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RESUMO

O captopril € um agente anti-hipertensivo frequentemente indicado em casos de
hipertenséo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio e nefropatia
diabética. Possui elevada estabilidade quimica, porém sofre oxida¢éo quando exposto
ao calor e umidade, dimerizando a dissulfeto de captopril, considerado a principal
impureza do medicamento. Devido a importancia do farmaco, deve-se ter um controle
rigoroso sobre o processo de producdo. Nesse contexto, propfe-se a utilizacdo da
espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier empregando
reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) em conjunto com ferramentas de andlise
multivariada como a andlise por componentes principais (PCA) e a andlise por
hierarquia de agrupamentos (HCA) para avaliar a conformidade de formulacdes
farmacéuticas comerciais de captopril. Dessa forma, foi demonstrada a eficicia da
técnica na verificacdo da concentracdo do ativo nos comprimidos analisados, além da
avaliacdo da homogeneidade entre diferentes laboratérios fabricantes, no que diz
respeito a composicao dos excipientes dos comprimidos. Para avaliar a potencialidade
da metodologia proposta na verificacéo de alteraces estruturais de componentes do
farmaco, foi testada a degradacdo de duas maneiras distintas, aquecendo-se as
amostras em estufa a 80°C, sendo um grupo previamente solubilizado em &agua e
outro levado diretamente no estado sélido. Como resultado da analise quimiométrica,
obteve-se segregacao do grupo solubilizado em relacdo ao restante das amostras,
indicando a possibilidade de utilizacdo da metodologia no controle de qualidade das
industrias farmacéuticas. No entanto, a degradacao promovida nas amostras sélidas

nao pode ser verificada por meio dessa técnica.

Palavras-chave: Captopril. Degradacdo. Espectroscopia no infravermelho médio.
Analise multivariada. Analise por componentes principais (PCA). Analise por

hierarquia de agrupamentos (HCA).



ABSTRACT

Captopril is an antihypertensive agent often recommended in cases of systemic
arterial hypertension, heart failure, myocardial infarction and diabetic nephropathy.
Although this agent has high chemical stability, it undergoes oxidation when exposed
to heat and moisture, dimerizing to captopril disulfide, which is considered the drug
main impurity. Because of the importance of this drug, strict control over the production
process must be performed. Following this context, it is proposed to use Fourier
transform infrared spectroscopy with attenuated total reflection (FTIR-ATR) together
with multivariate analysis tools, such as principal component analysis (PCA) and
hierarchical clusters analysis (HCA), to evaluate the compliance of captopril
commercial pharmaceutical formulations. Therefore, it was demonstrated the
technique efficacy to verify the active ingredient concentration in the analyzed tablets.
In addition, it was also evaluated the homogeneity between different manufacturers
laboratories, regarding the composition of the tablet excipients. In order to evaluate the
proposed methodology potential to verify the structural alterations of drug components,
degradation was analysed heating the samples up in an oven at 80 °C through two
different approaches: one group was previously solubilized in water and the other
group was analysed in the solid state itself. As result of the multivariate analysis,
segregation of the solubilized group was obtained when compared to the rest of the
samples, indicating the possibility of use the methodology for the quality control of the
pharmaceutical industries. However, the degradation induced in the solid samples
could not be verified by this technique.

Key-words: Captopril. Degradation. Infrared spectroscopy. Multivariate analysis.

Principal components analysis (PCA). Hierarchical clusters analysis (HCA).
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1 APRESENTACAO

A producdo e comercializacdo de farmacos deve seguir rigorosamente 0s
preceitos da legislacdo vigente no que diz respeito a pureza de compostos ativos
bioquimicamente e dos outros componentes presentes na composicdo dos
medicamentos (excipientes). Além disso, deve garantir que o processo de fabricacédo
nao introduza variaveis indesejaveis de maneira que inviabilize a distribuicéo de lotes
produzidos.

A estabilidade dos compostos que comp&em uma formulagéo farmacéutica é outro
critério bastante importante e que merece atencdo e destaque em estudos que
envolvem o setor farmacéutico. Isso porque o uso de um medicamento fora dos
padrées exigidos, além de ndo produzir o efeito esperado no organismo, pode
acarretar serios danos a saude.

Em virtude disso, a conformidade dos lotes deve ser verificada periodicamente, e
utilizando-se de metodologias analiticas adequadas para a validacdo de cada
parametro estabelecido. Assim, o uso de técnicas pouco morosas facilita o controle
do processo, possibilitando corre¢des na linha de producéo quando detectada alguma
divergéncia, evitando prejuizos as industrias e consumidores.

No caso do captopril, ja foi demonstrado em diversos estudos que os produtos
originados em sua degradacdo, seja ocasionado por uma oxidacao, ou por meio da
fotdlise, podem alterar as caracteristicas do farmaco. Nesse contexto, torna-se
evidente a necessidade de estabelecer uma metodologia capaz de identificar
possiveis alteracdes em sua estrutura.

No presente trabalho, prop8e-se a utilizacado da espectroscopia no infravermelho
médio em conjunto com a andlise estatistica multivariada para avaliar a composi¢ao
quimica das formulacfes estudadas e a concentracdo do captopril nos comprimidos.
Além disso, demonstra-se a possibilidade de aplicacdo dessa técnica no controle de
qualidade de uma industria farmacéutica na verificacdo de alteracdes promovidas

apos a degradacéo induzida do medicamento.
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2 ESTADO DA ARTE
2.1 CAPTOPRIL

A hipertenséo arterial sistémica, caracterizada por niveis elevados e sustentados
da presséo arterial, é objeto de preocupacdo para saude publica, uma vez que
constitui um dos principais fatores de risco para a populagédo.*?

A falta de controle da doenca pode levar a altera¢des funcionais e/ou estruturais
de 6rgdos como coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos e a alteracdes
metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares.?

