UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE QUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

LAQQA - LABORATORIO DE QUIMIOMETRIA EM QUIMICA ANALITICA

o,
oY

UNICAMP

Estudo de polimorfismo em medicamentos utilizando técnicas espectroscopicas

aliadas a métodos quimiométricos

TESE DE DOUTORADO

AUTOR: WERICKSON FORTUNATO DE CARVALHO ROCHA
ORIENTADOR: Prof. Dr. RONEI JESUS POPPI

CAMPINAS - SP



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE
QUIMICA DA UNICAMP

Rocha, Werickson Fortunato de Carvalho.

R582e Estudo de polimorfismo em medicamentos utilizando
técnicas espectréscopicas aliadas a métodos
quimiométricos / Werickson Fortunato de Carvalho
Rocha. -- Campinas, SP: [s.n], 2010.

Orientador: Ronei Jesus Poppi.

Tese - Universidade Estadual de Campinas, Instituto
de Quimica.

1. Polimorfismo. 2. Quimiometria. |. Poppi, Ronei
Jesus. Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto
de Quimica. lll. Titulo.

Titulo em inglés: Study of polymorphism in drugs using spectroscopic techniques
coupled with chemometric methods

Palavras-chaves em inglés: Polymorphism, Chemometrics

Area de concentragdo: Quimica Analitica

Titulacao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora: Ronei Jesus Poppi (orientador), Marcelo Martins de Sena (1Q-
UFMG), Marcos Flores Ferrao (IQ-UFRGS), Maria |zabel Maretti Silveira Bueno (1Q-
UNICAMP), Fabio Augusto (IQ-UNICAMP), Francisco Benedito Teixeira Pessine (1Q-
UNICAMP)

Data de defesa: 30/09/2010



v



Dedico este trabalho aos meus

queridos pais, Adonias Maciel Rocha e
Sénia Maria de Carvalho Rocha.
Obrigado pelo amor, pelo apoio e

pela torcida em toda

minha trajetoria que esta s6 comecando.



Vi



Prélogo

Nao ouso escrever que as palavras que se seguem sdo totalmente minhas ou entdo
que as ideias sejam puros frutos dos meus pensamentos, sendo sdo apenas uma
compilacdo de tudo que tenho visto, ouvido, sentido e vivido nestes tltimos vinte e
nove anos. Pois, como ja escreveu Marcel , em sua tese, “Ndo escrevo nada que jd
ndo tenha lido antes em algum lugar”, ou algo assim.

E, se ao invés de ter dito, Deus tivesse escrito...

®No principio o tudo era nada, e o nada era tudo o que existia. Entdo, Deus escreveu:
u, =H,r

...e, de um tnico ponto do nada, surgiu o novo tudo, com suas dimensdes espaciais e
temporais. E Ele viu que isso era bom.

'0 novo tudo era ainda muito parecido com o nada do antigo tudo. Entdo, Deus

escreveu:

...e fez-se a luz. E Ele viu que isso também era bom: primeiro dia.

2A luz era maravilhosa, mas n@o havia o que ser iluminado. Entdo, Deus escreveu:

A

Hy(x)=Ew(x)

mMG

T

...e se formaram as poeiras cosmicas que se uniram gerando corpos celestes, inclusive
um denominado por Ele de “Terra”. E Ele viu que isso era bom: segundo dia.
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*Mas aquele novo corpo nio caberia uma eternidade vazia e sem propésitos. Entio,
Deus escreveu:

2H2 + 02 - 2H20

...e fez-se a dgua. E FEle escreveu ainda:

...e, aos aglomerados destes, chamou de continentes. E Ele viu que isso era bom:
terceiro dia.

*Mas as Suas criagdes ainda caminhavam isoladas e niio se encontravam em um ponto
comum. Entdo, Deus escreveu:

4'H+ e »> *He +20 +6y

...e fizeram-se as estrelas, iluminando e aquecendo seus arredores por todo o
Universo, inclusive o corpo chamado Terra. E Ele viu que isso era bom: quarto dia.

SMas tudo era ainda tdo triste. Entdo, Deus escreveu:

BASE

...e fez-se a vida e toda a sua diversidade. E Ele viu que isso era bom: quinto dia.

®Mas Deus sentia que sua obra ainda estava incompleta. Entdio, Deus moldou uma
criacdo especial e, ao invés de escrever ou simplesmente dizer, Ele deu seu coracio e
amor a estes seres...

...que foram diferenciados entre homens e mulheres. E Ele viu
que isso era bom: sexto dia.

Ao sétimo dia, Deus viu que tudo que havia feito era bom e estava exausto. Entio,
Ele descansou e se esqueceu (...ou ndo) de contar aos homens o que era € como
funcionava o novo tudo...

...e fez-se a ciéncia.
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Para ler mais...

0 A Lei de Hubble descreve os movimentos galaticos e é a base da Teoria de Expanséo do
Universo. Vide: Hawking, S.; “O Universo numa Casca de Noz”, 2* ed.; Mandarim, Sao
Paulo, 2002, pp. 76-77.

1 As Equacgdes de Maxwell sdo extensdes das Leis de Gauss, da indug¢do de Faraday e de
Ampere e descrevem o comportamento da luz, bem como sua interagdo com a matéria. Vide:
Halliday, D.; Resnick, R.; Walter, J.; “Fundamentos de Fisica - v.3: Eletro-magnetismo”, 4*
ed.; LTC Editora, Rio de Janeiro, 1996, pp. 309-316.

2 A Equacgdo de Schrodinger descreve as evolugdes temporais de sistemas fisicos definidos
pela Mecéanica Quantica, que caracterizam a matéria. Vide: McQuarrie, D.A.; Simon, J.D.;
“Physical Chemistry: A molecular approach”, University Science Books, Sausalito, Estados
Unidos, 1997, pp.73-75.

A Lei da Gravitacdo Universal de Newton define a forca de atracdo entre dois corpos devido
as suas massas. Vide: Halliday, D.; Resnick, R.; Walter, J.; “Fundamentos de Fisica - v.1:
Mecanica” 4 ed.; LTC Editora, Rio de Janeiro, 1996, pp. 86-87.

3 A égua foi primeiramente formada pela reacdo entre os gases hidrogénio e oxigénio,
iniciada por raios elétricos. Vide: Atkins, P.; Jones, L.; “Principios de Quimica:Questionando
a vidamoderna e o meio ambiente”, 3* ed., Bookman Editora, Sdo Paulo, 2006. E mais:
Teixeira, W.; de Toledo, C.M.; Fairchild, T.R.; Taioli, F. (organizadores); “Decifrando a
Terra”, Oficina de Textos, Sao Paulo, 2000.

A crosta terrestre é composta essencialmente pelos elementos Si e O que formam, dentre
outras, as estruturas dos tectossilicatos. Vide: Shriver, D.F.; Atkins, P.W.; “Quimica
Inorganica”, 3* ed., Bookman Editora, Sdo Paulo, 2003, pp. 395-400. E mais: Teixeira, W.;
de Toledo, C.M.; Fairchild, T.R.; Taioli, F. (organizadores); “Decifrando a Terra”, Oficina
de Textos, Sdo Paulo, 2000.

4 A energia das estrelas provém da fusdo nuclear de quatro dtomos de H, formando um
atomo de He e particulas subatdmicas. Vide: Halliday, D.; Resnick, R.; Walter, J.;
“Fundamentos de Fisica - v.4: Otica e fisica moderna”, 4* ed.; LTC Editora, Rio de Janeiro,
1996, pp. 285-289.

5 Os ribonucleotideos se unem formando os &acidos ribonucléicos (RNA), um dos
componentes essenciais a auto-replicagem de moléculas, propriedade na qual se baseia a
vida. Vide: Voet, D.; Voet, J.G.; Pratt, C.W.; “Fundamentos de Bioquimica”, Artmed
Editora, Sao Paulo, 2002, p. 43-50.

6 Inimeras formas do amor de Deus sdo narradas na Biblia Sagrada.

7 O sétimo dia Ele nos deixou como incentivo ao conhecimento e a busca de Seus maiores
mistérios.
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A CRIACAO

No principio, Deus criou os céus ¢ a terra. A terra estava informe e vazia; as
trevas cobriam o abismo e o Espirito de Deus pairava sobre as dguas.

Deus disse: “Faca-se a luz!” E a luz foi feita. Deus viu que a luz era boa, ¢
separou a luz das trevas. Deus chamou a luz DIA, ¢ as trevas NOITE. Sobreveio a
tarde e depois a manh3: foi o primeiro dia.

Deus disse: “Faca-se um firmamento entre as gguas, € separe ele umas das
outras.” Deus fez o firmamento e separou as jguas que estavam debaixo do
firmamento daquelas que estavam por cima. E assim se fez, Deus chamou ao
firmamento CEUS. Sobreveio a tarde e depois a manh3. foi o segundo dia.

Deus disse: “Que as dguas que estdo debaixo dos céus se ajuntem num mesmo
lugar, e apareca o elemento grido.” E assim se fez. Deus chamou o elemento arido
TERRA, e ao ajuntamento das dguas MAR. E Deus viu que isso era bom.

Deus disse: “Produza a terra plantas, ervas que contenham semente e jrvores
frutiferas que déem fruto segundo a sua espécie e o fruto contenha a sua semente.” E
assim foi feito. A terra produziu plantas, ervas que contém semente segundo a sua
espécie, e arvores que produzem contendo o fruto a sua semente. E Deus viu que isso
era bom. Sobreveio a tarde e depois a manh3. foi o terceiro dia.

Deus disse: “Facam-se luzeiros no firmamento dos céus para separar o dia da
noite; sirvam eles de sinais e marquem o tempo, os dias € 0s anos; e resplandecam no
firmamento dos céus para iluminar a terra.” Deus fez os dois grandes luzeiros: o
maior para presidir ao dia, e 0 menor para presidir a noite; e fez também as estrelas.
Deus colocou-o0s no firmamento dos céus para que iluminassem a terra, presidissem
ao dia e a noite, e separassem a luz das trevas. E Deus viu que isso era bom.
Sobreveio a tarde e depois a manha: foi o quarto dia.

Deus disse: “Pululem as dguas de uma multidio de seres vivos, € voem aves
sobre a terra, debaixo do firmamento dos céus.” Deus criou os monstros marinhos e
toda a multid3o de seres vivos que enchem as dguas, segundo a sua espécie, € todas
as aves segundo a sua espécie. E Deus viu que isso era bom. E Deus os abencoou:
“Frutificai, disse ele, e multiplicai-vos, e enchei as dguas do mar, e que as aves se

multipliquem sobre a terra.” Sobreveio a tarde e depois a manh3. foi o quinto dia.
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Deus disse: “Produza a terra seres vivos segundo a sua espécie. animais
domésticos, répteis e animais selvagens, segundo a sua espécie.” E assim se fez. Deus
fez os animais selvagens segundo a sua espécie, os animais domésticos igualmente, e
da mesma forma todos os animais, que se arrastam sobre a terra. E Deus viu que isso
era bom.

Ent3o Deus disse: “Facamos o0 homem a nossa imagem e semelhanca. Que ele
reine sobre os peixes do mar, sobre as aves dos céus, sobre os animais domésticos e
sobre toda a terra, e sobre todos os répteis que se arrastam sobre a terra.” Deus criou
0 homem a sua imagem; criou-o a imagem de Deus, criou o homem e a mulher.
Deus os abencoou. “Frutificai, disse ele, ¢ multiplicai-vos, enchei a terra e submetei-
a. Dominai sobre os peixes do mar, sobre as aves dos céus e sobre todos os animais
que se arrastam sobre a terra.” Deus disse: “Eis que eu vos dou toda a erva que da
semente sobre a terra, e todas as drvores frutiferas que contém em si mesmas as sua
semente, para que vos sirvam de alimento. E a todos os animais da terra, a todas as
aves dos céus, a tudo que se arrasta sobre a terra, e em que haja sopro de vida, eu
dou toda a erva verde por alimento.”

E assim se fez. Deus contemplou toda a sua obra, e viu que tudo era muito
bom. Sobreveio a tarde e depois a manh3. foi o sexto dia.

Assim foram acabados os céus, a terra ¢ todo o seu exército. Tendo Deus
terminado no sétimo dia a obra que tinha feito, descansou do seu trabalho. Ele
abencgoou o sétimo dia e o consagrou, porque nesse dia repousara de toda a obra da
Criac3o.

Tal ¢ a histéria da criac3o dos céus ¢ da terra.

Gn 1, 1-31; 2, 1-4.
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Frases

"Na maioria das vezes, um pepino é somente um pepino.”

(Sigmund Freud)

"Viva cada dia de sua vida como se fosse o ultimo, pois um dia desses vai ser mesmo."
(Alfred E. Newman)

"Nao ha nada mais vergonhoso do que alguém ser honrado pela fama dos antepassados e nao
pelo merecimento proprio.”

(Platao)

"Um amigo é alguém que gosta de vocé, apesar do seu sucesso."

(Murilo Felisberto)

"Ha duas coisas infinitas: o Universo e a tolice dos homens."

(Albert Einstein)

"Os vivos sdo e serdo sempre, cada vez mais, governados pelos mais vivos."

(Bar&o de ltararé)

"Aquilo que vocé mais sabe ensinar, é 0 que vocé mais precisa aprender..."

(Richard Bach)

"O maior enganado é aquele que engana a si préprio.”

(Ralph Waldo Emerson)

"Um génio é uma pessoa de talento que faz toda a licao de casa.”

(Thomas A. Edison)

"Muita luz é como muita sombra: ndo deixa ver."

(Carlos Cataneda)

"Engracado, costumam dizer que tenho sorte. SO eu sei que quanto mais eu me preparo mais
sorte eu tenho.”

(Anthony Robbins)

"O sentido da vida consiste em que nao tem nenhum sentido dizer que a vida nao tem sentido."
(Niels Bohr)

"E preciso viver, ndo apenas existir."

(Plutarco)

"A grandeza n&o consiste em receber honras, mas em merecé-las."

(Aristdteles)

"No carater, na conduta, no estilo, em todas as coisas, a simplicidade é a suprema virtude."
(Henry Wadsworth)

"Se vocé rouba idéias de um autor, é plagio. Se vocé rouba de muitos autores, € pesquisa.”
(Wilson Mizner)
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"As pessoas que vencem neste mundo sdo as que procuram as circunstancias de que precisam
e, quando ndo as encontram, as criam."

(Bernard Shaw)

"A verdade é a melhor camuflagem. Ninguém acredita nela.”

(Max Frisch)

"O homem esquece mais facilmente a morte do pai do que a perda do patriménio.”

(Nicolau Maquiavel)

"Errar € humano, mas quando a borracha se gasta mais do que o lapis, vocé esta positivamente
exagerando."

(J. Jenkis)

"E impossivel para um homem aprender aquilo que ele acha que j4 sabe."

(Epiteto)

"O unico lugar onde o sucesso vem antes do trabalho é no diciondrio."

(Albert Einstein)

"Posso nao concordar com nenhuma das palavras que vocé disser, mas defenderei até a morte
o direito de vocé dizé-las."”

(Voltaire)

"O mundo é um lugar perigoso de se viver, ndo por causa daqueles que fazem o mal, mas sim
por causa daqueles que observam e deixam o mal acontecer.”

(Albert Einstein)

"Se matamos uma pessoa somos assassinos. Se matamos milhées de homens, celebram-nos
como herdis."”

(Charles Chaplin)

“A vantagem de ter péssima memodria é divertir-se muitas vezes com as mesmas coisas boas
como se fosse a primeira vez.”

(Friedrich Nietzsche)

“Na vinganga e no amor a mulher é mais barbara do que o homem.”

(Friedrich Nietzsche)

“O verdadeiro homem quer duas coisas: perigo e jogo. Por isso quer a mulher: o jogo mais
perigoso.”

(Friedrich Nietzsche)

“O amor é o estado no qual os homens tém mais probabilidades de ver as coisas tal como elas
ndo sdo.”

(Friedrich Nietzsche)

Para finalizar....se quer algo, dependa o minimo possivel do outro, pois esse pode ndo poder te
ajudar no momento em que vocé mais precisar....

(Werickson Fortunato de Carvalho Rocha)
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Resumo
Autor: Werickson Fortunato de Carvalho Rocha
Orientador: Ronei Jesus Poppi

O estudo do fendmeno de polimorfismo em farmacos € muito importante
na industria farmacéutica. Dessa forma, tem sido extensivamente investigado,
devido ao seu impacto sobre a qualidade e eficacia das formulagbes
farmacéuticas.

Neste trabalho, trés novas metodologias para o controle de qualidade de
polimorfismo em farmacos foram propostas. O desenvolvimento, desses
métodos, visa tomar as andlises de controle de qualidade na industria
farmacéutica mais pratica, rdpida e sem a necessidade de consumo de
reagentes com alto grau de toxicidade.

Na primeira metodologia foi proposta a caracterizagdo da composicao
polimérfica do farmaco Piroxicam em formulagbes farmacéuticas utilizando
cartas de controle multivariadas baseada no calculo do sinal analitico liquido e
da espectroscopia na regiao do infravermelho préximo. Nesse caso, foi possivel
a identificacao da presenca das diferentes formas polimérficas nas formulacoes
farmacéuticas.

Em uma segunda metodologia, no qual também foi utilizado o farmaco
Piroxicam, procurou-se realizar a quantificacado e a distribuicdo de duas formas
polimérficas através da espectroscopia de imagem na regido do infravermelho
proximo aliado ao método quimiométrico PLS. Os resultados mostraram que
para ambos os modelos desenvolvidos os valores de RMSEP (%(m/m)) estéo
abaixo de 4%. Também foi possivel obter a informagéo da distribuicdo espacial
dos diferentes polimorfos nas formulagées farmacéuticas.

Na ultima metodologia utilizou-se da espectroscopia Raman e das cartas
de controle multivariadas para identificacdo no farmaco Carbamazepina de
adulteracdo em excipiente, transformacao de formas polimérficas por humidade
e detecgao de diferentes formas polimorficas. Foi possivel identificar a presenga
e a transformacao dos diferentes polimérficos presentes, além da sua correta
identificagcao.
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ABSTRACT

Author: Werickson Fortunato de Carvalho Rocha
Adviser: Ronei Jesus Poppi

The study of the polymorphism phenomenon in drugs is very important in
the pharmaceutical industry. Thus, it has been extensively investigated because
of its impact on the pharmaceutical formulations quality and effectiveness.

In this work, three new methods for quality control of polymorphism in
drugs were proposed. The development of these methods, aims to make the
analysis of quality control in the pharmaceutical industry more practical, faster
and without the need of reagent consumptions with a high degree of toxicity.

In the first method it was proposed the characterization of Piroxican
polymorphic composition in pharmaceutical formulations using multivariate
control charts based on the calculation of the net analytical signal and the near
infrared spectroscopy. In that case, it was possible to identify the presence of
different polymorphic forms of the drug in the pharmaceutical formulations.

In a second method, in which it was also used Piroxicam, there was an
attempt to carry out the quantification and distribution of two polymorphic forms
through the near-infrared imaging spectroscopy technique and PLS chemometric
method. The results showed that for both models developed the RMSEP values
(% (m / m)) are below 4%. It was also possible to distinguish the information from
local and global distributions of different polymorphics in pharmaceutical
formulations.

