Universidade do Vale do Paraiba
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento
Programa de Pds-Graduacao em Engenharia Biomédica

Lucas Ferreira Lyra

ANALISE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS QUE CONTENHAM
PARACETAMOL POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
(FTIR-UATR) ACOPLADA A ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS

QUALITY ANALYSIS OF MEDICINES CONTAINING PARACETAMOL USING
INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR-UATR) COUPLED WITH MULTIVARIATE
STATISTICAL ANALYSIS

Sao José dos Campos, SP
2024



Lucas Ferreira Lyra

ANALISE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS QUE CONTENHAM
PARACETAMOL POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
(FTIR-UATR) ACOPLADA A ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Engenharia
Biomédica, do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento, da Universidade do Vale do
Paraiba, como complementagao dos créditos
necessarios para obtengao do grau de Mestre
em Engenharia Biomédica.

Orientadora: Prof.2 Dra. Kumiko Koibuchi
Sakane

Sao José dos Campos, SP
2024



Fundagio
F (3 Valeparaibana de
L Ensino

TERMO DE AUTORIZACAO DE DIVULGACAO DA OBRA

Ficha catalografica

Lyra, Lucas Ferreira
Andlise de qualidade de medicamentos que contenham
Paracetamol por meio da espectroscopia no infravermelho
(FTIR-UATR) acoplada a andlises estatisticas multivariadas /
Lucas Ferreira Lyra; orientadora, Kumiko Koibuchi Sakane. - 8Sao
José dos Campos, SP, 2024.
1 CD-ROM, 98 p.

Dissertacdo (Mestrado Académico) - Universidade do Vale do
Paraiba, Sdo José dos Campos. Programa de Pdbés-Graduagdo em
Engenharia Biomédica.

Inclui referéncias

1. Engenharia Biomédica. 2. Medicamentos genéricos. 3.
Controle de qualidade. 4. Espectroscopia no infravermelho. I.
Sakane, Kumiko Koibuchi, orient. II. Universidade do Vale do
Paraiba. Programa de Pés-Graduag¢do em Engenharia Biomédica. III.
Titulo.

Eu, Lucas Ferreira Lyra, autor(a) da obra acima referenciada:

Autorizo a divulgacgéo total ou parcial da obra impressa, digital ou fixada em
outro tipo de midia, bem como, a sua reprodugdo total ou parcial, devendo o
usuario da reproducéo atribuir os créditos ao autor da obra, citando a fonte.

Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os principios da moral e da ética e ndo violou qualquer direito de
propriedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.

S30 José dos Campos, 4 de Abril de 2024. rﬁ
/ﬂu«u ol || [
N v/

Autor(a) da Obra



-
M ; 1‘ D
|J JLJ{, ; ; 5/

[
Universidade do Vale do Paranba Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento

LUCAS FERREIRA LYRA

“ANALISE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS QUE CONTENHAM PARACETAMOL POR MEIO
DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO {FTIR-UATR} ACOPLADA A ANALISES ESTATISTICAS
MULTIVARIADAS”,

Dissertagdo aprovada como requisito parcial a obtengdo do grau de Mestre, do Programa de P0s-
Graduagdo em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraiba - Univap, pela seguinte banca examinadora:

Prof.2 Dr.2 Andreza Ribeiro Simioni \—7%%
.|t {“
Prof.2 Dr.2 Kumiko Koibuchi Sakane #é '
L .

Prof.2 Dr.2 Juliana Ferreira Strixino d %

Prof.2 Dr.2 Andrea Santos Liu 2

Prof.2 Dr.2 Lucia Vieira
Diretora do IP&D - Univap

Sdo José dos Campos,.27 de fevereiro de 2024,

Av. Shishima Hifumi, 2811 - 12244-000
Sao José dos Campos -~ SP
www.univap.br



DEDICATORIA

A minha mae que sempre me apoiou e
nunca mediu esforcos para que eu

chegasse até aqui.



AGRADECIMENTOS

A minha tia Hilcéa, por todo o amor, carinho e incentivo, inigualaveis e insubstituiveis.
A minha avé Dicéa e aos meus primos Rafael e Bruna pelo amor, exemplo e torcida.
A Prof.2 Dra. Kumiko Koibuchi Sakane, pela paciéncia, profissionalismo, competéncia
e carinho, por estar sempre disposta a me ajudar, sendo o maior e melhor exemplo,
do que significa ser um pesquisador académico.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), por
confiar no meu projeto e conceder a bolsa de mestrado — Codigo de Finangas 001.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo suporte
na aquisicao do espectrofotdbmetro Spectrum Two e do software Spectrum (versao
10.6.0), ambos da PerkinElmer e ambos utilizados nas analises deste estudo (Numero
de Processo FAPESP: 2017/04013-0).

A Prof.2 Dra. Maiara Lima Castilho, por gentiimente fornecer o principio ativo, para ser
utilizados no presente estudo.

A Prof2 Dra. Heidi Korzenowsky, por gentilmente fornecer os medicamentos de
referéncia vencidos, para serem utilizados no presente estudo.

A minha colega do Laboratério de Espectroscopia, Camila Monteiro Santos Marques,
por todo carinho e parceria.

A todos os professores do programa de pos-graduagdo em Engenharia Biomédica por
todo aprendizado.

A todos os funcionarios que compdem a UniVap, pelo auxilio e por manter a
universidade funcionando mesmo diante das dificuldades do periodo.

A todos aqueles que posso ter me esquecido, mas que foram importantes para eu

atingir mais este objetivo. Muito obrigado.



“So6 se pode alcangar um grande éxito quando
nos mantemos fiéis a n6s mesmos”
(Friedrich Nietzsche)



RESUMO

O Paracetamol (PCT) é um medicamento anti-inflamatério nao esteroide,
extensamente utilizado pela populagdo brasileira, em todas as faixas etarias, tendo
destaque no tratamento infantil, sendo um farmaco de primeira escolha por possuir,
relativamente, poucos efeitos colaterais toxicos. Em comparagao a varias técnicas
analiticas utilizadas para a avaliagao da autenticidade e da qualidade de preparagdes
farmacéuticas, como as técnicas cromatograficas, as técnicas espectroscopicas
destacam-se, por serem relativamente mais seguras, ecologicas e menos custosas,
pois n&o necessitam de solventes para que sejam realizadas. A unido de técnicas
espectroscopicas a métodos quimiométricos, como por exemplo, as analises
estatisticas multivariadas, como a analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a
analise por componentes principais (PCA), é cada vez mais frequente, pois resulta em
uma ferramenta analitica ainda mais poderosa. O presente estudo teve como objetivo
demonstrar a capacidade da utilizagdo da espectroscopia vibracional no infravermelho
com transformada de Fourier, com tecnologia de refletancia total atenuada universal
(FTIR-UATR), acoplada as analises multivariadas HCA e PCA, como uma analise de
qualidade preliminar rapida e eficiente, que direcione o uso de técnicas demoradas e
trabalhosas, complementando o controle de qualidade de medicamentos que
contenham PCT. Neste estudo, o uso do FTIR-UATR, n&o so possibilitou a construgao
e utilizacao de curvas padrao, para selecionar a melhor banda analitica dos espectros
obtidos do medicamento de referéncia (MR) e dos medicamentos genéricos (MGs),
do PCT, que est&o localizadas em 1439 cm™', mas também permitiu a aquisi¢édo das
intensidades relativas dessas bandas analiticas, assim como sua comparacao, que
por sua vez, foi capaz de demonstrar a intercambialidade entre o MR e seus MGs.
Juntamente ao uso do FTIR-UATR, a utilizacdo da HCA e da PCA, mostrou-se de
extrema importancia, pois ao analisar e comparar as regides de 1700 a 530 cm™' e de
1470 a 1390 cm™', que sdo regides importantes dos espectros, pois contém a
“‘impresséo digital” de cada amostra e a banda analitica do PCT, respectivamente.
Pode-se concluir também, que foram os recursos matematicos e computacionais, da
HCA e da PCA, que possibilitaram a diferenciacdo e a analise dessas regides,
permitindo demonstrar, com mais clareza, a intensidade e as alteragdes causadas
nelas, pelas variacbes de quantidades e de tipos de excipientes utilizados no MR e
em cada um dos MGs analisados, assim como, as variagdes geradas pelo vencimento
do MR, pois em ambos os casos, nenhuma amostra apresentou uma regidao que fosse
semelhante a de uma outra amostra, tanto nas comparacdes entre o MR e os MGs ou
somente entre os MGs, como também, nas comparagdes entre um MR nao vencido e
todas as amostras, de MR, vencidas ha mais de 1 més. Por fim, a Metodologia
Analitica para o uso do FTIR-UATR, acoplado as analises multivariadas HCA e PCA,
desenvolvida neste estudo, apresenta grande utilidade e potencial na
complementagdo do controle de qualidade de medicamentos, pois conseguiu
demonstrar a capacidade do FTIR-UATR de detectar possiveis mudangas e
degradagdes, nos excipientes e no principio ativo, analisando ambos dentro de seus
respectivos medicamentos, sem precisar extrai-los.

Palavras-chave: paracetamol; medicamentos genéricos; medicamentos vencidos;
controle de qualidade; espectroscopia no infravermelho, FTIR-UATR; analise
estatistica multivariada; HCA; PCA.



ABSTRACT

O Paracetamol (PCT) is a non-steroidal anti-inflammatory drug, widely used by the
Brazilian population, in all age groups, with prominence on the treatment of children,
where it is the drug of choice because it has relatively few toxic side effects. Compared
to various analytical techniques used to evaluate the authenticity and quality of
pharmaceutical preparations, such as chromatographic techniques, spectroscopic
techniques stand out because they are relatively safer, more environmentally friendly
and less expensive, as they do not require solvents to be performed. The combination
of spectroscopic techniques and chemometric methods, such as multivariate statistical
analyses, for example the hierarchical cluster analysis (HCA) and the principal
component analysis (PCA), is increasingly frequent, as it results in an even more
powerful analytical tool. The present study aimed to demonstrate the ability to use
Fourier transform infrared vibrational spectroscopy with universal attenuated total
reflectance technology (FTIR-UATR), coupled with HCA and PCA multivariate
analyses, as a fast and efficient preliminary quality analysis, which directs the use of
more extensive and laborious techniques, complementing the quality control of drugs
containing PCT. In this study, the use of FTIR-UATR not only allowed the construction
and use of standard curves, to select the best analytical band of the spectra obtained
from the reference medicine (MR) and generic medicines (MGs) of the PCT, which are
located at 1439 cm™', but also allowed the acquisition of the relative intensities of these
analytical bands, as well as their comparison. Together with the FTIR-UATR, the use
of HCA and PCA proved to be extremely important, because when analyzing and
comparing the regions from 1700 to 530 cm™! and from 1470 to 1390 cm-', which are
important regions of the spectra, as they contain the "fingerprint" of each sample and
the analytical band of the PCT, respectively. It can also be concluded that it was the
mathematical and computational resources of HCA and PCA that enabled the
differentiation and analysis of these regions, allowing to demonstrate, more clearly, the
intensity of the alterations caused in them, by the variations in quantities and types of
excipients used in the MR and in each of the MGs analyzed, as well as, the variations
generated by the expiration of the MR, because in both cases, no sample presented a
region that was similar to that of another sample, both in the comparisons between the
MR and the MGs or only between the MGs, as well as, in the comparisons between
an unexpired MR and all the samples of MR, that were expired for more than 1 month.
Finally, the analytical methodology for the use of FTIR-UATR, coupled with the
multivariate analyses HCA and PCA, developed in this study, presents great utility and
potential in complementing the quality control of drugs, as it was able to demonstrate
the ability of FTIR-UATR to detect possible changes and degradations in the excipients
and in the active ingredient, analyzing both within their respective drugs, without having
to extract them.

Keywords: paracetamol; generic medicines; expired medications; quality control;
infrared spectroscopy, FTIR-UATR; multivariate statistical analysis; HCA; PCA.
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1 INTRODUGAO

Até 05 de agosto de 2019, no Brasil, 85,6% dos medicamentos genéricos
(MGs), com registro valido, foram produzidos dentro do territério brasileiro, sendo que
o restante, aproximadamente, 8,3% foram produzidos na india, 1,1% na Alemanha,
0,7% no Canada, 0,3 na Italia e 0,3% nos Estados Unidos da América (Costa et al.,
2022).

O desconhecimento a respeito do que realmente sdo os MGs, pode levar
muitas pessoas a rejeitarem o uso desses medicamentos, devido a baixa
compreensao do conceito que os envolve (Malheiros et al., 2021). Mesmo seguindo
uma legislagao rigorosa e de qualidade desde que surgiram, os MGs enfrentam muita
desconfianga sobre sua eficacia e seguranga por parte dos prescritores e
consumidores. Pesquisas demonstram que os maiores fatores de resisténcia a
utilizacdo do MG, sao a falta de conhecimento dos consumidores e o baixo estimulo
dos prescritores (Rodrigues et al., 2015; Silva, 2020).

A Associacao Brasileira das Industrias de Medicamentos Genéricos, relatou
que, em 2019, a industria farmacéutica ocupou o 6° lugar do mercado financeiro, com
crescimento de 10% ao ano, chegando a aproximadamente US$ 200 bilhdes de
faturamento anual (Borgonovi, 2019). Além disso, em 2019, apds sua introdugao por
lei em 1999, os MGs geraram uma economia de R$ 120 bilhdes a saude publica no
Brasil, em apenas 20 anos (Borgonovi, 2019).

O Paracetamol (acetaminofeno) € um medicamento anti-inflamatorio nao
esteroide, que, no Brasil, esta incluido na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (RENAME) e é distribuido, de maneira continua, para a rede basica de
saude brasileira (Brasil, 2009; 2018; Tescarollo, 2020). O Paracetamol (PCT), é
extensamente utilizado pela populagéo brasileira, para combater sintomas como dor
de cabeca, enxaqueca leve, dor musculoesquelética, dismenorreia etc., em todas as
faixas etarias, tendo destaque no tratamento infantil, sendo o farmaco de primeira
escolha por possuir poucos efeitos toxicos para criancas, quando comparado a outros
medicamentos (Brunton; Hilal-Dandan; Knollmann, 2018; Gongalves Junior, 2023;
Hejaz et al., 2020; Nascimento, 2019; Rang et al., 2016; Tescarollo, 2020).