O tratamento adequado deve ser determinado por profissionais da saude,
analisando, para tanto, o agente anti-hipertensivo mais indicado para cada caso,
guando o tratamento medicamentoso for necessario.

Estao disponiveis no mercado brasileiro drogas anti-hipertensivas classificadas de
acordo com o mecanismo de acdo em diuréticos, inibidores adregenéticos,
vasodilatadores diretos, antagonistas dos canais de célcio, inibidores da enzima
conversora da angiotensina, bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina Il e
inibidores diretos da renina.®

O captopril € um agente inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA).
Atua impedindo a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il, sendo essa a
responsavel pela vasoconstricdo das arteriolas, além de favorecer a retencéo de sodio
e 4gua pelo organismo.*%® Dessa maneira, o captopril mostra-se eficaz no tratamento
da hipertensao arterial.

Tendo sido o primeiro IECA desenvolvido, é ainda considerado o mais favoravel a
qualidade de vida, além de apresentar o menor custo entre os agentes desse tipo.
Além do tratamento da hipertenséo, é também indicado em casos de insuficiéncia
cardiaca congestiva, infarto do miocéardio e nefropatia diabética.”8°

Esse medicamento possui como agente ativo o 1-[(2S)-3-Mercapto-2-metil-1-
oxopropil]-L-prolina (CeH1sNOs3S), conhecido comercialmente como captopril, cuja
férmula estrutural esta representada na Figura 1. Sua massa molar é de 217,29 Da, e
a faixa de fusdo encontra-se entre 105°C a 108°C, apresentando-se, portanto, como

um soélido cristalino de coloragéo branca com ligeiro odor de enxofre.0:11
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Figura 1 — Representacdo da estrutura quimica do 1-[(2S)-3-Mercapto-2-metil-1-
oxopropil]-L-prolina.

Os medicamentos comercializados devem conter de 90,0% a 110,0% da
guantidade declarada de C9oH1sNOsS pelo fabricante, e ndo deve exceder a 3,0% a
quantidade de dissulfeto de captopril (CisH2sN206S2).1° Outros componentes
presentes sdo amido, acido estearico, celulose microcristalina, dioxido de silicio e
lactose, os quais compdem os excipientes dos comprimidos.'?

O captopril apresenta elevada estabilidade no estado sélido, porém dimeriza a
dissulfeto de captopril quando em solucdo.!! Essa degradacdo é resultado da
oxidacdo do grupo tiol presente no captopril, a qual pode ser acelerada a altas
temperaturas e pela exposicdo dos comprimidos a umidade do ar.1314.15

A estrutura do dissulfeto de captopril esté ilustrada na Figura 2.

Figura 2 — Formula estrutural do dissulfeto de captopril.

.

o
5;,
i

Também os excipientes higroscopicos, como € o caso da celulose microcristalina
e do didxido de silicio,'® podem favorecer o processo de degradacdo oxidativa do
ativo, em funcéo da maior retencédo de agua pelos comprimidos, reduzindo, assim, a
concentracdo do captopril e elevando os niveis de seu respectivo dimero na
formulacao farmacéutica.®®

A fim de assegurar que todos os parametros estejam em concordancia com 0s
padroes de qualidade exigidos e requeridos pelo registro do produto, devem-se
implementar e seguir rigorosamente as Boas Praticas de Fabricagdo em uma industria

farmacéutica.
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Assim, visando atender aos requisitos de Controle da Qualidade exigidos pela
RDC n. 17, de 16 de abril de 2010, em especial ao que se refere o Art. 11, inciso VI,
torna-se essencial o desenvolvimento de uma metodologia capaz de determinar em
tempo real a uniformidade existente entre os medicamentos produzidos, seja dentro
de um mesmo lote, ou entre lotes distintos.

Além da verificacdo da conformidade do medicamento produzido, deve-se ter um
controle sobre sua estabilidade durante todo o periodo de validade da formulacéo
farmacéutica.l’ Para isso, faz-se necessario um estudo de acompanhamento a longo
prazo, em conjunto com a avaliacdo da estabilidade sob condi¢cdes forcadas de
armazenamento (estabilidade acelerada), seguindo as diretrizes da resolugdo RE n.
1, de 29 de julho de 2005 da ANVISA, com a finalidade de assegurar a manutencgao

dos critérios descritos nas farmacopeias.
2.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A regido do espectro correspondente a radiacédo infravermelha (com nimeros de
onda de aproximadamente 12.800 a 10 cm™) possui grande interesse para o quimico,
tanto no que diz respeito a identificagdo de compostos, como na quantificacdo dos
mesmos.18

Convencionou-se dividir o espectro em trés regides: radiacao infravermelha
préxima (entre aproximadamente 12.800 a 4.000 cmt), média (de 4.000 a 200 cm™?)
e distante (correspondendo a aproximadamente 200 a 10 cm™),*® cada uma
possibilitando aplicacdes especificas.

Os espectrometros de infravermelho se diferenciam de acordo com a regido do
espectro pela qual operam, sendo os mais utilizados aqueles que possuem aplicacao
na radiacdo do infravermelho médio, com equipamentos do tipo transformada de
Fourier (FTIR).19

Sao conhecidos espectros de absorcdo, emissdo e reflexdo da radiagcéo
infravermelha causados pelas variagcdes de energia sofridas por espécies moleculares
durante transicbes entre os estados vibracionais e rotacionais, resultando, dessa
maneira, em alteracGes no momento de dipolo das moléculas.8°

As vibracdes sofridas pelas ligagbes em uma molécula séo classificadas como de
estiramento quando h& variagdo na distancia entre os atomos que participam da

ligacdo, ou de deformacdo angular, fendbmeno esse que provoca alteracdo nos
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angulos de uma ligacédo. Os diferentes tipos de vibragcdes conhecidos (Figura 3)
podem coexistir simultaneamente em uma molécula, podendo-se observar, inclusive,

acoplamentos dessas.!®

Figura 3 — Tipos de vibracées moleculares. Nota: + indica movimento para fora da
pagina, na direcéo do leitor; e — indica movimento para longe do leitor.®