In the last method it was used Raman spectroscopy and multivariate
control charts to identify adulteration in excipients, polymorphic forms change by
humidity and the detection of different polymorphic forms in the Carbamazepine
drug.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO






1.1 Importadncia do estudo de polimorfismo na industria

farmaceéutica

Muitos principios ativos farmacéuticos existentes na forma de comprimidos
exibem polimorfismo, que € definido como a capacidade de uma mesma
substancia existir em uma ou mais fases cristalinas, com diferentes células
unitarias e, consequentemente, com arranjos moleculares distintos [1-3].Como
resultado, essas substancias apresentam mudangas nas propriedades fisicas,
termodindmicas, espectroscopicas, interfaciais e mecanicas [1-3], com
caracteristicas  distintas de dissolucdo, ocasionando alteracbes na
biodisponibilidade. Para os farmacos pouco solluveis, a velocidade de dissolucao
das diferentes formas polimérficas € o fator limitante da sua absor¢do. Como os
polimorfos originam-se de diferentes arranjos das moléculas ou ions no reticulo
cristalino e apresentam diferentes energias de interagdo no estado sélido e sob
um dado conjunto de condicdes, pode ocorrer a transicao polimérfica, ou seja, a
forma polimoérfica de maior energia tende a se transformar na forma de menor
energia.A eficacia terapéutica dos farmacos esta diretamente relacionado ao tipo
de forma polimoérfica presente no produto final, o que pode produzir, em casos
extremos, efeitos farmacoldgicos toxicos. Dessa forma, o seu controle € muito
importante pela industria farmacéutica.

A avaliagédo da estabilidade de um polimorfo deve ser avaliada durante os
estudos de pré-formulagéo, fase em que devem ser identificadas e determinadas
as possiveis transicées polimérficas que podem ocorrer em fungéo do tempo e da
temperatura de armazenamento, do tipo de processo de compressao e da redugao
do tamanho de particulas, as quais podem interferir na eficacia e seguranca do
produto final [4].

No processo de sintese de farmacos, em geral, a sequéncia de eventos
segue a seguinte ordem: sintese, purificagcao, cristalizacao, secagem e estocagem
do farmaco. Durante esses processos, ha a possibilidade de ocorréncia de
transformacdes polimorficas, o que faz que seja necessaria a identificagdo das

caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, bem como possiveis presencas de



contaminantes, residuos de solvente e de substancias relacionadas a sintese do
farmaco.

A cristalizacdo é um processo extensamente utilizado pela industria
farmacéutica quimica para a obtencéo de farmacos e excipientes durante estagios
iniciais ou finais da purificacdo e separagdo dos compostos, e € esse processo
qgue define o grau de pureza quimica e as propriedades fisicas da substancia que
esta sendo isolada, tais como tamanho e forma da particula, estrutura cristalina e
grau de imperfeicbes na mesma. Existem diversas estratégias que sdo aplicadas
pela industria farmacéutica para que, durante a cristalizagdo, se obtenha uma
determinada substancia com o indice de pureza especificado, apresentando o
maximo de rendimento. Tais estratégias envolvem o controle de fenédmenos e
caracteristicas fisicas, termodindmicas e fisico-quimicas intrinsecas ao farmaco
como a nucleagao, estabilidade termodinamica e solubilidade.

No controle do processo de cristalizacdo, os principais pontos a serem
avaliados s&o as taxas de nucleacéo e de crescimento do cristal [5]. Deve-se levar
em consideracdo a importancia do papel de cada solvente e impureza presentes
no processo de cristalizagdo, pois esses tém influéncia direta na possivel
formacao de polimorfos durante a purificacdo do material. Dependendo do sistema
de solventes a ser utilizado, a diferenca de estabilidade termodinamica de um
composto em relagdo aos outros permite a sua separagdo, de modo que o
polimorfo mais sollivel e menos estavel se cristalize antes.

Devido as diferentes propriedades termodindmicas entre os polimorfos, de
um sistema dimérfico, por exemplo, pode-se controlar a maior obtencao de uma
das formas pela acdo da temperatura. O resfriamento do sistema pode levar a a
formacdo da forma |, sendo a Il solivel neste sistema. A separacdo pode ser
realizada por filtracdo ou por um maior abaixamento da temperatura, o que
aumentaria a nucleagéo do polimorfo .

Alguns sistemas levam a obtencdo de um sélido que se apresenta como a
mistura das formas cristalina e forma amorfa. Nestes casos, a quantificagdo da
forma cristalina da mistura, medicao esta chamada de grau de cristalinidade, € um
fator importante a ser controlado, especialmente pela possibilidade de ocorréncia



de polimorfismo e pseudo-polimorfismo em um mesmo sistema. Esse ultimo
ocorre quando a hidratacao da estrutura cristalina.

O grau de cristalinidade de um farmaco pode ser estabelecido por técnicas
como a difratometria de raio-X [6] e a calorimetria diferencial exploratéria [7].
Essas técnicas sdo capazes de detectar alteragbes nas formas cristalinas,
apontando a presenca de formas polimérficas metaestaveis ou parcelas amorfas
do farmaco. Outras técnicas que podem ser utilizadas para identificacdo e
caracterizacdo de formas polimoérficas sdo: a ressonancia magnética nuclear de
alta resolucdao (RMN) [8], a espectroscopia na regidao do infravermelho (IR) [9] e a
espectroscopia Raman [10].

1.2 Tipos de polimorfismo em medicamentos

Baseados em diferencas nas propriedades termodindmicas, os polimorfos
podem ser classificados em um dos dois tipos: enantiotropico ou monotrépico. Um
sistema é enantiotropico quando a mudancga de uma forma cristalina para outra é
de carater reversivel. Por outro lado, um sistema € monotrépico se a mudanca da
forma cristalina acontece em uma Unica direcao, quer dizer, de forma irreversivel.
Do ponto de vista termodinamico, o cristal passa sempre de uma forma menos
estavel a uma forma mais estavel. Do ponto de vista da industria farmacéutica, a
forma mais estdvel ndo é sempre a mais desejada, pois uma forma com
estabilidade termodinamica maior, isto é, menos sollvel, tera por conseguinte
menor biodisponibilidade. Recordemos que as transigbes nos sistemas
enantiotrépicos sdo reversiveis, porque elas podem acontecer em ambos 0s
sentidos, do mais estavel para menos estavel ou vice-versa, dependendo da droga
em questao e dos tratamentos térmicos aos quais esteja exposta [11]. Segundo
Burger e Ramberger [12] e Vippagunta [13], € possivel estabelecer controles Uteis
para se determinar qualitativamente a natureza enantiotrépica e monotrépica das
relacbes entre polimorfos como, por exemplo, controle do calor de transicao,
controle do calor de fusdo e controle da densidade. Um aspecto importante é

determinar a existéncia, ou ndo, de uma temperatura de transicdo entre duas



formas polimérficas.Essa temperatura pode ser atingida em etapas diferentes de
elaboragdo de um produto farmacéutico, por exemplo, pelo calor recebido durante
a trituracao, granulagao ou armazenamento. Nessa temperatura, ambas as formas
apresentam energia livre idénticas, podendo coexistir, apresentar solubilidades
iguais em qualquer solvente ou apresentar pressdes de vapor iguais. Se pelo uso
dos controles for determinado que uma droga especifica seja enantiotrépica ou
monotrdpica, entdo a proxima etapa € definir termodinamicamente a propriedade
estavel ou metaestavel de cada fase da substancia como uma funcao da
temperatura. E necessario entdo, saber em que condigbes de inter-conversdo
obtém-se uma forma estavel. A forma termodinamicamente mais estavel
apresenta, abaixo da sua temperatura de fusdo, a menor energia livre,
correspondente a menor solubilidade ou pressao de vapor [13-14].

Durante a pré-formulacdo de um farmaco, como ja dito anteriormente, é
importante identificar o polimorfo que € estavel a temperatura ambiente e
determinar qual das transicbes polimorficas ocorre dentro da gama de
temperaturas usadas nos estudos de estabilidade e durante o processamento
(secagem, moagem, etc.). As variacbes de energia livre entre polimorfos podem
ser controladas usando varias técnicas a diferentes temperaturas, em que um
composto polimérfico é caracterizado preferencialmente por meio de diagramas de
fase, tais como: temperatura “versus” energia livre; pressao “versus” temperatura;
solubilidade “versus” temperatura; taxa de dissolucdo “versus” temperatura. Em
geral, esses diagramas contém uma grande quantidade de informagdes de forma
compacta e podem fornecer uma ferramenta visual facilimente interpretavel das
complexas relagcbes entre os polimorfos [14]. Nas Figuras 1 e 2, sdo mostrados
diagramas de temperatura “versus” energia livre de Gibbs para sistemas
polimoérficos. Uma forma mais direta de determinar a temperatura de transi¢éo é
por observagdo microscopica das amostras ou ainda por meio da calorimetria
diferencial de varredura, pois obtém-se a temperatura de fusdo dos diferentes

polimorfos [11].



1.3 Estabilidades relativas dos polimorfos

A estabilidade relativa dos polimorfos depende de suas energias livres, bem
como a do polimorfo mais estavel que tem uma menor energia livre. Sob um
cenario de condigbes experimentais definidas (com excecdo dos pontos de
transicao), apenas um polimorfo tem uma menor energia livre. Este polimorfo € a
forma termodinamicamente mais estavel e os outros polimorfos sao determinados
como uma forma metaestavel. Uma forma metaestavel é aquela que é instavel
termodinamicamente, mas tem uma existéncia finita como resultado de uma taxa
relativamente lenta de transformacao [15].

No diagrama da Figura 1 as curvas “a”, “b” e “c” representam
respectivamente, a entalpia para a fase liquida, para o polimorfo Il e para o
polimorfo I, enquanto que as curvas “d”, “e” e “f” representam respectivamente, a
energia livre de Gibbs para o polimorfo |, para o polimorfo Il e para a fase liquida.
Este diagrama representa uma situagdo para um sistema enantiotropico, para dois
polimorfos | e I, onde as curvas “d” e “e” cruzam-se na temperatura de transicao
(T1) que se localiza abaixo do ponto de fusdo dos respectivos polimorfos | e Il,
respectivamente, representados nesta figura pelas temperaturas T, e T3. Nesse
ponto os dois polimorfos podem coexistir como misturas em equilibrio, tendo a
mesma estabilidade. Na relacdo termodindmica enantiotrépica, como descrito
anteriormente, os polimorfos convertem-se um no outro de forma reversivel. A
intersec¢ao da curva “f” com as curvas “d” e “e” definem o ponto de fusdo desses
polimorfos.

No diagrama da Figura 1, o polimorfo | € a forma mais estavel, pois abaixo
do ponto de transicdo dos polimorfos € o que apresenta a menor energia livre de
Gibbs, presumivelmente a temperatura ambiente. Existe uma tendéncia

termodinadmica para a forma menos estavel se transformar na forma mais estavel.
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Figura 1 - Diagrama de Energia Livre (AG) versus Temperatura (AT) para um Sistema
Enantiotropico. a) Entalpia da fase liquida; b) Entalpia do polimorfo II; ¢) Entalpia do polimorfo I; d)
Energia livre de Gibbs para o polimorfo I; €) Energia livre de Gibbs para o polimorfo Il; f) Energia
livre de Gibbs para a fase liquida .

No diagrama da Figura 2 as curvas “d” e “e” representam a energia livre de
Gibbs, respectivamente, para o polimorfo Il e para o polimorfo |, enquanto que as
outras curvas tém o mesmo significado da Figura 1. O diagrama da Figura 2
representa uma situagcdo para um sistema monotropico, onde ndo ha ponto de
transicao abaixo dos pontos de fusdo dos polimorfos | e Il. O que é representado
pela auséncia do cruzamento das curvas “d” e “e”. Nestas condi¢des, para a
relagéo termodinamica monotrépica, os dois polimorfos | e Il ndo se convertem um

no outro, sendo o polimorfo | mais estavel em todas as temperaturas.
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Figura 2 - Diagrama de Energia Livre (AG) versus Temperatura (AT ) para um Sistema
Monotrépico. a) Entalpia da fase liquida; b) Entalpia do polimorfo II; ¢) Entalpia do polimorfo I; d)
Energia livre de Gibbs para o polimorfo Il; €) Energia livre de Gibbs para o polimorfo I; f) Energia
livre de Gibbs para a fase liquida.

Na industria farmacéutica, a forma metaestavel é, algumas vezes, desejavel
em relacdo a suas propriedades especiais, tais como alta biodisponibilidade,
melhor comportamento durante a trituracdo e compressdao, ou menor
higroscopicidade. No entanto, uma forma metaestavel tem uma tendéncia
termodinamica em reduzir sua energia livre pela sua transformacao na forma
estavel. Tais transformagdes polimérficas sdo muitas vezes prejudiciais para a
eficacia da formulacdo. Além do mais, nos processos de producdo e
processamento farmacéutico, tais como compactacdo, moagem, granulagao
umida e secagem, podem também ocorrer transi¢cdes polimorficas. A extenséo da
transicao polimérfica depende das condi¢cdes de processamento e da estabilidade
relativa dos polimorfos em questdo. A termodinadmica nos fornece um quadro no
qual a estabilidade relativa dos polimorfos pode ser determinada [15]. Portanto,
apenas no ponto da transi¢do termodindmica € que duas formas polimérficas
podem coexistir em misturas em equilibrio; em outra temperatura as tendéncias

termodindmicas conduziriam a transformacdo para a forma mais estavel. Isso



implica que, exceto na temperatura de transi¢cdo, os polimorfos terdo uma
existéncia limitada [14].

1.4 Farmacos escolhidos

Nesta tese foi escolhido os farmacos Carbamazepina e Piroxicam, que
apresentam polimorfismo, para o presente estudo, ambos doados pela empresa
farmacéutica EMS-Sigma Pharma. O Piroxicam [16] é um antiinflamatério usado
para aliviar os sintomas da artrite reumatoide, osteoartrite, dismenorréia primaria e
dor pés-operatéria, enquanto que a Carbamazepina [17] é um antipsicético
antiepiléptico usado para o tratamento de epilepsia, neuralgia trigeminal e na
sindrome de abstinéncia do &lcool. O Piroxicam apresenta quatro formas
polimérficas denominadas formas I, Il, lll e forma IV (forma hidratada) que podem
ser obtidas através do processo de cristalizagdo em solugdes saturadas com
diferentes solventes [18].

Neste trabalho foi utilizado as formas I, Il e Ill do Piroxicam, pois nao
conseguiu-se obter a forma IV.A forma | do Piroxicam é a que apresenta atividade
farmacéutica, pois € estavel a temperatura ambiente e possui uma alta
solubilidade e biodisponibilidade.

Ja para a Carbamazepina, que também possui quatro formas polimorficas:
forma |, forma I, forma Ill e a forma IV (dihidratada), conseguiu-se a obtencao de
todas as formas polimérficas utilizando diferentes solventes [17]. No que refere-se
a atividade farmacéutica € a foma Ill da Carbamazepina que é responsavel para o
tratamento. A Figura 3 mostra a férmula estrutural do Piroxicam e da
Carbamazepina.

Figura 3. a) Formula estrutural do Piroxicam; b) Formula estrutural da Carbamazepina.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo desta tese foi desenvolver novos métodos analiticos para o
estudo de polimorfismo em medicamentos utilizando as técnicas de
espectroscopia, microespectroscopia na regido do infravermelho préximo e
espectroscopia Raman aliados a métodos quimiométricos em trés diferentes

aplicagdes.
1.5.2 Objetivos especificos

- Construir cartas de controle multivariadas baseada no calculo do sinal
analitico liquido para caracterizar a composicao polimérfica do farmaco piroxicam
utilizando a espectroscopia no infravermelho préoximo.

- Realizar analise quantitativa de formulagdes farmacéuticas das formas
polimérficas | e Il do farmaco piroxicam através da microespectroscopia na regiao
do infravermelho préximo e do método quimiométrico PLS.

- Utilizar a espectroscopia raman e as cartas de controle multivariadas
baseada no calculo do sinal analitico liquido para identificar: adulteracdo no
excipiente, transformacao de formas polimérficas por umidade e deteccdo de

polimorfos diferentes para o farmaco carbamazepina.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTOS E ASPECTOS QUANTITATIVOS DAS
ANALISES ESPECTROSCOPICAS
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2.1 Espectroscopia vibracional

Denomina-se espectroscopia vibracional a técnica de analise na qual se
utiliza a radiacao eletromagnética para estudar o comportamento vibracional de
moléculas, observando-se a absorcao ou espalhamento dessa radiagdao [1]. A
absorcdo da radiagcao ocorre na regiao do infravermelho, que vai de 12.800 a 10
cm', quando uma molécula sofre variagdo no seu momento de dipolo elétrico
como consequéncia do seu movimento vibracional ou rotacional. J& o
espalhamento da radiagdo, ocorre quando a energia da radiagdo monocromatica
incidente é levemente modificada pela interagdo inelastica com um dos modos de
vibragdo da molécula [2]. Em uma molécula, o numero de vibragbes, a descri¢cao
dos modos vibracionais e sua atividade em cada tipo de espectroscopia
vibracional (Raman e infravermelho) podem ser previstas a partir da sua simetria e
da aplicacdo da teoria de grupo. Embora ambas as espectroscopias estejam
relacionadas as vibracdes moleculares, os mecanismos de origem dos espectros
correspondentes sao totalmente distintos. Em decorréncia disso, os espectros
obtidos apresentam diferengas significativas, um exemplo disso é que quando ha
a ocorréncia de um mesmo pico nos espectros Raman e no infravermelho,
observa-se que o seu tamanho relativo é diferente em cada um dos dois. Existe,
também, o caso em que um determinado pico aparece em um tipo de espectro e é
totalmente ausente no outro. Devido a essas diferengas, a espectroscopia no
infravermelho é mais eficiente em alguns casos, enquanto em outros a
espectroscopia Raman oferece espectros mais Uteis. De modo geral, pode-se
dizer que as espectroscopias Raman e infravermelho sdo técnicas
complementares [3].

A espectroscopia vibracional tem sido utilizada para a distingdo de
compostos que apresentam polimorfismo em diversos farmacos [4,5]; tais
exemplos sdo as os trabalhos publicados com espectroscopia de reflectancia
difusa no infravermelho (DRIFT-IR) [6,7], a espectroscopia de reflexdo total
atenuada no infravermelho utilizando transformada de Fourier (ATR-FTIR) [8,9], a
espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR) [10,11] e a espectroscopia Raman
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[12-15]. H& outras técnicas para o estudo de polimorfismo, tais como a
microscopia Optica e a determinacdo do ponto de fusdo, mas essas nao
apresentam a resolucdo necessaria para diferenciar formas polimoérficas em
diversos farmacos.

Uma breve discussdo sobre as teorias envolvidas em cada tipo de

espectroscopia sera agora apresentada.

2.1.1 Principios basicos da espectroscopia no infravermelho

A maioria dos compostos organicos e inorganicos possui ligacoes
covalentes, que absorve radiagdo na regidao do infravermelho [1,16]. A Tabela 1
ilustra a porcdo desta faixa no espectro eletromagnético e a sua divisdo em trés
partes [2,17].

Tabela 1. Divisdo do espectro eletromagnético na regido do infravermelho em

trés partes principais.

Comprimento de
Regiao Caracteristica
onda/Frequéncia

Infravermelho 0,8-2,5 um Regido

préximo (12500-4000 cm™) harménica/combinagao

Infravermelho
2,5-50 pm (4000-200 cm™) | Regido de vibragao-rotagao
médio

Infravermelho
50-1000 um (200-10 cm™) Regiao de rotagao
distante
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Para absorver radiagao infravermelha, a molécula precisa sofrer variagao
do momento de dipolo como consequéncia dos movimentos vibracional ou
rotacional, como ja dito anteriormente. Por isso, por exemplo, tanto o gas cloro
como o iodo ndo possuem espectros de infravermelho, pois 0 momento de dipolo
resultante é igual a zero em ambos os casos. Na temperatura ambiente, a maioria
das moléculas estd no nivel de energia vibracional fundamental. Atomos ou
grupos de dtomos sdo deslocados um em relagéo ao outro numa frequéncia que é
diretamente proporcional a constante de forca de ligacdo e inversamente
proporcional a massa reduzida [1,18]. No caso de moléculas diatdmicas simples, €
possivel calcular as frequéncias vibracionais tratando a molécula como um

oscilador harménico. A frequéncia da vibragao é dada por:

1 |k
V=—_— 1
27\ (1)

onde “v” é a frequéncia (vibragdes por segundo), “k "é a constante de forga (N.m"

"), isto é, a forca de estiramento e de restauracdo entre dois atomos e “Y” é a
massa reduzida por molécula (kg); u é definido pela relacéo:
m,m, «

M4 = massa reduzida , u=—————, “my
ml+m2

e “my” massas dos atomos em

gramas/mol.