O PCT é de grande relevancia no cenario farmacoldgico brasileiro, pois, de
acordo com o Conselho Federal de Farmacia, entre os meses de janeiro e margo de

2019, 11.150.452 caixas do medicamento foram vendidas no Brasil, enquanto, no
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mesmo periodo do ano de 2020, este numero subiu para 19.774.819, gerando um
aumento expressivo de 77,35% (Wu; Lombardo; Eserian, 2022).

O crescimento de farmacos adulterados € um grande problema de saude
publica e esta resultando em um aumento proporcional no numero de amostras que
os laboratérios de controle de medicamentos devem testar (Bunaciu; Aboul-Enein,
2021). Assim, tanto a necessidade de métodos de triagem preliminar simples e
acessiveis a serem usados pelos inspetores para decidir em campo, se coletam ou
nao uma amostra, para uma analise laboratorial mais detalhada, como também o fato
de que cada vez mais produtos adulterados estdo penetrando no mercado aberto,
uma abordagem de autenticagéo de produto que possa identificar e rastrear o produto,
a qualquer hora e em qualquer lugar, € cada vez mais necessaria (Bunaciu; Aboul-
Enein, 2021).

Historicamente, existem muitas técnicas analiticas utilizadas para a avaliagcéo
da autenticidade de preparacdes farmacéuticas levando em consideragao o nivel de
conteudo do(s) principio(s) ativo(s). As técnicas mais envolvidas sdo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgéo ultravioleta, a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e a cromatografia gasosa (GC) (Al Lawati et al.,
2017; Chen et al., 2017; Hemdan; Tawakol, 2018; Lin et al., 2018; Ribeiro et al., 2018;
Wilson; Masse, 2016; Xie et al., 2019).

Porém, mesmo que a maioria das técnicas cromatograficas, como a HPLC ou
a GC, oferegcam mais informagdes sobre as amostras estudadas e sejam muito uUteis
para a identificacdo do material examinado, essas técnicas sdo demoradas,
necessitam de equipamentos caros e de um processo cuidadoso de preparagao das
amostras, pois, geralmente, utilizam solventes altamente téxicos, que geram residuos
capazes de causar sérios danos ao meio ambiente e de proporcionar um ambiente de
trabalho insalubre (Bunaciu; Aboul-Enein, 2021; Veloso, 2018).

As possiveis periculosidades relacionadas a utilizacdo de métodos
cromatograficos, podem ser exemplificadas, utilizando-se um dos trés solventes mais
utilizados em HPLCs, sendo eles:

e A acetonitrila ou o cianeto de metila, € o solvente organico mais utilizado
atualmente em HPLCs, apesar de possuir toxicidade aguda, de ser
carcinogénica e prontamente absorvida, quando em contato com a pele,
espalhando-se por todo o corpo rapidamente (Cassini; Antunes; Keller, 2013;
Lancgas, 2009; Veloso, 2018).
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e O metanol ou alcool metilico, segundo solvente organico mais utilizado na
HPLC, pode causar intoxicagdo por meio das vias respiratérias, digestivas e
cutaneas, sendo rapidamente absorvido e distribuido por todos os tecidos, e
concentrando-se nos tecidos com alto conteudo hidrico, como por exemplo os
fluidos cérebro-espinhal e intraocular (Cardoso, 2011; Veloso, 2018). Quando
inalado, promove disturbios locais como irritagado, coceira na pele, dermatite e
eczema de pele, dor de cabecga, fadiga, insbnia, vertigens, entre outras,
podendo chegar a causar cegueira (Cardoso, 2011; Veloso, 2018).

e O Tetrahidrofurano, o terceiro solvente organico mais utilizado na HPLC, possui
toxicidade aguda para via oral, dérmica ou por inalagéo e pode promover danos
graves aos olhos, como irritagdo grave, podendo causar danos irreparaveis
(Veloso, 2018). Além disso, o Tetrahidrofurano, € carcinogénico e causa
irritacdo dérmica, dermatite e edemas, em casos de contato prolongado
(Veloso, 2018)

E importante salientar que, além dos perigos de se utilizar os solventes
previamente mencionados, estima-se que, a quantidade total de residuos gerados por
instrumentos de HPLC, em todo o mundo, é de 34 milhdes de litros por ano, fazendo
com que mesmo uma melhoria incremental, cause uma redugao significativa na
quantidade total de residuos gerados (Gaber et al., 2011; Lucena, 2020).

Portanto, pode-se concluir que a utilizagdo de solventes téxicos na HPLC,
principalmente para analises de rotina, como por exemplo, o controle de qualidade de
medicamentos, pode acarretar enormes prejuizos ao meio ambiente e a saude de
todos envolvidos em sua realizagao (Veloso, 2018).

Em comparagdo as técnicas cromatograficas, as técnicas espectroscopicas
destacam-se, pois, na maioria dos casos, sd0 mais seguras, ecologicas e
relativamente menos custosas, uma vez que, nao necessitam de solventes, para que
sejam realizadas. Levando em conta essas vantagens, uma técnica espectroscopica,
torna-se uma melhor escolha para uma analise rapida de diferentes amostras, porém,
esse tipo de técnica nao consegue fornecer todas as informagdes sobre a composicéo
quimica da amostra e apontar para os seus marcadores quimicos caracteristicos.
Portanto, €& preciso acoplar as técnicas espectroscopicas aos métodos
quimiomeétricos, como por exemplo, a analises estatisticas multivariadas, como a

analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a analise por componentes principais
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(PCA), para torna-las em uma ferramenta analitica mais poderosa (Kucharska-
Ambrozej; Karpinska, 2020).

A espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), utilizando infravermelho médio (MIR) ou infravermelho préximo (NIR), sao
técnicas analiticas comumente usadas para a discriminagdo e a autenticacdo de
preparagdes farmacéuticas. As principais vantagens do uso de técnicas de FTIR na
analise de amostras, sdo que essas técnicas sao sensiveis, nao destrutivas e
necessitam apenas de uma preparagao minima e de pequenas quantidades de
amostras para sua determinagéo e analise, o que faz com que sejam técnicas uteis e
de grande aplicabilidade na triagem de amostras de medicamentos (Bunaciu; Aboul-
Enein, 2021; Custers et al., 2015; 2016; Dégardin et al., 2016; Hsu et al., 2015; Sacré
etal., 2010).

Uma das caracteristicas essenciais do FTIR & a possibilidade de determinar
simultaneamente diferentes componentes na mesma amostra a partir de uma unica
medicao instrumental. O beneficio significativo da tecnologia de refletancia total
atenuada universal (UATR) é a capacidade de medir uma ampla variedade de
amostras sélidas e liquidas sem exigir preparag¢des complexas, e quando comparada
aos procedimentos cromatograficos, a analise espectral, € mais eficiente e n&o requer
processos trabalhosos de preparagcdo de amostras (Bunaciu; Aboul-Enein, 2021).
Mesmo a espectroscopia vibracional no infravermelho com transformada de Fourier e
tecnologia de refletancia total atenuada universal (FTIR-UATR), ndo sendo tao popular
quanto os métodos cromatograficos como a HPLC ou a GC, o seu processo nao
invasivo, rapido e que necessita apenas de uma preparagao simples de amostras,
torna-a um método analitico valioso e complementar aos métodos cromatograficos
(Bunaciu; Aboul-Enein, 2021).

Além de suas vantagem inerentes, quando um método espectroscopico, como
a FTIR-UATR, é comparado a um método cromatografico, como a HPLC, certas
vantagens importantes precisam ser destacadas. Em termos de custos para a
realizacdo de uma analise, a HPLC requer a preparacao da solugdo da amostra, de
uma fase movel, que tem uma composicao especifica, e de uma coluna, que atuara
como uma fase estacionaria, enquanto o FTIR-UATR, geralmente, necessita apenas
de uma amostra homogénea para realizar sua analise. Portanto, um método de

andlise utilizando o FTIR-UATR, é mais direto, rapido, eficiente e ecoldgico,
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particularmente, quando comparado ao da HPLC, que envolve muitos solventes para
separagao (Nugrahani; Manosa; Chintya, 2019).

A escolha adequada de um método permite respostas rapidas e precisas as
questdes referentes a qualidade da amostra e sua composi¢ao quimica. Os métodos
espectroscopicos certamente apresentam muitas vantagens, principalmente para a
deteccdo de medicamentos adulterados, pois o espectro de uma amostra pode ser
comparado ao do produto genuino (Bunaciu; Aboul-Enein, 2021).

Portanto, em um mundo que necessita cada vez mais de produtos de alta
qualidade e, consequentemente, de métodos que consigam garantir esse nivel de
exceléncia, especialmente em produtos como medicamentos, sem desacelerar as
linhas de produgédo e gerando o minimo de residuo possivel, as técnicas de FTIR-
UATR, acopladas as analises estatisticas multivariadas, encontram-se em uma
posicao ideal para auxiliar no aumento da eficiéncia do controle de qualidade de tais
produtos, sem sacrificar os niveis de cuidado e de segurancga, que ja sdo esperados
e exigidos pelos seus consumidores, além de diminuir a quantidade de residuos
gerados por tais processos, algo de suma importancia para o planeta e de grande
interesse aos consumidores (Borgonovi, 2019; Bunaciu; Aboul-Enein, 2021;
Kucharska-Ambrozej; Karpinska, 2020; Nugrahani; Manosa; Chintya, 2019;
Tescarollo, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Demonstrar que técnicas de FTIR-UATR, acopladas as analises estatisticas

multivariadas HCA e PCA, podem ser utilizadas diretamente em comprimidos de

medicamentos contendo PCT, como uma analise de qualidade preliminar, que sirva

para direcionar o uso de técnicas de analise de qualidade, mais extensas e custosas,

diminuindo assim, o custo do controle de qualidade desses medicamentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.
VII.
VIII.

XI.

Obter amostras do medicamento de referéncia (MR) do PCT, vencidas e
nao vencidas, dos medicamentos genéricos, de diferentes marcas, e do
Paracetamol sem excipientes (PCTSE).

Utilizar o FTIR-UATR para obter os espectros do PCTSE e do MR.
Realizar a atribuicdo de bandas utilizando o espectro do PCTSE.
Selecionar as possiveis bandas analiticas para o PCT no MR.

Construir curvas padrao, utilizando os espectros do PCTSE e do MR, para
fundamentar a escolha da banda analitica selecionada e analisar a
viabilidade da utilizagdo do FTIR-UATR diretamente em comprimido, sem
precisar da extragao do principio ativo.

Utilizar o FTIR-UATR para obter os espectros dos medicamentos genéricos.
Realizar uma comparacgao visual entre os espectros do MR e dos MGs.
Utilizar as analises estatisticas multivariadas HCA e PCA, para examinar e
comparar a regiao caracteristica e a banda analitica do PCT, nos espectros
do MR e nos dos MGs, para determinar e analisar os graus de similaridade
entre seus espectros.

Utilizar o FTIR-UATR para obter os espectros dos MRs vencidos.

Realizar uma comparacao visual entre os espectros dos MRs vencidos e do
nao vencido.

Utilizar as analises estatisticas multivariadas HCA e PCA, para analisar e

comparar a regiao caracteristica e a bandas analiticas do PCT, nos
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espectros do MR nao vencido e nos dos MRs vencidos, para determinar e
analisar os graus de similaridade entre seus espectros.
Realizar uma comparacgao das intensidades relativas das bandas analiticas

do MR e dos MGs, para demonstrar e assegurar sua intercambialidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS DOS MEDICAMENTOS DE REFERENCIA E GENERICO

A produgao de medicamentos genéricos (MGs) comegou nos Estados Unidos
na década de 1960, sendo o primeiro a adotar uma legislagdo sobre esses
medicamentos. Posteriormente, o Canada, a Alemanha, o Japao, a Gra-Bretanha, a
Dinamarca e a Holanda, entre outros, também adotaram essa mesma politica
(Rosenberg et al., 2010). No Brasil, em 1976, as industrias farmacéuticas foram
autorizadas a produzir e comercializar medicamentos idénticos aos de referéncia
(Brasil, 1976). A legislagao brasileira permitia que as préprias empresas definissem
qual seria o medicamento de referéncia (MR) para o registro de seus produtos
alternativos. Porém, ndo havia a exigéncia de uma comprovagdo da equivaléncia
terapéutica do medicamento alternativo em relacdo ao produto considerado como
referéncia (Brasil, 1976). Era também permitido o registro de formas farmacéuticas e
dosagens diferentes em relagdo ao MR, podendo haver, casos de formulagdes
distintas, o que levou ao registro de muitas especialidades farmacéuticas contendo o
mesmo farmaco, vendidas com diversos nomes comerciais por diferentes laboratérios
(Brasil, 1976; Pereira Coutinho Junior et al., 2018).

Para se contrapor a este cenario, a Presidéncia da Republica publicou uma
legislacdo que passou a ser conhecida como a Lei dos Genéricos (Brasil, 1999) como
parte da Politica Nacional de Medicamentos, que era direcionada ao estimulo da
concorréncia e, por consequéncia, a uma maior variedade de oferta desses produtos
no mercado brasileiro, e que também buscava melhorar a qualidade de todos os
medicamentos, reduzir precos e, principalmente, facilitar o acesso da populagédo aos
tratamentos medicamentosos (Bertoldi et al., 2004; Brasil, 1999). Toda nomenclatura
empregada atualmente para medicamentos genéricos foi definida nesta Lei, pois nela,
foram estabelecidas as definicbes de medicamentos de referéncia e genéricos. Um
MR é um produto inovador, detentor de patente registrada no o6rgao federal
responsavel pela vigilancia sanitaria, com eficacia e seguranga comprovada durante
o seu desenvolvimento, por meio de ensaios clinicos, como o estudo de
biodisponibilidade, realizados previamente a solicitagdo de registro para
comercializagdo. Pode-se citar o Tylenol® como um exemplo desse MR, sendo

analgésico e antitérmico que apresenta o Paracetamol (PCT) como seu principio



24

farmacologicamente ativo (Brasil, 1999). Ja os medicamentos genéricos possuem 0s
mesmos principios ativos, nas mesmas concentragdes e com a mesma posologia, via
de administracao, forma farmacéutica e indicacdes terapéuticas que o MR, podendo
diferir em caracteristicas como veiculos e excipientes, tamanho, embalagem, prazo
de validade e forma do produto (Brasil, 1999). Os medicamentos genéricos séo
intercambiaveis aos de referéncia, e precisam ser submetidos aos mesmos testes de
qualidade, eficacia e bioequivaléncia (mesma biodisponibilidade) (Figura 1) (Brasil,
1999).

