariada para quantificagcdo das
formas polimorficas | e Il por PXRD estdo apresentados na Tabela 3. A Figura 21

apresenta as regressoées univariadas por PXRD.

Tabela 3 - Desempenho dos modelos de regresséo univariada por PXRD

o RMSEP 2 ~
20 (% m/m) R Equacéao
5,96 5,7269 0,9624 y =22,429x + 42,436
Forma | 14,12 1,7998 0,9963 y = 52,326x + 634,74
15 3,3506 0,9874 y =29,914x + 467,82
11,26 31,6898 0,9288 y = 16,807x + 74,236
Forma Il 13,32 51,9296 0,9271 y = 28,753x + 340,43
13,72 5,4646 0,9671 y = 38,121x + 803,51
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Figura 21 - Regressdes univariadas por PXRD.

Fonte: Do autor.

Os resultados dos modelos de regressdo PLS2 construidos com os dados
obtidos por espectroscopia Raman estdo apresentados na Tabela 4. A qualidade e
desempenho dos modelos de acordo com o R? séo relativamente boas, com valores
maiores que 0,9775. De acordo com a Tabela 4 o melhor modelo de regresséo foi
construido utilizando pré-processamento normalizagcdo e SNV, com 0S espectros

centrados na média, para ambas as formas, o qual apresentou maiores valores de
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R? e menores RMSEP. Os mesmos valores de R? e RMSE foram obtidos para os
modelos de quantificacdo da forma | e para os modelos da forma Il. O modelo PLS2
foi construido usando 2 variaveis latentes para ambos os polimorfos. Esse niumero
foi escolhido por ter apresentado o menor valor de RMSECV e explicar 95,0% da
variancia de X e 97,3% de Y. O RMSEP foi de 3,4%, para ambas as formas. Pode-
se observar que ha uma melhora significativa no desempenho dos modelos PLS2
gquando se aplica os métodos de pré-processamento e dimensionamento,
comparado a quando estes ndo sao aplicados.

Quando comparados os modelos de regressdo univariada com os modelos de
regressdo PLS2, pode-se observar que o PLS2 apresenta melhor R? e menor
RMSEP, indicando um ganho no ajuste dos dados, e na exatiddo da metodologia. As
calibracbes de ordem zero, que possuem apenas uma medida instrumental por
amostra, ndo séo livres de interferéncia, podendo haver desvios entre a intensidade
do sinal com a concentragdo da forma polimérfica em questdo. Em calibracbes de
primeira ordem, temos um vetor de dados para cada amostra, dessa forma podem-
se modelar os interferentes juntamente com a forma polimérfica de interesse,
diminuindo assim os desvios entre as medidas instrumentais e a concentracdo da
forma polimorfica.

Tabela 4 - Desempenho dos modelos de regressdao PLS2 por Raman para as formas | e Il do
fexofenadina.HCI

Dimensio RMSECV | RMSEP R°CV R°P
Pré-processamento . | LV’'s | Formal/ | Formal/ | Formal/ Forma I/
namento

Formall | Formall Forma Il Forma

Nenhum AUto 3 17,1402/ 37,9012/ 0,7094/ 0,0308/
17,1402 37,9012 0,7094 0,0308

Nenhum CM 3 16,0693/ 37,4692/  0,7424/ 0,0303/
16,0693 37,4692 0,7424 0,0303

Nenhum Nenhum 5 56,5587/ 47,6680/ 0,0001/0,5 0,0361/
24,3997 48,2750 994 0,0353

Normalizac&o AUtO 3 6,0577/ 5,7401/ 0,9627/ 0,9807/
6,0577 5,7401 0,9627 0,9807

Normalizacso CM 3 5,6487/ 5,3527/ 0,9674/ 0,9815/
5,6487 5,3527 0,9674 0,9815

Normalizac&o Nenhum 3 7,0691/  4,6882/ 0,9483/ 0,9845/
5,4381 5,4037 0,9701 0,9781

o 7,1531/  4,9898/ 0,9478/ 0,9773/
Normalizacdo e MSC Auto 3 71531 4.9898 0.9478 09773
. 5,8764/  4,0423/ 0,9644/ 0,9812/
Normalizagdo e MSC M 2 58764 40423 09644  0,9812
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Tabela 4 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS2 por Raman para as formas | e Il do
fexofenadina.HCI

(continuagao)

Dimensio RMSECV | RMSEP R*CV R°P
Pré-processamento . | LV's | Formal/ | Formal/ | Formal/ Forma I/
namento
Formall | Forma ll Forma ll Forma ll
. 5,8766/ 4,0428/ 0,9733/ 0,9644/
Normalizagcdo e MSC Nenhum 3 58763 4.0419 09733 0.9644
L 7,2170/ 4,1090/ 0,9469/ 0,9785/
Normalizacdo e SNV Auto 3 72170 4.1090 0.9469 0.9785
. 5,9480/ 3,4293/ 0,9785/ 0,9839/
MEEIZEEED © S S 2 59480 34293 09785 09839
. 6,2694/ 4,2001/ 0,9595/ 0,9789/
Normalizacdo e SNV Nenhum 3 5 8844 34356 0.9643 0.9848
Normalizagéo e Auto 3 7,0215/  6,2515/ 0,9591/ 0,9932/
22derivada 7,0215 6,2515 0,9591 0,9932
Normalizacéo e CM 5 5,8906/  4,0515/ 0,9640/ 0,9897/
22derivada 5,8906 4,0515 0,9640 0,9897
Normalizagéo e Nenhum 3 6,5207/  4,3627/ 0,9559/ 0,9897/
22derivada 5,7864 4,3298 0,9653 0,9879
Normalizacao, Auto 3 6,6266/ 6,1564/ 0,9586/ 0,9811/
22derivada e MSC 6,6266 6,1564 0,9586 0,9811
Normalizacao, CM 5 5,4909/ 3,9915/ 0,9687/ 0,9876/
23derivada e MSC 5,4909 3,9915 0,9687 0,9876
Normalizacao, Nenhum 3 5,4902/ 3,9918/ 0,9687/ 0,9876/
22derivada e MSC 5,4912 3,9915 0,9687 0,9876
Normalizacao, AUto 3 6,5199/ 6,0942/ 0,9604/ 0,9817/
22derivada e SNV 6,5199 6,0942 0,9604 0,9817
Normalizacao, CM 5 53247/  4,1831/ 0,9706/ 0,9870/
22derivada e SNV 5,3247 4,1831 0,9706 0,9870
Normalizacao, Nenhum 3 5,4873/  4,2247]/ 0,9688/ 0,9869/
22derivada e SNV 5,1534 4,2688 0,9725 0,9868

*Auto: autoescalamento; CM: centrado na média; LV: Varidveis latentes, CV: Validacdo cruzada, P:

Previséo.