E costume, entretanto, caracterizar as bandas de absorcdo em unidades de
nimeros de ondas “v” que sdo0 expressas em centimetros reciprocos (cm™). As
vezes, comprimentos de onda “A” medidos em micrometros (um) sao utilizados. A
relagdo entre as duas quantidades é:

1 v
i e
onde “c” € a velocidade da luz no vacuo. Entao:

o L |k
V—sz; (3)

(2)

V=
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A frequéncia é diretamente proporcional a energia, de acordo com a equacao 4.
Esta energia pode ser transferida a partir de um féton de um dado comprimento de

onda (A).

E=hv=— (4)

E = energia
h = constante de Planck

v = frequéncia
/= comprimento de onda

O modelo classico mais simples empregado para explicar a interacéo entre
a radiacdo e a matéria na regiao do infravermelho € representado por uma
molécula diatdmica, no qual os atomos sao representados como duas esferas
macigas “m+” e “my” conectadas com uma mola com uma constante de forga “k ”.

Quando uma ligacdo da molécula que possui momento dipolar vibra, ocorre
uma variacado do momento dipolar e surge um campo que pode interagir com o
campo elétrico associado a radiagdo. Ocorre transferéncia de energia e resulta em
uma variacao da amplitude da vibragdo molecular e a consequéncia é a absorcao
de radiacdo. [2]

Sabe-se que a temperatura ambiente, a maioria das moléculas encontra-se
no estado fundamental. Quando se irradia uma quantidade de energia na regiao
do infravermelho, pode-se excitar a molécula para um estado de energia superior.
A molécula passa para um nivel vibracional superior. Mais ainda, a teoria quantica
indica que as Unicas transicdes que poderiam ocorrer seriam aquelas em que o

nuamero quantico vibracional muda de uma unidade, isto é, Av=+1[16,19], essa

caracteristica € denominada de regra de selegao.

A variagao de energia entre o estado fundamental de uma molécula e o
primeiro estado de energia vibracional corresponde a frequéncia da radiacao
eletromagnética na regiao do infravermelho médio (2,5 um a 16 ym), enquanto a

by

diferenca entre o estado fundamental e o0 segundo estado de energia se refere a

O

radiagdo do infravermelho préximo (750 nm a 2,5 ym). Esta ultima propriedade
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utilizada para fornecer espectros do infravermelho préximo, que correspondem a

intensidades menores: sdo denominadas de sobretons, ou combinacées de modos
vibracionais (v=v, +v,). As chamadas bandas proibidas sdo 10 a 1000 vezes

mais fracas do que as bandas fundamentais [16]. Essas bandas s6 ocorrem
devido a anarmonicidade do modelo de niveis de energia, ou seja, a propriedade
de um oscilador anarmdnico.

No modelo harménico, Figura 4.a, existem limitagbes, pois este néo
descreve o comportamento de repulsdo coulombiana entre os dois nucleos a
medida que dois atomos se aproximam. Esta repulsdo produz uma for¢ca que age
na mesma direcdo da forca de restauracdo da ligacdo; assim espera-se que a
energia potencial aumente mais rapidamente do que o observado no modelo do
oscilador harménico. Na situagcao oposta, em que a distancia entre os atomos
aumenta, ha um decréscimo na forca de restauracdo e, portanto, da energia
potencial. E observado quando a distancia interatdmica se aproxima daquela em
que ocorre a quebra da ligagao.

O comportamento anarménico conduz a desvios de dois tipos, 0 primeiro
deles é que os niveis de energia ndo sao iguais, como pode ser visto na Figura
4.b. O segundo tipo de desvio provocada pela anarmonicidade é que a regra de
selecdo nao € seguida rigorosamente.

F 3

d

energia
potencial

equi I.i brio e quillibri [-] di stanaa
intaratémica

Figura 4. Comportamento da energia potencial em relagdo a vibragdo molecular para os modelos
do (a) oscilador harmonico e (b) anarménico.

19



Em alguns casos, de acordo com o numero de atomos, podemos prever
quantos modos vibracionais a molécula possui: 3N-6 e 3N-5 para moléculas
lineares, onde “N” é o numero de atomos. A seguir observam-se alguns exemplos

na Figura 5:

n
N N N

Ea S
Estiramento Estiramento Deformagédo angular
assimeétrico SIMETico ( assimétrica fora do plano)

7\
-\;\ o 8 s

Defonnagao angular Deformag;ao angular Deformag;ao angular
( assimétrica no plano) (simétrica no plano)  (simétrica fora do plano)

Figura 5. Modos vibracionais de uma molécula de geometria angular.

2.1.2 Principios basicos da espectroscopia Raman

O espalhamento da luz, conhecido como espalhamento Raman, pode ser
entendido como o redirecionamento da luz, que pode ocorrer quando uma onda
eletromagnética, isto €, um raio de luz incidente encontra um obstaculo, ou seja,
um sélido, liquido ou um gas, que é capaz de espalhar a radiacdao. Como a onda
eletromagnética incidente interage com a matéria, as 6rbitas dos elétrons que
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constituem o interior das moléculas sao pertubadas periodicamente com a mesma

frequéncia “v,” do campo elétrico da onda incidente. A pertubagédo da nuvem

eletrbnica resulta em uma separacdo de carga dentro das moléculas, que é
conhecido como momento dipolo induzido. A oscilagdo do momento dipolo
induzido € manifestada através da fonte de radiacdo incidente que é capaz de
provocar o espalhamento da luz. A maior parte da luz espalhada é emitida com

frequéncia idéntica “v,” a da luz incidente, processo conhecido como

espalhamento elastico [20]. Entretanto, ha também o espalhamento de luz com
frequéncia diferente da luz incidente, processo conhecido como espalhamento
inelastico. O espalhamento Raman é um exemplo de espalhamento inelastico. A
Figura 6, abaixo, demonstra o processo de espalhamento da luz através de uma
interacdo complexa entre a radiagcdo eletromagnética incidente e a estrutura

atébmica ou molecular de um material.

Onda eletromagnética
incidente (v )

Campo elétrico

Onda espalhada
(Vo)

Figura 6. Representagcido do espalhamento da luz em uma espécie que apresenta um momento
dipolo induzido devido a interagdo com uma radiagao eletromagnética incidente.

Como ja discutido anteriormente, uma onda eletromagnética incidente
induz um momento de dipolo durante a interacdo do material com a luz. A

intensidade do momento de dipolo induzido, “P”, é representado pela equacgao,

P=aE , (5)
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Em que “a” é a polarizabilidade e “E” é o campo elétrico da onda
eletromagnética incidente. A polarizabilidade é uma propriedade do material que
depende da estrutura molecular e da natureza da ligacdo [21,22]. Para a onda

eletromagnética incidente, o campo elétrico pode ser expresso da seguinte forma:
E=E, cos(27n/0t), (6)

Em que “v,” é a frequéncia em Hertz (Hz) da onda incidente. Substituindo

a equacao (6) na equacao (5), uma vez que o momento dipolo induzido depende
do tempo, temos:

P=qaE, cos(27n/0t) (7)

Como a habilidade de pertubar a nuvem eletrbnica de uma estrutura
molecular depende da localizag&o relativa dos atomos individuais, conclui-se que
a polarizabilidade é uma funcao da posicao instantanea dos atomos presentes na
molécula. Para uma ligacdo molecular, os dtomos individuais sdo confinados em
modos vibracionais especificos, em que os niveis de energia vibracionais sao
quantizados de uma maneira similar as energias dos elétrons. A energia de um

modo vibracional particular € dada pela equacgao:
Eu=(7*)5 v ®)

Em que “j” € o numero quantico vibracional (j=0, 1, 2,...), “v,” é a frequéncia do

modo vibracional, e “h” é a constante de Planck. O deslocamento fisico dos
atomos “dQ” sobre a sua posicao de equilibrio, deve-se a um modo vibracional
particular, que pode ser expresso através da equacgao 9.

dQ = Q, cos(2zv,,1) (9)
Onde “Q,” é o deslocamento sobre a posicao de equilibrio. Para uma molécula
diatdmica simples, por exemplo, N2, o deslocamento maximo € aproximadamente

10% do comprimento da ligagcdo. Para pequenos deslocamentos, a
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polarizabilidade pode ser aproximada por uma expansao da série de Taylor

representada pela equacao 10.

oa
= —d
(% %+8Q )

(10)

Onde “o,” é a polarizabilidade do modo molecular na posicdo de equilibrio.

Baseado no deslocamento vibracional representado pela equagdo 9, a

polarizabilidade pode ser representado pela equacéo 11:

oo
a=a, +@QO COS(27Z'VW.bt) (11)

Finalmente, a equagdo 11 pode ser substituida na equagdo 5 dando
origem a equagéo 12.
oo
P =a,E, cos(2zv,t)+ @ 0,E, cos(2zv,t)cos(2av,, ) (12)
Através de uma relagao trigonométrica, a equagao 12 pode ser reescrita
dando origem a equagao 13 a seguir.

a_a O,E,

P =a,E,cos(2zv,t)+ [aQ

j{cos[Zﬂ'(Vo V. )t]+ cos[Zﬂ'(VO +V., )t]} (13)

Analisando a equacao 13 , temos que o0 momento de dipolo induzido possui trés

”

frequéncias distintas, representadas por “v,”,

v,-v,,)” e “(v,+v,,)", as quais
resultam do espalhamento da radiacao incidente. O primeiro termo dessa equacao
representa a frequéncia de espalhamento elastico, denominado espalhamento
Rayleigh, correspondente a frequéncia da radiagao incidente, enquanto os dois
ultimos termos representam o espalhamento inelastico no qual ha um
deslocamento para uma frequéncia maior e outro para uma frequéncia menor, em
relacdo a frequéncia da radiagdo eletromagnética incidente. O espalhamento da

luz refere-se a esses dois Ultimos termos da equagcdo e € denominado
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espalhamento Raman [22]. O deslocamento para frequéncia menor é conhecido
como deslocamento Stokes, enquanto que o deslocamento para frequéncia maior
€ conhecido como deslocamento anti-Stokes. Vale ressaltar, porém, que a

1~AA A vl A 1] aa ”
condicao necessaria para que ocorra o espalhamento Raman € que o termo @

da equacédo 13 seja diferente de zero. A interpretacéao fisica para essa condi¢ao €
qgue o deslocamento vibracional dos 4tomos corresponde a um modo vibracional
particular que resulta na mudancga de polarizabilidade [22].

Chandrasekhara Venkata Raman foi o primeiro pesquisador a descrever esses
diferentes espalhamentos inelasticos da luz, pesquisa pela qual recebeu o prémio
Nobel da fisica de 1930 [23].

2.2 Espectroscopia de imagem

Na espectroscopia classica, um espectro reflete a informacao da superficie
de uma amostra que depende do tamanho da area atingida pela fonte de energia.
No inicio da década de 1990, sistemas espectroscopicos de imagem quimica
tornaram possiveis aquisicobes de espectros e informacbes espaciais
simultaneamente, a chamada espectroscopia de imagem [24,25]. A localizacao
espacial de espectros identifica espécies quimicas na amostra e seu mapa de
distribuicdo. A espectroscopia de imagem essencialmente combina espectroscopia
e imagem digital [26]. Ela baseia-se na medida de um espectro completopor
unidade da superficie da amostra (pixel).

A técnica mais utilizada até o inicio do ano 2000 era o “point mapping” [27],
gue consiste numa espectroscopia classica com estdgio de movimento. Nessa
técnica, cada espectro obtido individualmente € reunido para a formagdo da
imagem. Uma evolucdo deste conceito é a “line imaging” [28], que adquire
informacbes espaciais e espectrais simultaneamente, porém ainda necessitando
pre-definir a posicdo espacial para a cobertura de toda a area rastreada. Nos
ultimos dez anos, os detectores 6ticos denominados “focal plane array’ [29],

compostos por milhares de elementos formando uma matriz de pixels, tém
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aumentado sua popularidade devido a possibilidade de fornecerem milhares de
espectros (um por pixel) simultaneamente. Diversos estudos comparativos
demonstraram o aumento de eficiéncia em relacdo ao tempos de obtencédo de
imagens multiespectrais. A Figura 7 representa um arranjo de dados
tridimensional formado por uma imagem multiespectral [30,31], ou seja, uma

imagem quimica.

Figura 7. Representacao esquematica de uma imagem multiespectral mostrando a intensidade dos
pixels que formam uma imagem quimica em fungéo do comprimento de onda.

A figura acima mostra a representagao de uma imagem espectroscépica de uma
amostra para a qual foi obtido um espectro por pixel. O conjunto de pixels pode ser
visualizado como um arranjo tridimensional, onde as trés dimensdes sdo compostas pelas
coordenadas espaciais (x e y), referentes ao posicionamento de cada pixel analisado na
superficie, sendo a terceira dimensao, o comprimento de onda (A). Nota-se, em destaque
nesta Figura 7, que um espectro é associado com cada um dos pixels em uma posicao (x
e y) da imagem. Em cada pixel da imagem existe uma combinacao de sinais descrita pela
soma dos sinais puros de cada composto, ponderados por suas concentracoes.

A espectroscopia de imagem ou microespectroscopia também pode ser usada
para analise de formulagdes farmacéuticas, principalmente para detec¢do de mudancgas
de formas polimorficas. Clark e colaboradores [32] descreveram varios exemplos de
aplicacdo da espectroscopia de imagem para deteccao de polimorfismo em matéria-prima
e impurezas em concentra¢6es na faixa de 1% (m/m).
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CAPITULO 3

METODOS QUIMIOMETRICOS
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3.1 Calibracao

Na grande maioria dos casos, em quimica analitica, a propriedade de
interesse a ser analisada € a concentragdo de uma espécie presente no meio.
Contudo, quando se utilizam técnicas instrumentais de analise, a concentracao é
uma propriedade que nao pode ser observada diretamente, sendo determinada
indiretamente por meio de uma relagdo com outra grandeza, como por exemplo, a
absor¢cdo ou emissdo de luz, numa pratica conhecida como calibracdo. O
processo de calibracdo pode ser definido como uma série de operagdes que
estabelecem, sob condi¢bes especificas, uma relacdo entre medidas instrumentais
e valores da propriedade de interesse correspondentes obtidos em padrdes [1].

Os métodos de calibracdo existentes podem ser divididos, quanto a
complexidade ou dimensionalidade dos dados, em calibracdo de ordem zero,
primeira e segunda ordem [1]. A Figura 2 mostra uma representacdo esquematica
dos trés tipos de dados utilizados nos trés niveis de calibragao citados para um
sistema de andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) com detecgao por arranjo de diodos
(DAD).

] . ) a) Cali_brag?o de ordem zero por amostra/tempo
Métodos de calibracido~ b) Calibrac&o de 12 ordem
¢) Calibracido de 22 ordem

a) |

b)

respostas

[

Intensidade /u.a.

¢)

= - 35
= ; X SUpemb!e
Comp. Onda /nm 200 38 Tempo / min. \

respostas 1

= Fig
ura 8. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de dados em um sistema FIA- DAD: (a)
escalar (uma unica medida instrumental), (b) vetor de dados e (c) matriz de dados.
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Em modelos de calibracao de ordem zero é obtido um Unico valor escalar
por amostra, sendo entdo utilizada a calibracdo univariada. A Figura 8 (parte a)
apresenta um ponto na superficie, que corresponde a leitura da absorbancia em
um Unico comprimento de onda A1 € em um tempo t;. Um exemplo tipico de
instrumentos que geram esse tipo de dados inclui os fotdbmetros e
espectrofotdmetros com monitoramento de um unico comprimento de onda. Esse
tipo de calibragdo ainda € a mais aplicada em analises de rotina. Entretanto, a
aplicacao da calibracdo univariada requer que a grandeza que sera medida, por
exemplo, a absorbancia de um composto, seja livre de interferentes que possam
provocar desvios na sua relagcdo com a propriedade de interesse.

Métodos de calibracdo de primeira ordem fazem uso de um vetor de
medidas instrumentais para cada amostra. Através do exemplo da Figura 8 (parte
b), € possivel monitorar os comprimentos de onda Ay a Aj em um determinado
tempo. Exemplos de dados multivariados incluem as medidas espectrométricas
em que se monitora uma determinada faixa espectral. Esses métodos possibilitam
analises mesmo na presenca de interferentes, desde que esses interferentes
estejam presentes nas amostras de calibragcdo, determinagbes simultdneas e
andlises sem resolugdo do sinal analitico. Diversos modelos de calibragao
multivariada vém sendo utilizados para manipulagdo desses dados, tais como:
Regressao Linear Multipla (RLM), Regressao por Componentes Principais (PCR) e
Regressdao por Minimos Quadrados Parciais (PLS). Esses modelos tém
apresentado excelentes resultados, com aplicagcbes em diversas areas, como no
tratamento de dados de infravermelho préximo em andlises de bebidas, madeira,
polimeros, produtos farmacéuticos e agricolas [2].

Calibragdes de segunda ordem sao construidas para métodos que geram
uma matriz de dados por amostra. Como é mostrado na Figura 8 (parte ¢), uma
matriz de dimensdes j x k, que define a superficie destacada obtida para cada
amostra.

Para a andlise de “i” amostras, tem-se um tensor de dados X de dimensdes i X j x
k. Esse tipo de dados é arranjado no formato amostra, varidvel e varidvel e pode

ser gerado através de diversas técnicas como, por exemplo, a cromatografia
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liqguida ou gasosa com deteccao por espectrometria de massas (HPLC-MS e CG-
MS), fluorescéncia molecular de excitacao e emissdo, analise por inje¢cdo em fluxo
com gradiente de pH e deteccado por arranjo de diodos [3]. Esses métodos tém a
grande vantagem de permitirem a determinacdo de espécies de interesse na
presenca de interferentes, mesmo que estes interferentes ndo tenham sido
incluidos nas amostras de calibracdo. Essa caracteristica é a chamada vantagem
de segunda ordem. Além disso, o perfil de cada composto linearmente
independente, presente na amostra, pode ser estimado com dados de segunda
ordem [3]. Diversos modelos de calibracdo multivariada para dados de segunda
ordem vém sendo utilizados, tais como: Resolugao de Curvas Multivariadas (MCR)
[4-5] e Andlise de Fatores Paralelos (PARAFAC) [6].

3.2 Cartas de controle

Processos sdo controlados efetuando-se medicdes de variaveis de
interesse em pontos espagados no tempo e registrando os resultados em cartas
de controle. As cartas de controle sdo as ferramentas principais utilizadas no
controle estatistico de processo e tém como objetivo detectar desvios de
parametros representativos do processo, reduzindo a quantidade de produtos fora
das especificagbes e os custos de producdo. Sua utilizagdo pressupde que o
processo seja estatisticamente estavel, isto €, ndo haja presenca de causas
especiais sistematicas de variagdo ou, ainda e de outra forma, que as sucessivas
amostragens representem um conjunto de valores independentes ou n&o
correlacionados. Esse pressuposto quase sempre nao € atendido e muitas vezes
leva a utilizagcdo das cartas de controle com limites inadequados e com a
frequente ocorréncia de alarmes (pontos fora ou préximos aos limites da carta)
sem que, necessariamente, representem a presenca de uma causa especial [7-9].