Figura 1: Comparagdes entre os medicamentos de referéncia e os genéricos.

e Q0O
Principio Ativo
Concentragcao e e e
Forma Farmacéutica
Sisinie Comercial Indicagao Terapéutica Prlnf:Iplo
Via de Administragao Ativo
Posologia
MEDICAMENTO
GENERICO
Tamanhoe Forma
VENDA SOB Prazo de validade VENDA SOB
PRESCRICAO MEDICA Embalagem PRESCRICAO MEDICA
Rotulagem
Preco

Fonte: Santana et al., 2020.

Os medicamentos genéricos nao apresentam nome comercial e sdo divulgados
a partir da Denominagdo Comum Brasileira do(s) principio(s) ativo(s) ou, na auséncia
dela, pela Denominacdo Comum Internacional, como por exemplo, o MG do Tylenol®
€ denominado Paracetamol, sendo obrigatério que o MG possua uma embalagem
diferenciada que contenha uma tarja amarela com a letra "G" em destaque, para que
haja facil identificagdo do tipo de medicamento, (Figura 1) (Silva; Rocha, 2016). Os
medicamentos genéricos puderam ser produzidos somente apds o fim da protecéo de
uma patente ou de outro direito de exclusividade do MR e, segundo a Resolugao da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC n° 135, de 2003, sobre o
regulamento técnico para medicamentos genéricos (Brasil, 2003), MGs precisam ser

submetidos e aprovados em testes com o objetivo de comprovar que o MG que sera
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disponibilizado, apresenta todas as propriedades do MR, garantindo assim, que o MG
€ de fato intercambiavel com o MR (Bertoldi et al., 2004; Brasil, 1999; 2003).

De acordo com a Resolucédo da ANVISA n° 301, de 2019, das Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos e a Resolugao da ANVISA n° 135, a intercambialidade
entre um MR e seus respectivos MGs, corresponde a substituicdo de produtos com a
mesma eficacia e seguranga, sem interferir com o sucesso do tratamento, e baseia-
se no conceito de equivaléncia farmacéutica, que, em regra, é assegurado pela
comprovagao da equivaléncia terapéutica e da bioequivaléncia, entre um MR e seus
respectivos MGs (Brasil, 2019). A equivaléncia farmacéutica entre dois medicamentos
relaciona-se a comprovagao de que ambos contém o mesmo farmaco (mesma base,
sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente ativa) na mesma dosagem e forma
farmacéutica, sendo que isso pode ser avaliado por meio de metodologias analiticas
e testes in vitro (Paumgartten; Oliveira, 2017).

A determinagao da bioequivaléncia consiste na demonstracdo de equivaléncia
farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica,
contendo uma composicao idéntica de principios ativos e que possuam comparavel
biodisponibilidade (Bate et al., 2016). A biodisponibilidade indica a velocidade e a
extensdo de absorgao de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de
sua curva concentragao/tempo na circulagao sistémica ou sua excregao na urina;
medicamentos bioequivalentes sdo equivalentes farmacéuticos que, ao serem
administrados na mesma dose molar e condigdes experimentais, nado apresentam
diferengas significativas em relagdo a biodisponibilidade (Araujo et al., 2010; Bertoldi
et al., 2004; Brasil, 1999).

Como um MG utiliza o seu respectivo MR como base para sua fabricagdo, ndo
ha gastos em pesquisas e publicidades, o que proporciona, na maioria das vezes, sua
comercializagdo com pregos menores, sendo, geralmente, até 35,5% mais baratos,
resultando em uma crescente participagdo dos MGs no mercado brasileiro, pois
representam uma alternativa aos MRs, que geralmente sdo caros, principalmente,

quando sao importados (Bertoldi et al., 2004).

3.2 OS POSSIVEIS RISCOS A SAUDE GERADOS PELO CONSUMO DE
MEDICAMENTOS VENCIDOS
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A garantia da estabilidade de um farmaco € promovida por meio do controle de
qualidade, que com as técnicas analiticas, como as técnicas de espectroscopia
vibracional no infravermelho, visa garantir que o medicamento seja seguro, eficaz e
estavel para consumo, além de determinar por quanto tempo é propicio ao uso (Facci
et al., 2020; Neiva; Trevisan, 2021).

O uso de medicamentos vencidos, pode causar desde uma diminui¢cdo na
efetividade do tratamento médico a indugao de intoxicagdes, efeitos colaterais ou até
mesmo, o desencadeamento de eventos adversos (Fernandes et al., 2020; Neiva;
Trevisan, 2021). Tais riscos a saude podem se manifestar, pois, apés o periodo
proposto de validade de um farmaco, as reagdes depreciativas da qualidade e da
estabilidade podem ser aceleradas e passar a prevalecer a forma téxica do composto,
repercutindo em danos a saude, uma vez que, ao ter sua estrutura modificada, a
interacdo farmaco-receptor é comprometida, interferindo na farmacocinética e no
mecanismo de acgéo inicialmente proposto (Neiva; Trevisan, 2021; Olson, 2014).

Alguns tipos de medicamentos, precisam ser levados em consideragao e
destacados, devido ao seu alto indice de consumo e aos potenciais danos produzidos,
quando utilizados de forma adulterada. Por exemplo, a tetraciclina, um antibiético
macrolideo, que se utilizado apds o seu vencimento, pode provocar acidose tubular
renal, que € uma patologia decorrente de defeitos na reabsorgcéo de bicarbonato ou
na excregao de hidrogénio e, geralmente, estd associada a lesdo estrutural dos
tubulos renais (Menegussi et al., 2018; Neiva; Trevisan, 2021; Zilker; Sorgel;
Holzgrabe, 2019). Além disso, a utilizagdo de qualquer antibiotico fora do prazo de
validade, pode facilitar o desenvolvimento da resisténcia bacteriana, uma vez que,
apods o prazo de validade, antibiéticos comegcam a perder sua eficiéncia e, desta forma,
também podem comprometer o sucesso do tratamento (Neiva; Trevisan, 2021;
Oliveira et al., 2021).

Além dos antibiéticos vencidos, também se deve evitar o consumo de farmacos
liquidos que ja ultrapassaram seu prazo de validade, especialmente, quando ja foram
utilizados e, em seguida, foram armazenados de forma inadequada por muito tempo,
pois podem estar contaminados por cepas bacterianas prejudiciais a saude de quem
vier a consumi-los (Klaassen; Watkins Ill, 2012; Neiva; Trevisan, 2021). Em casos
como este, a contaminagdo microbiana pode causar infec¢dbes em pessoas cujo
sistema imunolégico se encontra enfraquecido e, consequentemente, torna-las mais

suscetiveis a infecgdes. Outro fator de grande relevancia, é a capacidade que alguns
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micro-organismos tém de causar alteragdes nas propriedades organolépticas e perda
de estabilidade e na atividade do principio ativo do medicamento, diminuindo assim,
sua eficacia. (De La Rosa; Medina; Vivar, 1995; Tétoli; Stain, 2011).

Também ¢é importante destacar, que o consumo de medicamentos vencidos
pode causar e/ou agravar duas sindromes graves conhecidas como a necrdlise
epidérmica téxica e a sindrome de Stevens-Johnson, que apesar de terem uma
incidéncia baixa de 0,4 a 6 casos por milhdo de pessoas por ano, possuem taxas de
mortalidade elevadas de 30% e de 5 a 12%, respectivamente (Lonjou et al., 2008;
Mccullough et al., 2017; Neiva; Trevisan, 2021; Silva et al., 2018; Tangamornsuksan
et al., 2013; Zhang et al., 2021).

A necrdlise epidérmica toxica € uma sindrome, geralmente, causada por uma
reacao adversa a medicamentos, que tem inicio com sintomas de febre e tosse e se
agrava causando lesdes na pele e mucosas, afetando mais de 30% da superficie do
corpo. Farmacos ingeridos fora do seu prazo de validade, podem facilitar ou serem
promotores deste agravamento, uma vez que, esta sindrome provém de reagdes
alérgicas entre a droga e seu receptor e ainda de problemas relacionados a seu
metabolismo (Denny; Cohen, 2022; Neiva; Trevisan, 2021; Zhang et al., 2021).

A sindrome de Stevens-Johnson apresenta sintomas semelhantes a necrdlise
epidérmica toxica, sendo considerada como uma forma menos intensa da sindrome,
pois causa lesdes mais leves na pele e atinge uma porcentagem menor da superficie
do corpo, de até aproximadamente 10% (Denny; Cohen, 2022; Neiva; Trevisan, 2021).

Os farmacos mais citados, com relagcdo a necrolise epidérmica téxica e a
sindrome de Stevens-Johnson, sao carbamazepina, fenobarbital, sulfonamidas,
alopurinol e fenitoina, sendo que, as reag¢des quimicas, que podem ocorrer apds o
vencimento desses farmacos, também podem estar diretamente relacionadas com o
processo envolvido no desenvolvimento das duas sindromes, uma vez que, essas
reacoes sao capazes de provocar alteragdes estruturais em farmaco vencidos (Neiva;
Trevisan, 2021; Codagnoni Neto ef al., 2019; Zhang et al., 2021). A resposta imune
que ocorre de forma mais agressiva em ambas as sindromes, tem relagdo com os
metabdlitos originados por estes farmacos, que também podem ocorrer, quando se
consome medicamentos vencidos, que por estarem com sua estabilidade alterada,
podem produzir metabdlitos toxicos (Lonjou et al., 2008; Mccullough et al., 2017,

Neiva; Trevisan, 2021).
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3.3 PARACETAMOL

O Paracetamol (PCT) é uma amida aromatica acilada, que foi introduzida pela
primeira vez na medicina como antipirético/analgésico por Von Mering em 1893 e é
um farmaco popular e de venda livre, frequentemente utilizado em muitos paises como
alternativa a aspirina e a fenacetina (Bosch et al., 2006; Silva et al., 2022). O PCT é
classificado como um anti-inflamatorio n&o esteroide (AINE) que atua inibindo a ciclo-
oxigenase 2, impedindo a conversao do acido araquidénico em prostaglandinas,
podendo assim, ser utilizado por adultos, criangas e neonatos (Bosch et al., 2006;
Lopes; Matheus, 2012; Silva et al., 2022; Tonon et al., 2020). O PCT também é
conhecido como acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol ou 4-acetamidofenol e sua

férmula estrutural esta ilustrada na Figura 2 (Bosch et al., 2006).

Figura 2: Formula estrutural do Paracetamol.
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Fonte: Amado; Azevedo; Ribeiro-Claro, 2017.

A estrutura do PCT (Figura 2) contém diferentes grupos funcionais, incluindo o
grupo hidroxila (OH), que forma um fenol, pois esta ligado a um anel aromatico, e a
carbonila (C=0), que juntamente com a presenga do nitrogénio (N), classificam o
composto como uma amida (Mallah et al., 2015).

O PCT é um principio ativo importante em varios medicamentos para gripes e
resfriados e em muitos analgésicos prescritos, ja que € aceito como um tratamento
muito eficaz para o alivio da dor de cabecga, dor musculoesquelética, dor gerada pela
dismenorreia e consegue aliviar também a febre, pois consegue causar uma

diminuicdo da temperatura corporal e possui uma alta agdo analgésica, média agao
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antipirética e baixa agao anti-inflamatéria (Bosch et al., 2006; Dutra; Junior; Fritzen,
2013; Hejaz et al., 2020; Silva et al., 2022).

Um outro fator que favorece a utilizagdo do PCT em diversos medicamentos, é
sua notavel seguranga, em uma dose padrdo, pois nao irrita o0 revestimento do
estbmago nem afeta a coagulagdo do sangue, rins ou o canal arterial fetal, porém,
devido a sua ampla disponibilidade, overdoses deliberadas ou acidentais ndo sao
incomuns e podem causar danos ao figado potencialmente fatais (Bosch et al., 2006;
Hejaz et al., 2020; Sahle; Ayane; Wabe, 2012). Além de sua seguranca em dose
padrao, assim como os outros AINEs e ao contrario dos analgésicos opioides, o PCT
nao causa euforia ou alteracdo no humor e nao apresentar risco de dependéncia,

tolerancia e abstinéncia (Bosch et al., 2006; Silva et al., 2022).

3.4 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia estuda a interagdo da radiagcdo eletromagnética com a
matéria. As técnicas de espectroscopia vibracional no infravermelho sao utilizadas
para caracterizar amostras em varias formas e, consequentemente, além de estarem
sempre evoluindo, conforme o avancgo da ciéncia e da tecnologia, ja sado utilizadas em
diversas areas, como por exemplo, na biomédica, na ambiental, na de alimentos e na
de agricultura (Burns; Ciurczak, 2007).

Quando uma amostra interage com a radiagao infravermelha, os modos
normais de vibragcdo de suas moléculas, absorvem parte da energia dos fétons que
possuem frequéncias iguais as suas, resultando em absorgdes e/ou transmissdes de
energia, que podem ser visualizadas por meio de espectros de absorg¢ao na regiao do
infravermelho, permitindo a observacdo e o estudo de mais informagdes sobre os
modos normais de vibragdo das moléculas e suas interagdbes com a radiacao
infravermelha (Nandiyanto; Oktiani; Ragadhita, 2019).

As ondas eletromagnéticas sdo constituidas por campos elétricos e campos
magnéticos oscilantes e perpendiculares entre si, sendo que, sua parte elétrica, é
denominada de vetor elétrico (Bassi, 2001). A Equagdo 1 demonstra a relagao
diretamente proporcional entre a energia de um foton “E” (J) e a sua frequéncia “v”
(Hz), sendo que, “h” representa a constante de Planck (6,626068 x 10-3* J.s)
(Silverstein et al., 2006).
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Equacéo 1.
E =hv

Ja a Equacao 2, demonstra a relagcao inversamente proporcional entre a
frequéncia de uma onda eletromagnética “v” (Hz) e o seu comprimento de onda “A”
(m), sendo que, “c” representa a velocidade da radiacdo eletromagnética no vacuo
(2,99793 x 108 m.s™") (Silverstein et al., 2006).

