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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento e caracterizacdo de formulagdes de farmacos pouco
soluveis em dgua empregando espectroscopia de imagem e Quimiometria.

Autora: Mércia Cristina Breitkreitz
Orientador: Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi

Este trabalho teve como objetivo demonstrar como a espectroscopia NIR e
Raman de imagem, juntamente com diversos métodos quimiométricos podem
auxiliar a tomada de decisbes durante o desenvolvimento farmacéutico de
formulagbes de farmacos pouco soluveis em agua, tendo como modelo a
atorvastatina calcica. Foram avaliados dois excipientes inovadores, 0 Gelucire®
44/14 e o Soluplus® que serviram de base para o desenvolvimento das
formulagdes. O Gelucire® 44/14 foi utilizado para o preparo de dispersdes sélidas
pelos métodos da fusdo e da evaporacdo do solvente e formulacdes do tipo
SEDDS (Self-Emulsifying drug Delivery Sytems), enquanto o Soluplus® foi utilizado
para o preparo de dispersbes soélidas pelo método da evaporacdo do solvente.
Nas dispersdes preparadas pelo método da fusdo foram observados aglomerados
do farmaco, enquanto o método de evaporacdo do solvente apresentou melhor
homogeneidade na distribuicdo dos componentes, porém a amostra se apresentou
enrijecida apdés a secagem. Com as formulagées SEDDS foi possivel contornar
estes problemas. Foram obtidas dispersdes soélidas homogéneas de atorvastatina
em Soluplus® utilizando etanol como solvente e lactose como diluente. As imagens
foram geradas por calibragcdo univariada, analise de componentes principais
(PCA), regressdo em minimos quadrados classicos (CLS) e regressdo em
minimos quadrados parciais (PLS) e os resultados foram comparados. O método
CLS foi estudado com mais detalhes devido as suas vantagens para utilizagéo na
pesquisa farmacéutica. Os principais fatores que levaram a problemas de exatidao
com este método foram identificados e procedimentos para contorna-los foram
apresentados e discutidos.
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ABSTRACT

Title: Development and characterization of pharmaceutical formulations of poorly
water soluble drugs using image spectroscopy and chemometrics

Author: Marcia Cristina Breitkreitz
Advisor: Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi

The aim of this work was to demonstrate how NIR and Raman image
spectroscopy associated with different chemometric methods can support decision
making during pharmaceutical development of formulations of low water soluble
drugs, using atorvastatin calcium as a model drug. Two innovative excipientes
were used, Gelucire® 44/14 and Soluplus®. The former was used to prepare solid
dispersions by both hot melt and solvent evaporation methods and to formulate
Self Emulsifying Drug Delivery Systems (SEDDS). The latter was used to prepare
solid dispersions by the solvent evaporation method.

In solid dispersions prepared by the hot melt method it was observed lumps
of the drug, whereas the solvent evaporation method presented more
homogeneous distribution of the components, even though the sample became
stiffened after drying. By preparing SEDDS formulations, it was possible to
overcome these problems. A homogeneous solid dispersion of atorvastatin in
Soluplus® was achieved by using ethanol as solvent and lactose as diluent.
Chemical images were generated by univariate calibration, principal component
analysis (PCA), classical least squares (CLS) and partial least squares (PLS). The
capability of these methods to generate chemical images were compared. CLS
method was studied more carefully due to its advantages for pharmaceutical
research use. The main features that lead to accuracy issues were identified both
in Raman and in NIR spectroscopy and procedures to overcome them were
presented and discussed.
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Prefacio

O setor de pesquisa e desenvolvimento de uma empresa farmacéutica
necessita de uma grande diversidade de técnicas analiticas trabalhando em
conjunto para reunir 0 maximo de informagdes possivel sobre o farmaco, os
excipientes e as formulagdes “piloto”, ou seja, as formulagcdes que estdo sendo
desenvolvidas, até que se chegue a uma formulacdo final com seguranca. A
distribuicdo dos compostos em uma formulacdo sempre foi uma questédo
importante no desenvolvimento farmacéutico e controle de qualidade dos
medicamentos, uma vez que a heterogeneidade pode estar relacionada a diversos
problemas de qualidade no produto, incluindo dissolugdo baixa e variavel. A
homogeneidade é especialmente importante para formulacées de farmacos pouco
soliveis em agua uma vez que a solubilizacdo depende, na realidade, dos
excipientes utilizados. Assim, formulagdes que apresentem aglomerados do
farmaco podem apresentar precipitacdo quando colocadas em meio aquoso. O
surgimento de formulacgdes lipidicas empregando excipientes semi-sélidos, como
por exemplo os compostos da familia dos Gelucires®, tornou ainda mais critica a
questdo da homogeneidade, uma vez que, microheterogeneidades podem gerar, a
longo prazo, a separagédo de fases dentro da matriz semi-solida. Técnicas como
microscopia 6tica ou microscopia eletrénica de varredura (MEV) nao fornecem
informacdes sobre a distribuicdo dos constituintes na amostra. Para algumas
amostras, a andlise de MEV nao pode ser realizada devido ao alto vacuo utilizado
no equipamento, que pode danificar sua estrutura. Assim, a espectroscopia
vibracional de imagem pode ser especialmente Uutil, ajudando na tomada de
decisdes sobre diversas questées durante o desenvolvimento farmacéutico, como
por exemplo, qual (ais) solvente (s), qual processo, qual (ais) excipiente (s) devem
ser utilizados de modo a obter uma formulacdo homogénea, sem aglomerados ou
separacao de fases.

A motivacado desta tese foi demonstrar como a espectroscopia vibracional
de imagem NIR e Raman podem fornecer informacdes importantes para o
desenvolvimento de um produto, tomando como modelo o farmaco pouco soluvel
em Aagua atorvastatina célcica e os excipientes inovadores Gelucire® 44/14 e

Soluplus®. Até o momento, a espectroscopia de imagem com excipientes semi-
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sélidos da familia dos Gelucires® ndo foi descrita na literatura e, como o uso
destes excipientes tende a crescer no desenvolvimento farmacéutico, esta técnica
pode ser de grande valia para a avaliagdo das formulacdes desenvolvidas no
futuro.