Os graficos de controle representam uma das técnicas estatisticas que
servem de apoio ao controle da qualidade de um processo, fornecendo evidéncias
de suas variacoes tanto de carater aleatério quanto de carater determinavel. Eles
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permitem que se possa atuar no processo de forma preventiva, corrigindo
possiveis desvios de qualidade, em tempo real, no momento em que eles estao
ocorrendo, nao deixando que a situagdo de possibilidade de ocorréncia de nao
conformidade perdure e acabe com uma possivel reprovacéo do lote final [10]. E
importante destacar que um grafico de controle ndo permite a identificacdo de
quais sao as causas especiais de variacdo que estdo atuando em um processo
fora de controle estatistico, mas ele processa e dispde informag¢des que podem
ser utilizadas na identificacdo destas causas [11].

3.2.1 Cartas de controle univariadas

As cartas ou graficos de controle univariada(o)s consistem em uma linha
central que representa a média dos resultados (respostas) do processo , um par
de limites de controle, um dos quais se localiza abaixo (limite inferior) e outro
acima da linha central (limite superior), e valores caracteristicos marcados no
grafico representando o estado de um processo. Se todos esses valores marcados
estiverem dentro dos limites de controle, sem qualquer tendéncia particular e a
disposi¢cdo dos pontos dentro dos limites for aleatéria, o processo é considerado
sob controle. Entretanto, se os pontos incidirem fora dos limites de controle ou
apresentarem uma disposicao atipica, o processo € julgado fora de controle [12-
13]. Os limites de controle dependem do limite de confianga, ou seja, em um
mesmo processo pode-se ter limites distintos, por exemplo, com 95% ou mesmo
um nivel de confiangca maior. A Figura 9 representa uma carta de controle
univariada em que ha uma unica amostra fora de controle e os diferentes niveis de
confianga que se pode estabelecer para construgdao dos limites de controle. Na

Figura 9 estéa representado o limite de 95% de confianca.
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controle

Amostra ou tempo

Figura 9. Representagéo da carta de controle univariada

3.2.2 Cartas de controle multivariadas

As cartas de controle multivariadas sdo uUteis em situacbes em que se
pretende monitorar mais de uma variavel de um determinado processo ou produto
simultaneamente. Os resultados das cartas de controle multivariadas e
univariadas sdo particularmente diferentes quando se realiza o monitoramento
simultaneo de variaveis correlacionadas; nestes casos o0 uso de cartas de controle
multivariadas € recomendado. Nesta tese estd sendo proposto a utilizacdo das
cartas de controle multivariadas baseadas no calculo do sinal analitico liquido.

3.2.2.1 Sinal Analitico Liquido (NAS)

O sinal analitico liquido (NAS- do inglés, net analyte signal) é definido como
a parte do vetor do espectro da amostra que é ortogonal a um subespaco
chamado de espaco do interferente [14]. A Figura 10 mostra a representacao
geométrica da propriedade de ortogonalidade do NAS. O vetor NAS é diretamente
proporcional a concentracao do analito de interesse.
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Sinal Instrumental e sraesessasssssesassasssnsan .

Figura 10. Decomposigéo do sinal instrumental em sinal analitico liquido (NAS) e Interferentes.

O analito no caso desta tese € o principio ativo do farmaco, ou seja, a forma
polimérfica do farmaco responsavel pelo efeito farmacéutico desejado. Este
modelo quimiométrico consiste na decomposicao do sinal instrumental em trés
vetores: vetor interferente, descrevendo toda a variacao devido aos interferentes
(como os excipientes presentes nas formulacdes farmacéuticas), o vetor NAS, o
do analito (farmaco) e o do vetor residuo [15] (qualquer dado diferente do sinal do
interferente e do analito e que idealmente deve conter somente variancias

aleatdria-ruido instrumental) conforme mostrado na Figura 11.

bk
Espacgo dos
interferentes

Figura 11. Decomposi¢ao do sinal instrumental (r) em um vetor NAS (r; ), vetor interferente (l"m)

e vetor residuo ().
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Para a construcdo das cartas de controle, sdo necessarios dois conjuntos de
dados:

a) Amostras do placebo; todos os constituintes com excecéo do analito
(X-i0)-
b) Amostras da matriz (formulac&o) incluindo o analito.

Dessa forma, monitora-se esses trés vetores simultaneamente, fazendo com que
a informagdo do principio ativo e do interferente possam ser monitoradas
separadamente, porém simultaneamente. A préxima etapa para o
desenvolvimento das cartas de controle € determinar os limites de controle,
utilizando-se as amostras consideradas dentro das especificacées (denominadas
dentro de controle). A validacao é realizada com novas amostras nao utilizadas no
desenvolvimento das cartas, as quais podem estar fora das especificacoes
(denominadas fora de controle) ou dentro delas.

A primeira etapa do desenvolvimento do modelo quimiométrico € descrita
pela construcdo do espacgo (PP *), o qual é denominado de espaco do interferente
[15]. Os vetores espectrais (espectros de infravermelho préximo ou Raman
representados por um vetor) podem ser projetados no espago do interferente. A
partir do espaco do interferente, calcula-se o vetor NAS relacionado a
concentracao do analito. Dessa forma, pode-se dividir qualquer espectro r ( J x 1)

em trés partes :

e Vetor NAS (r'): para cada analito k existe um vetor NAS.
e Vetor interferente (r r)
e Vetor residual (r res)

F=rNT +Fk+FRES (14)

em que “J” refere-se ao numero de variaveis.
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3.2.2.2 Espaco do interferente

O espago do interferente € construido através da analise de componentes
principais (PCA), equagédo 15. A partir do PCA sera fornecido o peso (P), que

define um modelo para o espacgo do interferente.

X, =TP" +E (15)

Para a construcdo deste espaco, utilizam-se espectros (Xk) onde se
coletam todas as informacdes espectrais, exceto as do analito de interesse. Nesta
tese, o sinal instrumental utilizado para a construcdo do espaco do interferente
refere-se as amostras do excipiente das formulagbes farmacéuticas. Esses
espectros irdo fornecer toda informacao referente ao interferente. Os espectros
dos interferentes sdo decompostos na matriz peso (P') e em uma matriz de
escores (T), as quais representam respectivamente a contribuicdo de cada
variavel e de cada amostra do modelo PCA. Como a PCA ira fornecer varias
componentes principais (PCs), deve-se selecionar um determinado numero de
PCs que possa representar uma quantidade suficiente de informagao descritiva do
fenbmeno em estudo. As componentes principais selecionadas compoem a
variacao sistematica e as componentes restantes sdo denominadas de variagao
nao sistematica. Utilizando-se, por exemplo, duas componentes principais, obtém-

se um plano, Figura 12.

Variavel 1

Figura 12. llustracdo do desenvolvimento do espago interferente utilizando duas componentes
principais.
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3.2.2.3 Vetor Interferente

O préximo passo é a determinagao do vetor interferente, riyr, que contém a
informacao de todas as espécies presentes na amostra exceto a informacao
referente a espécie de interesse. Essa determinacéo é realizada através de uma
projecao ortogonal baseada na operagdo matricial que estabelece que para uma

matriz P qualquer, a matriz PP* ( em que “+” indica a matriz pseudo inversa de

Moore-Penrose) € uma matriz de projecao.
A equacao que fornece o vetor interferente é:
FINT = PP*r (16)

onde r é o vetor com todas as informagdes espectrais e PP * define o espacgo
interferente, matriz de projecdo. A Figura 13 ilustra a projegcdo do sinal
instrumental, r, no espaco interferente para se determinar o componente do sinal

que é referente a informagao dos interferentes, rinr.

Sinal instrumental

............................................................. =
-

Espaco dos interferentes

>

Figura 13. Projecao do sinal instrumental, r, no espaco interferente obtendo-se o vetor interferente,
FiNT.

3.2.2.4 Vetor Regressao NAS

O sinal analitico liquido foi definido inicialmente como o vetor ortogonal ao

espaco interferente. A parte ortogonal ao espacgo interferente sera definida por:

Bx=(1;-PP")R (17)
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onde R representa as informagdes espectrais de todos os constituintes das
amostras e (I — P P *) é a projecdo ortogonal no espago dos interferentes. Para
determinar a direcdo do vetor de regressdao NAS, calcula-se a média de todos os
vetores ortogonais ao espago interferente

onde / é o numero de amostras usadas para construir o0 modelo.

Esse vetor bx € denominado vetor de regressdao NAS. O vetor NAS de
qualquer espectro pode ser calculado pela sua projegdo no vetor de regressao
NAS:

r, =b,(b;b,)"'b,r (19)

E importante notar, na figura 11, que existe uma pequena diferenca entre r*

e r,,que é o vetor residuo. Entdo, como:

r=r ar 4 (20)

int res

logo,

ro=rer o or (21)

res int

onde:

r.. . vetor residuo

r, :vetor NAS
r. . . vetor interferente

int

r : vetor de dados
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3.2.2.5 Calculo dos limites estatisticos para as cartas NAS,

Interferente e Residuos

Para o calculo dos limites estatisticos das cartas NAS, interferente e
residuo, utilizam-se somente amostras que estdo dentro de controle. Essas
amostras sdo organizadas em uma matriz denominada ( Rnoc ) € possuem
dimensao (jxlhoc) €M que “lnoc” € 0 nUmero de amostras dentro de controle e “” o
nuamero de variaveis espectrais. O subscrito “noc” (do inglés, “normal operating

condition”) indica que essa matriz s6 possui amostras dentro de controle [16].
3.2.2.6 Carta de Controle NAS

A projecdo do espectro da amostra no vetor de regressdao NAS é
proporcional a concentragdo do analito na amostra. Essa projegcdo € denominada
NAS [17]. Os limites estatisticos da carta NAS para cada amostra dentro de

controle s&o calculados a seguir:

nas,,, =R! b, (22)

noc

onde nasnoc € 0 vetor com os valores do NAS para cada amostra sob controle da
matriz Rnoc. Calculando a média e o desvio-padrdo do vetor naspee, pode-se
computar e graficar os limites estatisticos da carta NAS, como mostra a equacao
23. Considerando o limite com 95% de confianga [18], temos:

Limite =nas t2s (23)

5% noc noc
onde:
Nasnoc : Média do vetor nasnec que possui dimensédo (1x1)

Snoc - desvio-padrdo do vetor hasnoc que possui dimensdo (1x1)
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Assume-se que os valores do NAS seguem uma distribuicdo normal, que
pode ser detectada por um teste de normalidade. A figura 14 a seguir representa a
carta NAS.

o o
NAS | © o

o

Amostras

Figura 14. Representacao da Carta de Controle NAS e dos limites de confianga.
3.2.2.7 Carta de Controle do Interferente

Todos os vetores que fazem parte da matriz Rnoc tém uma fracao projetada
no espago dos interferentes, como mostrado na Figura 11. Amostras futuras
também devem ser projetadas nesse espaco. Dessa forma, amostras projetadas
dentro do limite representado pela figura geométrica, que se aproxima de uma
elipse, e que esta graficada no espacgo dos interferentes segundo a Figura 11, séo
denominadas dentro de controle, enquanto as amostras projetadas além desses
limites sdo denominadas fora de controle. Vale lembrar que o espagco dos
interferentes foi construido através do modelo PCA, no qual se usa a matriz de
pesos, conforme mostrado na equagéao 15.

Novamente, na Figura 11, temos que as duas retas que se encontram
dentro do limite referem-se as duas primeiras componentes principais da PCA.
Sendo assim, pode-se dizer que a carta interferente é baseada na distancia da
projecdo das amostras ao centro dos eixos formados pelas duas primeiras
componentes principais. Para construir a carta interferente, primeiramente, deve-
se projetar os vetores que sdo 0s espectros das amostras que estdo dentro de

controle no espacgo dos interferentes, de acordo com a equacgao 24.
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Rint = PP+Rnoc (24)
Onde:
Rint: matriz interferente com dimensao (jX lnoc)
Entéo, € necessério calcular as novas coordenadas para esses
interferentes em um novo sistema de eixos (matriz escore), da seguinte forma:
T olorol !
T =R Plp'P (25)
noc int

Agora, a distancia das amostras ao centro do eixo das duas componentes
principais é calculada

d ,=(t -t )’s-l(t -t ) (26)
noc,1 noc,1 noc noc,1 noc

onde

7

Thoc: Matriz escore com dimensao (lnoc X A), em que “A” é o nUmero de

componentes principais retidos no modelo PCA.

! nhoc = Valor médio para todos os vetores contidos na matriz Thoc -
S: denota a matriz de covariancia centrada na média dos escores com dimenséao
(AxA).

[ .. - vetor escore com dimenséao (1xA)

d ... ‘distancia dos interferentes ao centro dos eixos formados pelas duas
primeiras componentes principais.

Dessa forma, o limite com 95% confianca para a carta interferente pode ser
calculado e graficado na Figura 15 :
(27)

D =F
limite,95%  095\4,1 -A
noc

onde
Fo.95: valor da distribuicdo F com 95% de confianga em que o indice [A, (lnoc-A)]

refere-se ao niumero de graus de liberdade.
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Interferente
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o © 0 o

Amostras

Figura 15. Representacao da Carta de Controle Interferente e do limite de confianga.

3.2.2.8 Carta de Controle do Residuo

A carta residuo baseia-se na parte do sinal que ndo é modelada pelo
modelo e pelo limite estatistico-Q [19]. De acordo com a Figura 11, temos que o
residuo provém da decomposicao do vetor que € ortogonal ao vetor interferente
(r"). Vale ressaltar que, a partir da decomposicdo desse vetor, temos como
resultado o vetor NAS e o vetor residuo. Para o célculo do residuo, € necessario o
calculo da matriz NAS (equacéao 28) e da matriz interferente (equacao 24). Dessa
forma, calcula-se a matriz residuo, segundo a equacéao 29.

R =bk(bTb )VleR (28)

noc k k k  noc

Onde:

R, . : matriz NAS que possui dimens&o (jXlnoc)

Rres = Rnoc - Rint - R*

noc

(29)

Entao, de acordo com Jackson e Mudholkar [19], é calculado o residuo Qnoc
da seguinte forma:

T

Qnoc = Rreeres (30)
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onde:
Qnoc: Mmatriz com dimensao (lhocXlhoc)-

A diagonal da matriz Qnoc cONtém os valores Q-estatistico que serdo graficados na
carta residuo.O limite de confianca para carta Q [19] é calculado e plotado na
Figura 16 conforme as equacdes 31, 32 e 33.

1

c 201 02h0(h0—1) h,
=g|- 2244200 7
Qa =9, 6 92 (31)
1

Onde

Ca"desvio-padrdo normal

n .
0= 2 % i:1,2e3 (32)
j=k+1

“k” corresponde ao numero de componentes principais retidos no modelo e “n”

ao numero total de componentes principais (ou 0 numero total de amostras).

26,6
ho=1-| =3
0 (39§J (33)
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Figura 16. Representacdo da Carta de Controle Residuo e do limite de confianga.

3.2.2.9 Validacao das Cartas de Controle (Modelo)
3.2.2.9.1 Carta de controle NAS para novas amostras

O valor NAS é calculado de acordo com a equacao 28 e graficado na carta

NAS de calibragao, segundo a Figura 17.

nas,,,,, = RZt‘ovobk (34)
.Cl..D.l..........OOOQOOOKOO......éI..
NAS | © . o A
A A o
Amostras

Figura 17. Representagao da Carta de Controle NAS e dos limites de confianga.

O Amostras de Calibragéo;AAmostras de Validagao
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3.2.2.9.2 Carta de controle do interferente para novas amostras

O valor dos interferentes para as novas amostras sao calculados e

graficados na carta interferente de calibra¢do, de acordo com a Figura 18 através

das equacgdes 35, 36 e 37.

PP*R

int,novo — novo

R

1
T =RT P(PTPT

novo novo

d =(t -t )’S‘l(t ¢ )
novo, i novo novo, i novo

novo,i

Interferente
o © A o
O A a0 % =&
Amostras

Figura 18. Representacao da Carta de Controle Interferente e do limite de confianga.

O Amostras de Calibragéo;AAmostras de Validacao
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3.2.2.9.3 Carta de controle dos residuos para novas amostras

Também os residuos das novas amostras sao calculados e graficados na
carta residuo de calibracdo, como mostrado na Figura 19 através das equacoes
38, 39 e 40 a sequir.

1
R =b (bTb )' b'R (38)
novo,k k\Nk k k  novo
res ,novo = Rnovo - Rint,novo - R:ovo,k (39)
=R, (40)
Qnovo — tres,novo " res,novo

Residuos

...o.I....o..X.......oX.....
A ° A ° A

Amostras

Figura 19. Representagao da Carta de Controle Residuos e do limite de confianga.

O Amostras de Calibragéo;AAmostras de Validacao

3.3 Método quimiométrico PLS para analise de imagens

O PLS, do inglés '"partial least quares”, € o método mais usado em
calibracdo multivariada. Os dados para a construgdo do modelo PLS séao
organizados em dois blocos, da seguinte forma: os vetores de respostas
instrumentais obtidos para cada amostra sao organizados em uma matriz X, n, de
variaveis independentes, em que “n” representa 0 numero de amostras e “m” o
nuamero de variaveis espectrais. Os valores referentes a propriedade de interesse

sdo organizados em um vetor y correspondente a cada amostra da matriz X, n
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[20]. A matriz e o vetor sdo decompostos em seus respectivos escores e pesos
mais uma matriz de residuos correspondente aos dados originais que nao
puderam ser modelados. Apdés a decomposicdo, que pode ser realizada, por
exemplo, através do algoritmo NIPALS [21], uma relagdo linear é estabelecida
entre os escores de X e os escores de Y. O modelo de decomposicao para o

método PLS pode ser representado por [20]:

X = TAPA +Ey (41)

Y=U,Q, +E, (42)

em que: Ta e Ua correspondem aos escores de X e Y, respectivamente. P;{ e Q)

sdo os pesos de X e Y, respectivamente. Ex e E, correspondem aos residuos de X
e Y, respectivamente. “A”¢é o numero de variaveis latentes do modelo.

Dezenas de aplicagdes utilizando modelos PLS podem ser encontradas
para farmacos na literatura, demonstrando o potencial do PLS para modelagem de
dados multivariados [22-23]. Nesta tese, foi utilizado o método PLS para o estudo
de polimorfismo em farmacos através de dados obtidos pela técnica de
espectroscopia de imagem na regido do infravermelho préximo. Como os dados
obtidos por essa técnica sao do tipo (o, o, v), ou seja, [objeto (posicao y), objeto
(posicdao x) e variavel(comprimento de onda-A)] é necessario realizar o
desdobramento dos dados em uma matriz ((yx) x A) de duas dimensdes para se
construir o modelo de calibragdo multivariada PLS [24]. Para melhor entendimento
da utilizagcdo do método PLS utilizando a espectroscopia de imagem sera
mostrado os dois estagios necessarios para a construcdo do modelo PLS e um
terceiro estagio necessario para a construgao do mapa quimico do polimorfico ou
dos constituintes presentes no medicamento. As Figuras 20 a 22 representam

cada etapa desses diferentes estagios.
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3.3.1 Construcao do modelo de calibraciao PLS

O primeiro estagio consiste em construir 0 modelo de calibracao conforme

mostram os passos a seguir e encontra-se representado na Figura 20.

a)

A imagem é obtida diretamente da superficie do comprimido e consiste de
um arranjo tridimensional de dados, em que x e y sd0 0s eixos das
coordenadas espaciais caracteristica da superficie do comprimido e z é o
eixo que representa o comprimento de onda (A). Logo, em cada pixel da
imagem, a primeira dimensao representa a posicdo no eixo X, a segunda
dimensdo representa a posi¢cao no eixo y e a terceira dimenséo representa
0 espectro obtido.