Equacéao 2.

>0

Por fim, a Equacao 3 demonstra a relacédo inversamente proporcional entre o

numero de onda de uma onda eletromagnética “n
“N” (m) (Silverstein et al., 2006).

(m™") e o seu comprimento de onda

Equacéo 3.

> =

O espectro eletromagnético € designado como o conjunto de radiagdes
eletromagnéticas, classificando as radiagdes de acordo com suas frequéncias e
comprimentos de onda, e estende-se em um faixa com frequéncias de 10%* a 10° Hz,

que contém varias regides, que estdo demonstradas na Figura 3 (Fontes et al., 2022).
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Figura 3: O espectro eletromagnético.

« Aumento da Frequéncial (v)

Raios y Raios X | UV IR Microondas [FM| |AM|  Ondas longas de radio
Ondas deradio

| | | | | | | | | | | |
107 10 10 10 10®* ra0® w0 100 10° 100 10t 100 100 Am)

-

-
.-
~~~~
- =
______
_-

Espectro Visivel

Y R o

Fonte: Adaptada de Delecave, 2021.

Entre o intervalo de 100 cm™a 14290 cm™' do espectro eletromagnético, pode
se encontrar a energia conhecida como infravermelho, que apresenta trés regides
(Barbosa, 2007; Silverstein et al., 2006):

e Infravermelho distante (Far Infrared — FIR), entre 100 cm'a 400 cm',;
e Infravermelho médio (Middle Infrared — MIR), entre 400 cm-'a 4000 cm™';

e Infravermelho proximo (Near Infrared — NIR), entre 4000 cm™"a 14290 cm-".

A regiao do infravermelho médio, também apresenta trés regides distintas,
onde cada uma delas abrange bandas caracteristicas (Leite; Prado, 2012). A primeira
regido do infravermelho médio vai de 400 a 900 cm™', onde se observam as vibragdes
de deformacéo angular entre os atomos C-H de compostos aromaticos. Na segunda
regido, que é de 900 a 1400 cm', observam-se ligagbes simples ou grupamentos
quimicos como C—H, C-0O, C-N e P-0. Por fim, na terceira e ultima regido, que é de

1400 a 4000 cm-', observam-se vibragdes de estiramento de ligagdes como C-H, N-



H, C=C, C=N e C=0, que sao ligagdes constituidas por atomos de baixa massa
molecular (Sablinskas; Steiner; Hof, 2003; Wang et al., 2009).

A interacao da radiacao infravermelha com moléculas pode produzir alteracbes
nas posig¢des dos seus atomos, fazendo com que oscilem em dois modos vibracionais
(Fontes et al., 2022; Stuart, 2004). O primeiro modo vibracional, € o de estiramento,
onde a distancia, pelo eixo de ligagdo entre os atomos, varia. O segundo modo
vibracional, é o de deformagé&o angular, onde os angulos de ligagao entre os atomos
variam (Barbosa, 2007).

Alguns exemplos de vibragbes de estiramento, como o simétrico e o
assimétrico, assim como, de vibragbées de deformagédo angular, como a simétrica no
plano (scissoring), a assimétrica no plano (rocking), a simétrica fora do plano
(wagging) e a assimétrica fora do plano (twisting), estao ilustrados na Figura 4 (Holler;
Skoog; Crouch, 2009; Pavia et al., 2010).

Figura 4: Exemplos de vibragbes de estiramento (a esquerda da linha vertical) e de
vibragdes de deformagao angular (a direita da linha vertical).
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Cada atomo possui 3 graus de liberdade, que correspondem as 3 coordenadas
do sistema cartesiano (“x”, “y” e “Z”"). As 3 coordenadas do sistema cartesiano sao
necessarias para definir e acompanhar as posi¢cdes dos atomos em um espaco
tridimensional (Stuart, 2004). Para calcular o numero de modos normais de vibragao
de moléculas lineares e moléculas ndo-lineares sdo utilizadas as seguintes férmulas,
respectivamente: (3N — 5) e (3N — 6); sendo “N” o numero total de atomos presentes
na molécula (STUART, 2004).

De acordo com a Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), o
formato padrao de um espectro infravermelho, € a transmitancia (%T) versus o numero
de onda (cm™) (Forato et al., 2010). Mesmo assim, os espectros também podem ser
apresentados no formato de absorbancia (A) versus o numero de onda (cm™), sendo
ambos formatos exemplificados, utilizando os espectros do acido latico, nas Figuras 5
e 6, respectivamente (Barbosa, 2007; Stuart, 2004).

Figura 5: Espectro infravermelho do acido latico, em transmitancia.
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Figura 6: Espectro infravermelho do acido latico, em absorbéncia.
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W

E importante especificar que a transmitancia “T” é a razdo entre a energia
radiante transmitida pela amostra, como por exemplo, a radiagao eletromagnética na
regido do infravermelho, que conseguiu atravessar a amostra e a energia radiante
incidente. Ja a absorbancia “A”, é o logaritmo do inverso da transmitancia e pode ser

calculada utilizando a férmula demonstrada na Equacgéao 4.

Equacao 4.

1
A=Iog10?

A intensidade das bandas, em um espectro infravermelho em absorbancia,
pode ser correlacionada as quantidade das matérias/substancias em uma amostra.
No entanto, ndo séo s6 as quantidades das substancias que definem as intensidades
dos picos de absorgéao no espectro infravermelho da amostra, pois a regra de selegéo
para a espectroscopia vibracional no infravermelho estabelece, que sao as variagdes
dos momentos dipolares dos modos normais de vibracdo das moléculas da amostra,

qgue ocorrem quando esses modos absorvem a energia de fétons (com frequéncias
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iguais as suas), que sao os fatores que mais influenciam as intensidades dos picos de
absorcao (Lins, 2017; Ricachenevsky et al., 2020, Silva, 2011). Portanto, apesar de
técnicas espectroscopicas no infravermelho detectarem muitos sinais, nem todas as
bandas podem ser utilizadas para quantificar o principio ativo. Uma banda que
consegue indicar a relagéo entre a quantidade da amostra e a intensidade de seu pico
de absorgdo no espectro infravermelho, € chamada de banda analitica e para ser
selecionada como uma, precisa estar localizada em uma regiao livre da interferéncia
de outras bandas, ter um formato aproximadamente simétrico e ser livre de
desdobramentos e de superposigdes de outros modos vibracionais (Ricachenevsky et
al., 2020).

A identificagdo dos espectros n&o possui uma regra estabelecida a ser seguida,
contudo o tratamento matematico das vibragbes moleculares € muito complexo e
considerado pouco pratico, portanto, geralmente, interpreta-se o espectro a partir de
comparagdes empiricas com outros espectros. Para realizar esse tipo de comparacao,
sao utilizados dois espectros, um espectro é de uma substancia conhecida e o outro
€ de uma substancia desconhecida, como por exemplo, no caso de medicamentos,
compara-se o espectro de um principio ativo puro com o espectro de um medicamento
(excipientes + principio ativo), pois a posi¢cao exata dos picos e as altera¢cdes em seus
contornos das bandas expdem importantes detalhes das estruturas moleculares de
uma amostra, fazendo com que, uma correlacdo pico a pico, entre esses dois
espectros, seja uma evidéncia muito importante para a caracterizagdo de uma

amostra (Silverstein et al., 2010).

3.5 REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)

Um acessorio/modulo de refletancia total atenuada (ATR) é utilizado em um
método de amostragem de contato, para equipamentos de FTIR, e utiliza um tipo
especifico de cristal, chamado normalmente de um elemento de reflexdo interna (ERI),
que tem um alto indice de refracdo e excelentes propriedades de transmissédo de
infravermelho (Larkin, 2018).

Quando um feixe infravermelho viaja de um meio de alto indice de refragao (por
exemplo, um ERI de seleneto de zinco) para um meio de baixo indice de refragao (a
amostra), uma certa quantidade de luz é refletida de volta para o meio de baixo indice

de refragao e, em um determinado angulo de incidéncia, quase todas as ondas de luz
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sao refletidas de volta para o ERI, sendo que este fenbmeno € chamado de reflexado
interna total (Subramanian; Rodriguez-Saona, 2009). Nessa condig¢do, parte da
energia da luz escapa do cristal e se estende por uma pequena disténcia (0,1 a 5
micrometros) além da superficie na forma de ondas, essa onda invisivel € chamada
de onda evanescente e € neste ponto que a intensidade da luz refletida diminui, em
um fenémeno chamado de refletdncia total atenuada. Quando uma amostra é
posicionada sobre o cristal, uma certa quantidade de radiagao infravermelha penetra
além do cristal e é absorvida pela amostra e é essa absorgéo que é traduzida no
espectro infravermelho da amostra (Subramanian; Rodriguez-Saona, 2009).

Um espectro, que foi obtido utilizando ATR, difere-se de um que tenha sido
obtido utilizando métodos de transmisséo classicos, porque a luz penetra na amostra
em uma profundidade proporcional ao comprimento de onda (Larkin, 2018). Os
parametros importantes determinam a profundidade de penetragdo do ATR séo: o
comprimento de onda da luz incidente, o angulo de incidéncia do ERI, o indice de
refracdo do ERI e o indice de refracdo da amostra. O cristal deve ter um indice de
refracdo maior do que a amostra. Portanto, quando comparado a um espectro de
transmissao classico, as absorbancias em um espectro medido por ATR, as
frequéncias mais baixas sao proporcionalmente maiores do que em frequéncias mais
altas e, quando um espectro infravermelho medido por ATR é diretamente comparado
a um espectro de transmissao padrao, diferentes variacdes nas frequéncias de pico e
no formato de banda também sao esperadas (Larkin, 2018). Quando o indice de
refracdo da amostra e o ERI se aproximam, a dispersdao anémala pode causar
distorcao das caracteristicas espectrais. Isso pode incluir simetrias de pico diminuidas,
mudanca de picos para frequéncias mais baixas, transi¢oes nitidas de pico de linha
de base e distor¢gdo de intensidades de pico relativas, entretanto, algoritmos de
corregdo, agora, amplamente disponiveis em softwares lidam especificamente com
espectros obtidos utilizando o ATR, conseguem corrigir muitos desses problemas
(Larkin, 2018).

As técnicas de amostragem, que utilizam o ATR, sdo uma das técnicas de
amostragem mais utilizadas pelos analistas de FTIR, pois sdo capazes de analisar
amostras soélidas, liquidas e, com acessorios proprios para esse tipo de amostra,
gasosas, além de serem, rapidas, ndo destrutivas e, principalmente, por n&o requerem
preparos de amostras trabalhosos, complexos ou caros, o que, em comparag¢ao, com

o0 métodos de transmissao tradicionais ou com métodos que utilizem HPLC ou GC, faz
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com que sejam técnicas muito mais convenientes e simples de serem utilizadas
(Larkin, 2018; Subramanian; Rodriguez-Saona, 2009). Ao contrario das de
transmissdo, uma técnica de amostragem que utiliza o ATR, n&o é influenciada pela
espessura da amostra, pois o0 ATR consegue capitalizar a informacéo espectral que
pode ser obtida a partir de fendbmenos de reflexdo, permitindo que essa técnica seja
utilizada para medir os espectros infravermelhos de superficies ou de materiais que
sdo espessos ou absorventes demais para serem analisados por métodos de
transmissao. Porém, é importante notar que, como os espectros, que foram obtidos
utilizando o ATR, sao da superficie da amostra e podem ser fortemente afetados em
relacdo as posi¢cdes das bandas, formas e intensidades relativas, pela dispersao
desigual do indice de refracdo na superficie da amostra, fazendo com que a qualidade
dos espectros obtidos, seja dependente da homogeneidade da amostra, porém,
guando as amostras a serem analisadas, sao preparadas de uma maneira adequada,
o ATR é capaz de gerar espectros que tenham caracteristicas bem definidas (Larkin,
2018; Subramanian; Rodriguez-Saona, 2009).

Existem varios designs e configuragdes diferentes de acessorios para ATR,
como por exemplo, um cristal com uma unica reflexdo, que € comumente utilizado
para trabalhos com um micro ATR, e um cristal para ATR com multiplas refletancias,
que é normalmente usado para amostras em maiores quantidades. Acessorios para
ATR também podem utilizar diferentes materiais de cristal, sendo os mais comumente
usados: seleneto de zinco (ZnSe); germanio; silicio; diamante e iodeto de talio ou
brometo de talio (KRS-5) (Larkin, 2018; Subramanian; Rodriguez-Saona, 2009). A

Tabela 1 resume as caracteristicas de alguns dos ERIs mais comumente usados.
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Tabela 1 - Materiais e caracteristicas de ERIs comumente usados.

Faixa do numero indice de

de onda (cm™)  Refracdo Comentarios

Material

Duro e quebradico, bom material para o ATR,

Germanio 5000-850 4,00 . R
mas sensivel a temperatura.

Relativamente mole, deforma, venenoso.
KRS-5 5000-275 2,38 Material convencional para o ATR. Insoluvel em
agua, mas reage com agentes complexantes.

Duro e quebradico, bom material para o ATR.
Insoluvel em agua, mas é suscetivel a possiveis

ZnSe 5000-550 2,41 ~ Iy
degradacoes, quando na presenca de acidos e
alcalinos fortes.

Muito duro, inerte e é frequentemente utilizado

. 4500-2500 ,

Diamante 1600-35 2,40 como uma pelicula protetora para ERIs como

ZnSe ou como cristais para o micro ATR.

O material é inerte, duro e quebradigo. Tem
Silicio 8300-1500 3,40 uma faixa de comprimento de onda limitada
para o ATR.

Fonte: Larkin, 2018.

O diamante tem sido cada vez mais usado para espectroscopia ATR de rotina
porque € um material quimicamente inerte, atéxico, extremamente duro e consegue
suportar pressbes muito altas, sendo esta, uma caracteristica especialmente
importante para o ATR, uma vez que, quanto maior for o contato entre o cristal do ATR
e a amostra, melhor serao os espectros obtidos. Portanto, o0 uso de um micro ERI de
diamante ou de um outro material, que tenha um revestimento protetor de diamante,
permite que uma pressao muito maior seja usada para garantir que haja, ainda mais,
contato entre o ERI e uma amostra, mesmo que a amostra seja constituida por
materiais mais duros (Larkin, 2018).

Por fim, como o ATR requer um excelente contato entre a amostra e o cristal,
seu uso € indicado para andlises de liquidos ou solidos macios e facilmente