Esta tese esta dividida da seguinte maneira: o Capitulo 1 apresenta uma
introducdo tedrica sobre os principais assuntos que serdo abordados na tese; o
Capitulo 2 apresenta a caracterizacdo das matérias primas utilizadas, tanto do
farmaco quanto dos excipientes. Nos Capitulos 3 - 6 sdo mostrados os resultados
da pesquisa, sendo cada capitulo descrito de forma independente, com
procedimento experimental e conclusdes préprias. No capitulo 3 sdo apresentados
resultados do estudo do método da fusdo para o preparo de dispersdes sélidas de
atorvastatina em Gelucire® 44/14. Neste capitulo foram comparados varios
métodos para a geracdo das imagens: calibragdo univariada, analise de
componentes principais (Principal Component Analysis, PCA), regressao em
minimos quadrados classicos (Classical Least Squares, CLS) e regressdao em
minimos quadrados parciais (Partial Least Squares, PLS). No Capitulo 4 séo
mostrados os resultados empregando o método de evaporacao do solvente para o
preparo de dispersdes solidas com Gelucire® 44/14, sendo as imagens geradas
por PLS. No Capitulo 5 sdo descritos os resultados do desenvolvimento de
formulacbes do tipo SEDDS (Self-Emulsifying Drug Delivery Systems) de
atorvastatina em Gelucire® 44/14 utilizando diferentes solventes e tratamento de
dados por CLS e PLS. Os resultados mostrados nos capitulos 3 a 5 foram obtidos
empregando espectroscopia Raman de imagem. O Capitulo 6 apresenta os
resultados dos estudos para o desenvolvimento de dispersdes soélidas
empregando Soluplus® e espectroscopia NIR de imagem, sendo os estudos
planejados de forma sequencial: selecdo do solvente, concentracdo do farmaco na
dispersao e, por fim, selecdo de um diluente para a formulacao.
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Capitulo 1 - Introdugéo e Objetivos

1. A solubilidade de farmacos e o Sistema de Classificacdo

Biofarmacéutico (SCB)

O efeito terapéutico de um farmaco depende da concentragdo do mesmo no
local de acdo. Para farmacos administrados por via oral (rota gastro-intestinal), em
qualquer forma farmacéutica (comprimidos, capsulas, solugdes etc), a absorcao
pela circulagdo sistémica é um pré-requisito para ele atingir o local de agao. Apés
a administracdo oral, muitos fatores determinam a biodisponibilidade (fracdo do
farmaco que atinge a circulacao sistémica). Considerando que somente farmacos
solubilizados podem penetrar na membrana intestinal, a solubilidade em agua é
um destes fatores.

De acordo com a agéncia regulatéria americana de medicamentos e
alimentos, o FDA (Food and Drug Administration), um farmaco € considerado
altamente soluvel se sua maior dosagem for soluvel em 250 mL do meio aquoso
com pH na faixa de 1 — 7,5. O volume de 250 mL foi determinado com base em
protocolos tipicos de estudos de bioequivaléncia que prescrevem a administragéo
do produto a voluntarios com um copo de agua’.

A Farmacopéia Americana (USP, United States Pharmacopoeia)® define
sete faixas de solubilidade para farmacos que variam desde muito soluveis até
praticamente insolUveis. A solubilidade atribuida aos farmacos dentro de cada
faixa normalmente é o limite inferior da faixa, por se tratar de uma estimativa mais
conservadora. Esta classificacdo € mostrada na Tabela |. Kasin e co-autores
utilizaram esta classificagdo para atribuir a solubilidade de farmacos indicados
como essenciais pela Organizacao Mundial da Saude e farmacos contidos nos
200 medicamentos mais vendidos nos Estados Unidos®, dentre eles a

atorvastatina calcica.
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Tabela |: Definicdo de solubilidade de acordo com a Farmacopéia Americana (United
States Pharmacopoeia, USP).

Partes de solvente Faixa de Solubilidade
Definicao necessarias para 1 solubilidade atribuida
parte do soluto (mg/mL) (mg/mL)
Muito solavel
<1 > 1000 1000
(very soluble, vs)
Livremente soluvel
1-10 100-1000 100
(freely soluble, fs)
Solaveis (soluble, s) 10-30 33-100 33
Moderadamente soluvel
_ 30-100 10-33 10
(sparingly soluble, sps)
Levemente sollvel
_ 100-1000 1-10 1
(slightly soluble, ss)
Muito pouco solavel
(very slightly soluble, 1000-10000 0,1-1 0,1
VSS)
Praticamente insolUvel
= 10000 <0.1 0,01
(practically insoluble, pi)

A solubilidade do farmaco em meio aquoso e a permeabilidade nas células
formam a base do Sistema de Classificacao Biofarmacéutico (SCB), proposto por
Amidon e colaboradores* e atualmente é aceito e utilizado pelo FDA'. De acordo
com o SCB, os farmacos sao agrupados em quatro classes, mostradas na Tabela
Il.

Farmacos da Classe | sdo altamente solUveis em agua e sdo rapidamente
transportadas através da membrana intestinal e, desta maneira, ndo séao
necessarias estratégias no desenvolvimento farmacéutico para aumentar sua
solubilidade. A absorcdo de farmacos da Classe Il € limitada pela sua baixa
solubilidade em agua e nao apresentam problemas de permeabilidade. Desta
maneira, para farmacos desta classe, um aumento de solubilidade in-vitro

corresponde a um aumento de solubilidade e biodisponibilidade in-vivo®. Para
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farmacos da Classe lll, a permeabilidade € o fator limitante e para farmacos da
classe IV tanto a solubilidade quanto a permeabilidade devem ser aumentados
para se obter adequada biodisponibilidade. Dentre os farmacos da classe 1V,
poucos chegam a se tornar produtos comerciais devido as limitagdes tanto de
solubilidade quanto de permeabilidade.