No proximo passo, para cada amostra, o arranjo tridimensional de dados é
desdobrado através da eliminacdo de uma dimensao espacial, resultando
em uma matriz ((yx) x A). A informagao sobre a posi¢ao do pixel € mantida
nas linhas da matriz;

Com os dados desdobrados, o espectro médio da matriz ((xy) x A) € obtido.
Cada espectro médio ira representar uma amostra na construgcdo do
modelo de regressao;

Desta maneira, os espectros médios de cada comprimido sdo usados para
obter a matriz (X) que sera relacionada com a concentragdo conhecida do
composto de interesse (y) utilizando, agora, dados de primeira ordem:;
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Figura 20. Representacao da etapa de calibragdo multivariada do modelo PLS utilizando os dados
obtidos por espectroscopia de imagem.

3.3.2 Validacao do modelo PLS

O segundo estdgio consiste em validar o modelo de calibracdo conforme
mostram 0s passos a seguir descritos na Figura 21. No processo de validagao, os

estagios e), f) e g) representados na Figura 21 sdo realizados como feitos em a),

b) e c) da Figura 20, porém usando amostras de validagdo. Ja no estagio h), o

modelo de calibragdo PLS para a propriedade de interesse é usado para prever a

concentragao das amostras de validagéo.
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Figura 21. Representacédo da etapa de validagdo do modelo PLS utilizando os dados obtidos
por espectroscopia de imagem.

3.3.3 Construcao do mapa de distribuicao de concentracao

Para a construcao dos mapas de distribuicdo de concentracdo, utilizam-se
0os modelos de calibragdo desenvolvidos. Neste terceiro estagio, utilizam-se
amostras para previsao da propriedade de interesse (concentragédo) nos pixels. Na
Figura 22, estd representada uma amostra na qual se pode determinar 0 mapa
quimico dos constituintes presentes, desde que se construa anteriormente o
modelo de calibracdo correspondente.

Primeiramente, sédo utilizados os modelos de calibracdo desenvolvidos para

a previsao nos pixels da imagem. Logo, sera prevista a propriedade de interesse
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(concentracao) para a espécie de interesse em cada pixel da imagem. A espécie
de interesse podera ser o principio ativo ou o excipiente que compdem as
formulacdes farmacéuticas. Dessa forma, quando se quer prever o principio ativo,
utiliza-se 0 modelo de calibragdo desenvolvido para o principio ativo. Ja quando se
quer prever o excipiente, utiliza-se o modelo de calibragdo desenvolvido para o
excipiente. Na Figura 22 mostra diferentes modelos PLS que se pode construir
para a construcdo do mapa de distribuicdo de concentragcdo da espécie de
interesse. Se existir 5 excipientes na formulagédo farmacéutica e um principio ativo
€ necessario que se construa 6 modelos de calibragcado, de acordo com a Figura
20, para cada um dos constituintes presentes. Nesta tese foi desenvolvido um
modelo de calibragdo PLS para cada um dos dois polimérficos mais importante do
farmaco Piroxicam. O resultado que se obtém apés a utilizacdo dos modelos PLS
sao vetores que possuem a concentragdo por pixel da espécie para a qual se
pretende construir 0 mapa de distribuicdo. A Figura 22 mostra na sua parte
superior a representacdo de um vetor, o qual € composto pela concentracao por
pixel para cada um dos constituintes que pretende-se construir o mapa de
distribuicdo de concentracdo. Apos isso, é feito o rearranjo da propriedade de
interesse (concentracdo) obtida de cada pixel para a espécie de interesse para
que se tenha o mapa de distribuicdo de concentragcdo dos pixels, formando uma
imagem para o composto de interesse.
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Figura 22. Representacao da etapa de construgdo do mapa de distribuicdo de concentragao
da espécie de interesse.

-

Antes de iniciar os proximos tépicos da tese, € necessario frisar a comparagao

das Figuras 20 e 21 com a Figura 22. Nas Figuras 20 e 21, cada imagem esta

relacionada com um valor da propriedade de interesse que neste caso é a
concentracdo. Considerando que tenhamos 50 amostras (imagens) teremos 50
valores de concentragdo. Ja a Figura 22, mostra como construir o mapa de
distribuicdo da concentracdo do composto de interesse através do mapeamento
da amostra utilizando o modelo de calibragdo construido. Agora, o objetivo é

quantificar a concentragdo de um constituinte, em cada pixel da imagem. Dessa

forma, cada pixel representara uma amostra, ou seja, se a imagem possuir
100x100 pixels, havera para essa imagem 10.000 valores da propriedade de
interesse, ou seja, um valor para cada pixel (amostra). Essa diferenca é
fundamental para a compressdo das diferengas nos procedimentos de
quantificacdo quando se quer mapear as concentracoes em uma determinada
amostra.
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CAPITULO 4

CONSTRUCAO DAS CARTAS DE CONTROLE
MULTIVARIADAS BASEADAS NO CALCULO DO SINAL
ANALITICO LIQUIDO PARA AVALIACAO DA
COMPOSICAO POLIMORFICA DO FARMACO PIROXICAM
UTILIZANDO A ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

PROXIMO

57



58



4. Aplicacao 1: Construcdo das cartas de controle multivariadas

baseadas no calculo do sinal analitico liquido para avaliacdo da
composicdao polimérfica do farmaco Piroxicam utilizando a

espectroscopia no infravermelho préximo.

4.1 Parte experimental

Neste trabalho, o farmaco Piroxicam foi obtido através da doacao pela
empresa farmacéutica EMS-Sigma Pharma. Antes de iniciar o estudo, foi obtido o
difratograma de difracao de raios-x do farmaco em po, seguida da comparacéo do
resultado obtido com a literatura [1,2]. As formas polimérficas Il e Ill foram
preparadas a partir da forma polimérfica | e também caracterizadas pela técnica
de difracdo de raios-x em po6. A forma Il (agulha) foi obtida pela cristalizagéao,
através da evaporagdo de uma solugao saturada de Piroxicam (forma I) em etanol
a temperatura ambiente [3], enquanto que a forma Ill foi obtida pela mesma
solugdo, porém através do resfriamento da solugdo em um banho de gelo seguido
de filtracao [3].

Sessenta e duas amostras contendo o principio ativo (Piroxicam) nas suas
diferentes formas polimorficas |, Il e Ill foram preparadas em excipiente (celulose,
lauril sulfato de sédio, estereato de magnésio, croscarmelose, povidona e lactose)
e 10 amostras denominadas de placebo, as quais possuem somente o conteudo
presente no excipiente, foram também preparadas. Todas essas amostras com
massa total de 400mg foram divididas em 4 grupos: grupo A, grupo B, grupo C e
grupo D. As amostras do grupo A, um total de 10, possuem na sua constituicdo
somente a forma polimérfica | em diferentes concetragbes, na presenca de
excipientes. Essas amostras sdo denominadas sob controle. As amostras dos
grupos B e C possuem somente as formas polimorficas Il e lll, respectivamente,
em diferentes concentragdes na presenca de excipientes. J& o grupo D é
composto por 35 amostras que possuem a forma polimérfica | na presenca de
excipiente. As amostras pertencentes aos grupos B-D foram utilizadas para
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validagcao enquanto que as amostras do grupo A para a calibracdo. As faixas de
concentracado de cada composto adicionado nesses grupos estdo mostrados na

tabela 2 a seguir.
Tabela 2. Composicao dos grupos estudados

Grupo Forma | Formalll Forma lll Excipiente
((%)m/m) ((%)m/m) ((%)m/m) ((%)m/m)
A 30-40 0 0 70-60
B 0 20-25 0 80-75
Cc 0 0 15-20 85-80
D 30-40 0 0 70-60

Todas as amostras foram pesadas em uma balanga analitica e misturadas
em vortex durante 5 minutos. Apds isso, todas as amostras foram colocadas em
um moinho de facas por mais um minuto. Finalmente, elas foram homogenizadas
em um vortex por mais 1 minuto. Os espectros das amotras, na forma de pé,
foram obtidos em um espectrdmetro Themo Nicolet Antaris equipado com uma
fonte de tungsténio no médulo de esfera de integracdo com detector de AsinGa. A
aquisicao dos espectros foi realizada na faixa de 4.000 a 10.000 cm™, usando 32
varreduras e resolucdo de 4 cm'. As formas polimérficas I, Il e Il foram
caracterizadas por um difratbmetro de raios-x Shimadzu XRD 6000 com fonte de
cu Ka emitindo em 1.5406 A, utilizando uma voltagem de 40Kv, corrente de 30 mA
e velocidade de varredura de 2° 26/min. A analise dos dados foi realizada no

programa Matlab versdo 6.5 utilizando rotinas desenvolvidas neste trabalho.
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4.2 Resultados e discussoes

A técnica de difracao de raios-x é muito util para analise de polimorfismo do
farmaco Piroxicam na forma de pd, pois as diferentes formas polimorficas desse
farmaco apresentam diferentes difratogramas. Os difratogramas das formas
polimérficas I, Il e lll, obtidas neste trabalho, estdo mostrados na Figura 23 e sao

similares aos publicados na literatura [1,2].

4000 . . . . . . . .
3000
2000
1000

Intensidade
(ua)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

b)

Intensidade
(ua)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Intensidade
(ua)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20

Figura 23. Difratogramas de raios-x em p6 das formas polimérficas do Piroxicam: (a) Forma |
(prisma); (b) Forma Il (agulha); (¢) Forma .

Uma andlise mais detalhada da estrutura dos cristais dos diferentes
polimorfos pode confirmar ou refutar se as diferentes formas polimoérficas do
farmaco Piroxicam realmente foram obtidas. Entdo, antes da construcdo das
cartas de controle, foi realizada a caracterizacdo das trés diferentes formas
polimérficas do Piroxicam obtidas por difracdo de raios-x utilizando a técnica de
microscopia eletrénica de varredura. Os resultados, quando comparados com a

literatura [4], confirmam a obtengédo das trés diferentes formas polimoérficas. Na
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Figura 24, parte a, pode-se visualizar os cristais no formato de um prisma que
compdem a forma polimoérfica denominada forma | ou forma prismética [4]. Ja na
Figura 24, parte b, é mostrada a forma polimérfica |l também conhecida como
forma de agulhas, pois os seus cristais sdo pontiagudos, o que faz lembrar
agulhas. O polimorfo Ill, mostrado na Figura 24, parte c, possui cristais cujo as
formas ndo se parecem totalmente com prismas e nem com agulhas. Na literatura
pesquisada, ndo foi encontrada outra designagcao para o polimorfo Ill, ou seja,

sempre esse polimorfo é citado como forma polimorfica Ill.
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Zaky X1.B8686

Figura 24. Micrografia das formas polimoérficas do Piroxicam: (a) Forma | (prisma) ; (b) Forma Il
(agulha) ; (¢) Forma lll.

A Figura 25 mostra os diferentes espectros de infravermelho préximo
obtidos. Nesta € possivel notar picos em diferentes regides e com intensidades

diferentes ao longo do espectro para as diferentes formas polimérficas.
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Figura 25. Espectros de infravermelho préximo para as trés diferentes formas polimérficas
do Piroxicam.

Apb6s a confirmagao das trés diferentes formas polimoérficas do Piroxicam,
as amostras foram preparadas de acordo com a tabela 2. Para a construgao das
cartas de controle, primeiramente os espectros foram pré-processados utilizando a
primeira derivada. A andlise de componentes principais foi aplicada a matriz
placebo para a construcdo do espaco dos interferentes, sendo que duas
componentes principais foram usadas. Atraves da utilizacdo de duas
componentes, foi possivel explicar 99,95% da variancia total dos dados.

Utilizando as amostras do grupo A (amostras sob controle) contendo
somente o polimorfo |, o vetor de regressao NAS foi calculado e a decomposicao
dos espectros foi realizada em vetor NAS, vetor interferente e vetor residuo,

conforme mostrado na Figura 26.
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Figura 26. Divisdo do espectro da amostra: vetor NAS, vetor interferente (INT) e vetor residuo
(RES).

Apés isso, os limites de confianca para cada carta de controle foram
calculados, utilizando, somente as amostras do grupo A. Através da carta NAS, os
limites inferior e superior, da forma polimérfica I, foram calculados considerando
uma variacdo na concentracdo de *10% da formulagdo comercial que € 30%
(m/m). Dessa forma, o limite superior refere-se a 33% (m/m) e o limite inferior a
27% (m/m). Amostras que possuem concentragcdo entre esses limites sao
consideradas dentro de controle em relagcao a essa variavel. Em termos de NAS
os valores de concentracdes dos limites obtidos sdo 1.26x10™* e 2.28x10™*. Em
relagéo a carta interferente o limite foi calculado de acordo Skibsted e Oliveira [5-
6], obtendo-se o valor de 0,004, enquanto para a carta residuo o limite foi
calculado como sugere Jackson [7], resultando no valor de 1,08x10~°,
considerando o nivel de 95% de confianca. A Figura 27, a seguir, mostra as cartas
de controle desenvolvidas. Como todas as 10 amostras presentes no grupo A
estdo dentro dos limites das cartas NAS, interferente e residuo, elas sao

classificadas como amostras dentro de controle.
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Figura 27. Representacao das cartas NAS, interferente e residuo. (e)Amostras do grupo A; ()
Amostras do grupo B; (+) Amostras do grupo C e (*) Amostras do grupo D.

As amostras do grupo B e C estao fora de controle, pois apresentam-se fora
dos limites estipulados pelas cartas NAS, interferente e residuo.Isso € esperado,
uma vez que essas amostras foram preparadas com diferentes formas
polimoérficas. Considerando a carta interferente, essas amostras estédo fora de
controle devido ao fato delas possuirem na sua composicdo as formas
polimérficas Il e I, que estdo ausentes nas amostras do grupo A. Dessa forma, €
possivel concluir que a carta interferente é capaz de identificar a presenca de

diferentes formas polimérficas nas formulagbes farmacéuticas. Para confirmar
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Primeira derivada

esse fato, uma analise dos vetores interferentes e residuos, pode ser realizada
para as amostras sob controle (grupo A) e para as amostras fora de controle
(grupos B e C). A Figura 28 mostra os vetores interferentes e residuos das
amostras dentro e fora de controle.
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Figura 28. Diagnostico dos vetores residuos e interferentes. (a) vetores interferentes para as
amostras dentro de controle (— amostras do grupo A) e para as amostras fora de controle ( - -
amostras do grupo B); (b) vetores residuos para as amostras dentro de controle (— amostras do
grupo A) e para as amostras fora de controle ( - - amostras do grupo B); (c) vetores interferentes
para as amostras dentro de controle (— amostras do grupo A) e para as amostras fora de controle
(- - amostras do grupo C); (d) vetores residuos para as amostras dentro de controle (— amostras
do grupo A) e para as amostras fora de controle ( - - amostras do grupo C).
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E possivel notar que nas Figuras 28a e 28c, os vetores interferentes das
amostras que estdo dentro e fora de controle possuem diversas regidées com
diferentes intensidades, o que é causado pela presenca das formas polimorficas Il
e lll do Piroxicam. Esse fato confirma que a carta interferente é capaz de distinguir
as amostras que estdo dentro e fora de controle. Com respeito a carta residuo, as
amostras dos grupos B e C sdo indicadas na Figura 27 como fora de controle. Isto
significa que essas amostras ndo foram modeladas corretamente, pois a diferenga
entre os valores previstos e os valores de referéncia dessas amostras de
Piroxicam estdo acima do residuo estipulado pelo modelo padrdao que foi
construido com as amostras do grupo A. Do ponto de vista quimico, esse
resultado pode ser explicado pela presenga de informagdo das novas formas
polimoérficas (Il e 1ll), que estdo ausentes nas amostras sob controle. A
confirmacdo desse fato pode ser verificado pela andlise das Figuras 28b e 28d.
Nessas figuras, pode ser visto claramente a diferenca entre os vetores residuos
das amostras que estdo dentro e fora de controle. Como os vetores residuos
apresentam intensidade mais elevada para as amostras do grupo B e C, pode-se
supor que uma parte do vetor NAS esta contida no vetor residuo. A causa exata
desse fato é dificil de determinar, porém os resultados encontrados pelas cartas
de controle multivariadas mostraram um diagnéstico eficaz das amostras conforme
e nao-conforme. Praticamente todas as amostras do grupo D foram classificadas
como dentro de controle, uma vez que tém a forma polimoérfica | na sua
constituicdo. Também ¢é possivel observar que a amostra 38 foi classificada
indevidamente na carta NAS e na carta interferente como fora de controle. O
motivo disso € que essa amostra possui uma alta concentragdo da forma
polimérfica | na sua constituicdo, o que faz com que ela seja classificada como

fora de controle nas cartas NAS e interferente.
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4.3 Conclusao

As cartas de controle multivariadas mostraram ser uma ferramenta simples
e poderosa para estudo de polimorfismo em medicamento utilizando dados
obtidos através da técnica de espectroscopia no infravermelho préximo, o que
possibilitou a deteccdo de amostras fora de conformidade (fora de controle). O
procedimento € simples e pode ser utilizado para o monitoramento da producéo de
Piroxicam, pois sO requer amostras dentro de controle. Nenhum modelo
quantitativo e nenhuma analise exaustiva foram necessarios durante a construcao
das cartas de controle. No caso estudado, a metodologia foi capaz de avaliar a
presenca das formas polimérficas do farmaco Piroxicam em relacdo a

especificagao presente nas amostras que possuiam a forma polimérfica |.
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CAPITULO 5

ANALISE  QUANTITATIVA  DE FORMULACOES
FARMACEUTICAS DAS FORMAS POLIMORFICAS | E I
DO FARMACO PIROXICAM ATRAVES DA
MICROESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO PROXIMO E DO METODO

QUIMIOMETRICO PLS
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5. Aplicacao 2: Analise quantitativa de formulacdes farmacéuticas das

formas polimorficas | e Il do farmaco Piroxicam através da
microespectroscopia na regido do infravermelho proximo e do método

quimiométrico PLS.

5.1 Parte experimental

Neste trabalho, foi usado o mesmo principio ativo (Piroxicam) obtido da
empresa EMS-Sigma Pharma, que corresponde a forma polimorfica |, para a qual
ja foi descrita a sua caracterizagdo no primeiro estudo.Dessa forma, ndo sera
novamente relatado nesta segunda aplicacao.

Para esse segundo estudo foram preparadas 55 formula¢des farmacéuticas
contendo as formas polimérficas | e Il na presengca do mesmo excipiente utilizado
no primeiro estudo, porém com quantidades diferentes de cada uns dos
constituintes. Todas as amostras foram pesadas em uma balanga analitica com
precisdo de 0,0001 g e misturadas por 5 minutos em recipientes de 5 mL. Logo em
seguida, as amostras, com um total de 280 mg cada, foram comprimidas em uma
prensa hidraulica sob pressao de 6 ton/cm? para a formagéo dos comprimidos. Um
planejamento experimental foi realizado com o objetivo de cobrir a maior parte da
concentracao de todos os constituintes presentes na formulacdo farmacéutica. A
concentracao da forma polimérfica | foi preparada na faixa de 1% (m/m) a 90 %
(m/m) para as formulacdes farmacéuticas, enquanto que para a forma Il as
concentragdes variaram de 1% (m/m) a 85% (m/m). A Figura 28 mostra o
planejamento experimental realizado em que todas as amostras possuem um total
de 280 mg.
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Figura 29. Planejamento experimental

Os comprimidos foram analisados em um FT-NIR Spotligh da PerkinElmer.
Uma area de 5 mm x 5 mm foi analisada usando um tamanho de pixel de
dimensao 50 um x 50 um, obtendo-se um total de 10.000 espectros para cada
imagem cuja dimensao € de 100 x 100 pixels. Cada espectro foi obtido com 8
varreduras em uma regido de nimeros de onda de 7800 — 4000 cm™ usando uma
resolucdo espectral de 16 cm’. Os espectros de refletancia (R) foram
transformados para log (1/R) antes da utilizacdo dos procedimentos
quimiométricos. Ap6s a aquisicao das imagens, o arranjo de dados tridimensional
foi desdobrado e o preprocessamento da matriz realizado.
Todos os calculos foram feitos no software Matlab 7.9% (The Mathworks, Natick,
MA), utilizando um computador com sistema operacional Windows Vista com 64
bits e 8 GB de memdria RAM. Para o tratamento dos dados foi utilizado rotinas
desenvolvidas neste trabalho.O tempo de processamento para cada imagem foi

cerca de 30 segundos.
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5.2 Resultados e discussoes

Os resultados para a caracterizacao das diferentes formas polimorficas
através da microscopia eletrénica de varredura e da difragao de raios-x, ja foram
descritas na primeira aplicagao.