deformaveis, como por exemplo, no caso de produtos farmacéuticos, medicamentos
na forma de p6, como os dentro de capsulas ou como comprimidos, ou na forma

liquida, como os em xaropes ou soros intravenosos (Larkin, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/attenuated-total-reflectance-spectroscopy
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3.6 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Quando um fendmeno depende de muitas variaveis, € necessario conhecer as
informagdes que sao fornecidas pelo conjunto das variaveis. Os resultados de um
experimento normalmente envolvem uma grande quantidade de variaveis e muitas
vezes, as relacdes existentes entre as variaveis nao sao facilmente percebidas, o que
dificulta a interpretacdo dos resultados obtidos. Torna-se necessaria a escolha de
variaveis, entretanto esta escolha, frequentemente, € baseada em critérios subjetivos
(Callao; Ruisanchez, 2018).

A denominagdo “Analise Estatistica Multivariada” corresponde a varios
métodos que usam simultaneamente todas as variaveis para interpretar o conjunto de
dados obtidos em um experimento. Cada método tem sua faixa de aplicabilidade e
fundamentacéo tedrica, sendo que a implementagdo computacional dos fundamentos
tedricos se torna essencial, por causa do extenso calculo matematico que é
necessario (Kumar; Singh; Mishra, 2013).

Quando o interesse é verificar como as amostras sdo relacionadas umas com
as outras, ou seja, o quanto estas amostras sdo semelhantes segundo as variaveis
usadas pelo experimento, destacam-se dois métodos que podem ser utilizados: a
analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a analise por componentes principais
(PCA) (Roggo et al., 2007).

3.6.1 Analise de agrupamento hierarquico (HCA)

A analise de agrupamento hierarquico consiste no tratamento matematico de
cada amostra como um ponto no espag¢o multidimensional. Quando uma determinada
amostra é considerada como um ponto no espaco das variaveis, torna-se possivel
calcular a distancia deste ponto a todos os outros pontos, criando dessa maneira, uma
matriz que descreve a proximidade entre todas as amostras estudadas (SOUZA,;
POPPI, 2012).

Ha varias formas de calcular a distancia entre dois pontos, a mais conhecida e
utilizada é a distancia euclidiana. E a aplicacdo do teorema de Pitagoras, d2 = a2 + b2
em que, d (que é a distadncia entre os dois pontos) € a hipotenusa do tridngulo
retangulo. A matriz de proximidades é construida e baseada nesta matriz, e assim,

obtém-se um diagrama de similaridade conhecido como um dendrograma na forma
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de arvore. Os agrupamentos hierarquicos s&o formados aglomerando
matematicamente estes pontos no espago multidimensional (Fontes et al., 2022).
Existem varios algoritmos especificos que representam modos particulares de
como os calculos séo feitos no computador que usa as informag¢des da matriz de
proximidade para gerar um dendrograma de similaridade. Quanto maior for a
proximidade entre as medidas relativas e as amostras, maior sera sua similaridade. O
dendrograma hierarquiza esta similaridade de modo que seja possivel ter uma visao

bidimensional da similaridade de todo o conjunto de amostras (Fontes et al., 2022).

3.6.2 Analise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é uma técnica estatistica
fundamental que pode ser usada para reduzir o numero de variaveis. A PCA consiste
em reescrever as variaveis originais em novas variaveis denominadas componentes
principais, por meio de uma transformacdo de coordenadas baseada em Algebra
Linear. A projecao das amostras em um espaco descrito por componentes principais
€ obtida por uma matriz de transformacdo e consequentemente, sdo obtidas as
dire¢cdes de maior espalhamento dessas amostras (Kemsley, 1996; Rodrigues et al.,
2015; Wu; Massart; De Jong, 1997).

Cada componente principal € uma combinacédo linear de todas as variaveis
originais. As variaveis originais criam por meio de combinagdes lineares componentes
principais, que sdo obtidos em ordem decrescente de maxima variancia. Isto significa
que a componente principal 1 contém mais informacédo estatistica do que a
componente principal 2 e a componente principal 2, mais que a componente principal
3 e assim por diante. A PCA permite interpretar a distribuicdo dos pontos em graficos
bidimensionais e tridimensionais, cujos eixos sdo componentes principais e identificar
as contribuicbes de cada componente principal com maior peso nas informacgdes
estatisticas. Portanto, a funcdo das componentes principais € descrever a variagao
entre os pontos usando o0 menor numero de eixos, representados por componentes

principais (Jain; Murty; Flynn, 1999).
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3.7 ESTADO DA ARTE E APLICACOES DE TECNICAS DE FTIR

Inicialmente, a técnica de FTIR tinha sua utilizagcado reduzida basicamente para
identificacdo e quantificagdo de poucas espécies quimicas em casos muito
especificos (Balan et al., 2019; Ricachenevsky et al., 2020). Segundo Kumar et al.
(2018), a crescente aplicacédo da FTIR pode beneficiar o controle de qualidade, desde
a industria farmacéutica até a petroquimica, pois as analises realizadas com essa
técnica sao capazes de afirmar a autenticidade, qualidade e caracteristicas do
composto em estudo (Kumar; Bhatia; Rawal, 2018; Ricachenevsky et al., 2020).

Na ultima década, o crescente desenvolvimento, tanto da instrumentacéo,
quanto dos métodos quimiométricos, posicionou a técnica analitica qualitativa e
quantitativa de espectroscopia vibracional no infravermelho, como o método mais
difundido para determinar as estruturas quimicas de moléculas (Balan et al., 2019).

Atualmente, existem multiplos bancos de dados de espectros de referéncia
comercial para FTIR, em modos ATR ou transmissdo, coletando milhares de
espectros de infravermelho em formato digital, criando uma colegdo cada vez mais
abrangente de espectros de compostos puros, que sao fornecidos por empresas ou
instituicbes altamente respeitadas, oferecendo assim, aos seus usuarios, total
confianga nos resultados obtidos (Balan et al., 2019).

Esses bancos de dados incluem diversos tipos de compostos, incluindo
forense, farmacéuticos, aditivos poliméricos, solventes, bioquimicos, aldeidos e
cetonas, alcoois e fendis e assim por diante, sendo que, a escolha de um banco de
dados adequado, depende da aplicagdo, dos acessorios, do instrumento, das
condi¢des de analise e da preparagdo da amostra (Balan et al., 2019).

De acordo com dados da Literatura, até o momento, os sistemas vibracionais
ja sao utilizados na medicina para o diagnostico de cancer, como tumores de pele,
mama, colo do utero, préstata e gastrointestinais, disturbios neuroldgicos, diabetes,
aterosclerose, hemacias infectadas por malaria e para o monitoramento de
osteoartrite e artrite reumatoide em modelos celulares, animais ou clinicos (Balan et
al., 2019). Portanto, as técnicas de espectroscopia vibracional podem nao so fornecer
uma "segunda opinido" no diagndstico, como também, ja sdo capazes de especificar
novos meios de se entender a progressao e o risco de doencgas (Balan et al., 2019).

Aplicagbes de técnicas de FTIR em medicamentos, podem ser demonstradas

utilizando os dois seguintes estudos:
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No estudo realizado por Ricachenevsky et al. (2020), utilizando uma técnica de
FTIR em amostras de cloridrato de fluoxetina vencidas e ndo vencidas, foi evidenciado
que os medicamentos vencidos, com o passar do tempo, sofrem degradagao na sua
estrutura por varios fatores, pois foi possivel evidenciar que as principais diferengas
nos espectros infravermelhos dos medicamentos dentro e fora do prazo de validade
foram as intensidades das bandas, uma vez que, foram observadas redugdes das
absorgcdes em todos os espectros das amostras de cloridrato de fluoxetina vencidas,
especialmente nas bandas marcadoras. Demonstrando assim, a viabilidade do uso de
técnicas de espectroscopia infravermelha, por meio de calculos de areas de banda,
para a analise quantitativa e o potencial de sua utilizacdo na quantificacido de
principios ativos em medicamentos comerciais (Ricachenevsky et al., 2020).

No estudo realizado por Silva e Sakane (2017), foi possivel utilizar o FTIR-
UATR para identificar e analisar o principio ativo de comprimido de clonazepam
genéricos e de referéncia, apesar de serem comprimidos exibem uma pequena
concentragao de principio ativo e grande concentragcido de excipiente, o que pode ser
um obstaculo no controle de qualidade de medicamentos, e das alteragdes nos
espectros infravermelhos de cada amostra, que sédo geradas pela variacdo de
excipientes utilizados em cada tipo de medicamento. Além disso, Silva e Sakane
(2017), também conseguiram utilizar a espectroscopia no infravermelho para
demonstrar que todos os medicamentos genéricos analisados estavam dentro dos
padrdes estabelecidos pela ANVISA, comprovando assim, sua qualidade e
seguranca.

Existem também diversos estudos que utilizam a quimiometria para relacionar
os dados espectroscopicos fornecidos pela FTIR, utilizando analises estatisticas
multivariadas, como a HCA e a PCA (Rossi; Lima, 2018; Sabin; Ferrao; Furtado,
2004). Esse tipo de técnica pode ser demonstrado, utilizando o estudo realizado por
Rossi e Lima (2018), pois nele, confirmou-se que ambas as técnicas multivariadas,
HCA e PCA, combinadas com a técnica espectroscopica de FTIR, foram eficazes para
avaliagao dos farmacos topiramato e levotiroxina industrializados. Corroborando
assim, que o FTIR, quando combinado com técnicas quimiométricas, tornou-se em
uma importante ferramenta para o controle de qualidade dos farmacos como o

topiramato e levotiroxina sddica (Rossi; Lima, 2018).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Laboratério de Espectroscopia vibracional no
infravermelho, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, da Universidade do Vale

do Paraiba, na cidade de Sao José dos Campos, SP, Brasil.

4.2 EQUIPAMENTOS E SOFTWARES

Espectrofotdbmetro Spectrum Two da PerkinElmer;

e Acessorio UATR Diamante/ZnSe (reflexdo unica) para o Spectrum Two da

PerkinElmer;
e Software Spectrum 10.6.0 da PerkinElmer;
e Software OriginPro v. 9.9.0.225;

o Software Minitab v. 21.3.

A Figura 7 mostra o espectrofotdmetro Spectrum Two da PerkinElmer fechado.

Figura 7: Espectrofotdbmetro Spectrum Two da PerkinElmer fechado.

Fonte: O Autor.
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A Figura 8 mostra o espectrofotdmetro Spectrum Two da PerkinElmer aberto e
sem o acessorio UATR Diamante/ZnSe (reflexdo unica) para o Spectrum Two da

PerkinElmer.

Figura 8: Espectrofotdbmetro Spectrum Two da PerkinElmer aberto sem o UATR.

Fonte: O Autor.

A Figura 9 mostra o acessoério UATR Diamante/ZnSe (reflexdo unica) para o
Spectrum Two da PerkinElmer, sendo importante notar que o acessorio UATR da
PerkinElmer para o Spectrum Two, possui um brago de pressdo (destacado na
imagem por um circulo vermelho) que é capaz de medir a forga (em newtons) aplicada
sobre a amostra que esta sendo analisada em tempo real e, portanto, possibilita ainda

mais controle sobre as variaveis presentes durante o uso do Spectrum Two.
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Figura 9: Acessorio UATR Diamante/ZnSe (reflexao unica) para o Spectrum Two da
PerkinElmer.

Fonte: O Autor.

Por fim, a Figura 10 mostra o espectrofotdmetro Spectrum Two da PerkinElmer
aberto e com o Acessorio UATR Diamante/ZnSe (reflexdo unica) para o Spectrum

Two da PerkinElmer.

Figura 10: Espectrofotdmetro Spectrum Two aberto com o UATR, sendo ambos da
PerkinElmer.

Fonte: O Autor.
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4.3 MEDICAMENTOS UTILIZADOS

Os medicamentos examinados neste trabalho foram: comprimidos do
medicamento de referéncia do PCT nédo vencidos e vencidos ha 1 més, ha 5 meses,
ha 2,25 anos e ha 4,75 anos; comprimidos de 5 medicamentos genéricos de PCT de
diferentes laboratérios; 1 amostra de PCTSE, que foi obtida em uma farmacia de
manipulagédo, propriamente autorizada e certificada. Todos os comprimidos de
medicamentos, tanto os de referéncia, como os dos genéricos, possuiam 750 mg de

PCT por comprimido.

4.3.1 Obtengcao das amostras

As amostras de medicamentos comerciais (MR e MGs) utilizadas no estudo
foram adquiridas, dentro de seus respectivos prazos de validade, em redes
farmacéuticas ou em farmacias de manipulagao na cidade de Sao José dos Campos
(SP, Brasil) e, exceto as amostras de MR vencido, todas amostras obtidas, ainda

estavam dentro de seus respectivos prazos de validade quando foram analisadas.

4.3.2 Preparacao das amostras para as curvas padrao

Para a construgao das curvas padrao desse trabalho, foram preparadas cinco
amostras de MR e cinco de PCTSE, sendo que, cada amostra tinha uma quantidade
diferente de sua respectiva substancia, ambas comeg¢ando com 5 mg indo até 25 mg,
em incrementos de 5 mg. Antes de se obter os seus espectros, as amostras foram,
separadamente, maceradas em um pistilo de agar juntamente a 50 mg de brometo de
potassio, tendo no final um total de dez misturas homogéneas (cinco de MR e cinco
de PCTSE).

O brometo de potassio foi adicionado as amostras utilizadas para as curvas
padrao, pois € um sal que n&o possui bandas que causariam interferéncia nas bandas
estudadas, que ficam localizadas, aproximadamente, na regido de 1600 cm™' a 1400
cm', como pode ser observado em seu espectro médio, na Figura 11. Portanto, foi a
adicdo do brometo de potassio, que possibilitou a construcdo das curvas padrao

utilizando FTIR-UATR, uma vez que, pode ser usado para controlar a quantidade de
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amostra (MR e PCTSE) que fica depositada sobre o Diamante/ZnSe do UATR com

mais precisao, sem causar interferéncia nas bandas estudadas nas curvas padréao.

Figura 11: Espectro infravermelho médio do brometo de potassio, em transmitancia.