Tabela II: O Sistema de Classificagao Biofarmacéutico (SCB)

Solubilidade Permeacao na membrana
Classe . ] .
em agua intestinal
I Alta Alta
Il Baixa Alta
I Alta Baixa
v Baixa Baixa

Com os recentes avangos em métodos de triagem molecular (High
Throughput Screening), a descoberta de novas moléculas com atividade
farmacolégica vem aumentando dramaticamente. Entretanto, tem-se verificado
que tais moléculas apresentam cada vez mais carater lipofilico (e
consequentemente, baixa solubilidade em &agua) sendo, portanto, classificados
como pertencentes as Classes Il e IV do SCB. De fato, estima-se que de 40 a 70
% de novas moléculas com atividade farmacoldégica ndo possuem adequada
solubilidade em agua para garantir absorgdo gastrointestinal em uma magnitude
suficiente para garantir a eficacia terapéutica®. Diversas estratégias podem ser
empregadas para aumentar a solubilidade de farmacos pertencentes a Classe |l,
enquanto aqueles pertencentes a Classe IV normalmente retornam aos programas
para a otimizacdo em nivel molecular.

As estratégias existentes para aumentar a solubilidade de farmacos pouco
soliveis em 4gua envolvem modificagdes fisicas ou quimicas com o intuito de
alcancar a supersaturacao no trato gastrointestinal. Se um farmaco da Classe |l
puder ser mantido no estado solubilizado no trato gastrointestinal, a absorcéo
tende a ser similar a de um farmaco da Classe |. Dentre as modificagdes quimicas,

pode-se citar a utilizacdo de um sal do composto ou a incorporagcdo de grupos
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polares ou ionizaveis na estrutura do farmaco (formagdo de um pré-farmaco).
Dentre as modificacdes fisicas, pode-se citar a diminuicdo do tamanho de
particula (aumentando a &rea superficial disponivel para a solubilizacédo);
utiizagdo de uma forma polimorfica mais soluvel, como por exemplo, a forma
amorfa de muitos farmacos e as estratégias de formulacao: dispersdes sélidas,
complexacdo, sistemas auto-emulsificantes, nanotecnologia, dentre outras’. Além
disto, atualmente excipientes especialmente voltados para o problema da baixa
solubilidade de farmacos estdo sendo langados, sendo dois deles estudados
neste trabalho: o Gelucire® 44/14 e o Soluplus®, 0s quais serao discutidos a

sequir.

2. Excipientes inovadores: Gelucire® 44/14 e Soluplus®

2.1. Caracteristicas fisico-quimicas

O Gelucire® 44/14 (Gattefossé, Franca) é um membro da familia dos
Gelucires®, formado quimicamente por misturas de mono-, di- e triglicerideos e
mono- e di-ésters de polietilenoglicol (PEG), além de PEG livre. Em meio aquoso
eles formam emulsées contendo o farmaco solubilizado, levando a um aumento da
solubilidade in-vitro e biodisponibilidade in-vivo®. Os Gelucires® sdo identificados
em relagdo a seu ponto de fusédo e Balango Hidrofilico Lipofilico (HLB), uma escala
que vai desde 1 (totalmente lipofilico) até 20 (totalmente hidrofilico). O Gelucire®
44/14 apresenta um ponto de fusdo de 44 °C e HLB 14. Seu aspecto fisico & semi-
sélido e deve ser aquecido para a utilizacdo em formulacdes, conforme mostrado

na Figura 1.

Figura 1: Aspecto fisico do Gelucire 44/14 com aquecimento e resfriamento.
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De acordo com o fabricante®, o Gelucire® 44/14 apresenta a seguinte

composicao quimica:

e 72 % de mono e di- ésteres de PEG 1500: atuam principalmente como
surfactantes, formando micelas em meio aquoso;

e 20 % de mono, di e triglicerideos: podem atuar como solventes do farmaco
na formulagéo e ajudam a agregacao das micelas;

e 8% de PEG 1500 livre: pode atuar como solvente do farmaco.

Por se tratar de uma mistura de compostos com diversas funcdes, este
excipiente pode ser utilizado sozinho ou em conjunto com outros na formulagéo,
sendo as formulagbes resultantes chamadas, de uma maneira geral, de
formulagcbes lipidicas, as quais podem englobar dispersbes sodlidas auto-
emulsificantes e sistemas SEDDS (Self Emulsifying Drug Delivery Systems).

Em 2010 foi langado pela empresa BASF um polimero denominado
Soluplus®, que é um surfactante co-polimérico adequado para o preparo de
dispersdes solidas e que aumenta a solubilidade de farmacos pouco soluveis em
agua, também através da formacdo de micelas em meio aquoso. O Soluplus®
apresenta cadeia principal hidrofilica (polietilenoglicol) e cadeias laterais lipofilicas
(polivinil caprolactama e polivinil acetato) e é considerado como pertencente a
quarta geragdo de materiais para o preparo de dispersdes sélidas®. Soluplus® tem
0 aspecto de pequenos granulos sélidos que podem ser facilmente triturados em
almofariz. O aspecto fisico e a estrutura quimica do Soluplus® sdo mostrados na
Figura 2A e a micela formada ap6s a dispersao em agua é mostrada na Figura 2B.
Nesta Figura, € possivel verificar que a regiao interna da micela pode carregar o
farmaco lipofilico devido a sua afinidade com as cadeias laterais do polimero,
isolando-0 do meio aquoso e evitando, assim, sua precipitagdo neste meio.
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A) B) Cadeia principal hidrofilica
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Figura 2: (A) Aspecto fisico do Soluplus® e estrutura do monémero da cadeia polimérica e
(B) ilustragédo do processo de dobramento das cadeias hidrofilicas em meio aquoso
formando as micelas contendo o farmaco, representado ao centro.