A espectroscopia na regiao do infravermelho préximo também pode ser
usado para analise de polimorfismo em Piroxicam. As formas polimérficas | e Il do
Piroxicam exibem diferengas pronunciadas em seus espectros de infravermelho
proximo, como mostrado na Figura 29 a seguir. Os espectros das formas
polimérficas | e Il do Piroxicam, obtidos, sdo praticamente idénticos aos publicados
na literatura [1].
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Figura 30. Espectros de infravermelho proximo para as formas polimérficas | e Il do
Piroxicam.

Apds a caracterizagao das diferentes formas polimoérficas, foi realizada a
construcao dos modelos PLS. A primeira etapa para a construcdo do modelo foi
dividir os comprimidos em dois grupos: calibracdao (30 amostras) e validagao (25
amostras) usando o algoritmo de Kennard-Stone [2]. Entdo, os modelos PLS-1
foram construidos para a quantificacdo das duas formas polimérficas do farmaco
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Piroxicam. Para a construgdo do modelo, o espectro médio das imagens obtidas
foi utilizado. Os modelos PLS foram construidos usando 4 variaveis latentes para
ambos os polimorfos. Esse numero foi escolhido porque apresentou o menor valor
de RMSECV (Erro quadratico médio de validagdo cruzada ) e explica 90,30% da
variancia de X e 98,02% de y para a forma | e 86,21% da variancia de X e 97,22%
de y para a forma Il. A validacao cruzada foi realizada no modo “leave-one-out’.

Neste estudo foi utilizada uma regido de interesse (ROI) do inglés, “Region
of interest’ composta por 10.000 pixels, logo néo foi realizada a deteccao de pixels
outliers, que podem estar presentes. Isso ocorre porque foi utilizado um grande
nuamero de espectros para a construgcdo do modelo de calibracao. Além disso, foi
utilizado um detector com arranjo linear. Esse tipo de detector adquire os dados
varrendo toda a superficie do comprimido, evitando assim que ocorra problemas
na obtencao dos pixels que irdo compor a imagem. No entanto, Burger e Geladi
[3], utilizando um detector CCD e analisando uma regidao de interessa (ROI)
composta por poucos pixels, sugerem a analise da presenca de pixels outliers
antes da construcao dos modelos.

Diversos preprocessamentos e suas combinagbes foram testadas. Os
resultados que mostraram melhores estimativas para as formas polirmérficas | e Il
foram a combinacado de primeira derivada [4], correcdo ortogonal do sinal [5] e
detrend [6]. Diversos modelos PLS-2 também foram desenvolvidos para a
quantificacao das formas polimérficas, mas apresentaram resultados inferiores aos
modelos PLS-1 construidos.

As Figuras 30 e 31, a seguir, mostram os resultados obtidos pelos modelos
PLS desenvolvidos para as formas polimérficas | e Il. E possivel notar uma
concordancia entre os valores de referéncia e os valores previstos pelo modelo. E
interessante notar que a maioria dos pontos nestas figuras, para ambas formas
polimérficas, estdo em baixas concentragdes. Isto é esperado, uma vez que foram
usados diversos compostos (Piroxicam e excipientes), cujos teores foram variados
aleatoriamente com o objetivo de cobrir uma larga faixa de concentragdo para
todos os compostos presentes, conforme mostrado no planejamento experimental
da Figura 28.
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A tabela 3 mostra os resultados para os modelos PLS desenvolvidos para a

determinagao das formas polimérficas | e Il do farmaco Piroxicam.

Tabela 3. Parametros encontrados pelos modelos PLS desenvolvidos.

RMSEC* RMSECV* RMSEP* cha"bragao szandagao Bias
(%) (%) (%)
Formal |3,25 4,07 3,72 0,98 0,98 -0,50
Formall | 2,92 3,89 3,66 0,96 0,96 0,10

*RMSEC:Erro quadratico médio de calibragdo; *RMSECV:Erro quadratico médio de validagao
cruzada; *RMSEP:Erro quadratico médio de validacao; R?: coeficiente de correlagdo entre os
valores de referéncias e previstos; Bias: diferengca entre a média populacional e o seu valor
verdadeiro.

Na tabela 3, os valores de RMSEC e RMSEP estdo abaixo de 4% (m/m).
Visto que esses valores sdo menores que 10% (m/m) e similares, pode-se inferir
que a quantificacdo das formas polimérficas presentes nas formulacoes
farmacéuticas é eficaz [7]. Além disso, para essa comparagdo, um teste F foi
realizado com 95% de confianca, considerando que a hipotese nula estabelece
gue nao existem diferencas significativas entre as variancias para a determinagéao
das formas polimérficas. Para o teste F foi usada a seguinte expressao [8]:

_ (RMSEPFORMAI )2 _ (3,72)2 -1 (43)
(RMSEPFORMAZ )2 (3’66)2

O valor encontrado para o teste F foi 1,03. O valor critico para esse teste
com 95% de confianga é 1,98 [9]. Como o valor calculado € menor que o valor
critico, a hipétese nula é valida. O niumero de graus de liberdade usado para o
teste F foi 24 tanto para o numerador como para o denominador.

Em relacdo aos erros percentuais (residuos) dos ajustes, para ambas as
formas polimérficas mostradas nas Figuras 30 e 31, esses apresentam uma
distribuicao aleatéria, o que indica um ajuste adequado. O calculo desses residuos

foi realizado através da seguinte expressao:
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residuos(%) = [y*y"d x 100] (44)

ref
onde Y representa os valores de referéncia para a concentragdo de Piroxicam e
Yored representa os valores previstos pelo modelo. Nota-se, nas Figuras 30 e 31,
que a maioria das amostras de validagdo, para ambas as formas polimérficas,
possuem residuos menores que 6% (m/m), que é aceitavel para essa
determinagéo [7].

O estudo da distribuicho das formas polimérficas presentes nas
formulagbes farmacéuticas foi realizado através da reconstrugcdo das imagens dos
comprimidos utilizando os modelos PLS desenvolvidos. A Figura 32 mostra ambas
as formas polimorficas na superficie dos comprimidos analisados.

Comparando a Figura 32 obtida através da técnica de microespectroscopia
na regido do infravermelho préximo com as suas respectivas microscopias
eletrbnicas mostradas nos itens a) e b) da Figura 24 é possivel observar a
tendéncia de agrupamento dos diferentes cristais das formas polimoérficas | e Il. A
primeira refere-se a forma prismatica e a segunda a forma de agulha. A
importancia desse resultado é fundamental para a controle de qualidade do
produto final, pois mostra a extensao que esses agrupamentos ocorrem, como
bem sua influéncia em estudos de biodisponibilidade.
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Figura 33. Mapas de distribuicdo de concentragédo obtidos através dos modelos PLS desenvolvidos
para as formas polimérficas | e Il do farmaco Piroxicam.

5.3. Conclusao

Um novo método para estudar a distribuicdo das diferentes formas
polimoérficas do medicamento Piroxicam foi apresentado. Através do teste-F foi
possivel concluir que os modelos desenvolvidos para as formas polimérficas | e |l
nao possuem diferenca significativa para a quantificacao das formas polimorficas
com 95% de confianga. Além disso, verificou-se a distribuicdo dos polimérfos nas
diferentes formulagcées.Desse modo, a metodologia sugerida é 0til e pode ser
empregada para o estudo de tamanho de particulas e detecgcé@o de interferéncias
em processos de controle de qualidade na industria farmacéutica.

80



5.4 Referéncia bibliografica do capitulo 5

1. F. Vrecer, M. Vrbinc, A. Meden, Int. J. Pharm. 253 (2003) 3—15.

2. R.W. Kennard, L.A. Stone, Technometrics 11 (1969) 137-148.

3. J. Burger, P. Geladi, J. Chemometr. 20 (2006) 106—119.

5. R.J. Barnes, M.S. Dhanoa, S.J. Lister, Appl. Spectrosc. 43 (1989) 772-777

6. B. Li, A.J. Morris, E.B. Martin, J. Chemometr. 16 (2002) 556-561.

7. The United States Pharmacopoeia, 25" revision, U.S. Pharmacopoeia
Convention, Rockville, 2002.

8. D.A. Skoog, D.M. West, F.J. Holler, Fundamentals of Analytical Chemistry,
Orlando, 1992.

9. M. Ottho, Chemometrics: Statistics and Computer Application in Analytical
Chemistry,Weinheim, 1999.

81



82



CAPITULO 6

UTILIZACAO DA ESPECTROSCOPIA RAMAN E DAS
CARTAS DE CONTROLE MULTIVARIADAS BASEADA NO
CALCULO DO SINAL ANALITICO LiQUIDO PARA
IDENTIFICACAO NO FARMACO CARBAMAZEPINA DE:
ADULTERAGCAO NO EXCIPIENTE, TRANSFORMACAO DE
FORMAS POLIMORFICAS POR UMIDADE E DETECGAO

DE DIFERENTES POLIMORFOS

83



84



Aplicacao 3: Utilizagcdo da espectroscopia Raman e das cartas de

controle multivariadas baseada no calculo do sinal analitico liquido
para identificacdo no farmaco Carbamazepina de: adulteracdo no
excipiente, transformagdo de formas polimérficas por umidade e

deteccao de diferentes polimorfos.

6.1 Parte experimental

Nesta terceira aplicagdo, o farmaco utilizado foi a Carbamazepina, a qual
também foi obtida da EMS-Sigma Pharma. Antes de iniciar o estudo, o farmaco
recebido foi caracterizado através das técnicas de difragdo de raios-x em po,
microscopia eletrdnica de varredura e espectroscopia Raman, seguidas de
comparagao dos resultados obtidos com a literatura [1-3]. A forma determinada foi
a forma polimérfica Ill pura, que é usada para a comercializacao do produto na
forma de medicamento. As formas polimérficas |, Il e a forma dihidratada (forma
IV) foram obtidas da forma polimérfica Ill. A forma polimérfica | foi obtida por
aquecimento em uma estufa a 170C, durante 5 horas. Ja a forma polimérfica |l foi
obtida pela cristalizacao da Carbamazepina em uma solugao de etanol, por adigcao
de agua gelada, seguida de resfriamento em um freezer a -5C, durante 24 horas.
Apos isso, foi realizado uma filtracao a vacuo, seguida de secagem a temperatura
ambiente. A forma polimérfica IV foi obtida através da hidratacdo da forma
polimérfica Il em um béquer sob agitagdo, durante 24 horas seguido de secagem.

Trinta e nove amostras contendo diferentes concentragdes do principio
ativo (Carbamazepina) nas suas diferentes formas polimérficas |, Il, e Ill e na
forma dihidratada (forma IV) foram preparadas em excipiente (celulose, di6xido de
silicio, estereato de magnésio, croscarmelose e povidona). Também foram
preparadas 10 amostras denominadas de placebo, as quais possuem somente o
conteudo presente no excipiente. Todas essas amostras com massa total de 300
mg foram divididas em 11 grupos. As amostras do grupo 1, num total de 20,

possuem na sua composicdo somente a forma polimorfica Ill na presenca de
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excipiente e foram denominadas amostras sob controle. Os grupos denominados
de 2 a 9 possuem alteragcdes, em relagdo as amostras sob controle (grupo 1),
que serao mostradas na tabela 4 e sdo denominados como fora de controle. O
grupo 10 é composto por 5 amostras que possuem a forma polimorfica Il na
presenca de excipiente, enquanto que as amostras que compdéem o grupo 11 sao
as amostras que possuem somente o excipiente (placebo).

A quantidade de cada composto adicionado nesses grupos e as suas
respectivas especificagcdes sado apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Composicao das amostras contendo diferentes formas polimérficas da

Carbamazepina.

Grupo | Quantidade | Forma Forma Il |Forma |Ill | Forma Excipiente
(%) (%) (%) (%) (%)

1 20 0 0 65-95 0 35-5

2 3 0 0 76-79 0 12-10°

3 3 0 0 86-87 0 14-13

4 3 7-10 0 78-80 0 15-10

5 3 0 10-11 77-79 0 13-10

6 3 0 0 78,5-79,5 | 9-11 12,5-9,5

7 3 0 0,1-1,0 76-79 0 23,9-20,0

8 3 0,1-1,0 0 76-79 0 23,9-20

9 3 0 0 76-79 0,1-1,0 23,9-20

10 5 0 0 76-79 0 24-21

11 10 0 0 0 0 100

* As amostras do grupo 2 foi adicionado acido estearico na faixa 12-11% (m/m).

alterada.Nessas amostras,

As amostras do grupo 2 possuem a composicdo do excipiente

foi adicionado o excipiente denominado &cido

estearico, na faixa de 11-12 % (m/m), o qual ndo estava presente no excipiente
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das amostras sob controle (amostras do grupo 1). As amostras do grupo 3 foram
submetidas a uma camera climatica construida em laboratério e foram retiradas da
camera em diferentes tempos, para obtencdo dos espectros Raman. A primeira
amostra ficou submetida a 24 horas na camera climatica com atmosfera saturada
de agua, a segunda amostra ficou submetida a 36 horas e a terceira ficou durante
48 horas. Ja os grupos 4 a 6 possuem a forma polimérfica Ill e uma segunda
forma polimérfica |, II, ou IV, ou seja, possuem duas formas polimérficas
presentes. O grupo 4 possui as formas polimérficas | e lll; o grupo 5 possui as
formas polimérficas Il e 1ll e o grupo 6 possui as formas polimérficas 11l e IV. Com
o objetivo de estudar qual a concentracdo minima presente das formas
polimérficas |, Il e IV que o método € capaz de identificar nas amostras sob
controle, foram preparadas trés novos grupos de amostras denominados grupos 7,
8 e 9, todas com concentragdes entre 0,1% (m/m) a 1% (m/m) da forma
polimérfica ausente no grupo de controle (grupo 1). A composicao destes grupos é
apresentada na tabela 4.

Para a obtencdo dos espectros Raman, foi utilizado um espectrémetro
Perkim ElImer Raman Station 400F com fonte de excitacdo em 785 nm e poténcia
de 300 mW. O tempo de exposicdo do laser empregado foi de 5 segundos por
amostra. Os deslocamentos Raman foram obtidos na faixa de 95 a 3800 cm™ com
resolugdo de 4 cm™. O equipamento possui um detector CCD que opera a -50 °C.
Todas amostras foram analisadas em forma de p6. A analise dos dados foi
realizada no programa Matlab versdo 6.5 utilizando rotinas desenvolvidas neste

trabalho.
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6.2 Resultados e discussoes

Primeiramente, foi realizada a caracterizacdo da Carbamazepina através
das técnicas de espectroscopia Raman, difracdo de raios-x em p6 e microscopia
eletrbnica de varredura. Encontrou-se que o farmaco apresentava-se na forma
polimérfica Ill quando comparado com a literatura disponivel [1-3]. Apds isso, as
diferentes formas polimoérficas da Carbamazepina foram obtidas e caracterizadas.
Os resultados estdo mostrados nas Figuras 33 a 35.

A Figura 33 mostra os espectros Raman das formas polimérficas | a IV.
Nota-se, nesta figura, que as diferentes formas polimérficas apresentam
diferencas nas posi¢cdes de picos e nas intensidades Raman. Para caracterizar
essas diferengas, foram utilizadas as referéncias [1-3] para atribuicdo dos
principais modos vibracionais que diferenciam as quatro formas polimérficas. Para
exemplificar, pode-se citar as bandas caracteristicas da forma polimoérfica | que
sdo representadas pelo estiramento (C-H) do anel aromatico na regido 3061 cm™,
estiramento (C-H) ndo-aromatico na regido 3024 cm™. J& a forma polimérfica Il
mostrou bandas relacionadas ao estiramento assimétrico fraco (C-H) no anel
aromatico na regido de 3071 cm™' , estiramento fraco (C-N) na regido 987 cme
deformagcéo angular fora do plano do anel aromatico em 559 cm™.Na Figura 33, é
possivel notar a presenca dessas bandas, entre outras, o que permite concluir que

as diferentes formas polimérficas foram obtidas.
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Figura 34. Espectros de espalhamento Raman para as formas polimérficas |, I, Il e IV da
Carbamazepina.

A técnica de difracdo de raios-x em pd € uma técnica poderosa para
identificacdo de fases sdlidas cristalinas. Uma vez que cada fase possui um unico
padrao exclusivo, é possivel identificar as diferentes formas polimoérficas da
Carbamazepina. As formas |, Il, Ill e IV mostraram padrées semelhantes aos
encontrados na literatura [1,4-7]. Dessa forma, pode-se concluir que houve
sucesso na obtencdo das quatro diferentes formas polimérficas. A Figura 34
mostra os difratogramas das quatro formas polimorficas.

T T T T T T T T
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28
Figura 35. Difratogramas de raios-x em p6 das formas polimérficas |, Il, lll e IV da Carbamazepina.
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Para confirmar os resultados obtidos pelas técnicas Raman e de difracao de
raios-x, realizou-se a microscopia eletrénica de varredura das diferentes formas
polimérficas. Através dos resultados mostrados na Figura 35, pode-se concluir que
os cristais das formas polimoérficas | e Il correspondem ao formato de agulhas.
Porém, os cristais da forma polimérfica | apresentam-se mais empacotados do que
os cristais da forma Il. Isso deve-se aos diferentes processos de cristalizacdo
responsaveis pela formacédo de cada um dos polimorfos [1,3]. As formas Ill e IV
possuem os cristais na forma prismatica. Devido a pequena magnificacdo usada
na micrografia, ndo & possivel distinguir o cristal que sofreu hidratagdo do cristal
que nao sofreu hidratacdo, pérem os espectros Raman e os difratogramas,

mostrados anteriormente, confirmam a diferenga das formas polimorficas Ill e IV.
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Figura 36. Microcrafia das formas polimérficas da Carbamazepina.a) Forma |; b) Forma Il ; c)
Forma lll ; d) Forma IV.
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Ap6s a caracterizacdo das diferentes formas polimérficas da
Carbamazepina, foram construidas as cartas de controle multivariadas com as
amostras sob controle, ou seja, as amostras do grupo 1. Para a construcao das
cartas de controle multivariadas, foi necessario utilizar a correcao da linha de base
através do preprocessamento SNV (“standard normal variate”). Entao, os limites
para a carta NAS encontrados foram 9,0.10'° (inferior) e 2,3. 10" (superior). Ja
para a carta interferente, o limite encontrado foi 9,4, enquanto que para a carta
residuo o valor obtido para o limite foi de 6,2.10". A amostra que estiver pelo
menos um valor fora desses limites em qualquer uma das cartas sera considerada
fora de controle. A Figura 36 mostra as cartas de controle desenvolvidas. Como
todas as 20 amostras presentes no grupo 1 estdo dentro dos limites das cartas
NAS, interferente e residuo, essas sdao denominadas dentro de controle. As
amostras do grupo 2 estdo fora de controle na carta interferente, pois essas
possuem adulteracdo dos excipientes, ou seja, presenca do acido estearico que
nao esta presente no excipiente das amostras de controle. As amostras do grupo
3 tém a mesma composicao das amostras 10, 11 e 12 pertencentes ao grupo 1,
mas foram expostas a umidade. Pelos resultados encontrados, pode-se notar que
essas amostras ficaram fora da carta NAS. Isso pode ser explicado pelo comeco
da transformacao da forma polimérfica Ill para a forma polimérfica IV (dihidratada),
pois sabe-se que a forma polimérfica Il sofre hidratagdo e consequente
transformagéao para a forma polimérfica IV [3]. Dessa forma, h& cada vez menos a
presenca da forma polimérfica Ill, o que é detectado pela diminuicdo dos valores
na carta NAS. Na carta interferente, essas amostras também se apresentaram
fora do limite estipulado. Como ha a formagéo de uma nova forma polimorfica
nessas amostras (formacgao da forma IV através da forma lll), a carta interferente

detecta essa alteragao.
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Figura 37. Representacdo das cartas NAS, interferente e residuo. (¢) Amostras do grupo 1; (*)
amostras do grupo 2; (O) amostras do grupo 3; (+) amostras do grupo 4; ( ) amostras do grupo
5;(x) amostras do grupo 6;(}]) amostras do grupo 7; (y) amostras do grupo 8; (0) amostras do
grupo 9;(#) amostras do grupo 10.