Os resultados dos modelos de regresséao construidos com os dados obtidos

por PXRD estdo apresentados na Tabela 5. A qualidade e desempenho dos

modelos de acordo com o R? foram relativamente satisfatorios, com valores maiores

que 0,8996. Os mesmos valores de R?> e RMSE foram obtidos para os modelos de

quantificacdo da forma | e para os modelos da forma Il. O melhor modelo de

regressao foi construido utilizando nenhum método de pré-processamento com 0S

dados centrados na média, para ambas as formas, por apresentar maior R* e
menores RMSEP e RMSECV. O modelo PLS2 foi construido usando 3 variaveis

latentes para ambos os polimorfos e explica 96,2% da variancia de X e 99,9% de. O

RMSEP foi de 1,4%.
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Tabela 5 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS2 por PXRD para as formas | e Il do
fexofenadina.HCI

Pré-processamento Dimensio | LV's | RMSECV | RMSEP R°CV R°P

namento* Formal/ | Formal/ | Formal/ | Formal/

Forma ll Formall | Formall | Forma ll

MSC Auto 4 4,2179/ 1,9437/ 0,9848/  0,9950/
4,2179 1,9437 0,9848 0,9950

MSC CM 4 2,0628/ 2,9144/ 0,9959/  0,9905/
2,0628 2,9144 0,9959 0,9905

MSC Nenhum 2 2,9313/ 2,9565/ 0,9911/ 0,9974/
2,9329 2,9603 0,9911 0,9974

SNV Auto 3 1,6437/ 2,7742/ 0,9972/  0,9995/
1,6437 2,7742 0,9972 0,9995

SNV CM 3 1,8061/ 1,5846/ 0,9966/  0,9963/
1,8061 1,5846 0,9966 0,9963

SNV Nenhum 2 4,3745/ 3,9395/ 0,9805/  0,9902/
5,0799 1,9080 0,9736 0,9946

Nenhum Auto 2 2,0639/ 3,1874/ 0,9958/ 0,9991/
2,0639 3,1874 0,9958 0,9991

Nenhum CM 3 1,8084/ 1,4493/ 0,9967/  0,9973/
1,8084 1,4493 0,9967 0,9973

Nenhum Nenhum 2 3,0412/ 3,6007/ 0,9904/ 0,9881/
4,9329 2,9637 0,9915  0,9942

Normalizacéo Auto 2 3,8730/ 3,3838/ 0,9845/  0,9962/
3,8730 3,3838 0,9845 0,9962

Normalizacdo CM 2 2,8877/ 2,6894/ 0,9914/  0,9978/
2,8877 2,6894 0,9914 0,9978

Normalizacao Nenhum 2 10,8045/  7,2331/ 0,8928/  0,9551/
7,0448 2,9332 0,9508 0,9899

Normalizacdo e 22 Auto 2 3,6258/ 2,8738/ 0,9886/  0,9895/
derivada 3,6258 2,8738 0,9886  0,9895
Normalizacdo e 22 CM 2 3,5061/ 2,1440/ 0,9875/  0,9972/
derivada 3,5061 2,1440 0,9875 0,9972
Normalizacdo e 22 Nenhum 2 10,8797/  8,0251/  0,8927/  0,9259/
derivada 8,2005 5,1973 0,9338 0,9699

*Auto: autoescalamento; CM: centrado na média; LV: Variaveis latentes, CV: Validacdo cruzada, P:
Previsao.

As Figuras 22, 23 mostram as curvas dos valores previstos pelos valores de
referéncia e os erros relativos calculados pelos dados obtidos por espectroscopia
Raman e PXRD para as formas | e Il do fexofenadina.HCI utilizando o melhor
modelo PLS obtido para cada metodologia. Pode-se observar que ha uma boa
relacdo linear entre os valores previstos e os valores medidos para ambas as formas

polimorficas. Visto que os valores de RMSE séo inferiores a 5%, pode-se afirmar que
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a quantificacdo das formas polimorficas na matéria-prima é eficaz (ROCHA et al.,
2011). Ambos os métodos analiticos utilizados, espectroscopia Raman e PXRD,
combinados com os modelos de regressao PLS construidos se mostraram eficientes
em quantificar as formas polimérficas nas misturas binarias.

Em relacdo aos erros percentuais (residuos) dos ajustes, para ambas as
formas polimorficas mostradas nas Figuras 22.b, 23.b, esses apresentam uma

distribuicao aleatdria, o que indica ajustes adequados.
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Figura 22 - (a) Modelos de regressédo PLS e (b) distribuicdo residual para a Forma | por Raman.
Amostras de calibragdo (e) e validagéo ( '¥).

Fonte: Do autor.
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Figura 23 - (a) Modelos de regressdo PLS e (b) distribuicdo residual para a Forma | por PXRD.
Amostras de calibragao (e) e validagdo ( F).

Fonte: Do autor.

PXRD apresentou valores de RMSECV e RMSEP inferiores aos da
espectroscopia Raman, tendo melhor exatiddo. A homogeneidade da amostra é
mais crucial para a espectroscopia Raman do que para a PXRD. Segundo Chieng et
al. (2009), outros autores ja relataram que a homogeneidade da amostra € uma das
principais fontes de erro em estudos envolvendo espectroscopia Raman, pois o laser
possui uma pequena area amostral (50 pm?). Por outro lado, a homogeneidade da

amostra nao é relevante nas analises por PXRD. Deve-se atentar que metodologias




Dissertagio de Mestrado — A. M. Brondi

de homogeneizacdo muito enérgicas podem causar alteracdes no estado fisico da
amostra, inclusive transformacgdes polimorficas.