Para farmacos pouco sollveis, sabe-se que a absorcdo pode ser
aumentada pela presenca de alimentos devido a presenca de lipidios que podem
atuar como solventes e também devido a maior concentracao de sais biliares que
sdo emulsificantes e permitem a formacdo micelas contendo o farmaco
solubilizado® . Entretanto, para que se tenha um efeito farmacol6gico constante, €
necessario que a absorcdo seja independente da alimentacdo do paciente.
Formulagdes contendo Gelucire® 44/14 e Soluplus® tém a capacidade de
normalizar a absorcdo, tornando-a independente da alimentacdo pelo fato de
garantirem que o farmaco permanega solubilizado no trato gastrointestinal devido
aos componentes da formulacdo e ndo da alimentacdo. Além disto, foi
demonstrado que estes excipientes podem aumentar a absor¢cao por meio da
inibicdo do efluxo mediado pelas glicoproteinas-P (PGP) e a promocgao do
transporte linfatico, o qual entrega o farmaco diretamente a circulacao sistémica,
evitando o metabolismo de primeira passagem no figado®'%. As glicoproteinas-P
sdo transportadores de efluxo ou secrecdo que transportam os farmacos da
membrana intestinal de volta para o [limen e funcionam como barreiras adicionais

a absorcao.
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2.2. Formulacoes

Dois tipos de formulagdes foram estudados neste trabalho, as dispersdes
sOlidas auto emulsificantes e as formulagdes conhecidos como SEDDS (Self-
Emulsifying Drug Delivery Systems) . A definicao tradicional de dispersao soélida é:
“‘uma formulacao formada por dois ou mais constituintes, geralmente um ou mais
polimeros hidrofilicos e o farmaco, que é hidrofébico. A matriz pode ser amorfa ou
cristalina. O farmaco pode ser disperso molecularmente, em particulas amorfas ou
cristalinas™. Dispersdes solidas tradicionais empregam polimeros como
polivinilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol (PEG), hidroxipropilmetil celulose
(HPMC) etc, com ou sem surfactantes sélidos, como o dodecil sulfato de sodio.

Apesar da vantagem de aumento da solubilidade de muitos farmacos, a
utilizacdo comercial das dispersdes sélidas tem sido limitada. Serajuddin'? revisou
os diversos aspectos que tém impedido o desenvolvimento comercial de
dispersdes sélidas e entdo discutiu como a introducdo de excipientes com
atividade superficial (como Gelucire® 44/14 e o Soluplus®) renovou o interesse no
desenvolvimento comercial deste tipo de formulacdo. Mais especificamente, o
autor discute que excipientes semi-soélidos apresentam vantagens em relacao aos
sélidos, pois permitem que a formulacdo seja incorporada, no estado fundido,
diretamente em capsulas de gelatina duras, eliminando assim a necessidade de
moagem, mistura e compressao.’

Dispersdes solidas auto emulsificantes empregando Gelucire® 44/14 tém
sido descritas com sucesso para o aumento da solubilidade de diversos farmacos
empregando basicamente dois métodos: o método da fusdo (Hot-mel)'*™ e o
método do solvente'®. O primeiro envolve a fusdo do excipiente semi-sélido com
aquecimento brando (usualmente até 65 °C) com posterior mistura do farmaco,
gerando uma solucdo ou uma dispersdao. A mistura é entdo resfriada a
temperatura ambiente ou encapsulada enquanto ainda quente em cépsulas de
gelatina duras, para que resfrie e tome forma dentro das cédpsulas. No segundo
método, é utilizado um solvente para solubilizar o Gelucire® 44/14 e o farmaco, o
qual deve ser evaporado ao final do processo. Entretanto, para evitar danos a
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estrutura da dispersdo, o solvente comumente utilizado € o diclorometano por
apresentar ponto de ebulicdo abaixo da temperatura de fusao do Gelucire® 44/14.
O Soluplus® foi desenvolvido para o preparo de dispersdes (ou solugdes)
sblidas pelo processo de extrusdo a quente (hot melt extrusion) e recentes
publicagdes tém descrito o aumento de solubilidade in-vitro e in-vivo empregando

este método™'®.

Embora desenvolvido para o processo de extrusdao a quente, o
Soluplus® também pode ser utilizado para o preparo de dispersdes soélidas
empregando o método de evaporacdo do solvente'’, sendo possivel a utilizagdo
de diversos solventes organicos nos quais o excipiente € soluvel (adgua, acetona,
metanol, etanol e dimetilformamida)'®.

Quando o método da fusao é utilizado, o estado cristalino do farmaco ira
depender se o farmaco é soluvel ou insoluvel no carreador no estado fundido. Se
o farmaco é pouco soluvel no carreador fundido, ndo se deve esperar mudanga
significativa no estado cristalino do farmaco apés resfriamento. Por outro lado, se
o farmaco é solubilizado no carreador fundido, depois do resfriamento ele pode
precipitar em uma forma cristalina ou semi-cristalina, ou permanecer aprisionado
dentro da matriz do carreador na sua forma amorfa. Os fatores que determinarao o
estado sélido final do farmaco na dispersdo incluem a tendéncia intrinseca de
cristalizacdo do farmaco, sua porcentagem na dispersao, interagcdo farmaco-
excipiente, cristalinidade do carreador e taxa de resfriamento da dispersdo’?. No
método do solvente, a solubilidade do farmaco no solvente orgénico utilizado para
0 preparo da dispersdo determina o seu estado solido apds a evaporacao do
mesmo e as consideragdes descritas acima podem ser estendidas a este método
também.