YERRY,

simétrica assimetrica
(a) vibracoes de estiramento

DO

Balanco no plano Tesoura no plano
Sacudida fora do plano Torgéo fora do plano

(b) deformacdes angulares

2.2.1 Espectrometros com transformada de Fourier

A utilizacao de instrumentos no infravermelho médio tornou-se bastante difundida
a partir da década de 1980, quando espectrdmetros com transformada de Fourier
passaram a ser comercializados a um custo mais acessivel.'®

Até esse momento, a maior parte dos equipamentos que trabalhavam nessa
regido espectral era do tipo dispersivo, 0 que restringia sua aplicacdo a analises
qualitativas. Entretanto, os instrumentos interferométricos, por possuirem melhores
limites de deteccdao e relacao sinal/ruido, possibilitaram um aumento consideravel nos
tipos de aplicacbes da radiacéo no infravermelho médio.1820

Diversos modelos de equipamentos utilizam a transformada de Fourier no
tratamento dos dados.?° Entre eles, encontram-se os espectrémetros no infravermelho

empregando acessorios de reflexéo.
2.2.2 Espectroscopia por reflexao total atenuada

A espectroscopia por reflexdo total atenuada (ATR), também conhecida como de
reflexdo interna, € uma técnica robusta que possibilita andlises rapidas com o minimo

de manuseio das amostras.?!



15

A técnica esta baseada nas multiplas reflexdes sofridas pela radiacédo
infravermelha que ocorrem dentro de um cristal de alto indice de refracdo, como por
exemplo o seleneto de zinco. Aumentando-se o angulo de incidéncia, aumenta-se
também a fracdo do feixe que é refletida. Acima de certo angulo critico de incidéncia,
observa-se reflexdo total desse feixe. No entanto, antes de ocorrer a reflexao, a
radiacdo entra em contato com 0 meio menos denso, penetrando alguns micrometros
no mesmo.?? Essa radiagdo é conhecida como onda evanescente.82!

Assim, se depositarmos uma amostra, seja solida ou liquida, sobre um cristal de
ATR, aradiacdo evanescente entrara em contato com a por¢ao superficial da amostra,
mais proxima ao cristal, sofrendo absor¢do de parte da radiacdo pelas moléculas que
a compdem, e sera posteriormente refletida para o detector, conforme representado

na Figura 4. A atenuacéo do feixe ocorrera, portanto, em virtude desse fendmeno.*®

Figura 4 — Representacao de um sistema ATR com multiplas reflexdes.

Amostra
\ \ Para o Detector
_—
Feixe de Cristal ATR

Infravermelho
Como pode ser observado pela figura, varias reflexdes ocorrem no interior do
cristal antes de atingir o detector, e, consequentemente, uma maior atenuacao do

feixe serd observada, aumentando, assim, a relagdo sinal/ruido.*8
2.3 ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

Ao realizar uma analise instrumental, milhares de dados sdo coletados e
armazenados em um computador. Essa grande quantidade de informacao dificulta a
interpretacdo visual e pode levar a conclusbes incorretas acerca da analise ou
negligenciar algum dado importante mascarado na matriz de resultados.?32*

Em virtude disso, uma andlise estatistica faz-se necessaria para reduzir a
quantidade de variaveis, agrupando e comprimindo os dados, retendo a informacéo
quimica, facilitando assim a interpretacéo pelo analista. Essa € uma tarefa da analise
multivariada dos dados, também conhecida como quimiometria, quando esta &

aplicada a dados de natureza quimica.?>26
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Existem diversas transformacdes matematicas aplicaveis a quimiometria. Nos
atentaremos apenas aquelas que dizem respeito as técnicas de agrupamento por
meétodos hierarquicos e por analise empregando componentes principais.

Antes de iniciar o estudo estatistico propriamente dito, devem ser feitas algumas
modificacdes na matriz de resultados com a finalidade de reduzir as flutuacoes
decorrentes da analise instrumental (ruido aleatério), constituido de uma mistura de
erros experimentais de medida, de amostragem e de outras fontes de
variabilidade.?*2’

Esse pré-tratamento dos dados pode ser aplicado tanto as amostras como as
variaveis. As transformacfes de dados que sdo aplicaveis as amostras envolvem
técnicas de alisamento e correcdes na linha de base. J4 as ferramentas conhecidas
como pré-processamentos sao realizadas sobre as variaveis e produzem diferentes
efeitos sobre o resultado, devendo, portanto, seleciona-las de acordo com o tipo de

aplicacdo desejada.?

2.3.1 Pré-tratamento dos dados

2.3.1.1 Técnicas de alisamento (Smoothing)

O alisamento dos dados é utilizado para reduzir o erro aleatério, aumentando,
assim, a razao sinal/ruido.?*2¢

Essa transformacédo é realizada selecionando-se no espectro uma janela com
ndmero impar de comprimentos de onda onde todas as intensidades dos sinais dentro
desse intervalo séo utilizadas para determinar o valor de um anico sinal, aplicado ao
centro dessa janela. Em seguida, move-se a janela, fazendo a mesma transformacéo
aos sinais adjacentes, percorrendo e alisando, dessa maneira, todo o espectro.?428