A PXRD fornece informacdes sobre o empacotamento cristalino, sendo uma
das principais técnicas utilizadas no estudo de polimorfismo. No entanto, a
espectroscopia Raman apresenta maior portabilidade, possui a possibilidade de
realizar o monitoramento on-line e menores custos (CHIENG et al., 2009). Outra
vantagem a ser destacada € o tempo de aquisicdo dos dados, pois cada espectro
Raman foi obtido em 4 segundos (4 coadd scans x 1 segundo), enquanto a PXRD
leva 50 min por aquisicao.

A técnica TG é tradicionalmente uma técnica de caracterizagdo, sendo que a
guantificacdo ndo é considerada trivial. Foi considerada, para a construcdo da curva
de calibracdo, a perda de massa até a temperatura de 140 °C. Os resultados da
quantificacdo da Forma Il estdo apresentados na Tabela 6. A quantificacdo da
Forma | € complementar a da Forma Il, uma vez que esta ndo apresenta perda de
massa na regido da curva TG considerada, mas essa complementariedade s6 pode
ser considerada quando se conhece que ndo ha presenca de outras substancias. A
curva analitica (Equacdo 25 e Figura 24) apresentou linearidade satisfatria (R* =
0,9946) e RMSE de 2,27%.

Tabela 6 - Valores de referéncia e previstos pela técnica TG

Referéncia Previsto

Amostra Forma | Forma ll Forma | Forma ll
% (m/m) | % (m/m) | % (m/m) | % (m/m)

1 100 0 100,25 -0,25

2 75,78 24,22 75,97 24,03

3 59,94 40,06 61,42 38,59

4 49,15 50,85 46,85 53,15

5 35,70 64,30 38,12 61,89

6 23,90 76,10 19,66 80,34

7 0 100 2,19 97,81
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Figura 24 - Regresséo para quantificacdo da Forma Il de fexofenadina.HCI por TG.

Fonte: Do autor.

y = 0.103x + 0,0254 (Equacéo 26)

Onde: y é a porcentagem de perda de massa e x é a porcentagem de massa

de Forma Il presente na amostra.

3.3 Conclusodes

O modelo multivariado PLS2 se mostrou superior aos modelos univariados,
apresentando melhor ajuste dos dados. A espectroscopia Raman e a PXRD aliadas
ao modelo de regressdo PLS2 podem ser utilizados na identificacdo e quantificacao
de contaminacdes provenientes da forma Il de fexofenadina.HCI (hidrato) na forma |
(anidra), podendo ser empregada no controle de qualidade em farmoquimicas e/ou
em locais de armazenamento. O modelo de regressdo PLS2 construido com os
dados obtidos por PXRD apresentou melhor ajuste dos dados e exatiddo que o
construido com os dados obtidos por espectroscopia Raman. Por outro lado, a
espectroscopia Raman possui vantagens como o baixo custo, portabilidade, facil

operacéo e nao radioatividade.
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A técnica TG mostrou-se capaz de quantificar a Forma Il de fexofenadina.HCI
em amostras de matéria-prima, podendo ser empregada como uma técnica
alternativa. Porém, esta € uma técnica passivel de erro pela presenca de agua

proveniente de umidade, ou de outros componentes presentes na amostra.
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4 APLICACAO 2: ANALISE QUANTITATIVA DE POLIMORFOS DE
FEXOFENADINA.HCL EM FORMULACAO FARMACEUTICA NA FORMA DE
PO

Ha um crescente interesse por parte da industria farmacéutica no
desenvolvimento de metodologias capazes de caracterizar e quantificar as formas
polimorficas em produtos acabados e em algumas etapas do processo de producéo,
como por exemplo na mistura de principio ativo e excipiente na forma de po, antes
da etapa de compressdo, devido a possibilidade de ocorrer transformacfes
polimorficas durante esse processo (LI; CHOW; TAN, 2011).

A andlise quantitativa de formas polimérficas em formulacGes farmacéuticas
utilizando técnicas espectroscépicas requer que 0 espectro de cada forma
polimérfica seja diferente e que essas diferencas sejam mantidas na presenca de
qualquer diluente (excipiente) (PATEL; LUNER; KEMPER, 2000).

A maioria dos estudos, ja relatados na literatura, envolve a quantificacdo de
formas polimoérficas em matéria-prima, como visto no Capitulo 3. Sdo poucos 0s
estudos que relatam a quantificacdo de polimorfos na presenca de excipientes
(PATEL; LUNER; KEMPER, 2000; MOORE; COGDILL; WILDFONG, 2009;
RUMONDOR; TAYLOR, 2010). Patel; Luner; Kemper (2010) relataram a
guantificacdo das formas polimérficas | e 1l do sulfametoxazol na presenca de cloreto
de sodio, celulose microcristalina e lactose e em mistura 1:1 de celulose
microcristalina e lactose, utilizando espectroscopia de refletancia no infravermelho
préximo. Rumondor; Taylor (2010) realizaram estudos com a finalidade de
qguantificar o principio ativo cristalino em presenca de outros componentes por
PXRD, neste caso eles utilizaram apenas uma forma cristalina da felopidina, fase
cristalina, na presenca da polivinilpirrolidona, fase amorfa. Moore; Cogdill; Wildfong
(2009) realizaram estudos envolvendo misturas quaternarias, contendo duas formas
polimorficas e dois materiais amorfos, 0s excipientes lactose e celulose
microcristalina, lactose e amido ou celulose microcristalina e amido, comprimidas.

O objetivo desta segunda aplicacdo € comparar as técnicas espectroscopia
Raman e PXRD, aliadas a analise multivariada por PLS para a quantificacdo das
formas polimorficas | e 1l de fexofenadina.HCI em formulagéo farmacéutica. Diferente

dos estudos relatados na literatura, em que o principio ativo se encontra na



Dissertacao de Mestrado — A. M. Brondi (68

presenca de apenas um ou dois excipientes, este estudo buscou se aproximar do
que a industria farmacéutica encontra no seu dia a dia, tentando se assemelhar ao

maximo do medicamento comercial.