Além das dispersdes sélidas, formulagdes do tipo SEDDS também podem
ser exploradas utilizando o excipiente Gelucire® 44/14. SEDDS sdo definidos
como misturas homogéneas de 6leos naturais ou sintéticos, surfactantes e um ou
mais solventes ou co-solventes hidrofilicos'. O farmaco neste tipo de formulacao
deve estar, obrigatoriamente, solubilizado em um ou mais solventes ou co-
solventes?®®. Da mesma maneira que dispersdes sélidas auto-emulsificantes,

formulacbées SEDDS quando em contato com meio aquoso com agitacdo suave
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formam micelas ou outras estruturas capazes de carregar o farmaco, mantendo-o
solubilizado. Formulacées SEDDS tradicionais fornecem dispersdes opacas com
tamanho de micelas > 200 nm. Formulagcbes que apresentem micelas com
tamanho < 200 nm sdo oticamente limpidas ou levemente opalescentes e
normalmente chamadas de SMEDDS (Self-Micro Emulsyfing Drug Delivery
System)?'.

Formulacbes SEDDS semi-solidas vém despertando muito interesse na
area farmacéutica devido a disponibilidade atual de maquinario para enchimento
de capsulas de gelatina duras com a formulacdo ainda aquecida e a
compatibilidade de muitos excipientes com a capsula de gelatina®.

3. A atorvastatina

A atorvastatina calcica tem como forma molecular CggHggCaFoN4O19 € nome
IUPAC (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilcarbamoil)-5-propano-2-ilpirrol-1-
il]-3,5-dihidroxiheptanoato de célcio. Sua estrutura € mostrada na Figura 3.

.Ca

Figura 3: Estrutura quimica da atorvastatina célcica.

A atorvastatina € membro de uma classe de farmacos denominada
estatinas, as quais sao, atualmente, a melhor opgéo para a reducao de colesterol
do tipo LDL (Low Density Lipoproteins) em pacientes com risco de doenca
cardiovascular. Este efeito é resultante da atividade inibidora das estatinas sobre a
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enzima HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-CoA redutase), com propriedade
de bloquear a conversao do substrato HMG-CoA em acido mevalbnico, inibindo os
primeiros passos da biossintese do colesterol. Além disto, estudos recentes tém
mostrado outros efeitos terapéuticos importantes das estatinas, tais como acao
antineoplasica, inibicdo da reabsorcdo dssea, aumento da biodisponibilidade de
oxido nitrico endotelial, relaxamento do musculo sanguineo, atenuacédo da
hipertrofia do midcito cardiaco induzida pelo endotélio, inibicdo da proliferacéo de
células endoteliais induzida por fatores angiogénicos, diminuicdo dos niveis de
citocina pré-inflamatoéria IL-8, liberada pelo tecido adiposo®.

A atorvastatina calcica é classificada como muito pouco solivel em solucdes
aquosas (solubilidade atribuida de 0,1 mg/mL) de acordo com a classificacao da
Farmacopéia Americana, mostrada na Tabela I. A biodisponibilidade absoluta da
atorvastatina € de apenas 12 % apds a administragcdo de uma dose de 40 mg
devido a sua baixa solubilidade e extenso metabolismo de primeira passagem pelo
figado®. Desta maneira, a atorvastatina seria um farmaco excelente para se
beneficiar das vantagens fornecidas pelos excipientes Gelucire® 44/14 e
Soluplus®, conforme descrito anteriormente.

Atualmente ndo existe nenhuma formulacdo comercial com estratégia de
solubilidade aumentada para a atorvastatina, pois até pouco tempo (2010), a
empresa Pfizer detinha a patente de comercializagdo do medicamento comercial
(Lipitor®), o qual foi desenvolvido ha 20 anos, época em que os excipientes para
aumento de solubilidade ndo estavam disponiveis. Observa-se que,
recentemente, muitos esforgos de formulagédo tém sido descritos para aumentar a
solubilidade e melhorar a absorcdo da atorvastatina. Kadu e co-autores
descreveram o uso de uma formulacéo liquida do tipo SEDDS contendo Captex®
355 como fase oleosa, Capmul® MCM e Tween® 80 como mistura de surfactantes
e PEG-400 como co-solvente®®, Kim e co-autores demonstraram aumento de
solubilidade por meio do uso de nanoparticulas de atorvastatina na sua forma
amorfa®*, Yin e co-autores descreveram o preparo, caracterizacdo e o aumento de

absorcao in-vivo de uma emulsdo seca para a atorvastatina®.
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4. Polimorfismo farmacéutico

A atorvastatina existe na forma amorfa e em varias formas polimorficas.
Polimorfismo é o termo utilizado para descrever a habilidade de uma substancia
em existir em estruturas caracterizadas por diferentes celas unitarias, porém com
exatamente a mesma férmula quimica®’. Diferentes formas polimérficas de um
farmaco podem apresentar propriedades fisicas e quimicas diferentes, incluindo
ponto de fusdo, reatividade quimica, solubilidade e taxa de dissolugao,
propriedades oOticas e mecanicas, pressdo de vapor e densidade. Estas
propriedades podem ter um efeito direto na habilidade de processamento e
fabricacdo do produto farmacéutico, assim como na sua estabilidade, dissoluc¢éo e
biodisponibilidade. Assim, o polimorfismo pode afetar a qualidade, seguranca e
eficacia do produto?®. Para farmacos cuja absorcdo é limitada apenas pela
solubilidade (Classe Il do SCB), grandes diferencas de solubilidade para as
diferentes formas polimérficas sao muito provaveis de afetar a biodisponibilidade,
ao contrario de farmacos muito soluveis.

O polimorfismo pode também acontecer em sélidos que apresentam
diferengas em suas celas unitarias pela inclusdo de uma ou mais moléculas de
solventes, sendo chamados neste caso de solvatos. Um caso particular € quando
a agua é o solvente de inclusdo e, neste caso, o polimorfo € chamado de hidrato.
A forma amorfa por outro lado, é caracterizada pela auséncia de ordenamento
molecular a longa distancia e normalmente apresenta a vantagem de maior
solubilidade e taxa de dissolucao sobre as formas cristalinas, justamente devido a
menor energia de empacotamento ocasionada pela falta do ordenamento
molecular.