Um método bastante utilizado é o alisamento de Savitzky-Golay, no qual calcula-
se a média ponderada dos pontos contidos na janela selecionada, onde 0s pesos séo

obtidos através de um ajuste polinomial.?®
2.3.1.2 Normalizagéao

A normalizacdo € uma técnica utilizada quando se pretende manter todas as
variaveis de um conjunto de dados em uma escala definida,?® sendo aplicada para

cada amostra separadamente.?*
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Nessa transformacéo, todos os valores coletados para uma amostra sao divididos
por um fator comum.3! Destaca-se aqui a normalizacéo realizada utilizando-se um
fator correspondente a maxima intensidade registrada durante a aquisi¢cdo dos dados.
Dessa maneira, 0 médulo maximo que cada variavel podera assumir sera igual a

unidade.?*
2.3.1.3 Derivadas

O deslocamento e a inclinagao sofridos pela linha de base em um espectro de
infravermelho obtido por ATR podem ser corrigidos pela aplicacao das derivadas aos
dados espectrais.?6:28

Além disso, as derivadas também possibilitam a resolucéo de picos parcialmente
sobrepostos visto que cada maximo de intensidade no espectro corresponde ao zero
no gréafico da primeira derivada (no momento em que cruza a linha de base) e ao ponto
minimo para a derivada segunda. Assim, fica evidenciada a posicédo de cada pico do
espectro.?429

Como desvantagem, essa técnica diminui a razdo sinal/ruido. No entanto,
conserva a relacdo entre a integral de um pico e a concentragdo, mantendo a

informagéo quantitativa.?*
2.3.1.4 Outras corregdes comuns

Duas técnicas importantes de transformacdo dos dados sédo a Correcdo do
espalhamento multiplicativo (MSC) e a Padronizacao normal de sinal (SNV) utilizadas
quando se pretende corrigir efeitos aditivos e multiplicativos de espalhamento de luz,?*
causados por fenbmenos fisicos, como tamanho de particula, rugosidade e
opacidade, os quais provocam alteracdes na linha de base dos espectros.?6:28

Diferentemente das derivadas, a MSC e a SNV mantém a forma do espectro e a
inclinacédo do background.?*

Por se tratarem de transformacdes de origens distintas, € possivel aplicar tanto a

SNV guanto a MSC conjuntamente com as derivadas.?*
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2.3.1.5 Pré-processamento

Existem diversos tipos de tratamentos de dados aplicaveis as variaveis, como
centrar os dados na média, autoescalamento, escalamento pela variancia ou pela
amplitude, sendo os dois primeiros os mais utilizados.?*

Para centrar os dados na média deve-se encontrar a média das intensidades de
absorbancia em cada comprimento de onda e subtrai-la do valor de cada variavel
correspondente. Essa técnica € utilizada em andlises espectroscopicas quando se
pretende reduzir a interferéncia causada pelo deslocamento da linha de base sobre o
resultado analitico.?#2¢

Ja o autoescalamento é utilizado quando se analisa diversos parametros que
apresentam unidades ou ordens de grandezas distintas, garantindo idéntico peso a
cada uma das variaveis sobre o resultado final. Para tanto, deve-se proceder da
mesma maneira que a técnica anterior, porém, dividindo o resultado obtido pelo
respectivo desvio padrao. Dessa maneira, elimina-se a escala, que pode variar a cada

parametro estudado, e garante igual importancia a cada uma das variaveis.?43°
2.3.2 Analise exploratéria dos dados

Finalizado o pré-tratamento dos dados, as variaveis passam a conter
essencialmente informacdes relativas a composicdo das amostras, estando agora
livres de interferéncias provenientes do seu preparo e das leituras instrumentais.?®
Sendo assim, € possivel iniciar a investigacdo de parametros capazes de organizar e
classificar os objetos de acordo com suas semelhancas.

A seguir sdo apresentados os métodos exploratorios utilizados no presente
trabalho.

2.3.2.1 Analise por componentes principais (PCA)

A PCA é utilizada quando se deseja reduzir a dimensionalidade do conjunto de
dados sem alterar as relagbes quimicas existentes entre as amostras, com o objetivo
de auxiliar a interpretacdo dos resultados analiticos. Para tanto, sdo estabelecidas
novas variaveis, denominadas componentes principais (PCs), as quais sao ortogonais

entre si e representam as maiores variabilidades entre as amostras.?431.32
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As PCs sdo obtidas através de transformacdes lineares da matriz X de dados
originais, de acordo com a Equacéao 1.

X=TPT +E (1)
onde T € a matriz de scores, constituido pelas coordenadas das amostras na nova
variavel; P € a matriz de pesos (loadings), representada pelos coeficientes das
combinacdes lineares das variaveis originais; e E corresponde a matriz de residuos.3?

Utilizando-se desse algoritmo, podemos, portanto, avaliar de forma eficiente as
similaridades entre as amostras, agrupando aquelas que possuem grandes
correlagdes quimicas e as discriminando das que possuem caracteristicas diversas.
Além disso, é possivel identificar quais parametros (variaveis) sdo mais relevantes ao
resultado que se pretende alcancar.?>33

Em certos casos a PCA aplicada a todo o espectro ndo € capaz de diferenciar as
amostras. Como alternativa, pode-se utilizar a andlise por componentes principais por
intervalos (iPCA), onde o espectro € divido em um numero pré-determinado de
intervalos igualmente espacados, e, para cada segmento, realiza-se uma PCA a fim
de investigar o intervalo que possui maior variancia, descobrindo-se, assim, quais
bandas de absor¢do do infravermelho sdo mais representativas no estudo da

diferenciacdo de amostras relativamente semelhantes.3*
2.3.2.2 Analise por hierarquia de agrupamentos (HCA)

Assim como a PCA, a HCA atua no sentido de facilitar a interpretacéo de andlises
que possuem um grande namero de variaveis, correlacionadas ou néo entre si.*3

A similaridade existente entre as amostras investigadas, utilizando-se de
algoritmos para HCA, é verificada de maneira bastante pratica, visto que as
proximidades entre as amostras sao apresentadas em um esquema bidimensional,
chamado dendrograma.3®

A construcao do dendrograma faz-se determinando a distancia entre as amostras
no espaco multidimensional. Assim, inicia-se o calculo matemético verificando quais
possuem maior proximidade. Em seguida, toma-se essas duas amostras como um
conjunto, ao qual relaciona-se a proxima amostra com maior similaridade ao mesmo,
considerando-as entdo como um novo, € Unico grupo, composto agora por trés
objetos. Dessa maneira, segue-se correlacionando as distancias aos grupos que vao

se formando, até que todas as amostras tenham sido agrupadas.?®
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Existem diversas maneiras de se calcular a distancia entre dois pontos A e B, das.