4.1 Materiais e métodos

Neste trabalho, foi utilizado o mesmo principio ativo (fexofenadina.HCI) cedido
pela empresa CIMED, que corresponde a forma polimorfica |, e a forma polimérfica |l
obtida por cristalizacdo por lenta evaporacdo do solvente, para as quais ja foram
descritas no topico 2. Para este estudo foram preparadas dez misturas contendo as
formas polimorficas | e Il na presenca de excipientes (Celulose microcristalina,
amido, estearato de magnésio, TiO, e povidona). Todas com massa total de 100 mg.
Destas, sete amostram compunham o conjunto de calibracdo e trés o conjunto de
validacdo. As concentracbes de cada constituinte estdo indicadas na Tabela 7. A
relagdo principio ativo : excipientes (27,27% : 72,73%) foi estabelecida de acordo

com o medicamento comercial.

Tabela 7 - Composicdo das amostras de calibragao

Estearato
Formal | Formall | Celulose | Amido de TiO; PVP

Amostra magnésio

% (m/m)

Al 25,74 1,31 57,16 9,76 1,01 2,01 3,01
A2 24,67 2,66 56,95 9,72 1,00 2,00 3,00
A3 23,30 4,10 56,89 9,71 1,00 2,00 2,99
A4 22,01 5,46 56,83 9,70 1,00 2,00 2,99
A5 19,03 8,28 56,96 9,73 1,00 2,00 3,00
A6 16,30 10,87 57,07 9,74 1,00 2,01 3,00
A7 12,24 14,96 57,04 9,74 1,00 2,01 3,00
A8 9,56 17,76 56,95 9,72 1,00 2,00 3,00
A9 5,34 22,00 56,93 9,72 1,00 2,00 3,00
Al10 1,35 25,80 57,09 9,75 1,00 2,01 3,00

Primeiramente, foi preparado um pool dos excipientes. Todas as amostras

foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu AY220) e homogeneizadas em
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vortex durante 5 minutos. Os espectros Raman das amostras, na forma de p6, foram
obtidos no RamanStation 400F—PerkinElmer equipado com laser de diodo de 785nm
e um acessorio para sélidos na faixa de 2000 a 200 cm™ , usando 4 coadd scans e
resolucdo 1 cm™. Os difratogramas foram obtidos no difratdmetro de raios X Ultima
IV — Rigaku com fonte de Cu Ka (A = 1,5406 A), de 5 a 55 °28 utilizando uma
voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, velocidade de varredura de 1 °20 min™ e
fenda de 10 mm.

A analise multivariada dos dados foi realizada no software Matlab (verséo 7.0,
The MathWorks) utilizando o PLS toolbox 5.8 (Eigenvector Co.). Na constru¢cao dos
modelos de calibragdo PLS2 foram utilizados todo o padréo de difracdo de raio x de
p6 (5 a 55 °26) e a regido de 2000 a 200 cm™ do espectro Raman. Tanto os
difratogramas quanto os espectros foram submetidos a diferentes métodos de pré-
processamento. Os pré-processamentos empregados nos dados obtidos por
espectroscopia Raman foram: 1) normalizacdo; 2) normalizacdo e MSC; 3)
normalizacdo e SNV; 4) normalizacdo e 22 derivada; 5) normalizacéo, 22 derivada e
MSC; e 6) normalizacdo, 22 derivada e SNV. Os pré-processamento empregados
nos difratogramas de raios X de p6 foram: 1) MSC; 2) SNV; 3) normalizacdo; 4)
normalizacdo e 22 derivada e 5) sem pré-processamento. Todos combinados a 3
métodos de dimensionamento (autoescalamento, centrado na média e sem
dimensionamento).

O numero de variaveis latentes (LVs) foi determinado pela validacdo cruzada
“leave-one-out”. O desempenho dos modelos obtidos pelas diferentes metodologias
de pré-processamento foi avaliado pelos valores do coeficiente de determinacéo (R?)
e do erro quadratico médio (RMSE) dos residuos (HU, 2010).

4.2 Resultados e discussao

Os espectros das amostras de calibracdo de formulacdo farmacéutica sao
apresentados na Figura 25. Os resultados dos modelos de regressdo PLS2
construidos com os dados obtidos por espectroscopia Raman estdo apresentados
na Tabela 8. A qualidade e desempenho dos modelos de acordo com o R? sdo

relativamente satisfatorios. O melhor modelo de regresséo foi construido utilizando
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pré-processamento normalizacdo, 22 derivada e SNV e centrado na média, para

ambas as formas, por apresentar melhor R?> e menores RMSECV e RMSEP. O

modelo PLS2 foi construido usando 2 variaveis latentes para ambos os polimorfos.

Esse numero foi escolhido por ter apresentado o menor valor de RMSECV e explica
31,79% da variancia de X e 99,31% de Y. O valor de RMSEP foi de 2,7% para a

formal e 2,8 para a forma Il.
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Figura 25 - Espectro Raman das amostras de calibracdo e validacdo da formulagéo

farmacéutica na forma de po.

Fonte: Do autor.

Tabela 8 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS2 por Raman para as formas | e Il do

fexofenadina.HCI

Dimensio RMSECV | RMSEP R°CV R°P
Pré-processamento . | LV's| Formal/ | Formal/ | Formal/ | Formal/
namento

Forma ll Forma ll Forma ll Forma ll

Normalizacio Auto 3 4.0400/ 2,8738/ 0,8639/ 0,9393/

¢ 4.0275 2,8824 0,8644 0,9448
Normalizacio CM 3 3,6900/ 3,6412/ 0,8388/ 0,9286/

¢ 3,6672 3,6874 0,8407 0,9343
Normalizacio Nenhum 3 5,0949/ 6,3806/ 0,6403/ 0,3467/

¢ 4,0022 6,5921 0,8012 0,8293

o 3,6654/ 3,3384/ 0,9073/ 0,9361/
Normalizacdo e MSC Auto 3 36489 3.4229 0.9082 0.9386
. 3,0091/ 4.3217/ 0,9101/ 0,9230/
Normalizagao e MSC S 3 29029 44485 09114 09242
o 3,3957/ 4.,2799/ 0,8623/ 0,9199/
Normalizacdo e MSC Nenhum 3 33762 44074 0.8634 0.9210
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Tabela 8 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS2 por Raman para as formas | e Il do
fexofenadina.HCI

(continuagao)