Conversdes polimérficas podem acontecer como consequéncia natural do
processo de fabricagao, como, por exemplo, em processos que envolvam fusao ou
solubilizacdo em um solvente organico com posterior secagem ou podem
acontecer inadvertidamente, como por exemplo, durante a compressdo do
medicamento ou perante a exposi¢cdo a alta temperatura e umidade. Durante o
desenvolvimento farmacéutico, na etapa de pré-formulacdo, sdo realizados
estudos de estabilidade da forma polimérfica do farmaco a ser utilizada, através de
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testes de stress do mesmo em diferentes condi¢cdes de temperatura, umidade etc.
Entretanto, um aspecto que estd ganhando cada vez mais atencdo é a
caracterizagcdo e monitoramento do estado sélido do farmaco no medicamento
durante a producgéo. Além da questao farmacoldgica, esta necessidade é realcada
por exigéncias regulatérias e questdes relacionadas a propriedade intelectual®®.

As técnicas mais comumente utilizadas para caracterizagdo do estado
solido sao Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Differential Scanning
Calorimetry), Difracdo de Raios-X, e espectroscopia vibracional como
espectroscopia no infravemelho médio (MIR, Mid-Infrared), proximo (NIR, Near-
Infrared) e Raman®’. No entanto, muitas vezes sdo encontradas dificuldades no
desenvolvimento de métodos para a avaliagdo do estado sélido do farmaco no
produto final devido a baixa concentragdo do mesmo e/ou presencga de excipientes
que encobrem o sinal do farmaco. As técnicas de DSC e Difragdo de Raios-X
apresentam uma dificuldade adicional, pois nestas técnicas, o estado amorfo é
caracterizado pela auséncia de sinal analitico. Somente quando o farmaco
cristaliza e sua concentracao supera o limite de deteccdo destas técnicas, um
sinal € observado. Com a técnica de DSC deve-se atentar para o fato de que, com
0 aquecimento, o farmaco cristalino pode ser solubilizado no carreador, levando a
conclusao errbnea de que nao existe material cristalino na disperséo.

Por outro lado, técnicas de espectroscopia vibracional apresentam limites
de deteccdo equivalentes ou inferiores ao DSC e Difracdo de Raios-X*'. Além
disto, estas técnicas tém a vantagem de apresentarem um sinal analitico para o
farmaco amorfo também. Desta maneira, se as formas amorfa e cristalina
apresentarem diferentes espectros vibracionais, em concentragdes acima do limite
de deteccdo, estas técnicas podem ser adequadas para o monitoramento do
estado sélido do farmaco no produto final. McArdle e co-autores® estudaram
diferentes técnicas para quantificacdo de polimorfos de bicifadino, sendo que a
espectroscopia NIR se mostrou a mais adequada.
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5. Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)

Em 1800, o astrbnomo alemao Frederick William Herschel descobriu os
primeiros sinais de luz na regido do infravermelho proximo. Utilizando um prisma
para decompor a luz, ele moveu um termémetro através das cores para saber a
relacdo entre as cores do espectro e o calor produzido, verificando uma pequena
variagdo com o comprimento de onda. Ao colocar o termdmetro além da regidao do
vermelho verificou uma grande variacdo na temperatura. Hershel postulou uma
banda invisivel de luz pertencente ao vermelho, ao qual denominou de
infravermelho e posteriormente foi classificada como a regido do infravermelho
préximo (NIR, do inglés Near Infrared)®®.

Atualmente sabe-se que a regido do infravermelho proximo esta
compreendida na faixa de energia de 2,65 x 10" a 7,96 x 10?° J da radiacao
eletromagnética, correspondendo a faixa de comprimentos de onda de 780 a
2.500 nm (ou numeros de onda de 12.820 a 4.000 cm”)**. Nesta regido sdo
detectadas as vibracbes de primeiro, segundo e terceiro sobretons (overtones) de
bandas fundamentais observadas no infravermelho meédio, bem como as bandas
de combinacao. Sobretons sao transicdes multiplas das transicées fundamentais,
ou seja, acontecem do nivel vibracional fundamental v = 0 para os diversos niveis
vibracionais v = 2, 3, 4...%%.

Para que ocorra absorcao da radiacao no infravermelho, a energia do féton
incidente deve ser idéntica a diferenca de energia entre dois niveis vibracionais.
Entretanto, este critério ndo é suficiente e, para uma vibragéo ser ativa, € também
necessario que o campo elétrico oscilante da radiacdo incidente possa interagir
com a molécula. Isto s6é pode acontecer se o deslocamento dos atomos na
vibragao produzir uma mudang¢a no momento de dipolo da molécula. Este critério é
valido tanto para o infravermelho médio quanto para o proximo.

Entretanto, para o infravermelho proximo existem fatores adicionais que
governam a absor¢do da radiagdo por parte dos analitos: a anarmonicidade
elétrica e mecanica. Considerando inicialmente a molécula como um oscilador

harménico e a regra de selegdo para o infravermelho médio (Av = +1), as
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transicdes de sobretons seriam consideradas proibidas. No entanto, sobretons
acontecem principalmente devido ao fendmeno de anarmonicidade elétrica. Para
moléculas que apresentam diferencas entre as massas dos atomos conectados
pela ligagdo quimica, a vibracdo ndo pode ser descrita por um oscilador com
movimento harménico®. A anarmonicidade mecanica de osciladores pode ser
demonstrada pelo diagrama de energia potencial. Em relacdo a osciladores
harmonicos, cujo diagrama de energia € uma parabola perfeita (Figura 4 A), o
diagrama referente a um oscilador anarménico apresenta uma parabola distorcida,
com espagamento entre 0s niveis vibracionais desiguais e contendo energia
referente a dissociacdo da molécula® (Figura 4 B). Neste modelo transicbes de v
= 0 para os diversos niveis vibracionais v = 2, 3, 4 sdo permitidas e sdo aquelas
de fato observadas no espectro NIR. Além disto, podem existir transi¢coes
originarias em niveis vibracionais excitados (v = 1, 2), as quais sdo denominadas
hot bands e também s&o indicadas na Figura 4B.