Em relagédo aos resultados apresentados pelos grupos 4, 5 e 6, nota-se que
todas as amostras que compdem esses grupos estao fora de controle nas cartas
interferentes, porém estdo dentro de controle na carta NAS.Como essas amostras
estao fora dos limites de pelo menos uma carta, elas sao classificadas como fora
de controle. Os resultados encontrados mostram que as amostras que compdem
0os grupos 4, 5 e 6 apresentam a forma polimérfica Il dentro dos limites
estabelecidos pela carta NAS. Os resultados da carta interferente desses mesmos
grupos, ou seja, grupos 4, 5 e 6 mostram que as cartas de controle multivariadas
desenvolvidas foram capazes de detectar a presenca de uma nova substancia que
nao estava presente nas amostras do grupo 1. Através do planejamento
experimental realizado para esses grupos, mostrado na tabela 4, conclui-se que
as cartas de controle desenvolvidas sao capazes de identificar a presenga das
formas polimérficas |, Il e IV, ausentes nas amostras do grupo 1. Existe uma
amostra do grupo 4 e duas amostras do grupo 6 fora do limite estipulado pela

carta residuo. Isso ocorre porque essas amostras possuem residuo padrao maior
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que o estipulado pelas amostras do grupo 1. Como essas amostras possuem em
sua constituicdo a presenca de uma nova forma polimérfica, pode-se inferir que
uma parte da informacao referente a composicao dessa nova forma polimorfica
nao foi detectada pela carta interferente, e sim, pela carta residuo.

Com o intuito de estudar se as cartas de controle multivariadas
desenvolvidas eram capazes de detectar baixas concentracbes das formas
polimérficas |, Il e IV na presenga da forma polimorfica Ill, foram preparados novos
grupos de amostras (grupos 7, 8 e 9) com concentrac¢oes entre 0,1% (m/m) e 1,0%
(m/m) das formas polimorficas |1l e 1V, na presenga da forma polimérfica Ill. De
acordo com a tabela 4 e com os resultados apresentados na Figura 36, pode-se
notar que todas as amostras que compdem esses grupos estdo dentro de controle
da carta NAS, o que esta de acordo com o planejamento experimental da tabela 4.
Além disso, pode-se concluir, através da analise da Figura 36, que a carta
interferente € capaz de identificar a presencga de 0,1% (m/m), 0,5% (m/m) e 1,0%
(m/m) das formas polimérficas | e Il na presenca da forma polimérfica Ill, pois
todas as amostras dos grupos 7 e 8 estdo fora de controle na carta
interferente.Considerando as amostras que compdéem o grupo 9, apenas a
amostra de composicao 1,0% (m/m) da forma polimérfica IV foi detectada na carta
interferente.As amostras de composicées 0,1% (m/m) e 0,5% (m/m) da forma
polimoérfica IV ndo foram capazes de ser detectadas na carta interferente. Isso
pode ser explicado pelo tamanho das particulas dos cristais que compéem a forma
polimérfica IV. Analisando as microscopia das diferentes formas polimorficas
mostradas na Figura 35, pode-se concluir que o tamanho de particula da forma
polimérfica IV (prisma) € menor do que o tamanho das formas | e Il (agulhas).
Dessa forma, apesar das amostras de composicao 0,1% (m/m) e 0,5% (m/m) que
pertencem ao grupo 9 terem a mesma quantidade das amostras dos grupos 7 e 8,
elas ndo podem ser detectadas, pois apresentam os seus cristais de tamanho
menor.

Em relacdo, a carta de residuos todas as amostras dos grupos 7, 8 e 9
estdo dentro do limite estipulado, o que faz com que essas apresentem residuo
padrao semelhante ao modelo construido com as amostras do grupo 1.
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Os resultados apresentados na Figura 36 demonstram que as amostras que
compdéem o grupo 10 sédo consideradas dentro de controle, pois apresentam-se
dentro dos limites estipulados nas trés cartas. Isso era esperado, pois essas
amostras possuem composicdo semelhante as amostras do grupo 1, conforme

mostrado na tabela 4.

6.3. Conclusao

A metodologia proposta de utilizacdo das cartas de controle multivariadas
com dados obtidos através da espectroscopia Raman foi capaz de monitorar os
valores de NAS (analito), interferentes e residuos das amostras de
Carbamazepina, simultaneamente. Sendo assim, foi possivel identificar as
alteragdes das especificacdes das formulagcbes farmacéuticas ocasionadas por
umidade, presenga de uma diferente forma polimérfica e identificagdo de
adulteragcdo com acido estearico no excipiente o que permitiu classificar as
amostras que estavam dentro e fora de controle. Além disso, foi possivel
identificar a presenca de 0,1% (m/m) das formas polimorficas | e Il presentes na

formulagao farmacéutica baseada na forma lll.

96



6.4 Referéncia bibliografica do capitulo 6

1. C. Rustichelli, G. Gamberini, V. Ferioli, M.C. Gamberini, R. Ficarra, S.
Tommasini J. Pharm. Biomed. Anal. 23 (2000) 41-54.

2. L. E. O'Brien, P. Timmins, A. C. Williams, P. York, J. Pharm. Biomed. Anal. 36
(2004) 335-340.

3. F. Tian, J. A. Zeitler, C.J. Strachan, D.J. Saville, K.C. Gordon, T. Rades, J.
Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 271-280.

4. H. Kala, U. Haack, P. Pollandt, G. Brezesinski, Acta Pharm. Technol. 32 (1986)
72-77.

5. F. U. Krahn, J. B. Mielck, Pharm. Acta Helv. 62 (1987) 247-254.

6. M.M. J. Lowes, M.R. Caira, A.P. Lotter, J.G. Van Der Watt, J. Pharm. Sci. 76
(1987) 744-752.

7. J. Dugue, R. Ceolin, J.C. Rouland, F. Lepage, Pharmaceut Acta Helv, 66 (1991)
307-310.

97



98



CAPITULO 7

CONCLUSOES
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7.1 Conclusao geral

O estudo do polimorfismo ganhou, nas ultimas décadas, grande importancia
para a industria farmacéutica. O conhecimento do tipo de polimorfismo que um
farmaco apresenta e suas diferengas estruturais enfatizam a necessidade de seu
estudo, sobretudo na pesquisa por novos farmacos e no estudo de pré-
formulagdes.

Uma contribuicdo significativa e importante para andlise de polimorfismo,
utilizando microespectroscopia, espectroscopia na regido do infravermelho
proximo e espectroscopia Raman, em formulagdes farmacéuticas, foi claramente
demonstrado nesta tese. Existe, entretanto, um numero de limitagcdes e cuidados
necessarios a ser considerados quando se utiliza essas técnicas para estudo de
polimorfismo. A precaucao da utilizagdo da microespectroscopia € que a aquisicao
dos dados gera uma grande quantidade de dados espectrais, demandado um
computador com uma capacidade de processamento relativamente superior aos
computadores domeésticos. Além disso, s&o necessarias ferramentas
quimiométricas para extrair informac¢des precisas e significativas dos dados
gerados. Ja para a utilizacdo da espectroscopia Raman, a espécie a ser analisada
deve apresentar polarizabilidade quando interage com a radiagdo, enquanto que,
na utilizacdo da espectroscopia na regido do infravermelho préximo, a espécie
deve possuir variacdo efetiva no momento de dipolo durante a sua vibracao ou
rotacao.

Nesta tese, foi abordado duas aplica¢des utilizando as cartas de controle
multivariadas e uma aplicacao utilizando o PLS. Nas aplicagdes realizadas com as
cartas de controle multivariadas, uma com a espectroscopia na regidao do
infravermelho pr6ximo e a outra com a espectroscopia Raman, os resultados
mostraram que foi possivel a deteccdo de diferentes formas polimorficas
presentes nas formulacbes farmacéuticas de modo qualitativo, tanto para os
polimorfos da Carbamazepina como do Piroxicam. No estudo realizado com a
Carbamazepina, também foi detectada mudanca na formulacdo do excipiente e a
transformacéao da forma polimérfica Il para a forma polimérfica |, ocasionada por
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hidratagdo. A aplicagéo utilizando o método quimiométrico PLS foi realizada com o
farmaco Piroxicam. Os resultados mostraram que foi possivel realizar a
quantificacdo dos principais polimorfos em formulagdes farmacéuticas. Além disso,
foi possivel mapear e estudar a distribuicdo dos diferentes polimorfos presentes
nas formulacdes farmacéuticas desse farmaco.

Dessa forma, a tese demonstra que o polimorfismo, considerado um dos
responsaveis pelas diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos compostos,
como solubilidade, dureza e indice de refracdo, pode ser estudado utilizando
técnicas espectroscopicas e métodos quimiométricos. Logo, a tese desenvolvida
apresenta diferentes metodologias que podem ser usadas para monitorar
mudanga na biodisponibilidade de farmacos ocasionadas pela mudanga de formas
polimérficas que podem existir. Sendo assim, a tese apresenta uma contribuicao
significativa para a industria farmacéutica, pois demonstra que é possivel controlar

o polimorfo que ira para o mercado.
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1. Introduction

Many pharmaceutical solids exhibit polymorphism, which is
frequently defined as the ability of a substance to exist as two or
more crystalline phases that have different arrangements and/or
conformations of the molecules in the crystal lattice [1-3]. Thus, in the
strictest sense, polymorphs are different crystalline forms of the same
pure substance in which the molecules have different arrangements
and/or different conformations of the molecules. As a result,
polymorphic solids have different unit cells and hence display
different physical properties, including those due to packing, and
various thermodynamic, spectroscopic, interfacial, and mechanical
properties [1-3].

Fundamentally the method used to give the structural information
on a solid material is X-ray powder diffraction (XRPD) [4]. The X-ray
technique, whether performed using single crystals or powdered
solids, is concerned mainly with structural analysis and is therefore
eminently suited for the characterization of polymorphs and solvates.
An external examination of crystals reveals that they often contain
facets, and that well-formed crystals are completely bound by flat
surfaces. Planarity of this type is not commonly encountered in
nature, and it was quickly deduced that the morphological character-
istics of a crystal are inherent in its interior structure. In fact, the
microscopic form of a crystal depends critically on structural
arrangements at the atomic or molecular level; the underlying factor
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controlling crystal formation is the way in which atoms and molecules
can pack together. A review of crystallography from the pharmaceu-
tical viewpoint is available [5].

Infrared spectroscopy has been used for the polymorphic distinc-
tion of compounds and presents some advantages in relation to
classical techniques for polymorphic analysis, since it is generally fast,
cheaper, can be automated and can reduce the need for solvents and
toxic reagents associated with wet chemical methods. Examples of

rres

Interference
e space

Fig. 1. Schematic overview of the separation of the spectrum r into three different
contributions, the NAS values indicated by the vector ryas, the composition of the
excipients indicated by the vector rjyy in the interference space, and the residuals
indicated by vector ryes, perpendicular to of the regression vector NAS b.
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Table 1
Data sets composition.

Sample set Form I (%) Form II (%) Form III (%) Excipient (%)
A 30-40 0 0 70-60
B 0 20-25 0 80-75
C 0 0 15-20 85-80
D 30-40 0 0 70-60

this application are diffuse reflectance infrared (DRIFT-IR), attenuated
total reflection Fourier transform infrared (ATR-FTIR) and near
infrared (NIR) [6-12].

Multivariate methods can help the analyst to extract the relevant
qualitative or quantitative information from spectra, and these
methods can help when deriving rapid methods for quality control
[13-15]. In this sense, multivariate control charts have been used for
quality monitoring using infrared spectroscopy [16,17]. The basis of
this approach is to build an empirical model of a set of measurements
obtained under normal operating conditions (NOC). Using this model,
statistical confidence limits are calculated. New measurements are
projected onto this model, and the statistics calculated should be
within the confidence limits. Recently, new multivariate control
charts based on the net analyte signal have been proposed to perform
multivariate quality monitoring [18]. The advantage of these charts is
that systematic variation in the product due to the analyte (or
property) of interest is separated from the remaining systematic
variation due to all other compounds in the matrix. This enhances the
ability to flag products out of statistical control.

Piroxicam (4-hydroxy-2-methyl-N-(2-pyridyl) 2H-1,2-benzothiazine-
3-carboxamide-1,1-dioxide) is a nonsteroidal antiinflammatory and
analgesic drug [19] that presents an interesting case of polymorphism.
Three polymorphic forms (I, Il and III) and one monohydrate form can be
obtained by crystallization from saturated solutions in various solvents
[20]. Since polymorphism can change the pharmacokinetic and pharma-
codynamic characteristics of Piroxicam [21], it is important to develop
quality control methodologies for the polymorphic determination of this
drug.

The aims of this work were to build and to validate multivariate
control charts based on the net analyte signal for quality monitoring of
the polymorphic compositions of a pharmaceutical formulation based
on Piroxicam using near infrared spectroscopy. For this purpose,
firstly, a study using XRPD and microscopy was carried out to
characterize the different forms of Piroxicam that crystallize under
different conditions. Secondly, the multivariate control charts were
developed and validated.

2. Theory

The basis for the development of the control charts is represented
in Fig. 1 where a sample spectrum (vector r) is split into three
different contributions: ryas (NAS vector), iyt (interference vector)
and res (residual vector):

I = Inas T TNt 1 TRes (1)

The NAS vector corresponds to the analyte of interest [22]; all the
remaining information not including the analyte is explained by the
interference vector and the information that could not be explained
by either NAS or the interference vectors will be in the residual vector.
The subspace is called the interference space. Spectra of blank samples
or spectra of the pure interferences can be used to span the
interference space. The interference space can be found by applying
principal component analysis (PCA) to mean-centered sets of blank
(or interfering constituent) spectra:

R,=PT +E )
where R_  is the mean-centered spectra, P is the loadings that define
the model for the interference space, T is the scores and E is a matrix of
the residuals. Then the interference vector can be computed by
projecting the vector r into the interference space:

vy = PP'r 3)

where P* is the pseudo-inverse of the loading matrix.
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Fig. 2. Powder X-ray diffractograms of crystal forms of Piroxicam: (1) form I; (2) form II; and (3) form IIL
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Fig. 3. Optical micrographs of Piroxicam crystals. (a) Prisms of form I obtained as raw
material, (b) needles of form II form absolute ethanol at room temperature and (c) form
Il crystallized from a saturated Piroxicam solution in absolute ethanol at dry ice
temperature.

There is another way to perform the calculation of the interference
space when spectra of the pure interferences are not available. In this
situation samples containing mixtures of excipient and analyte can be

used. Thus, the matrix R_ can be obtained by computing the matrix
which is orthogonal to the space spanned by the analyte.

The NAS can be assessed by first computing the part of R (matrix of
the spectra) orthogonal to the interference space P:

B, = (I-PP")R 4)

where I is the identity matrix with dimensions equal to the number of
spectra in R. Since By contains a set of orthogonal vectors not all in the
same direction to the interference space, the average vector by is used
to define a unique direction in multivariate space:

I
2 B
i=1

by = =L 5)

where by is called the NAS regression vector.
The NAS vector can be calculated by a projection of spectrum r
onto the regression vector:

T, \—1,.T
rnas = by (biby)  byr (6)
Finally the residual vector r,es can be calculated by:

Tres = r'—(rnas + Tint) (7)

2.1. Control charts

In any production process, regardless of how carefully it is
maintained, a certain amount of natural variability will always exist.
A process is said to be statistically “in-control” when it operates with
only chance causes of variation. On the other hand, when assignable
causes are present, then we say that the process is statistically “out of
control.” To elaborate control charts, a set of “under-control” samples
is necessary, where it is known that they are inside the quality
specifications. These samples form a spectral matrix called Ryoc,
where NOC means “normal operating conditions”. The Ryoc is split
into the NAS, interference and residual contributions as formulated
above. Then limits are calculated to describe the expected normal
variation of the “under-control” samples of each contributor.

The NAS vector corresponds to the analyte of interest and it is
directly related to the analyte concentration. It can then be used to
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Fig. 4. NOC sample spectrum and corresponding NAS, INT, and RES vectors.
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build a control chart that reflects the amount of analyte in the
samples. Limits are derived from the standard deviation of the mean
NAS vector (nasyoc) and they are calculated by using 95% confidence,
from the mean of nasyoc and standard deviation of nasyoc:
Limitys;, = nasyoc + 2+Syoc (8)
where n_as,\,oc is the mean of nasyoc and Syoc is the standard deviation
of nasnoc.

The interference charts are built by projecting the Ryoc matrix on
the interference space. It is expected that the projected “under-
control” spectra (called Rint) occupies a restricted region of the
interference space. When new samples, also “under-control”, are
projected on the interference space, they should also be projected on
the same region. Samples “out of control” will be distant from this
region. The distance of the projection of a spectrum into the
interference space can be used to build the control chart. The d-
statistic [23] can be used to check if new samples have the same
covariance as the “under-control” samples.

The residual chart is obtained after the calculation of NAS and
interference vectors as formulated in Eq. (2). The limits of the control
charts are calculated based on Q-statistics [23]. Q-statistics are used to
verify if the residual for new samples is not due only to random noise,
since it is expected that the residuals for “under-control” samples only
contain normally distributed random noise. Large values for Q-
statistics of new samples indicate the presence of systematic noise
and they are “out of control”.

3. Experimental

In this work, Piroxicam from EMS Sigma Pharma (Brazil) was used,
which was found to correspond to form I by comparison with PXRD
spectra [20]. Forms II and Il were prepared from form I. Form II
(needles) was obtained by crystallization from a saturated Piroxicam
solution in absolute ethanol (aliphatic alcohol) at room temperature
while form Il was obtained from a saturated Piroxicam solution in
absolute ethanol cooled on dry ice [20].

W.E.C. Rocha, RJ. Poppi / Microchemical Journal 96 (2010) 21-26

Sixty-two samples containing the active principle (Piroxicam)
having polymorphic forms I, II and Il were prepared in excipient
(cellulose, sodium lauryl sulphate, magnesium stearate, carmellose,
povidone and lactose) and 10 blank samples only containing the
excipients were also prepared. From these samples, all with total
weights of 400 mg, four different data sets were produced (sets A, B, C
and D). Sample set A, with 10 samples, refers to the “under-control”
samples (formI); while the sample set B, with 7 samples (form II) and
sample set C, with 10 samples (form III), are “out of control” samples.
Sample set D is “in-control” (form I), with 35 samples. The amounts of
each compound added to form sets A to D are described in Tablel.
Data analysis was performed in Matlab version 6.5 (The Mathworks
Inc.) using routines developed in our laboratory.