A mais utilizada pelos quimicos em estudos quimiométricos é a distancia Euclideana,
definida conforme a Equacéo 2.

1
J 2

das = | ) (xaj = 1)’ @

j=1
sendo Xaj € Xbj as ‘j-ésimas’ variaveis das amostras A e B, respectivamente, contidas
no espaco multidimensional R’.?4

A partir de um dendrograma pode-se inferir também sobre amostras anémalas

(outliers), sendo estas as que possuem as maiores distancias no espaco amostral.?*
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Desenvolver uma metodologia para verificagdo da homogeneidade e estabilidade
de farmacos utilizando espectroscopia no infravermelho médio em conjunto com
técnicas de andlise multivariada com o propésito de aplicagdo no controle de

gualidade de uma industria farmacéutica.
3.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar formulac6es comerciais de captopril através de FTIR-ATR;

2. Avaliar semelhancas e diferencas existentes entre as amostras provenientes
de diferentes laboratorios farmacéuticos através de algoritmos para PCA e
HCA;

3. Promover a degradacdo dos farmacos e observar a potencialidade do FTIR-
ATR na identificacdo desse processo;

4. Com auxilio da ferramenta iPCA, identificar as bandas vibracionais relevantes

ao processo exploratdrio que possibilitem a identificacdo da degradacao.



22

4 MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas dez amostras do farmaco captopril, provenientes de sete
laboratorios diferentes, considerando-se medicamentos genéricos ou nao, e variando-
se a dosagem do ativo para um determinado fabricante, escolhido em funcdo do
menor custo quando da aquisicao (amostras 08 a 10). A identificacéo de cada amostra

€ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Informagbes das amostras de captopril.

Dosagem de Massa do Concentracao
Amostra Laboratério captopril * comprimido de captopril

[mg] [mg] [ma/g]
CA01 Cimed** 25 79,4 3149
CA02 Geolab 25 100,2 249,5
CA03 Neo Quimica 25 170,7 146,5
CA04 Legrand** 25 149,8 166,9
CAO05 Unido Quimica** 25 132,1 189,3
CA06 Neo Quimica** 25 169,8 147,2
CA07 Medley** 25 101,2 247,0
CA08 Teuto** 25 87,6 285,4
CA09 Teuto** 12,5 52,2 239,5
CA10 Teuto** 50 120,6 414,6

* Dosagem por comprimido informada pelo laboratério fabricante.
** Medicamento genérico.

As amostras foram pesadas e maceradas em gral de 4gata. A massa de cada
comprimido esté indicada na Tabela 1, bem como a concentracdo do ativo em cada
comprimido, calculada com base na massa registrada.

A aquisicao dos espectros se deu na regiao do infravermelho médio, de 4000 a
650 cm?, utilizando o espectrémetro Spectrum 400 da Perkin Elmer, com acessorio
para ATR acoplado, com resolucédo de 4 cm™. Foram acumuladas 32 varreduras para
cada espectro, e as amostras foram analisadas em triplicata.

Avaliou-se também a degradacédo do farmaco, dissolvendo-se as amostras 01, 04,
06, 08 e 10 em agua milli-Q e deixando-as em estufa a 80°C por aproximadamente

2,5 dias. Evaporou-se toda a agua e adquiriu-se novos espectros de infravermelho.
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Esse conjunto de amostras foi identificado pelo codigo DS, seguido do numero da
amostra. Os mesmos farmacos também foram levados a estufa a 80°C, no estado
sélido, para avaliacdo da degradacao por exposicdo ao calor em ambiente livre de
umidade. Esse conjunto foi denominado DA.

Os espectros realizados para avaliar a degradacédo, bem como novos espectros
das amostras originais, foram registrados em duplicata, na regido de 4000 a 650
cml, em espectrometro da Bruker Alpha, empregando ATR com cristal de diamante,
resolucdo de 4 cm e 32 varreduras. A troca do equipamento se deu em virtude de o
espectrometro inicialmente utilizado ter saido de funcionamento.

O pré-tratamento dos dados foi realizado com auxilio do software livre ChemoStat,
aplicando-se filtro de Savitzky-Golay, com polinémio de grau 1 e janela de 13 pontos.
Em seguida os espectros foram normalizados em um intervalo de 0 a 1, e aplicou-se
a primeira derivada, também em uma janela de 13 pontos, seguida da transformacao
SNV.

A analise exploratdria dos dados foi realizada a partir do estudo das PCAs e HCAs
obtidas igualmente por meio do software ChemoStat. Para tanto, os dados foram

centrados na média.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DA UNIFORMIDADE ENTRE FORMULACOES

Os espectros das triplicatas das dez amostras obtidos na regido do infravermelho
médio estdo apresentados na Figura 5, os quais foram alisados a fim de aumentar a

relagéo sinal/ruido.

Figura 5 — Espectros de infravermelho das amostras apds alisamento, obtidos na
regido de 4000 a 650 cm™.
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As principais bandas observadas no espectro da Figura 5 correspondem
as seguintes: Entre 700 cm? e 600 cm?' ocorre absor¢do pela ligacdo
C-S; em 1320 cm? e em 1400 cm? aparecem duas bandas provenientes,
respectivamente, de deformacdes axial de C-O e angular de O-H de acido
carboxilico; as bandas em aproximadamente 1600 cm? e 1730 cm*
correspondem ao estiramento da ligagdo C=0O de amida | e de &cido
carboxilico, respectivamente; a banda de deformagdo axial de S-H de
mercaptanas ocorre em 2550 cm?' e a de O-H de &cido carboxilico é
observada entre 3300 cm! e 2500 cm™.