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Fonte: O Autor

4.4 ANALISE DE DADOS

4.4.1 Obtencgao dos espectros no infravermelho

Os espectros de absorc¢ao no infravermelho, foram todos obtidos na regido de
4000 a 450 cm™' com resolucdo de 4 cm™', no modo transmissdo, com 32 varreduras
por espectro e a uma temperatura controlada de 20°C, sendo que, cada amostra
analisada, teve seu espectro obtido seis vezes. O espectrofotdmetro utilizado foi o
Spectrum Two com Transformada de Fourier (FTIR) com a tecnologia de refletancia

total atenuada universal (UATR), sendo ambos da fabricante PerkinElmer.
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4.4.2 Processamento dos espectros obtidos

Todos os espectros no infravermelho em transmitancia e absorbancia de todas
as amostras estudadas foram obtidos e preliminarmente processados utilizando o
software Spectrum 10.6.0 da PerkinElmer, a partir do qual, foram realizadas as
operagoes aritméticas necessarias para gerar os espectros médios de cada amostra,
a correcado de linha de base, a suavizagdo espectral (utilizando nove pontos do
algoritmo Savitzky Golay), a conversdo dos espectros em transmitancia para
espectros em absorbancia e a normalizacdo dos espectros em absorbancia, nessa

exata ordem.

4.4.3 Analise qualitativa dos espectros processados

A analise qualitativa dos espectros foi feita por meio de inspecao visual direta
dos espectros médios das amostras separados e depois sobrepostos, com o intuito
de avaliar se era possivel detectar visualmente alguma diferenga significativa nos

espectros das amostras em transmitancia ou em absorbancia.

4.4.4 Analise quantitativa dos espectros processados

Para a analise quantitativa, todos os espectros médios, em transmitancia, foram
convertidos em espectros em absorbancia, pois, de acordo com a Lei de Beer-
Lambert, a absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo da matéria
absorvente e, consequentemente, para se realizar uma analise quantitativa, € preciso
utilizar-se de espectros em absorbancia (Moreira; Santos; Costa Junior, 2016; Stuart,
2004). Em seguida, foram normalizados, considerando-se a intensidade do pico
localizado em 1651 cm™, que corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 do PCT
(Tabela 2), como sendo igual ao valor de uma unica unidade e, desta forma, a
intensidade relativa de todas as bandas em todos os espectros em absorbancia foram
calculadas, para que pudessem ser utilizadas nas analises quantitativas. Para a
analise quantitativa, com o objetivo de analisar os espectros médios, agora, em

absorbancia e normalizados, o software OriginPro (versao 9.9.0.225) foi utilizado para
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construir as curvas padrao e o software Minitab (versao 21.3) foi utilizado para realizar

as técnicas de analise estatisticas multivariada HCA e PCA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATRIBUICAO DE BANDAS DO PARACETAMOL

Para iniciar o estudo dos espectros, primeiramente foi obtido o espectro médio
do PCTSE, em transmitancia (Figura 12), com objetivo de analisar suas bandas e suas
respectivas regides, para que, em seguida, fossem realizadas as devidas atribui¢cdes

de suas bandas, que foram demonstradas na Tabela 2.

Figura 12: Espectro médio do Paracetamol sem excipientes em transmitédncia, com as
bandas, que foram atribuidas, destacadas.
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Tabela 2 - Numero de onda e descrigao aproximada do espectro do Paracetamol.

Picos Numero de onda (cm™) Atribuigdes aproximadas »-c "
3
1 3322 Estiramento da ligagcdo N-H. & < > .
2 3159 Estiramento da ligagdo O-H. H H
3 2926 Estiramento assimétrico da ligagao C-H do CHjs.
4 2881 Estiramento simétrico da ligagdo C-H do CHs,
5 1651 Estiramento da ligagdo C=0.
6 1609 Estiramento da ligagdo C=C.
7 1523 Estiramento da ligagdo C=C.
8 1505 Estiramento da ligagdo C=C.
Estiramento da ligagdo C=C que esta sobreposta a
9 1435 absorcao de deformagao angular assimétrica CH do
CHs.
10 1370 Deformacgao angular simétrica CH do CHs,
11 1327 Deformacgao angular no plano da ligacdo O-H.
Estiramento da ligagao C-O.
O modo de vibracao da ligagdo C-O acopla-se a
12 1258 : ~ Y ; .
vibracao da ligacdo C-C adjacente e muitas vezes
escrita como C-C-O.
13 1242 Estiramento da ligagéo C-O.
14 1225 Estiramento da ligagdo C-O.
Deformacgao angular no plano da ligagao C-H do
15 1171 composto aromatico.
O numero e posicao das bandas dependem do padrao
de substituicdo do anel.
Deformacgéao angular no plano da ligagdo C-H do
16 1107 -
composto aromatico.
Deformacgéao angular no plano da ligagao C-H do
17 1015 "
composto aromatico.
18 968 Deformacgéo angular fora do plano da ligagdo C-H.
19 857 Deformacgao angular fora do plano da ligagao C-H.
20 836 Deformacao angular fora do plano da ligagao C-H.
21 807 Deformacgéo angular fora do plano da ligagao C-H.
22 796 Deformacgao angular fora do plano da ligagao C-H.
23 712 Deformacao angular fora do plano da ligagdo O-H.
24 682 Deformacgéo angular fora do plano da ligagdo O-H.
25 649 Deformagao angular fora do plano da ligagdo O-H.
26 624 Deformacao do anel (ring deformation).
27 603 Deformacéao do anel (ring deformation).

Fonte: Amado; Azevedo; Ribeiro-Claro, 2017; Habiba et al., 2021; Zapata et al., 2021.
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5.2CURVA PADRAO

5.2.1 Selecao de possiveis bandas analiticas

Para selecionar possiveis bandas analiticas, que sirvam tanto para o PCTSE,
como para o MR, os espectros, em absorbancia e normalizados, de ambos, foram

comparados, visualmente, na Figura 13.

Figura 13: Comparagao visual dos espectros em absorbancia do medicamento de referéncia
(MR) e do Paracetamol sem excipientes (PCTSE).
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Pode-se observar que, pelo menos, por meio de uma comparagao visual, o
espectro do MR e o do PCTSE, sdo semelhantes o suficiente, para que possam ter
bandas analiticas, capazes de serem utilizadas em ambos, simultaneamente.

Baseando-se na comparagéo visual realizada na Figura 13, as trés bandas
seguintes foram pré-selecionadas como possiveis bandas analiticas: 1564 cm', 1506
cm™ e 1439 cm™', sendo que, as trés possiveis bandas analiticas foram comparadas,

em maior detalhe, entre o espectro do MR e o do PCTSE, na Figura 14.

Figura 14: Comparagéo das bandas de 1564 cm™, 1506 cm™ e 1439 cm™, nos espectros do
medicamento de referéncia (MR) e no do Paracetamol sem excipientes (PCTSE).
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Como se pode observar na Figura 14, as bandas 1564 cm™', 1506 cm™' e 1439
cm’', puderam ser pré-selecionadas como possiveis bandas analiticas, pois sdo
intensas, livres de interferéncias de bandas vizinhas e, nédo apresentaram,
visualmente, nenhuma variagao significativa no seu contorno de banda ou na sua

posigao.

5.2.2 Construgcao e comparagao das curvas padrao

A construcdo das curvas padrdo, também conhecidas como curvas de
calibragao, foi de grande importancia para este trabalho, pois tornaram possivel
determinar a concentracdo de uma substancia dentro de uma amostra, uma vez que,
conseguiram relacionar, a area de bandas analiticas de espectros em absorbancia (e
somente a de espectros em absorbancia, pois como ja foi mencionado, de acordo com
a Lei de Beer-Lambert, a concentragcdo de um analito absorvente esta relacionada
linearmente a absorbancia), com as concentragdes de suas respectivas substancias
(Moreira; Santos; Costa Junior, 2016; Stuart, 2004). Portanto, pode-se dizer, que uma
curva padrdao é uma interface grafica entre os valores de absorbancia e os de
concentragao, pois seus resultados demonstram a formagédo de uma “reta” que serve
para ilustrar a linearidade entre ambos.

Duas curvas padrao, uma utilizando o MR e a outra PCTSE, foram construidas
para cada uma das trés possiveis bandas analiticas, 1564 cm™', 1506 cm™ e 1439 cm-
. com o objetivo de determinar qual das bandas apresenta a maior linearidade nas
duas curvas padréo, simultaneamente. As curvas padrdo para as bandas 1564 cm™,

1506 cm™' e 1439 cm™', estdo apresentadas nas Figuras 15, 16 e 17, respectivamente.
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Area corrigida (A.cm™)

Figura 15: Curvas padréo para a banda 1564 cm™', no medicamento de referéncia e no

Paracetamol sem excipientes, respectivamente.
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Figura 16: Curvas padrio para a banda 1506 cm™', no medicamento de referéncia e no

Paracetamol sem excipientes, respectivamente.
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Figura 17: Curvas padréo para a banda 1439 cm™', no medicamento de referéncia e no
Paracetamol sem excipientes, respectivamente.
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O intervalo de quantidade de amostra, utilizado para a construgao das curvas
padrao, foi de 5 a 25 mg, parao MR e o PCTSE.

Antes de analisar as curvas padrao (Figuras 15, 16 e 17), é preciso considerar
se o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) (definido no intervalo de -1 a 1) possui
um sinal negativo, os valores analisados sao inversamente proporcionais e, se o sinal
for positivo, os valores sao diretamente proporcionais, além disso, quanto mais
préximo for o valor de “r” de -1 ou de 1, maior sera a forga da relagao entre as valores
analisados (Oliveira; Belchior, 2021).

Assim, ciente das informacdes previamente mencionadas a respeito do
coeficiente de correlagdo de Pearson, os valores de “r’, de 0,99359 e 0,99141,
apresentados nas curvas padrdo da banda 1439 cm™ (Figura 17), para o MR e
PCTSE, respectivamente, indicam que existe uma forte correlacdo, diretamente
proporcional, entre o modo vibracional da banda em 1439 cm™' e a quantidade de PCT
presente nas amostras do MR e do PCTSE.

Portanto, os valores de “r’, da Figura 17, justificam a escolha da banda de 1439
cm”' como a banda analitica desse trabalho, pois pode ser utilizada para a
quantificacdo do PCT dentro do MR e demonstra que o FTIR-UATR ¢é capaz de

quantificar o PCT sem precisar extrai-lo do MR, o que diminui, em relagdo a outros



57

métodos, como o GC e o HPLC , ndo s os gastos econémicos, energéticos e
materiais, mas também, a quantidade de tempo necessario e de residuos gerados
pela analise desse tipo de amostra (Bunaciu; Aboul-Enein, 2021).

E importante também notar que, entre todas as bandas detectadas, apenas trés
foram pré-selecionadas como possiveis bandas analiticas e somente uma foi
escolhida e efetivamente utilizada como uma, demonstrando que as técnicas
espectroscopicas no infravermelho sdo técnicas seletivas, ja que existem varios
critérios e processos, para se selecionar a banda mais apta a ser utilizada como uma
banda analitica.

Por fim, para demonstrar visualmente a correlacédo entre a area da banda 1439
cm™ e a quantidade de PCT no MR, a Figura 18 mostra uma sobreposi¢do dos
espectros (na regido de 1480 a 1390 cm™) das amostras com as cinco diferentes

quantidades de MR, em miligramas (mg).
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Figura 18: Sobreposicao dos espectros em absorbancia normalizados na regido de 1480 a
1390 cm™', com diferentes quantidades de medicamento de referéncia.
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5.2.3 Obtencao e comparacao visual dos espectros infravermelhos do

medicamento de referéncia e dos genéricos

Para realizar uma comparacgao visual dos espectros do MR e dos MGs, seus
espectros médios, em transmitancia, foram obtidos e apresentados nas Figuras 19 a
24, sendo que, os medicamentos genéricos, a partir deste ponto, foram divididos nos

grupos: “A”, “B”, “C”, “D” e “E”; cuja letra representa uma marca diferente de MG.
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Figura 19: Espectro médio do medicamento de referéncia (MR) em transmitancia.
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Figura 20: Espectro médio do medicamento genérico “A” em transmitancia.
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Figura 21: Espectro médio do medicamento genérico “B” em transmitancia.
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Figura 22: Espectro médio do medicamento genérico “C” em transmitancia.
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Figura 23: Espectro médio do medicamento genérico “D” em transmitancia.
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Figura 24: Espectro médio do medicamento genérico “E” em transmitancia.
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Apds comparar visualmente os espectros do MR e dos MGs (Figuras 19 a 24),
pode-se notar que os espectros de todas as amostras dos medicamentos comerciais
possuem numeros de picos e contornos de bandas semelhantes, porém, observam-
se algumas diferengas, como por exemplo, o deslocamentos e/ou inversdo de
intensidades das bandas. Portanto, torna-se dificil discutir as semelhancas e
variacoes entre o espectro do MR e os dos MGs, utilizando apenas uma comparacao
visual, sendo necessario recorrer a calculos matematicos e estatisticos, como as
analises estatisticas multivariadas, como a HCA e a PCA, para que se possa discutir
o grau de similaridade e determinar se ha realmente alguma diferenca significativa,
entre os espectros analisados.

Destaca-se que durante todo o desenvolvimento deste trabalho, em
comparacao a outras técnicas de analise mais trabalhosas, como o HPLC ou GC, o
processo de aquisicdo de todos os espectros, necessitou apenas de uma pequena
quantidade de amostra, e foi relativamente mais rapido, pratico, econémico e

ecologicamente viavel, do que suas alternativas (Bunaciu; Aboul-Enein, 2021).

5.3 UTILIZACAO DAS ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS NOS
ESPECTROS INFRAVERMELHOS DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA E
DOS GENERICOS

5.3.1 Analises de agrupamentos hierarquicos dos espectros do MR e dos MGs

Para as analises de agrupamentos hierarquicos (HCA), foram utilizados cinco