Por apresentarem alta anarmonicidade e grande momento de dipolo, as
principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho proximo sé&o
relacionadas a sobretons e bandas de combinag&do das transi¢es vibracionais
fundamentais dos grupos: C-H, N-H, O-H e S-H*.

Dissociacao

Energia Potencial

Distancia internuclear

Figura 4: Diagrama de energia para os osciladores harménico (A) e anarménico (B)
indicando as transicoes possiveis para cada um.
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As bandas de combinac&o sédo obtidas a partir da combinagéo (através da
soma ou diferenca dos numeros de onda) para fornecer uma Unica banda e sua
presenca no espectro NIR indica que as vibragdes ndo sdo independentes®. A
sobreposicao de muitos sobretons e bandas de combinagédo leva a falta de
especificidade espectral na regido NIR, ao contrario da regido do infravermelho
médio, onde picos especificos podem ser atribuidos a diferentes grupos quimicos.

6. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman baseia-se no fenébmeno de espalhamento
inelastico da radiacao, primeiramente demonstrado por Raman e Krishnan em
1928%. Utilizando um telescépio para focar a radiacdo do sol em uma amostra,
eles demonstraram a existéncia de radiagdo espalhada com uma frequéncia
diferente daquela da radiacdo incidente. Atualmente os espectros Raman sao
obtidos irradiando-se a amostra com um laser na regiao do visivel ou NIR. Para
entender o principio de funcionamento da técnica Raman, deve-se considerar os
fétons do laser como particulas ao invés de ondas. A Figura 5 ilustra os
fenbmenos que dao origem aos espectros Raman.

Estado eletronico excitado
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el wle =D =l F 4 ".r _____________________________ ' .
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- e = -
e-sipar-is-ipen-sin-<4 i - % - ve . ' '
Laser | ente \ \ v=0 \; Estados vibracionais

Estado eletronico fundamental

Figura 5: (A): llustragdo do processo de incidéncia de fotons do laser sobre uma amostra
e o espalhamento resultante e (B): diagrama de energia mostrando os estados envolvidos
nos processos de excitacao e espalhamento. A seta vertical para cima indica o féton
incidente e a seta vertical para baixo indica o féton espalhado.

A Figura 5 A ilustra de forma geral o processo de incidéncia de fétons do
laser sobre a amostra e consequente espalhamento dos mesmos. A Figura 5 B
descreve os fenbémenos envolvidos na geracdo dos fétons espalhados: a
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temperatura ambiente, a maior parte das moléculas encontra-se no estado
vibracional fundamental (v =0) do estado eletrénico fundamental, e ao irradiar a
amostra com um feixe monocromatico de energia hv, ha transferéncia de energia
dos fétons incidentes para as moléculas, gerando uma transicdo para um estado
denominado virtual. Este estado é assim denominado uma vez que ele ndo é um
orbital molecular presente na molécula e existe somente enquanto hd incidéncia
do laser sobre a mesma. A energia do estado virtual depende do numero de onda
da radiacao do laser e, por este motivo, para evitar fluorescéncia, 0 mesmo deve
ser afastado de uma banda de absorgdo do analito®. Ao retornar para o estado
eletrdnico fundamental, a molécula pode retornar ao mesmo estado vibracional
fundamental (espalhamento Rayleigh) ou adquirir uma energia vibracional
correspondente ao primeiro estado vibracional excitado (espalhamento Stokes).
No primeiro caso, o espalhamento € do tipo elastico, pois o féton espalhado tem a
mesma energia do foton incidente, e, por este motivo, ele ndo traz informacdes
analiticas sobre a amostra. No segundo caso, o espalhamento € do tipo inelastico
e o féton espalhado tem energia menor do que a do féton incidente, uma vez que
houve transferéncia de energia do féton incidente para a molécula, que a fez vibrar
em um nivel vibracional excitado.

Existe ainda um terceiro fendmeno descrito na Figura 5 B, denominado
espalhamento anti-Stokes, que é devido ao espalhamento inelastico por moléculas
que ja se encontram no primeiro estado vibracional excitado. Neste caso, a
molécula transfere energia para o féton incidente e o féton espalhado apresenta
energia maior que o féton incidente. Como a populacdo de moléculas no primeiro
estado vibracional excitado tende a ser pequena a temperatura ambiente, as
linhas anti-Stokes tendem a apresentar intensidades muito menores do que as
linhas Stokes.

O deslocamento Raman, medido em cm™, é a diferenca entre o nimero de
onda dos fétons incidentes e dos fétons espalhados. Observando a Figura 5 B, é
possivel verificar que esta diferenca é correspondente a diferenca de energia entre
0s niveis vibracionais v =1 e v = 0, ou seja, € exatamente a diferenca de energia

observada na regiao do infravermelho médio. Por este motivo os espectros Raman
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tendem a ser muito semelhantes aos espectros de absor¢cdo nesta regidao. No
entanto, enquanto a regra de selecédo para a absorcao no infravermelho é que a
molécula deve apresentar variacdo no momento de dipolo com a vibragédo, na
espectroscopia Raman a regra de selecao é que a molécula deve apresentar
polarizabilidade da nuvem eletrénica durante a incidéncia do laser. Por este
motivo, moléculas polares tendem a apresentar sinais mais intensos no
infravermelho e moléculas apolares, com nuvem eletrénica polarizavel, tendem a
apresentar sinais mais intensos no Raman®®. E possivel concluir também ao
observar a Figura 5, que, ao contrario da espectroscopia no infravermelho médio,
a espectroscopia Raman nao requer que a radiacao incidente tenha exatamente a
energia correspondente entre o nivel vibracional fundamental e excitado.