All the samples were weighted on an analytical balance with an
accuracy of 0.00001 g and mixed for 5 min in 5 ml recipients. After
that, all the Piroxicam samples were put in a knife mill for 1 min. Then
the samples were vortexed for 1 min. Spectra were collected with a
Thermo Nicolet Antaris FT-NIR Analyser, equipped with a tungsten
filament source, integration sphere module and an AsInGa detector.
The acquisition of the spectra was accomplished in the range of 4000
to 10,000 cm™ ! using 32 scans and a resolution of 4 cm™ .

The pure forms [, Il and IIIl were characterized by PXRD (Ni filtered,
Cu Ko radiation (A =1.5406), voltage 40 kV, current 30 mA, angular
speed 2°/min, angular range 5° <26 <50°).

4. Result and discussion

X-ray powder diffraction proved to be very useful in analyzing the
polymorphism of Piroxicam as the polymorphs exhibit substantial
differences in the X-ray powder diffraction spectra. The X-ray powder
diffraction data for forms I, Il and III correspond to those published in
the literature [20]. Fig. 2 shows these differences.

A detailed analysis of crystal structures can confirm or refute that
the compounds are the same as those of the crystalline powder under
investigation. Optical micrograph data confirm the existence of three
distinct crystal modifications of Piroxicam. Three polymorphs of
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Fig. 5. Samples in control charts. (a) NAS chart, (b) interference chart and (c) residue chart. (+) NOC samples, ([]) out of control samples with form II, (+) out of control samples with

form Il and (*) in-control samples with form 1.
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Piroxicam, prisms (Fig. 3a), needles (Fig. 3b) and form III (Fig. 3c),
commonly crystallized from a saturated solution, are clearly observed.

After the confirmation of the I, Il and IIl pure Piroxicam polymorphic
forms, samples were prepared according to Table 1 and the control charts
were constructed. For the construction of control charts, first the spectra
were pre-processed by using the first derivative.

Principal component analysis (PCA) was applied to the placebo
matrix (10 blank samples) for the construction of the interference
space in which two main components were used. This number was
chosen because it presented a lower root mean squares error of cross-
validation (RMSECV) and explains 99.95% of the data variance.

Using data set A (“under-control” samples), the NAS regression
vector was calculated and the decomposition of each spectrum was
performed. For this, Egs. (3), (6) and (7) were used. Fig. 4 shows the
signals for the NAS, interference and residue vectors from in-control
samples (data set A). The number of samples in data set A (10
samples) can be considered enough for the control charts develop-
ment, since the samples were prepared under the same conditions
and analyzed in the same equipment that makes them homogeneous.

After the step of spectral decomposition generating the NAS, interference
and residual vectors, the confidence limits were calculated for each chart. For
this, only the under-control samples (data set A) were used.

Using the NAS chart, the upper and lower confidence limits of
Piroxicam polymorphic form I concentration in the samples were
determined, set at 27% (w/w) and 33% (w/w), respectively, taking into
account the variation of + 10% of the concentration of the active principle in
the trade drug, which is 30% (w/w). Samples that have a concentration
between these limits are within control with respect to this variable. The
model can be formulated as a pseudo-univariate one, using the NAS values
and these limits are 1.26x10~% and 2.28 x 10~ However, in this case,
these limits are in NAS values, and no longer in concentration. The
confidence limit for the interference chart was calculated according
Skibsted et al. [ 18] obtaining the value of 10.04 while for the residue chart it
was calculated according Fuchs [23] resulting in the value of 1.08x 1072,
considering 95% of confidence.

Fig. 5 shows the control charts developed. As all 10 samples of data
set A are within control (samples that were chosen for model
development), the values of NAS, interference and residue of these
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mixtures are within the limits defined by the three charts. It is
possible to note in Fig. 5 that samples from data set B and data set C
are outside the NAS, interference and residue charts, which is in
agreement with what was expected, since these samples were
prepared in the laboratory with different Piroxicam polymorphic
forms. Considering the interference chart, it is possible to infer that
these samples are out of control, which may be explained by the fact
that they have in their composition the polymorphic forms II and III,
absent in the under-control samples (data set A).Thus it is possible to
conclude that the interference chart is able to identify the presence of
different polymorphic forms in the pharmaceutical formulation. To
confirm this statement, an analysis of the interference vectors and
residues of the in- and out control samples was performed.

In Fig. 6a and b the interference vectors of the inside and outside of
control samples are shown. It is possible to notice in these figures that
there are several regions with different intensities between the in-
and out of control samples caused by the presence of the Piroxicam
polymorphic forms II and III, respectively, which confirms that the
interference chart was able to distinguish the in- and out of control
samples.

With respect to the residues chart, samples from data sets B and C,
indicated in Fig. 5, are out of control. This means that these samples
were not shaped properly, because the difference between the
predicted and the reference values for Piroxicam are above the
model standard residue. This can be explained by the presence of the
new polymorphic forms absent in the under-control samples. This can
be seen in Fig. 6¢ and d by the difference of the residue vector of the
in- and out of control samples. As the residual values are very high for
data B and C, one can assume that part of the NAS vector is modeled by
the residual vector. The exact cause of these high residual values is
difficult to determine, but the results show improved diagnostics
using the multivariate control chart.

Practically all samples from data set D were classified as in-control,
since they have polymorphic form I and only sample 38 was wrongly
classified in NAS and interference charts. The reason is that this
sample has a higher Piroxicam concentration, despite being consti-
tuted by polymorphic form I, generating an out control sample in
these charts.

5. Conclusion

The multivariate control chart method provides a simple and
powerful tool to evaluate polymorphism from near infrared spectra,
since abnormal samples could be easily detected. The procedure is fast
and adjustable for monitoring the production of Piroxicam, because it
requires only samples under-control to model development. Using
these multivariate control charts it was possible to identify samples
that were in- and out of control. No quantitative model was developed
and no exhaustive analysis must be performed during model
development. In the case studied, the methodology was able to
identify Piroxicam polymorphic forms different from the pattern
normally present in specifications relative to form I of Piroxicam.
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models of the polymorphic forms remained below 4% (w/w). It was also possible to distinguish local and
global information of the constituents through this method. These results seem to be a suitable tool for
quality process control and final product quality assurance.
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1. Introduction

In the pharmaceutical industry the polymorphic form of a drug is
very relevant as it affects the solubility, potentiality, dissolution, shelf
life and bioavailability. Therefore, polymorphism screening is an
important issue in the pharmaceutical industry. Much effort has been
expended by regulatory authorities and patent attorneys to determine
whether polymorphs exist [1]. There are many methods for
monitoring the transformation of polymorphs, such as: solid-state
nuclear magnetic resonance spectroscopy (SS-NMR) [2,3], thermal
gravimetric analysis (TGA) [4], optical spectroscopy such as mid-
infrared (IR), near-infrared (NIR), Raman, and terahertz pulsed
spectroscopy (TPS) [5,6], differential scanning calorimetry (DSC) [7]
and X-ray powder diffraction (XRPD) [7].

Near-infrared chemical imaging (NIR-CI) is an emerging technol-
ogy within the pharmaceutical industry which can be used for rapidly
estimating polymorphic composition and for polymorphism screen-
ing. The advantage of NIR-CI for these tasks is that NIR-CI adds spatial
distribution information to the spectral information by combining
traditional NIR spectroscopy with digital imaging [8-10]. Thus, NIR-CI
has been successfully applied for drug identification [11,12] and
quantification [13,14], for visualizing manufacturing problems and
process effects on dissolution [15-19] and for estimating homogene-
ity [20-22]. Dubois et al. [23] and El-Hagrasy et al. [24] have used NIR-
CI for the identification and characterization of counterfeit drug
products.
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E-mail address: ronei@igm.unicamp.br (W. Fortunato de Carvalho Rocha).

0169-7439/% - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
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In NIR-CI, a NIR spectrum is recorded in each pixel of the sample
image resulting in a hyperspectral data cube. Translating the spectral
signature from each pixel into, for example, chemical concentrations
will generate a set of chemical images showing the distribution of
each ingredient within the sample matrix. This visualization of the
internal structure and elucidation of the distribution and cluster size
of each constituent in the sample are valuable in formulation
development and manufacturing of solid dosage forms as well as
for troubleshooting quality defects. NIR-CI has the potential to pro-
vide increased process and product understanding which goes well
with the process analytical technology (PAT) initiative of the FDA
[25].

In this work, attempts were made to apply chemometric methods to
imaging analysis of pharmaceutical formulations for quantification and
distribution of polymorphic forms in the drug piroxicam. Piroxicam is a
nonsteroidal antiinflammatory and analgesic drug that presents an
interesting case of polymorphism. Three polymorphic forms (1,2 and 3)
and one monohydrate form can be obtained by crystallization from
saturated solutions in various solvents. Fig. 1 shows the structural
formula of piroxicam.

In our study, PLS models were developed for the piroxicam
polymorph (forms 1 and 2) and the excipient for determination of the
distribution and quantification of the polymorphic forms in the product,
as well as of the excipients.

2. Theory
Partial least squares (PLS) method is an indirect calibration that does

not require individual spectra of each analyte and interference to be
known in advance. It is a regression method that relates a matrix of
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Fig. 1. Structural formula of piroxicam.

spectra (X) with a vector of reference values (y). PLS requires a
calibration data set composed of several samples spanning an
appropriate concentration range to build a model for new predictions.
In its simplest form, a linear model specifies the (linear) relationship
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between a dependent (response) variable y, and a set of predictor
variables, the x, so that:

Yy =by + byxy + bx, + ... + byx,. (1)

In this equation by is the regression coefficient for the intercept and
the b; values are the regression coefficients (for variables 1 through p)
computed from the data. The method aims to identify the underlying
factors, or linear combination of the x variables, which best model the y
dependent variables. PLS can deal efficiently with data sets where there
are many variables that are highly correlated and involving substantial
random noise. The differentiation between PLS1, where the regression is
made to one dependent variable at a time (y is a column vector), and
PLS2, where all dependent variables are calculated simultaneously
should also be mentioned. The method has been applied in many areas
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Fig. 2. Data transformation and calibration steps to obtain the distribution maps. (a) Calibration, (b) prediction an (c) reconstruction of distribution maps.
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of research and technology such as: analytical chemistry, ecology,
agriculture, food science, medicine and industry. PLS has been used for
the study of hyperspectral data for pharmaceutical formulations [26].

Fig. 2 shows the image acquisition and data transformation
necessary to obtain the distribution maps of the compounds using
PLS according to the following stages:

Calibration
a) The image is obtained directly from the surface of the tablet and
consists of spectral hypercube of raw data, where the x and y axes
are the spatial coordinates characteristic of the drug surface and
the z axis is the wavelength (). Thus, for each pixel image there is
a whole spectrum in the third dimension;
In the next step, for each sample, the data are unfolded by spatial
dimension elimination, resulting matrix ((xy)xA). The informa-
tion about the pixel position is maintained on the rows of the that
matrix;
c) With the unfolded data, a mean spectrum of the matrix is obtained
to represent each sample in the regression model;
d) Thus, mean spectra, one for each tablet, are used to obtain a matrix
(X) that is related to the known concentration of the compounds
of interest (y);

)

Validation

In the validation process, the stages e), f) and g) are performed like
a), b) and c) using validation sample.

The calibration models by partial least squares (PLS1), for forms 1 and
2, are used to predict the concentrations of the validation samples.

h

g

Construction of distribution maps

In the image prediction, the stages i) and j) are performed like a)
and b) and the calibration models are used for predition of the
pixels.

Both response vectors (y) are obtained for each polymorphic form.
In this stage, the response vectors represent the concentrations per
pixel.

Finally, the concentration distribution maps are obtained through
the rearrangement of the pixels, forming one image for each
polymorphic form.

~
N

—
ey

3. Material and methods

In this work, piroxicam from EMS Sigma Pharma (Brazil) was used,
which was found to correspond to form 1 by comparison with PXRD

spectra [7]. Form 2 was prepared from form 1. Form 2 (needles) was
obtained by the crystallization from a saturated piroxicam solution in
absolute ethanol (an aliphatic alcohol) at room temperature. Fifty-five
pharmaceutical formulations containing the two polymorphic forms
and the excipients (lactose, NaHCOs, talc, starch, and magnesium
stearate) were made. All the samples were weighted in analytical
balance with an accuracy of 0.00001 g and mixed for 5 min in 5 ml
recipients. After that, the samples with total weights of 400 mg were
pressed in a mechanical press under pressure of 0.5 ton for the
formation of tablets.

An experimental design was performed in order to cover most of
the concentration for all constituents present. The concentrations of
form 1 were prepared in the range from 1% (w/w) to 90% (w/w) for
pharmaceutical formulations while for form 2 the concentrations
were from 1% (w/w) to 85% (w/w). Tablets were analyzed on a NIR
line mapping system SPECTRUM 100 N FT-NIR Spectrometer coupled
with a Spotight 400 N FT-NIR Imaging System by PerkinElmer. This
spectrometer is equipped with linear MCT detector array and it was
used to acquire the NIR spectra under N, purge. An area of
5 mmx 5 mm was analyzed using pixel size 50 pm x 50 pm, obtaining
a total of 10,000 spectra for each image of 100 x 100 pixels. Each
spectrum was the average of 8 scans in the wavelength region 7800-
4000 cm™! (i.e. 239 data points) using 16 cm™! spectral resolution.
The reflectance spectra (R) were transformed to log(1/R) prior to
chemometric procedures.

After acquisition of images, the three-way data was unfolded and
the pre-processing was accomplished.

The first step for model development was to split the tablets into a
calibration set (30 samples) and a validation set (25 samples) using the
Kennard-Stone algorithm [27]. Thus, PLS1 models were built for the
quantification of two polymorphic forms of piroxicam. For model
development, the mean spectra of the obtained images were used. All
chemometric computation was made using home written mfiles
running under Matlab 7.0® (The Mathworks, Natick, MA) environment.

The pure forms 1 and 2 were characterized by PXRD (Ni filtered, Cu
Ko radiation (A=1.5406), voltage 40 kV, current 30 mA, angular
speed 2°/min, and angular range 5°<26<50°).

4. Results and discussion

X-ray powder diffraction proved to be useful for analysis of the
polymorphism of piroxicam, since these forms exhibit substantial
differences in the X-ray powder diffraction spectra. The X-ray powder
diffraction data for forms 1 and 2 correspond to those published in the
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Fig. 3. Powder X-ray diffractograms of crystal forms of piroxicam: (a) form 1 and (b) form 2.
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Fig. 4. Optical micrographs of piroxicam crystals. (a) Prisms of form 1 obtained as raw material and (b) needles of form 2 from absolute ethanol at room temperature.

literature [7]. Fig. 3 shows these differences. A detailed analysis of
crystal structures can confirm or refute that the compounds are the
same as those of the crystalline powder under investigation. Optical
micrograph data confirm the existence of two distinct crystal
modifications of piroxicam. Two polymorphs of piroxicam, prisms
(Fig. 4a) and needles (Fig. 4b), commonly crystallized from saturated
solution, are clearly observed.

Near-infrared spectroscopy can also be used for polymorphism
analysis of piroxicam. The piroxicam forms 1 and 2 exhibit
pronounced differences in their near-infrared spectra as shown in
Fig. 5. The NIR spectra of forms 1 and 2 are also practically identical to
those published in the literature [7].

After the confirmation of pure piroxicam polymorphic forms 1 and
2, mixtures of them in excipient were prepared. After that, PLS-1
models were developed for each of the polymorphic forms (1 and 2)
and excipient.The hyperspectral mean spectrum for each of the 30
calibration samples was first calculated. The PLS models were built
using 4 latent variables, in order to avoid over fitting or lack of fit to
quantify polymorphic forms in both models. This number was chosen
because it presented a lower root mean squares error of cross-
validation (RMSECV) and explains 90.30% of X variance and 98.02% of
y for form 1 and 86.21% of X variance and 97.22% of y for form 2. Cross-
validation was performed by leave-one-out cross-validation.

In this study, a region of interest (ROI) represented by 10,000 pixels
was used and therefore, in the model development the pixel outliers

16

were not evaluated, since a large number of samples were used for
calibration. In addition, we used a detector (linear) that works by
scanning surface area of the tablet, preventing the damage in the pixel
image. However, Burger and Geladi [28], using a focal plane array
detector and analyzing a small region of interest, suggest outlying pixel
analysis.

Several pre-processing and their combinations were tested. The
results showed that the best estimates for both forms 1 and 2 were a
combination of detrend [29], orthogonal signal correction [30] and
first derivative [28]. Several PLS-2 models have also been developed
for the quantification of polymorphic forms, but worst results than the
PLS-1 models were observed.

In Figs. 6 and 7 the measured values are shown against the predicted
ones using the PLS models developed. It is possible to note a good fit
between the reference values and the ones predicted by the models. It is
interesting to note that most points are in low concentrations. This is
expected, since we used several compounds (piroxicam and excipients)
that were varied in order to cover the large range of concentration for all
compounds. Table 1 shows the results for the PLS models developed for
the determination of forms 1 and 2.

In Table 1, the RMSEC and RMSEP values are below 4%, related to
the models presented in Figs. 6 and 7. Therefore, since the values
obtained are similar to the models, they can be considered suitable for
the quantification of the polymorphic forms present in pharmaceu-
tical formulations. Besides, for this comparison, a F-test [31] was
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Fig. 5. NIR spectra of crystal forms of piroxicam.
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Fig. 7. Plot of predicted versus reference values for form 2 piroxicam by PLS. Calibration (®) and validation (V) samples.

performed with 95% of confidence level (p=0.05), considering the
null hypothesis in which there is no significant difference in errors for
the determination of polymorphic forms pharmaceutical formulations
given by the two models. For the F-test the following expression was
used:

2
F— (RMSEPporw1)” _ (3. =1.03 @
(RMSEPropm2)*  (3.66)

where RMSEP is the root mean square error of prediction [32].

The value found for the F-test was 1.03. The critical value of t is 1.98
(p=0.05) and since the calculated value is less than critical value, the
null hypothesis is retained: the determination of both polymorphic
forms does not give significantly different errors in the pharmaceutical
formulations prepared. The degree of freedom used for the F-test was
equal to 24 in both numerator and denominator for both equations.

The percentile errors concerning these fits are shown in Figs. 6 and 7.
In these figures, the residues present a random distribution, indicating a

suitable fit. The calculation of the residuals was performed by using
Eq. (3):

residual (%) = (M X 100) 3)

ref

where y.r contains the reference values for the concentration of
piroxicam and ypeq is the value predicted by the model. The majority
of predicted samples have errors lower than 6%, which are acceptable
for this determination.

Table 1
Results obtained for the quantification of polymorphic forms.

RMSEC (%) RMSECV (%) RMSEP (%) Ripibration Rvalidation  Bias
Form1 3.25 4.07 3.72 0.98 0.98 —0.50
Form2 2.92 3.89 3.66 0.96 0.96 0.10
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Fig. 8. PLS distribution maps of the polymorphic forms. The detail is an expanded view.

The study of the distribution of polymorphic forms contained in
pharmaceutical formulations was made through the reconstruction of
images using the PLS models. Fig. 8 shows both piroxicam polymorphic
forms on the surface of a tablet. In expansions in Fig. 8, it is possible to
compare the polymorphic forms 1 and 2 and their respective optical
micrographs in Fig. 4. Using NIR-CI it is possible to observe a tendency
for the clustering of two different crystal groups. The first refers to prism
shape and the other to needles. This observation is important for final
product quality control, because it shows the extent to which these
clusters occur, as well as their influence on bioavailability studies.

5. Conclusion

A method to perform concentration map distribution of piroxicam
polymorphs from hyperspectral data was presented. It is possible to
obtain information with excellent chemical precision per pixel of
image by the PLS method. Through the F-test it was possible to
conclude that the models for polymorphic forms 1 and 2 have the
same prediction errors within 95% of confidence level. This indicates
that is possible to differentiate the physical and chemical character-
istics of the active ingredient piroxicam enabling the possibility of
using NIR-CI for obtaining global and local information of the samples
studied.
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