Através da analise da Figura 5, pode-se verificar que a regido de maior
variabilidade espectral compreende as bandas aproximadamente entre 1800 a 701
cml, sendo, portanto, considerada a regido de impressao digital dos farmacos. Por

esse motivo, essa foi a faixa selecionada para estudo.
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Com a finalidade de reduzir as interferéncias provenientes da amostragem e
ruidos experimentais originados durante a aquisicdo dos espectros, além do filtro de
Savitzky-Golay, aplicou-se também a normalizacdo, e em seguida a primeira derivada,
a qual, além de corrigir a variacdo na linha de base, auxilia também na visualizacéo
da posicdo de cada banda de absor¢cdo. Como ultima transformacéo para o pré-
tratamento dos dados, efetuou-se a SNV com o objetivo de corrigir efeitos fisicos
resultantes das leituras no espectrometro. Os espectros resultantes dessas

transformacoes estado apresentados na Figura 6.

Figura 6 — Espectros FTIR-ATR pré-tratados das amostras, onde somente a regiao

entre 1800 a 701 cm-1 foi selecionada.
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A partir dos dados pré-tratados dos espectros das amostras comerciais, iniciou-se
o estudo quimiométrico dos farmacos, obtendo-se primeiramente o dendrograma

mostrado na Figura 7 para HCA.
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Figura 7 — Dendrograma dos farmacos analisados. As letras apds o codigo de cada
amostra representam as triplicas realizadas.
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A HCA representa a distancia Euclideana entre as amostras no espaco
multidimensional. Assim, percebe-se rapidamente, pelo dendrograma da Figura 7, que
as amostras CA03 e CA06 sao as mais distintas quando comparadas ao restante dos
farmacos. Entretanto, as mesmas encontram-se bastante proximas entre si, indicando
elevada semelhanca quimica entre elas.

Essa proximidade pode ser explicada pela procedéncia das amostras. Como
ambas sdo fabricadas pelo mesmo laboratoério, suas formulacdes devem ser bem
similares, embora uma delas seja declarada com medicamento genérico.

Outras correlacfes podem ser retiradas da HCA, no entanto optou-se por realizar
uma PCA para possibilitar o estudo das segregacdes em funcéo dos fatores obtidos,
relacionando-as as bandas de infravermelho representadas por cada componente
principal (loadings).

Conforme indicado pelo software ChemoStat, as duas primeiras componentes
principais (PC1 e PC2) representam 91,91% da variabilidade total dos dados, sendo
consideradas bastante representativas na analise exploratoria das amostras de
acordo com as semelhancas espectrais.

Primeiramente avaliou-se o grafico de pesos (escores) da PC1 versus PC2,
mostrado na Figura 8. Por esse grafico observa-se agrupamento entre as amostras

CA02, CA08, CA09 e CA10, contidas na elipse, as quais apresentam valores
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semelhantes para PC1. Essa componente positiva representa as bandas relacionadas
principalmente ao ativo captopril, conforme pode ser observado por comparacao do
grafico de loadings dessa PC (Figura 9) com o espectro do padrdo de captopril que
sofreu 0 mesmo pré-tratamento das amostras, apresentado no Anexo A.

Por apresentarem aproximadamente o mesmo valor para PC1, pode-se concluir
que possuem concentracbes semelhantes do principio ativo. Somente a amostra
CA10 possui concentracdo superior as demais. Essas observacdoes podem ser

confirmadas através das informacdes contidas na Tabela 1.

Figura 8 — Gréfico de escores da PC1 em funcdo da PC2 para as amostras de

captopril.
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Figura 9 — Grafico de loadings da PCL1.
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As demais amostras demonstram uma tendéncia linear, indicando uma
composicao da fase excipiente bastante semelhante, porém distinta das anteriores. A
posicdo da seta no gréafico indica um aumento da concentracdo do ativo. Assim,
percebe-se que as amostras CAO01 e CAO7 sdo as que possuem maiores
concentracOes de captopril, ou seja, aquelas que possuem menores massas por
comprimido (comparando-se amostras que apresentam a mesma dosagem),
conforme exposto na Tabela 1, seguidas pela CA04 e CAO05, cujas massas sao
intermediarias, e por ultimo tem-se as mais diluidas, ou seja, as amostras CAO03 e
CAO06, as quais possuem as maiores massas e consequentemente, maior influéncia
dos excipientes representados pelas componentes negativa da PC1 e positiva para
PC2, cujas principais bandas de absorcdo encontram-se aproximadamente em 1400,
1000 e 800 cm™, verificadas por comparacéo do grafico da Figura 10 com o espectro
dos excipientes apresentado no Anexo A.

Essas bandas sdo bem caracteristicas do amido e da lactose, porém, 0s outros
componentes encontrados nos comprimidos, assim como contaminantes, também

podem colaborar para o aparecimento de bandas nessa regiao.
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Figura 10 — Grafico de loadings para a PC2.
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5.2 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO FARMACO

A degradagdo do medicamento foi avaliada para as amostras 01, 04, 06, 08 e 10
por possuirem as composi¢cdes mais distintas dentro do espac¢o amostral.

Os espectros alisados e normalizados das amostras comerciais (CA) estao
apresentados na Figura 11. As amostras soélidas que passaram por aquecimento em
estufa (DA) estdo mostradas na Figura 12, e as que foram dissolvidas em agua antes
do aquecimento (DS) estao mostradas na Figura 13.
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Figura 11 — Espectros FTIR-ATR alisados e normalizados das amostras CA01, CA04,
CA06, CA08 e CA10, na regiéo de 4000 a 650 cm™.