espectros de MR e cinco para cada um dos cinco MGs (“A”, “B”, “C”, “D” e “E”), sendo
que, todos os espectros analisados ja estavam em absorbancia e normalizados.

Com o objetivo de utilizar a HCA, para analisar as possiveis interferéncias, que
podem ser causadas pelas variagbes de quantidade e/ou tipos de excipientes, entre
as amostras dos medicamentos comerciais, duas regides dos espectros
infravermelhos das amostras foram selecionadas. A primeira regiao selecionada, foi a
regido de 1700 a 530 cm™, que é considerada como a “impressdo digital” das
amostras, pois a absor¢ao nesta regido, € associada a varios modos vibracionais das
ligagbes entre carbono, oxigénio e hidrogénio (C=0, C=C, C-C, C-H, C-O e O-H),
conforme foi apresentado na Tabela 2, além disso, a regidao da “impressao digital”

também contém todas as trés possiveis bandas analiticas. A segunda regido
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selecionada, foi a regido de 1470 a 1390 cm™', pois contém somente a banda analitica
do PCT, que precisa ser analisada separadamente, por causa de sua importancia ao
método desenvolvido neste trabalho.

Portanto, essas duas regides foram escolhidas, pois a regidao de 1700 a 530
cm-', corresponde a de impresséo digital do composto, e a regido de 1470 a 1390
cm', contém as trés possiveis bandas analiticas, sendo que, ambas as regides estao
representadas, utilizando os espectros médios do MR e dos MGs, nas Figuras 25 e

26, respectivamente.

Figura 25: A regido de 1700 a 530 cm™" dos espectros médios do medicamento de referéncia
(MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.
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Figura 26: A regido de 1470 a 1390 cm™" dos espectros médios do medicamento de
referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.
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As comparagdes, utilizando a HCA, das regides de 1700 a 530 cm™' e de 1470
a 1390 cm™, dos espectros, em absorbancia e normalizados, do MR e dos MGs,

formaram os dendrogramas apresentados nas Figuras 27 e 28, respectivamente.
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Figura 27: Dendrograma da regigo 1700 a 530 cm™ dos espectros do medicamento de
referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.

Legenda:
Dendrograma MR:1,2,3,4e5; A:6,7,8,9e10;

Ligagao de Ward; Distancia Euclideana B:11,12,13,14e15;  C:16,17,18,19e20;
D: 21, 22, 23, 24 e 25; E: 26, 27, 28, 29 e 30;
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Em um dendrograma, como o na Figura 27, as linhas mais préximas ao eixo
horizontal possuem um maior grau de similaridade entre os espectros em suas pontas
e um grau de similaridade com um valor negativo, indica que ndo ha semelhanca entre
0s espectros ou seus respectivos agrupamentos, sendo assim, o dendrograma na
Figura 27, mostra uma separagdo perfeita dos espectros, pois apresenta
agrupamentos compostos por espectros de um unico medicamento, sendo o maior
grau de similaridade, entre os agrupamentos de medicamentos diferentes, o dos MGs
“C” e “E”, que é de 49,35%.
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Figura 28: Dendrograma da regiéo 1470 a 1390 cm™ dos espectros do medicamento de
referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.
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No dendrograma apresentado na Figura 28, mais uma vez, temos uma
separacao perfeita dos espectros, sendo o maior grau de similaridade entre os
agrupamentos de medicamentos diferentes, é o entre os MGs “B” e “C”, com o valor
de 20,37%.

Lembrando que cada MG pode utilizar quantidades e tipos de excipientes
diferentes, dos que sao utilizados em seu MR ou em outros MGs, pode-se sugerir, que
tais variacdes nos excipientes presentes em cada um dos medicamentos analisados,
geraram alteragdes significativas em seus respectivos espectros, sendo assim, um
dos principais motivos das separagdes perfeitas observadas nas Figuras 27 e 28
(Brasil, 1999).

Além disso, como o volume 2 da sexta edicdo da Farmacopeia Brasileira
(Anvisa, 2019), permite que todos os medicamentos que contenham PCT, na forma
de comprimido (inclusive os medicamentos de referéncia), contenham uma variacao

de no maximo + 5% da quantidade de PCT em cada comprimido, em relacdo a
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quantidade indicada na caixa do medicamento, a alteragcdo e diminuicdo geral de
todos os graus de similaridade, observados no dendrograma da regido da banda
analitica (Figura 28), torna-se mais facil de se compreender, uma vez que, além das
variagdes dos excipientes e, consequentemente, das suas possiveis interagdes com
o PCT, pode-se ter também, a presenca de uma variacdo de no maximo + 5% da
quantidade de PCT em cada um dos medicamentos analisados (inclusive no MR).
Portanto, baseando-se nas informagdes apresentadas nos dendrogramas, nas
Figuras 27 e 28, conclui-se que, tanto na regido da banda analitica, como na da
impresséo digital, os espectros dos medicamentos comerciais analisados, sao
matematicamente diferentes. Sendo assim, como nas regides de 1700 a 530 cm™ e
de 1470 a 1390 cm™', os maiores graus de similaridade entre o agrupamento do MR e
um agrupamento de um MG, foram de (-130,09%) e de (-25,18%), respectivamente,
e tendo em mente, que um grau de similaridade com um valor negativo, indica que
nao ha semelhanga entre os espectros ou seus respectivos agrupamentos, pode-se
demonstrar com sucesso a capacidade do FTIR-UATR, com o auxilio da HCA, de
detectar variagbes nos excipientes e, consequentemente, nas interacbes entre os

excipientes e/ou com o PCT, em cada uma das amostras analisadas.

5.3.2 Analises de componentes principais dos espectros do MR e dos MGs

Para corroborar os resultados obtidos pela HCA, a analise de componentes
principais (PCA), também foi utilizada para analisar os mesmos espectros (que ja
estdo em absorbéancia e normalizados), do MR e dos MGs, nas mesmas regides de
1700 a 530 cm™' e de 1470 a 1390 cm™.

Os calculos de componentes principais mostraram que, para a regidao de 1700
a 530 cm™, o primeiro componente contribuiu com 99,34%, o segundo, 0,57% e o
terceiro, 0,09%, e para a regido de 1470 a 1390 cm™', o primeiro componente
contribuiu com 99,87%, o segundo, 0,12% e o terceiro, 0,01%, sendo que, essas
informacgdes estao demonstradas no Scree Plot, obtido para de cada regiao, pela PCA,

nas Figuras 29 e 30, respectivamente.



Figura 29: Scree Plot obtido pela PCA da regido de 1700 a 530 cm™, dos espectros do
medicamento de referéncia e dos genéricos.
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Figura 30: Scree Plot obtido pela PCA da regido de 1470 a 1390 cm™, dos espectros do
medicamento de referéncia e dos genéricos.
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Utilizando as informacgdes obtidas pela PCA, também foram montados os
graficos de escores dos componentes principais e os graficos de dispersdo em trés
dimensbes, utilizando os autovetores 1, 2 e 3 (que também foram obtidos utilizando a
PCA), para a regido de 1700 a 530 cm', que estdo apresentados nas Figuras 31 e
32, respectivamente, ja os para a regido de 1470 a 1390 cm™', estdo apresentados

nas Figuras 33 e 34, respectivamente.

Figura 31: Gréfico de escores das componentes principais, da regido de 1700 a 530 cm™,
dos espectros do medicamento de referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.
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Figura 32: Grafico de dispersao em trés dimensdes, utilizando os autovetores obtidos pela
PCA, da regido de 1700 a 530 cm™, dos espectros do medicamento de referéncia (MR) e
dos genéricos “A”’ “Bl!, IIC”, “D” e “E”-
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Complementando e corroborando os resultados apresentados no dendrograma
da Figura 27, nos graficos apresentados nas Figuras 31 e 32, pode-se observar,
visualmente, a similaridade entre as regides de 1700 a 530 cm™', dos espectros do MR
e dos MGs, em um plano bidimensional e dentro de um espaco tridimensional,
respectivamente, uma vez que, em ambos, quantos mais préximo estiver um ponto de
outro, maior sera a similaridade entre os dois. Portanto, utilizando os graficos
apresentados nas Figuras 31 e 32, pode-se demonstrar simultaneamente, em uma
maneira mais didatica e concisa, a similaridade entre as regides de 1700 a 530 cm™,
dos espectros do MR e dos MGs, assim como, a similaridade entre cada um dos

grupos formados.
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Pode-se observar, que assim como no dendrograma da Figura 27, houve uma
separacao perfeita dos grupos de espectros das amostras dos medicamentos
comerciais analisados. Uma informacdo interessante que também pode ser
observada, é que, assim como na Figura 27, pode-se notar que, tanto na Figura 31,
como na Figura 32, as variaveis relacionadas aos espectros dos MGs “A”, “C” e “E”,
continuaram mais préximas entre si, do que a das outras amostras, pois, apesar de
serem matematicamente diferentes, possuem um maior grau de similaridade entre si,
do que a outros grupos de amostra, porém, o mais importante é que isso pode ser
observado nas trés figuras, demonstrando a relagdo corroborativa e complementar

entre a andlise multivariada de grupos hierarquicos e a de componentes principais.

Figura 33: Grafico de escores das componentes principais, da regido de 1470 a 1390 cm™,
dos espectros do medicamento de referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.
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Figura 34: Grafico de dispersao em trés dimensdes, utilizando os autovetores obtidos pela
PCA, da regido de 1470 a 1390 cm™, dos espectros do medicamento de referéncia (MR) e
dos genéricos “A”’ “Bl!, IIC”, “D” e “E”-
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Utilizando os graficos das Figuras 33 e 34, pode-se evidenciar a importancia de
se apresentar ambos, pois os dois apresentam informagdes necessarias para que se
tenha uma visdo completa dos resultados obtidos pela PCA e das relagdes de

similaridade entre as regides analisadas.

5.4 COMPARACAO DAS INTENSIDADES RELATIVAS MEDIAS DAS BANDAS
ANALITICAS DO PARACETAMOL NOS ESPECTROS DO MEDICAMENTO DE
REFERENCIA E DOS GENERICOS

Tendo consciéncia do impacto, que a separacgao perfeita dos espectros dos

medicamentos comerciais, demonstrada utilizando a HCA e PCA (Figuras 27 a 34),
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pode ter na maneira em que se vé a qualidade e a seguranga entre medicamentos de
referéncia e seus respectivos genéricos, as intensidade relativas médias das bandas
analiticas do PCT, nos espectros, em absorbancia e normalizados, dos medicamentos
analisados foram obtidas e apresentadas na Tabela 3, juntamente a seus respectivos
desvios padréo, e na Figura 35, na forma de um grafico de intervalos, com o objetivo

de demonstrar e assegurar intercambialidade entre o MR e seus MGs analisados.

Tabela 3 - Intensidades relativas médias, com desvio padrao, das bandas analiticas dos
espectros dos medicamentos comerciais.

Medicamento Média £ Desvio padrao
Referéncia 0,79900 £ 0,00796
Genérico “A” 0,71532 £ 0,00917
Genérico “B” 0,72698 + 0,00462
Genérico “C” 0,72472 + 0,00528
Genérico “D” 0,75824 + 0,01383
Genérico “E” 0,72831 £ 0,00714

Fonte: O Autor.
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Figura 35: Grafico de intervalos das intensidades relativas médias das bandas analiticas dos
espectros do medicamento de referéncia (MR) e dos genéricos “A”, “B”, “C”, “D” e “E”.

T
3 -

|
1

-
|

il

-

0,7

0,6

0,5

04

0,3

0,2

Intensidade relativa média da banda analitica

0,1

0,0 ‘
MR A B C D E

Os desvios padrdo individuais foram usados para calcular os intervalos.

Fonte: O Autor.

Antes que se possa discutir os resultados apresentados na Tabela 3 e na Figura

35, é preciso ter em mente as seguintes informacgdes:

e De acordo com o volume 2 da sexta edicdo da Farmacopeia Brasileira
(Anvisa, 2019), a ANVISA permite a todos os medicamentos que contenham
PCT na forma de comprimido (inclusive os medicamentos de referéncia),
uma variagao de + 5% da quantidade de PCT em cada comprimido, em

relacéo a quantidade indicada na caixa do medicamento;

e Baseando-se nas curvas padrao da banda analitica (Figura 17), pode-se
sugerir que, as alteragdes entre os espectros dos medicamentos comerciais
analisados, que foram detectadas pela HCA e pela PCA das bandas

analiticas, sao, principalmente, causadas pelas variagdes das interacdes
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dos excipientes, entre si e/ou com o PCT, e pelas variagdes dos tipos de

excipientes presentes em cada medicamento comercial.

e Todos os espectros obtidos tém uma resolucdo de 4 cm™ e, devido a
utilizagdo de uma técnica de FTIR-UATR, possuem um erro de £ 2%
(Sanches et al., 2008).

Levando todas essas informacbes em consideragdo, assim como, a
proximidade dos intervalos dos valores das intensidades relativas das bandas
analiticas (Tabela 3 e Figura 35), pode-se sugerir, que o0 MR e os MGs, possuem
quantidades de PCT dentro dos parametros estabelecidos pela ANVISA (Anvisa,
2019).

5.5 UTILIZACAO DAS ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS NOS
ESPECTROS INFRAVERMELHOS DO MEDICAMENTO DE REFERENCIA
DENTRO E FORA DO PRAZO DE VALIDADE

Levando em consideragao que a determinacado do prazo de validade de um
farmaco faz parte de seu processo de controle de qualidade e a seriedade dos
potenciais riscos a saude, que podem ser gerados e/ou agravados pelo consumo de
medicamentos vencidos, espectros do MR vencido, de 4 periodos diferentes, apds
seu prazo de validade, foram obtidos com o objetivo de avaliar se e quando, as
técnicas de FTIR-UATR, acopladas as analises estatisticas multivariadas,
desenvolvidas neste trabalho, sdo capazes de diferenciar um MR vencido de um nao
vencido, determinando e analisando os graus de similaridade entre seus espectros
(Facci et al., 2020; Neiva; Trevisan, 2021).