Dimensio RMSECV | RMSEP R°CV R°P
Pré-processamento . | LV's| Formal/ Formal/ | Formal/ | Formal/
namento
Forma Il Forma Il Forma Il Forma ll
. 3,6737/ 3,0606/ 0,9059/ 0,9438/
Normalizacdo e SNV Auto 3 3.6599 31187 0.9064 0.0484
. 3,0110/ 3,1942/ 0,9110/ 0,9561/
Normalizagéo e SNV M 3 59989 32658 00118  0,9611
. 3,2708/ 2,7895/ 0,8805/ 0,9122/
Normalizacdo e SNV Nenhum 3 3.3301 4.7066 0.8693 0.9127
Normalizacao e Auto 2 3,9720/ 3,2136/ 0,8576/ 0,8374/
23derivada 3,9541 3,2017 0,8587 0,8422
Normalizacao e CM 5 2,9397/ 3,5154/ 0,8947/ 0,9176/
23derivada 2,9158 3,5435 0,8963 0,9206
Normalizacao e Nenhum 5 5,1137/ 4,9500/ 0,6616/ 0,5591/
23derivada 3,2490 5,7798 0,8601 0,8069
Normalizacao, Auto 5 3,0069/ 3,6067/ 0,9471/ 0,9317/
23derivada e MSC 2,9929 3,6524 0,9475 0,9340
Normalizacao, CM 5 2,0011/ 3,6347/ 0,9628/ 0,9606/
22derivada e MSC 1,9982 3,6886 0,9625 0,9615
Normalizacao, Nenhum 5 2,2197/ 4,2934/ 0,9612/ 0,9286/
23derivada e MSC 2,2242 4,3922 0,9598 0,9276
Normalizacao, Auto 5 2,9886/ 2,8696/ 0,9500/ 0,9518/
22derivada e SNV 2,9751 2,8935 0,9504 0,9558
Normalizacao, CM 5 1,9797/ 2,7155/ 0,9650/ 0,9847/
23derivada e SNV 1,9766 2,7600 0,9648 0,9869
Normalizacao, Nenhum 5 2,1440/ 2,6065/ 0,9630/ 0,9752/
23derivada e SNV 2,2291 4,3891 0,9591 0,9305

*Auto: autoescalamento; CM: centrado na média; LV: Variaveis latentes, CV: Validagdo cruzada, P:
Previsao.

Os difratogramas das amostras de calibracdo de formulacéo farmacéutica sao
apresentados na Figura 26. Os resultados dos modelos de regressao construidos
com os dados obtidos por PXRD estdo apresentados na Tabela 9. De acordo com
R?, os modelos apresentaram ajustes adequados. O melhor modelo de regressao foi
construido sem a utilizacdo de pré-processamento e centrando na média, para
ambas as formas, por apresentar melhor R> e menores RMSECV e RMSEP. O
modelo PLS2 foi construido usando 3 variaveis latentes para ambos os polimorfos e
explica 86,26% da variancia de X e 99,69% de Y. O valor de RMSEP foi de 1,1%.
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Figura 26 - Difratogramas das amostras de calibracdo de formulacdo farmacéutica.

Fonte: Do autor.
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Tabela 9 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS por PXRD para as formas | e Il do
fexofenadina.HCI

Dimensio RMSECV | RMSEP R?’CV R’P

Pré-processamento . | LV's | Formal/ | Formal/ | Formal/ | Formal/
namento

Forma ll Forma ll Forma ll Forma ll
12239/ 13125/ 09854/  0,9854/
AR e 2 11950 12571 09863  0,0882
08762/ 2.0471/ 09895/  0,9206/

MSC CM 3 08276 20745 09907 09146
09577/ 11523/ 09874/ 0,9828/

AR Nenhum 3 00215 12146 09883 09806
13064/ 23573/ 0,9842/  0,9482/

SNV Alto 2 12685 22035 009855  0,9546
08767/ 18063/ 09895/  0,9366/

b L 3 08279 18439 09907 09310
09651/ 11670/ 09872/ 0,9769/

SNV Nenhum 3 00005 12558 009888 09845
— Ao , L3619/ 13548/ 09858/ 0,9816/
13218 12518 09872  0,9859
09586/ 11080/ 09874/  0,9805/

Nenhum M 3 00087 11354 009886 09885
P N— , L0279/ 17616/ 09854/ 0,9557/
10024 18202 09861  0,9859
Normalizacio AUt , L5008/ 65817/ 09691/  0,6798/
¢ 14974 65940 09691  0,6873
Normalizacks o , L0523 32416/ 09846/ 0,8962/
¢ 10306 32634 09852  0,8988
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Tabela 9 - Desempenho dos modelos de regressdo PLS por PXRD para as formas | e Il do

fexofenadina.HCI

(continuagao)

' Dimensio RMSECV | RMSEP | R°CV R°P
Pré-processamento . | LV's | Formal/ | Formal/ | Formal/ | Formal/
namento Formall | Formall | Formall | Formall
el Nenhum 3 1,1260/ 3,7506/  0,9823/  0,7685/
0,9876 1,9495 0,9864 0,9739
Normalizagdo e 22 Auto 2 1,3860/ 1,5800/  0,9822/  0,9561/
derivada 1,3678 1,6246 0,9828 0,9508
Normalizagdo e 22 cM 2 1,2500/ 1,7579/  0,9782/  0,9615/
derivada 1,2243 1,8254 0,9790 0,9575
Normalizacéo e 22 Nenhum ’ 1,9868/ 2,4670/  0,9462/  0,9609/
derivada 1,7902 3,4943 0,9557 0,7993

*Auto: autoescalamento; CM: centrado na média; LV: Variaveis latentes, CV: Validacdo cruzada, P:
Previséo.

E possivel notar que a aplicagdo de SNV e MSC forneceram resultados
similares. Isso ocorre devido as equacfes destes procedimentos terem a mesma
forma, porém enquanto SNV ¢é aplicado a cada espectro separadamente, o MSC usa
o espectro médio do conjunto de dados (KACHRIMANIS; BRAUN; GRIESSER,
2007; HU et al., 2010).