Figura 12 — Espectros FTIR-ATR alisados e normalizados das amostras DAO1, DA0O4,
DAO06, DAO8 e DA10, na regido de 4000 a 650 cm™.
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Figura 13 — Espectros FTIR-ATR alisados e normalizados das amostras DS01, DS04,
DS06, DS08 e DS10, na regido de 4000 a 650 cm™.
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Seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, selecionou-se
apenas a regido de impressao digital, entre 1800 a 701 cm™, e aplicou-se as mesmas
transformacdes utilizadas nos espectros das amostras originais antes de dar inicio a
andlise exploratéria dos dados.

A HCA mostrada na Figura 14 demonstra uma segregacao do conjunto DS em
relacdo ao restante das amostras, indicando uma modificacdo significativa nos
produtos quando comparado a degradacédo do tipo DA. No entanto, a amostra DA04

mostrou-se mais susceptivel a degradacao, agrupando-se aos produtos do grupo DS.
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Figura 14 — Dendrograma das amostras CA, DA e DS, realizado para a regido de
impresséo digital do farmaco.
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Para identificar as bandas relacionadas ao processo de degradacao, utilizou-se a
iPCA, dividindo-se o0 espectro em 9 intervalos equidistantes. Cada um desses

intervalos esta indicado na Figura 15.

Figura 15 — Gréfico de loadings dos espectros das amostras CA, DA e DS, divididos
em 9 intervalos equidistantes.
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As colunas indicadas por cores diferentes no gréafico da Figura 15 representam as
cinco primeiras PCs para cada um dos intervalos destacados. A altura de cada coluna
corresponde ao percentual de variancia representado por cada PC.

Analisando-se os gréficos de escores da PC1 versus PC2 para cada intervalo da
IPCA, observa-se que as regides 1, 2, 3 e 8, mostradas na Figura 16, discriminam as
amostras da mesma maneira que a HCA da Figura 14.

Figura 16 — Graficos de pesos da PC1 x PC2 para os intervalos 1, 2, 3 e 8. Nota: as
amostras do grupo CA estédo representadas em roxo; as da classe DA estdo em

vermelho; e as DS em azul claro.
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Os intervalos selecionados correspondem, respectivamente, as regides de 1800 a
1678, 1677 a 1555, 1554 a 1432 e 944 a 823 cm™. Em todos os casos, a PC1
diferencia o grupo DS do restante das amostras, a excecdo da DAO4, conforme
exposto anteriormente.

Assim, a componente positiva da PC1, verificada pelo grafico de loadings da
Figura 15, contém informacdes relativas ao processo de degradacao.

Embora néo seja possivel garantir o que ocorre durante a degradacao analisando-
se somente os espectros de infravermelho, € provavel que tenha havido a dimerizacao
do captopril quando solubilizado em agua, conforme descrito na literatura31415 no
entanto essa degradacdo ndo pode ser confirmada pelo método apresentado nesse

trabalho.
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6 AVALIACAO DE CUSTOS

A anadlise de custos se deu por comparacdo da metodologia sugerida nesse
trabalho em relacdo ao procedimento proposto pela Farmacopeia Brasileira para
avaliagdo da uniformidade de doses unitarias e ensaios de pureza. Para os calculos,
considerou-se 0s gastos para analise de um grupo de 100 amostras.

6.1 PROCEDIMENTO DESCRITO PELA FARMACOPEIA
6.1.1 Uniformidade de doses unitéarias

De acordo com a Farmacopeial®, a técnica utilizada para analise da uniformidade
de conteudo exige dissolugcdo de cada comprimido separadamente em baldo
volumétrico contendo 5 mL de agua com posterior adicdo de mistura etanol e agua
(1:1) até a metade do volume do baldo. Em seguida, deixar em ultrassom por 15
minutos, seguido de agitacdo mecanica por mais 15 minutos. Completar o volume com
a mesma mistura, homogeneizar e filtrar a solu¢édo. Diluir com o0 mesmo solvente até
concentracéo de 0,002% (m/v). Preparar solucéo padrao de mesma concentragéo e
medir as absorbancias de todas as solucdes preparadas em espectrofotbmetro UV/Vis
em 212 nm. Utilizar mistura de etanol:agua (1:1) para ajuste do zero no equipamento.
Calcular a quantidade de captoprii em cada comprimido a partir das leituras
realizadas.

Assim, para analise de um comprimido com dosagem de 25 mg de captopril, deve-
se dissolve-lo em um balédo volumétrico de 100 mL, obtendo-se uma concentracéo de
0,025% do ativo. Em seguida, realiza-se uma diluicdo de 12,5x, retirando uma aliquota
de 2 mL e completando a 25 mL com o solvente indicado. Dessa maneira, obtém-se
e concentracgéo final desejada, utilizando, assim, 59 mL de etanol por amostra.

Outras diluicBes poderiam ser realizadas visando a mesma concentracgao final, no
entanto sugere-se uma Unica diluicdo evitando-se gasto com solvente.

Além da amostra, deve-se preparar também a solucdo padrédo de captopril de
mesma concentracdo. Para isso, € necessario pesar 0,002g do padrao e diluir a 100
mL.

Os valores do solvente e padrao utilizados estéo indicados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Valor dos consumiveis para analise por UV/Vis.

Consumiveis Quantidade Preco (R$)
Etanol, ACS 1L 475,00
Captopril, 2 98% 50 1.262,00
Papel filtro quantitativo, 12,5 cm 100 u 24,00

A Tabela 3 indica o custo aproximado para analise de 100 amostras, considerando

o preparo de uma Unica solucao de padréo de captopril.

Tabela 3 — Custo da anélise de 100 amostras por UV/Vis.