5.5.1 Andlises de agrupamentos hierarquicos dos espectros do MR dentro e fora

do prazo de validade

Para averiguar a possivel existéncia e magnitude de alteragdes causadas pelo
vencimento do MR, em seu espectro infravermelho, foram obtidos quatro espectros
das seguintes amostras de MR: dentro de seu prazo de validade, vencido ha 1 més,
vencido ha 5 meses, vencido ha 2,25 anos e vencido ha 4,75 anos; sendo que, todos

os comprimidos utilizados, pertencem a mesma marca de MR. Os espectros médios
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das amostras, estdo apresentados na regido de 1700 a 530 cm™' e de 1470 a 1390

cm', nas Figuras Figura 36 e Figura 37, respectivamente.

Figura 36: A regido de 1700 a 530 cm™ dos espectros médios de medicamentos de
referéncia ndo vencidos e vencidos.
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Figura 37: A regido de 1470 a 1390 cm™' dos espectros médios de medicamentos de
referéncia ndo vencidos e vencidos.
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As duas regides representadas nas Figuras Figura 36 e Figura 37, foram
selecionadas para que se possa analisar as possiveis interferéncias que podem ser
causadas pelo vencimento dos excipientes e do PCT, nas amostras do MR, sobre a
regido de 1700 a 530 cm™ e de 1470 a 1390 cm™, pois, como ja foi previamente
mencionado, essas duas regides contém o que é considerado a “impresséo digital” do
espectro infravermelho do MR e sua a banda analitica, respectivamente, sendo
importante estudo de ambas regides, para avaliar possiveis alteragdes nos MRs
vencidos.

Nas Figuras Figura 36 e Figura 37, pode-se observar duas informacdes
importantes, a primeira € que o numero de picos e o contorno de bandas, nos

espectros dos MRs vencidos, ainda sdo semelhantes ao do MR nao vencido e nao
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apresentam aparecimento ou desaparecimento de bandas, o que dificulta sua
diferenciagao utilizando apenas uma inspegao visual. A segunda informacéao
importante, € que, visualmente, a diferencga entre o espectro médio do MR vencido ha
5 meses e o0 do vencido ha 2,25 anos, aparenta ser maior que a diferenga entre o MR
vencido ha 2,25 anos e o vencido ha 4,75 anos, o que pode sugerir, que ha uma menor
variabilidade, nos espectros e, consequentemente, nos compostos presentes no MR,
2,25 anos apos seu prazo de validade, porém, mais uma vez, torna-se necessario
recorrer aos calculos matematicos e estatisticos para que se possa determinar as
diferencas e os graus de similaridade entre as regides, apresentadas nas Figuras
Figura 36 e Figura 37, dos espectros dos MRs vencidos e do nao vencido.

Portanto, utilizou-se novamente da HCA, para determinar o grau de
similaridade entre as regides de 1700 a 530 cm™' e de 1470 a 1390 cm™' e montar os
seus dendrogramas, que estdo apresentados nas Figuras Figura 38 e Figura 39,

respectivamente.

Figura 38: Dendrograma da regido 1700 a 530 cm™ dos espectros de medicamentos de
referéncia ndo vencidos e vencidos.
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Figura 39: Dendrograma da regiéo 1470 a 1390 cm™ dos espectros de medicamentos de
referéncia ndo vencidos e vencidos.
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Os dendrogramas, nas Figuras Figura 38 e Figura 39, demonstram que tanto
na regido de 1700 a 530 cm™', como na de 1470 a 1390 cm™!, houve uma separagéo
perfeita dos espectros em cinco agrupamentos, que contém apenas espectros de
somente uma amostra, comprovando que ha uma diferenga significativa entre as
regides analisadas, do MR nao vencido e os vencidos, inclusive, no vencido ha apenas
1 més, pois o grau de similaridade entre esses dois agrupamentos, nas regides de
1700 a 530 cm™ e de 1470 a 1390 cm™", é (-267,93%) e (-189,70%), respectivamente,
notando que, o grau de similaridade com um valor negativo, indica que n&o ha
semelhanca entre os espectros do MR nao vencido e os do vencido a 1 més.

Portanto, baseando-se nos dendrogramas, nas Figuras Figura 38 e Figura 39,
pode-se demonstrar, que utilizando um FTIR-UATR, foi possivel obter espectros
infravermelhos diretamente dos comprimidos vencidos do MR e, utilizando a HCA para
comparar as regides da “impresséao digital” e da banda analitica deles, foi possivel

detectar diferengas significativas entre o agrupamento do MR nao vencido e todos os
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dos MRs vencidos, pois, em ambas regides, todos os graus de similaridade, entre o
agrupamento do MR nao vencido e um dos MRs vencidos, possuem valores
negativos, que indicam a diferenga significativa entre as regides analisadas dos
espectros do MR n&o vencido e as dos MR vencidos, inclusive nas do MR vencido a

apenas 1 més.

5.5.2 Anadlises de componentes principais dos espectros do MR dentro e fora do

prazo de validade

Mais uma vez, para corroborar os resultados obtidos pela HCA, recorreu-se a
analises de componentes principais, para analisar as regides de 1700 a 530 cm™' e de
1470 a 1390 cm™! dos espectros, em absorbancia e normalizados, das amostras dos
MRs, nos seguintes estados: dentro de seu prazo de validade, vencido ha 1 més,
vencido ha 5 meses, vencido ha 2,25 anos e vencido ha 4,75 anos.

Os calculos de componentes principais mostraram que, para a regido de 1700
a 530 cm™, o primeiro componente contribuiu com 99,87%, o segundo, 0,10% e o
terceiro, 0,03%, e para a regido de 1470 a 1390 cm™, o primeiro componente
contribuiu com 99,87%, o segundo, 0,12% e o terceiro, 0,01%, sendo que, essas
informagdes estdo demonstradas no Scree Plot, obtido para de cada regi&o, pela PCA,

nas Figuras Figura 40 e Figura 41, respectivamente.



Figura 40: Scree Plot obtido pela PCA da regido de 1700 a 530 cm™, dos espectros de

medicamentos de referéncia ndo vencidos e vencidos.
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Figura 41: Scree Plot obtido pela PCA da regido de 1470 a 1390 cm™, dos espectros de

medicamentos de referéncia ndo vencidos e vencidos.
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Utilizando as informagdes obtidas pela a PCA, foram montados os graficos de
escores das componentes principais e os graficos de dispersao em trés dimensdes,
utilizando os autovetores 1, 2 e 3 (Qque também foram obtidos utilizando a PCA), para
a regido de 1700 a 530 cm™, que estdo apresentados nas Figuras Figura 42 e Figura
43, respectivamente, e os para a regido de 1470 a 1390 cm™', estdo apresentados nas

Figuras Figura 44 e Figura 45, respectivamente.

Figura 42: Gréfico de escores das componentes principais, da regido de 1700 a 530 cm™,
dos espectros de medicamentos de referéncia nao vencidos e vencidos.
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Figura 43: Grafico de dispersdo em trés dimensdes, utilizando os autovetores obtidos pela
PCA, da regido de 1700 a 530 cm™, dos espectros de medicamentos de referéncia nao
vencidos e vencidos.
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Fonte: O Autor.

As informagdes apresentadas nos graficos obtidos pela PCA, para a regido
conhecida como (de 1700 a 530 cm™') dos espectros do MR (Figuras Figura 42 e Figura
43), em conjunto com o dendrograma obtido pela HCA desta regido (Figura 38),
permitem observar informacgdes relacionadas a estabilidade dos excipientes e do PCT
e, por extensdo, do MR como um todo, apds passar de sua data de validade.

Utilizando os graficos da regido da “impressao digital” (Figuras Figura 42 e
Figura 43), pode-se notar que, todos os agrupamentos dos MRs vencidos, apresentam
uma variagao significativa em relagdo ao do MR nao vencido. Também se pode
observar que, a diferenga nessa regiao, entre o MR vencido ha 2,25 anos e o vencido
ha 4,75 anos, € menor do que a diferencga entre o MR vencido ha 5 meses e o vencido

ha 2,25 anos, mesmo possuindo um periodo maior entre suas amostra, o que
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demonstra uma maior estabilidade nessa regido, que contém bandas relacionadas as

ligacbes dos excipientes e do PCT, assim como, as possiveis interagdes entre ambos

os componentes, em MRs apds estarem vencidos ha 2,25 anos.

Figura 44: Grafico de escores das componentes principais, da regido de 1470 a 1390 cm™,
dos espectros de medicamentos de referéncia nao vencidos e vencidos.
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Figura 45: Grafico de dispersao em trés dimensdes, utilizando os autovetores obtidos pela
PCA, da regido de 1470 a 1390 cm™, dos espectros de medicamentos de referéncia ndo
vencidos e vencidos.
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Para a regido da banda analitica do PCT (de 1470 a 1390 cm-'), baseando-se
nos graficos obtidos pela PCA (Figuras Figura 44 e Figura 45) e em seu dendrograma,
que foi obtido pela HCA (Figura 39), pode-se observar, que essa regido também
apresenta variagdes significativa entre o agrupamento do MR n&o vencido e todos os
agrupamentos dos MRs vencidos, inclusive no agrupamento do MR vencido ha
apenas 1 més.

Utilizando os graficos das Figuras Figura 44 e Figura 45, observa-se que a
regido da banda analitica (de 1470 a 1390 cm'), apresenta um comportamento oposto
ao da regido da “impresséao digital” (de 1700 a 530 cm™'), pois na regido da banda
analitica, a diferenga entre 0o MR n&o vencido e o vencido ha 5 meses, apesar de ainda

ser significante, € menor do que a diferenga entre o0 MR vencido ha 2,25 anos e o
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vencido ha 4,75 anos, o que indica que, ao contrario da regido de 1700 a 530 cm-"
como um todo, a regido da banda analitica do PCT dentro do MR (que é de 1470 a
1390 cm™"), ainda sofre de uma diminuigdo gradativa de sua estabilidade, apesar de

ja terem se passado 4,75 anos do prazo de validade do MR.

5.6 COMPARAGAO DAS INTENSIDADES RELATIVAS MEDIAS DAS BANDAS
ANALITICAS DO PARACETAMOL NOS ESPECTROS DE MEDICAMENTOS
DE REFERENCIA NAO VENCIDOS E DOS VENCIDOS

Por fim, para encerrar o estudo do comportamento do PCT, dentro do MR, ao
longo do tempo, apods o prazo de validade do MR, as intensidade relativas médias das
bandas analiticas do PCT, nos espectros em absorbancia e normalizados, do MR nao
vencido e vencidos, foram obtidas e apresentadas, juntamente a seus respectivos

desvios padrao, na Tabela 4.

Tabela 4 - Intensidades relativas médias, com desvio padrao, das bandas analiticas dos
espectros de medicamentos de referéncia nao vencidos e vencidos.

Estado do medicamento Média £ Desvio padrao
N&o vencido 0,80386 + 0,00036
Vencido ha 1 més 0,78731 £ 0,00010
Vencido ha 5 meses 0,81406 + 0,00020
Vencido ha 2,25 anos 0,76035 £ 0,00076
Vencido ha 4,75 anos 0,76733 £ 0,00058

Fonte: O Autor.

Para melhor interpretar os dados apresentados na Tabela 4, precisou-se
recorrer a uma analise de variancia (ANOVA), com um nivel de significancia de 5% (p
< 0,05), para determinar se as intensidades obtidas dos espectros dos MRs vencidos,
possuiam alguma diferenga estatisticamente significativa, em relacao a intensidade
do MR n&o vencido.

Utilizando os resultados obtidos pela ANOVA, a Figura 46 apresenta o
histograma da intensidade relativa média da banda analitica para o PCT nos espectros
do MR n&o vencido e vencidos, o qual o simbolo %, indica que as intensidades

relativas médias de todos os MRs vencidos, inclusive o vencido ha apenas 1 més,
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possuem diferengas estatisticamente significativas (para p < 0,05), em relagdo a do

MR nao vencido.

Figura 46: Histograma das intensidades relativas médias das bandas analiticas dos
espectros de medicamentos de referéncia nao vencidos e vencidos.
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6 CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou a capacidade e potencial da utilizacdo do FTIR-
UATR, acoplado as analises multivariadas HCA e PCA, como uma analise de
qualidade preliminar rapida e eficiente, que indique quais medicamentos apresentam
alteragdes suficientes, para justificar e direcionar o uso de técnicas mais extensas e
trabalhosas, complementando o controle de qualidade de medicamentos que
contenham PCT.

Neste estudo, baseando-se nos resultados que foram obtidos, o uso do FTIR-
UATR, nao s6 possibilitou a construcao e utilizagdo de curvas padrao, para selecionar
a melhor banda analitica dos espectros obtidos do MR e dos MGs, mas também
permitiu a aquisi¢ao das intensidades relativas dessas bandas analiticas, assim como
sua comparagao, que por sua vez, foi capaz de demonstrar a intercambialidade entre
o MR e seus MGs.

Juntamente ao uso do FTIR-UATR, a utilizagdo da HCA e da PCA, mostrou-se
de extrema importancia, pois ao analisar e comparar regides importantes dos
espectros, pode-se concluir que foram seus recursos matematicos e computacionais,
que possibilitaram a diferenciacéo e a analise dessas regides, permitindo demonstrar,
com mais clareza, a intensidade das alteragcdes causadas nelas, pelas variagcbes de
quantidades e de tipos de excipientes, assim como, as pelo vencimento do
medicamento, uma vez que, por serem visualmente semelhantes e possuirem,
aproximadamente, 3600 varidveis por espectro infravermelho, tais alteracdes,
dificilmente teriam sido detectadas e analisadas corretamente utilizando-se apenas de
uma comparacao visual.

Portanto, a metodologia analitica para o uso do FTIR-UATR, acoplado as
analises multivariadas HCA e PCA, apresentada neste estudo, demonstra grande
utilidade e potencial na complementacao do controle de qualidade de medicamentos,
pois conseguiu demonstrar, com os resultados que foram obtidos, a capacidade do
FTIR-UATR de detectar possiveis mudangas e degradagdes nos excipientes € no
principio ativo, analisando ambos dentro de seus respectivos medicamentos, sem
precisar extrai-los, sendo assim, de grande interesse para a industria farmacéutica, ja
que é uma técnica rapida, de baixo custo e ecologicamente viavel, uma vez que, ndo

gera residuos, além da amostra que foi analisada.
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