As Figuras 27, 28 mostram as curvas dos valores previstos pelos valores de
referéncia e os erros relativos calculados pelos dados obtidos por espectroscopia
Raman e PXRD para as formas | e Il do fexofenadina.HCI, utilizando o melhor
modelo PLS obtido para cada metodologia. Pode-se observar que ha uma boa
relacdo linear entre os valores previstos e os valores medidos para ambas as formas
polimérficas. Os valores de RMSE séo inferiores a 10%, portanto pode-se inferir que
a quantificacdo das formas polimorficas na formulacdo farmacéutica é eficaz
(ROCHA et al.,, 2011). Ambos os métodos analiticos utilizados, espectroscopia
Raman e PXRD, combinados aos modelos de regresséo PLS obtidos se mostraram
eficientes em quantificar as formas polimérficas na formulacdo farmacéutica descrita.

Em relacdo aos erros percentuais (residuos) dos ajustes, para ambas as
formas polimérficas mostradas nas Figuras 27.b, 28.b, esses apresentam uma

distribuicdo aleatdria, o que indica ajustes adequados.
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Figura 27 - Modelos de regressdo PLS e distribuicdo residual para a Forma | por Raman.
Amostras de calibracdo () e validacao ( ¥).

Fonte: Do autor.
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Figura 28 - Modelos de regresséo PLS e distribuicdo residual para a Forma | por PXRD.
Amostras de calibragéo (e) e validagdo ( ).

Fonte: Do autor.

A PXRD apresentou valores de RMSECV e RMSEP inferiores aos da

espectroscopia Raman, possuindo melhor exatidao.
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4.3 Conclusdes

Um novo método para quantificacdo das formas polimérficas | (anidra) e |l
(hidrato) de fexofenadina.HClI em determinada formulagdo farmacéutica foi
apresentado. Tanto a PXRD como a espectroscopia Raman aliadas a regressao
PLS se mostraram eficientes na quantificacdo das formas polimorficas | e Il do
fexofenadina.HCI na formulac&o farmacéutica proposta, podendo ser empregada na
deteccdo de contaminacdo proveniente da forma Il na forma I, na presenca de
excipientes, podendo ser empregada no controle de qualidade na industria
farmacéutica, mediante prévia validacdo analitica da metodologia. Da mesma forma
gue a aplicacdo anterior, o0 modelo de regressdo PLS construido com os dados
obtidos por PXRD apresentou melhor sensibilidade que o construido com os dados

obtidos por espectroscopia Raman.
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5 APLICACAO 3: ANALISE QUANTITATIVA DE POLIMORFOS DE
FEXOFENADINA.HCL EM FORMULACAO FARMACEUTICA NA FORMA DE
COMPRIMIDOS

NIR-CI (Near-infrared chemical imaging) € uma poderosa extensdo da
espectroscopia tradicional. Ela oferece uma grande quantidade de informacéo da
superficie da amostra de forma ndo destrutiva. Além de identificar e quantificar os
analitos de interesse, o NIR-ClI permite obter informacdes sobre a distribuicdo
espacial dos constituintes da amostra com a utilizacdo de métodos quimiométricos
(SIESLER, 1991).

A técnica de NIR-CI ainda é considerada uma técnica emergente, havendo
um numero limitado de trabalhos publicados, porém cada vez mais frequentes.
Muitos dos trabalhos se concentram no desenvolvimento de algoritmos capazes de
transformar os espectros coletados na informacdo de interesse. Os trabalhos
envolvendo farmacos se concentram em discutir sobre a homogeneidade de pos e
comprimidos, composi¢cdo, polimorfismo e morfologia dos constituintes em
comprimidos, e alteracdes espaciais na sua degradagcao (REICH, 2005; RAJALAHTI;
KVALHEIM, 2011). Em uma reviséo realizada por Rajalahti; Kvalheim (2011) apenas
8 dos 72 trabalhos citados envolvem NIR-CI.

A analise quantitativa de amostras farmacéuticas utilizando NIR-CI tem sido
realizada com o uso de técnicas quimiométricas como PLS, a qual necessita de uma
calibracdo, e métodos que ndo dependem de uma calibracdo prévia, como CLS
(Classical Least Squares) e MCR-ALS (CRUZ et al., 2009).

O objetivo desta terceira aplicacéo é realizar a analise por NIR-Cl combinadas
com andlise multivariada por PLS e por MCR-ALS para quantificacdo e
determinacao da distribuicdo das formas polimérfica | e Il do fexofenadina.HCI em

comprimidos.
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5.1 Materiais e métodos

No desenvolvimento desta terceira aplicacdo foi utilizado o principio ativo
(fexofenadina.HCI) cedido pela empresa CIMED, que corresponde a forma
polimoérfica I, e a forma polimérfica 1l obtida por cristalizacéo por lenta evaporagéo do
solvente, para as quais ja foram descritas no tépico 2.

Foram preparados 40 comprimidos contendo as formas polimérficas | e 1l do
fexofenadina.HCl e excipientes (Celulose microcristalina, amido, estearato de
magnésio, TiO, e povidona), sendo 30 de calibracdo e 10 de validacdo. As
concentracbes de cada constituinte estdo indicadas na Tabela 10. A relacéo
principio ativo : excipientes (27,27% : 72,73%) foi estabelecida de acordo com o

medicamento disponivel no mercado.

Tabela 10 - Composicédo dos comprimidos de calibracdo (1 a 30) e validacéo

(31 a 40)
Comprimido 0Forma I Forma ll Placebo
Yo (M/mM) % (m/m) % (m/m)
1 27,25 0,00 72,75
2 27,00 0,27 72,73
3 26,71 0,53 72,76
4 26,35 0,80 72,85
5 25,95 1,34 72,71
6 25,37 1,88 72,75
7 25,06 2,17 72,77
8 24,49 2,72 72,79
9 23,19 4,08 72,73
10 21,79 5,46 72,75
11 20,45 6,81 72,74
12 19,07 8,19 72,75
13 17,72 9,54 72,74
14 16,34 10,91 72,75
15 15,00 12,27 72,73
16 13,67 13,64 72,69
17 12,27 15,00 72,73
18 10,92 16,34 72,74
19 9,54 17,73 72,73
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Tabela 10 - Composicdo dos comprimidos de calibracdo (1 a 30) e validacao

(31 a 40)
(continuagéo)
Comprimido 0Forma I Forma ll Placebo
Yo (M/mM) % (m/m) % (m/m)
20 8,16 19,08 72,76
21 6,81 20,45 72,74
22 5,46 21,80 72,74
23 4,08 23,18 72,74
24 0,89 24,93 74,18
25 1,91 25,38 72,70
26 1,36 25,91 72,73
27 0,82 26,37 72,81
28 0,55 26,67 72,79
29 0,27 26,97 72,76
30 0,00 27,25 72,75
31 24,56 2,42 73,02
32 23,98 3,28 72,74
33 19,63 7,63 72,75
34 17,43 9,80 72,77
35 14,44 12,83 72,73
36 12,82 14,44 72,74
37 10,62 16,64 72,74
38 5,99 21,28 72,73
39 4,37 22,89 72,74
40 2,18 25,08 72,74

Todas as amostras foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu AY220 e
Sartorius CP2P), homogeneizada em vortex durante 5 minutos e comprimidas em
prensa hidraulica a 2 ton/cm?. Cada comprimido teve massa total de 304 mg.