Etanol Captopril Papel filtro Custo
Solucgéao
Quant. R$ Quant. R$ Quant. R$ Total (R$)
100 amostras 590 mL - 100 u
. 304,00 0,50 24,00 328,50
Padréo 50 mL 2,0 mg -

Para avaliar o custo com mao de obra, considera-se o tempo para analise de 100

amostras, em duplicata, de cera de 5 horas.
6.1.2 Ensaio de pureza: limite de dissulfeto de captopril

A Farmacopeia®® indica a utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector UV a 220 nm para a quantificacdo do dimero do captopril. A
coluna deve ser empacotada com silica quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano
(5 um), com dimensdes de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
mantida a temperatura ambiente. Utilizar uma mistura de &cido fosférico a 0,11% (v/v)
e metanol (45:55) como fase mével, com fluxo de 1 mL/minuto.

Preparar uma solucéo de dissulfeto de captopril a 1 mg/mL em fase mével. Pipetar
3 mL dessa solugédo para baldo de 100 mL e completar com fase mével (Solucdo
teste).

Para preparar a Solugcdo amostra deve-se pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade do p6 equivalente a 50 mg de captopril para baldo volumétrico
de 50 mL, acrescentar 30 mL de Fase moével, deixar em ultrassom por 15 minutos e
agitar mecanicamente durante 15 minutos. Completar o volume com o0 mesmo

solvente. Homogeneizar e filtrar.
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Injetar, separadamente, 20 uL da Solugao teste e da Solugao amostra. A area do
pico relativo ao dissulfeto de captopril obtido na Solucdo amostra ndo deve ser
superior a area do pico relativo ao dissulfeto de captopril obtido na Solucéao teste.

A Tabela 4 indica os valores dos consumiveis necessarios nessa analise.

Tabela 4 — Valor dos consumiveis utilizados para analise por HPLC.

Consumiveis Quantidade Preco (R$)
Acido fosforico, 49-51%, grau HPLC 500 mL 564,00
Metanol, grau HPLC, 299,9% 1L 108,00
Filtro de seringa, 0,45 um 500 unidades 1660,00
Dissulfeto de captopril 10 mg 745,00

A Tabela 5 descreve o custo aproximado para 100 analises por HPLC,
considerando um tempo de corrida de 8 minutos?’. Para o célculo, desconsiderou-se

o tempo de estabilizacdo do equipamento e o tempo de injecao.

Tabela 5 — Custo de 100 analises por HPLC.

Consumiveis Quantidade R$

Acido fosforico 1 mL 1,13

Metanol 531 mL 57,35
Filtro de seringa 100 unidades 332,00

Dissulfeto de captopril
10,0 mg 745,00
(Solucéo Teste)

Custo Total (R$) 1135,48

Estima-se que a determinacdo de dissulfeto de captopril por HPLC necessite de
1660 minutos para 100 analises, em duplicata, considerando tempo de preparo de
amostra e de corrida, equivalendo a aproximadamente 28 horas de trabalho. Para um

turno de 8 horas por dia de um analista, esse ensaio levaria 3,5 dias.
6.2 CUSTO DO ENSAIO UTILIZANDO FTIR-ATR

Para realizar a analise por infravermelho, necessita-se apenas de papel macio e
acetona para realizar a limpeza do cristal de ATR. Na Tabela 6 estdo descritos os

custos desse ensaio para 100 amostras.
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Tabela 6 — Custos da analise de 100 amostras por infravermelho.

Acetona, ACS Papel paralimpeza
Numero de Custo Total
. Custo . Custo
amostras Quantidade Quantidade (R$)
(R$) (R9$)
100 1L 25,00 4 rolos 7,00 32,00

Adquirindo espectros de infravermelho dos comprimidos é possivel avaliar tanto a
uniformidade entre as amostras, como a presenca do dimero do captopril em uma
Gnica analise, reduzindo-se, assim, custos de ensaio e tempo de analise.

Com relacdo ao custo com mao de obra, a analise por infravermelho € bastante
vantajosa em virtude do tempo reduzido do ensaio. Assim, 100 amostras, em
duplicata, podem ser analisadas por FTIR-ATR em aproximadamente 15 horas.
Soma-se a isso 0 tempo para tratamento e interpretacdo dos dados de cerca de 1
hora, resultando, portanto, em 2 dias de trabalho, considerando um turno de 8 horas

por dia.
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7 CONCLUSOES

A utilizacdo da espectroscopia no infravermelho médio em conjunto com
ferramentas de analise multivariada como a analise por hierarquia de agrupamentos
(HCA) e a andlise por componentes principais (PCA) permitiu a verificacdo da
uniformidade existente entre formulacdes produzidas por diferentes laboratérios,
incluindo um estudo sobre o comportamento da PCA ao se variar a concentracdo do
ativo. Além disso, o0 método mostrou-se eficaz na identificacdo da degradacdo do
farmaco através do algoritmo para analise por componentes principais por intervalos
(IiPCA).

Essa analise indica a possibilidade de utilizacdo da metodologia proposta no
controle de qualidade de uma industria farmacéutica, visto que, havendo uma
quantidade representativa de amostras, seria possivel identificar rapidamente um lote
de produtos cujas especificagcbes ndo estivessem de acordo com 0s parametros
estabelecidos.

Como vantagens do método tem-se a rapidez e simplicidade da técnica, baixo
custo por analise, além de nao utilizar reagentes quimicos, e exigir o minimo de

manipulagéo das amostras.
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8 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

As diferencas entre cada formulacdo poderiam ser verificadas mais claramente
obtendo-se espectros de FTIR-ATR separadamente para cada componente do
excipiente do medicamento. Assim, utilizando-se de métodos de analise multivariada
seria possivel inferir sobre a autenticidade das amostras.

Ja a determinacdo da concentracdo do ativo nos comprimidos poderia ser
realizada através de analises quantitativas por FTIR-ATR, verificando, dessa maneira,
a conformidade com a legislag&o vigente.

Além disso, sugere-se a utilizagdo da cromatografia para confirmacdo das

interpretacdes realizadas através do infravermelho.
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ANEXO A — ESPECTROS FTIR-ATR PRE-TRATADOS
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