Os comprimidos foram analisados em um Espectrometro SPECTRUM 100N
FT-NIR acoplado com sistema de imagem Spotlight 400N FT-NIR da PerkinElmer.
Cada espectro foi obtido com 2 varreduras na regido de 7800 a 4000 cm™, com
resolucdo espectral de 32 cm™. A &rea analisada foi de 64mm? com pixeis de
dimensao 50 pum x 50 um, obtendo entdo uma imagem de 160 x 160 pixeis. Logo,
por comprimido foi obtida uma matriz de 25600 espectros por 239 variaveis.
Tambeém foram obtidos espectros das formas polimérficas | e Il do fexofenadina.HCI
e de cada excipiente puro.
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Antes de realizar a leitura das amostras, o foco foi ajustado e foi obtido o
branco espectral. Para obter o branco o foco da radiacéo foi ajustado em uma placa
de ouro polido.

Os espectros de reflectancia (R) foram transformados em espectros de
absorbancia (log (1/R)) antes da utilizacdo de procedimentos quimiométricos. O pré-
processamento empregado foi a 22 derivada. A andalise multivariada dos dados foi
realizada no software Matlab (versédo 7.0, The MathWorks) utilizando o PLS toolbox
5.8 (Eigenvector Co.) e 0 MCR-ALS toolbox (JAUMOT et al., 2005).

5.2 Resultados e discusséo

Primeiramente, foi construido o modelo PLS-2, utilizando o espectro médio
das imagens obtidas. O modelo PLS foi construido com 2 variaveis latentes, 30
amostras de calibracdo e 10 de validacdo. Esse namero foi escolhido por apresentar
o menor valor de RMSECV (1,52%) e explicar 93,38% da variancia de X e 98,08%
da variancia de Y para ambas as formas. O numero de variaveis latentes foi
determinado pela validacdo cruzada “leave-one-out”.

A Figura 29 mostra os resultados obtidos pelo modelo PLS construido para as
formas polimoérficas | e Il. E possivel notar uma concordancia entre os valores
previstos pelo modelo e os valores de referéncia, o que é confirmado pelo valor de
R?, apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 - Desempenho do modelo de regressédo PLS2 por NIR-CI
Polimorfo | RMSEC | RMSECV | RMSEP | R*Cal | R*CV | R°P
Forma | 1,35 1,51 1,94 0,9814 0,9766 0,9543
Forma Il 1,35 1,52 1,92 0,9809 0,9759 0,9571
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Figura 29 - Modelos de regresséo PLS para as formas polimérfica (A) | e (B) Il por NIR-CI.

Fonte: Do autor.

Os valores de RMSEC e RMSEP estdo abaixo de 2% (m/m), entdo podemos
inferir a eficiéncia do modelo para quantificar as formas polimérficas presentes da
superficie do comprimido, visto que esses valores séo inferiores a 10% (m/m)
(ROCHA et al., 2011).

Através da reconstrucdo das imagens dos comprimidos utilizando o modelo
PLS construido foi possivel verificar a distribuicdo das formas polimérficas presentes
na superficie do comprimido. A Figura 30 mostra 0 mapa de concentracdo das
formas polimérficas ao longo da superficie do comprimido, na area analisada.

Podemos observar que as imagens sao complementares.
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Figura 30 - Mapas de distribuicdo de concentracdo das formas polimérficas | e 1l do
fexofenadina.HCI obtidos por PLS.

Fonte: Do autor.

Os histogramas para cada componente de um comprimido sdo apresentados
na Figura 31. O histograma mostra a concentracéo por pixel do comprimido contra a
frequéncia de concentracdo. Pode-se verificar que as concentragcdes seguem
distribuicdo normal (gaussiana), logo se pode inferir que ha uma distribuicdo
homogénea dos constituintes do comprimido ao longo da superficie.
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Figura 31 - Histogramas dos mapas de distribuicio de concentracdo das formas
polimorficas | e 1l do fexofenadina.HCI obtidos por PLS. Concentracéo por
pixel x frequéncia de concentracao.

Fonte: Do autor.

No MCR-ALS ndo sdo necessarias amostras de calibragcdo. Para que o
algoritmo possa convergir para 0 erro minimo sdo necessarias estimativas iniciais,
como o0 uso dos espectros puros dos constituintes das amostras. Outras restricoes

foram utilizadas para decompor a matriz corretamente, como a ndo-negatividade das
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concentracbes, o que impde que os perfis de concentracbes dos componentes
sejam sempre positivos e o balanco de massa constante e igual a 1, representando
a totalidade da concentracdo (CRUZ et al., 2009).

As amostras foram analisadas por MCR-ALS utilizando matriz aumentada. Os
resultados estdo apresentados nas Figuras 32 e 33. Na Figura 32 observamos os
mapas de concentracdo e suas respectivas concentracdes médias por comprimido.
Notamos que a escala de cores do MCR na representacdo das concentracdes no
mapa possui apenas valores maiores que zero, isso ocorre devido a restricao
imposta de ndo-negatividade da concentracdo. Quando comparados os mapas de
distribuicdo das formas polimorficas | e Il do fexofenadina.HCI de um determinado

comprimido, observa-se que as imagens sao complementares.
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Figura 32 - Mapas de distribuicdo de concentracdo e concentracdes médias (% (m/m)) das formas
polimérficas | e Il do fexofenadina.HCI obtidos por MCR-ALS.

Fonte: Do autor.

No histograma (Figura 33) pode-se verificar que as concentracbes seguem
distribuicdo normal, havendo distribuichio homogénea dos constituintes do

comprimido ao longo da superficie, assim como verificado no modelo PLS.
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Figura 33 - Histograma dos mapas de distribuicAo de concentracdo das formas
polimérficas | e Il do fexofenadina.HCI obtidos por PLS. Concentragédo
por pixel x frequéncia de concentracao.

Fonte: Do autor.

A decomposicdo do MCR-ALS foi satisfatoria, com 7,11% de LOF (Lack of Fit
— Falta de ajuste) e R? (coeficiente de determinacéo entre 0s espectros puros e
espectros recuperados) de 0,9851. Os perfis dos espectros puros e dos espectros
recuperados por MCR-ALS sao apresentados na Figura 34. Os espectros estdo de

acordo com entre si.
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Figura 34 - Segunda derivada dos espectros puros e espectros recuperados pelo MCR-ALS
dos constituintes dos comprimidos.

Fonte: Do autor.

Tabela 12 - Valores de referéncia e valores previstos por PLS e MCR-ALS das concentracdes
das formas | e Il de fexofenadina.HCl em comprimidos

Referéncia PLS MCR-ALS
Amostra | Formal | Formall | Formal | Formall | Formal | Forma ll
(Yom/m) | (Yom/m) | (Yom/m) | (%om/m) | (%om/m) | (%om/m)
1 24,56 2,42 26,43 0,87 24,0 51
2 23,98 3,28 24,10 3,19 21,7 5,0
3 19,63 7,63 18,66 8,61 15,3 10,1
4 17,43 9,80 17,08 10,18 13,7 10,7
5 14,44 12,83 13,08 14,18 10,0 13,4
6 12,82 14,44 12,56 14,69 8,9 14,9
7 10,62 16,64 11,59 15,65 7,1 16,5
8 5,99 21,28 7,17 20,06 4,0 18,2
9 4,37 22,89 6,93 20,30 3,2 18,4
10 2,18 25,08 6,88 20,36 3,1 21,9

A Tabela 12 apresenta os valores de referéncia e os valores previstos pelos
modelos PLS e MCR-ALS. Verifica-se que ambos 0os métodos aplicados apresentam
concordancia entre os valores previstos e os de referéncia, havendo maior erro
guanto menor a concentragao presente no comprimido. O PLS, por utilizar curva de

calibracdo, apresentou melhor recuperacdo das concentracbes das formas
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polimérficas | e Il do fexofenadina.HClI em comprimidos, porém o MCR-ALS
apresentou resultados satisfatérios sem a necessidade de curva de calibracao.
Observa-se para ambos os métodos maiores desvios para as amostras que

apresentam menores concentracfes de Forma | ou Il

5.3 Concluséo

Comprimidos sintéticos foram analisados por NIR-CI com a finalidade de
determinar a distribuicdo e a concentracdo das formas polimérficas | e Il do
fexofenadina.HCI em cada comprimido utilizando PLS e MCR-ALS.

A combinacdo de NIR-CI com andlises multivariadas como PLS e MCR-ALS
se mostraram ferramentas adequadas para obter informagfes sobre a distribuicéo
das formas polimérficas | e Il do fexofenadina.HCI ao longo da superficie do
comprimido, com a vantagem da ndo necessidade de preparo da amostra, podendo
o comprimido ser diretamente analisado de maneira ndo destrutiva para a obtencéo
dos espectros.

Tanto a combinagéo de NIR-CI com PLS, como por MCR-ALS, se mostraram
adequadas para aplicacdo no controle de qualidade de comprimidos. Sendo que o

MCR-ALS se mostra mais vantajoso por ndo necessitar de curva de calibracéo.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O polimorfismo pode ser identificado e caracterizado utilizando XRD,
espectroscopia no infravermelho, RMN do estado solido, Raman, andlise térmica,
entre outras. Nas aplicagcbes descritas neste estudo foram utilizadas PXRD e
espectroscopia Raman, combinadas com a regressdo multivariada PLS, e NIR-CI
combinada com PLS e MCR-ALS.

Tais técnicas (espectroscopia Raman, NIR-Cl e PXRD) geram uma grande
quantidade de dados, demandando a necessidade de computador e software
adequados para a extracdo de informacdes significativas e precisas dos dados
obtidos.

PXRD e espectroscopia Raman, combinadas com a regresséao PLS, podem
ser utilizadas na caracterizacdo e quantificacdo dos polimorfos | e Il tanto na
matéria-prima como na formulacdo farmacéutica. Os modelos podem ser
considerados eficientes, visto que possuem valores de RMSE inferiores a 5% e R?
proximos a 1. Os residuos apresentam distribuicdo aleatoria, indicando que os
modelos possuem ajustes adequados.

Tanto na matéria-prima como na formulagdo farmacéutica a PXRD
apresentou valores de RMSECV e RMSEP inferiores aos da espectroscopia Raman,
tendo melhor exatidao.

A PXRD é mais sensivel ao empacotamento cristalino (orientacédo
preferencial), enquanto para a espectroscopia Raman a homogeneidade da amostra
€ uma das principais fontes de erro, considerando que o laser incidente € bastante
pontual e mais passivel de erros referentes a baixa homogeneidade da amostra. No
entanto, a espectroscopia Raman tem ganhado espac¢o na industria farmacéutica por
apresentar maior portabilidade, maior velocidade de aquisicdo de dados em relagcéo
ao PXRD, possuir a possibilidade de realizar o monitoramento on-line ou at-line, com
menor custo e maior facilidade de operacéao.

A combinagédo de espectroscopia NIR-CI com analises multivariadas como
PLS e MCR-ALS se mostraram ferramentas adequadas para obter informacdes
sobre a distribuicdo das formas polimérficas | e 1l do fexofenadina.HCI ao longo da
superficie do comprimido, com a vantagem da ndo necessidade de preparo da

amostra, podendo o comprimido ser diretamente levado a obtencdo dos espectros.
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As concentragcdes meédias das formas polimérficas puderam ser facilmente
calculadas. Ambos os métodos utilizados (PLS e MCR-ALS) se mostraram
adequadas para aplicacdo no controle de qualidade de comprimidos. Sendo que o

MCR-ALS se mostra mais vantajoso por ndo necessitar de curva de calibracao.
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