As intensidades das linhas Raman s&o, no maximo, 0,001 % da intensidade
do laser. Por causa disto, poderia parecer mais dificil detectar e medir bandas
Raman do que bandas vibracionais de absor¢cao no infravermelho. Entretanto,
como o que se mede é a radiacao espalhada e esta se situa nas regiées do visivel
ou do infravermelho préximo, isto é feito com facilidade uma vez que para estas
regibes estdo disponiveis detectores mais sensiveis®’. Apds medir a energia da
radiacdo espalhada, é feito o calculo da diferenca entre esta e a do féton
incidente, dando origem ao deslocamento Raman. Em equipamentos comerciais,
as linhas Rayleigh e anti-Stokes tendem a ser suprimidas por filtros e somente as
linhas Stokes sdo mostradas.

De forma resumida, se por um lado a espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho envolve a excitacdo direta da molécula do estado vibracional
fundamental para primeiro estado excitado por fétons que possuem exatamente a
diferenca de energia entre estes dois niveis, a espectroscopia Raman utiliza
radiacdo muito mais energética e a diferenca de energia entre estes dois estados
& medida subtraindo a energia do féton espalhado daquela do f6ton incidente.

A intensidade de espalhamento aumenta a quarta poténcia da frequéncia
da radiacdo incidente®. Assim, qualquer aumento no comprimento de onda (e,
portanto, diminuigdo da frequéncia e energia) diminui drasticamente a intensidade

de espalhamento. Desta maneira, inicialmente poderia se pensar que a melhor
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escolha seria utilizar lasers com baixos comprimentos de onda (regiao do visivel)
ao invés de lasers na regido do infravermelho préximo. Isto aumentaria de fato a
intensidade dos sinais (e aumentaria, portanto a detectabilidade de compostos na
amostra), no entanto, o fenébmeno de fluorescéncia € muito mais provavel de
acontecer, pois o comprimento de onda pode coincidir com uma banda de
absorcao de um analito, causando distor¢ées ou bloqueando completamente o
fendbmeno de espalhamento. Por outro lado, o uso de lasers na regiao do
infravermelho préximo diminui de fato a probabilidade de fluorescéncia, no
entanto, isto acontece com consequente diminuicdo da intensidade do
espalhamento Raman. A escolha do comprimento de onda do laser néo é trivial e,
em casos em que a amostra nao fluoresce, a selecdao do laser com comprimento
de onda na regido do visivel é a melhor op¢éo. A Figura 6 ilustra os processos de

fluorescéncia e espalhamento Raman.
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Figura 6: llustragcdo do processo de fluorescéncia e espalhamento Raman indicando os
estados eletrénicos e vibracionais envolvidos.

7. Espectroscopia de imagem

A espectroscopia de imagem é uma técnica emergente dentro da é&rea
quimica e farmacéutica, comparada com espectroscopia vibracional tradicional, a
qual ja esta bem estabelecida. Enquanto a espectroscopia vibracional tradicional
permite a analise do bulk da amostra e a determinacdo da composicao média de
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toda a amostra, a espectroscopia de imagem permite obter informagdes sobre a
distribuicAo espacial de seus constituintes, permitindo a avaliacdo da
homogeneidade da amostra em microescala. Nesta técnica, os contrastes das
imagens sao gerados por diferengas espectrais presentes nas amostras e,
portanto, diferencas de composi¢cao quimica.

Muita atencdo tem sido despendida a este tépico no meio cientifico. O
Conselho para Pesquisa Quimica (Council for Chemical Research), no seu
relatorio “Technology Vision 2020: The US Chemical Industry” reconhece que a
espectroscopia de imagem € uma tecnologia importante e essencial para cada
fase da ciéncia quimica, no desenvolvimento de produtos, processos e controle de
producdo. O relatério entdo identifica a espectroscopia de imagem como uma das
tecnologias em desenvolvimento com potencial para impacto significativo nas
analises conduzidas no futuro®.

A espectroscopia de imagem compreende a medida de um espectro
completo por unidade da superficie da amostra (pixel). O resultado pode ser
visualizado como um cubo, denominado hipercubo espectral (Figura 7), onde as
trés dimensdes sdo as coordenadas x e y do pixel e a terceira é a dimensao dos

comprimentos de onda.
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Figura 7: Cubo de dados gerado em espectroscopia de imagem ou hipercubo especitral.
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Os termos Hyperspectral imaging ou Hyperspectral image aparecem
atualmente na literatura como sindnimos para Chemical Imaging ou Chemical
Image (Cl) e tém origem nas primeiras aplicagdes de imagens hiperespectrais em
sensoriamento remoto, nos anos 70. Nesta época, as imagens eram geradas por
um conjunto de bandas ao invés de um espectro continuo e a técnica era
denominada Multispectral Imaging. A partir de 1980, a utilizacdo de espectros
continuos para o monitoramento deu origem ao termo Hyperspectral Imaging®.

De acordo com a maneira como o cubo de dados é gerado, o procedimento
de geracdao do hipercubo espectral pode ser classificado como mapping ou
imaging. Quando uma plataforma moével (motorized stage), € utilizada para
movimentar a amostra, o procedimento € denominado mapping, e ainda pode ser
subdividido em point mapping (varredura feita pixel a pixel) ou line-mapping
(varredura simultdnea de uma linha de pixels). O procedimento mapping
representa a adaptacao da microespectroscopia - técnica na qual o microscopio é
utilizado apenas como dispositivo de visualizacdo da amostra - pela adicao de
uma plataforma movel. Por outro lado, quando toda a drea da amostra € refletida
sobre um detector multi-elementar (formado por centenas ou milhares de
elementos em uma matriz) do tipo focal plane array (FPA), o procedimento passa
a ser denominado imaging®. Estes detectores permitem que os espectros sejam
adquiridos de forma simultdnea para uma determinada area da amostra, em um
dado comprimento de onda.

A selecédo de um ou outro procedimento de aquisicao de dados depende da
aplicacdo. O procedimento mapping fornece resolugdo espacial superior ao
procedimento imaging devido a existéncia de aberturas nos microscopios que
permitem determinar o tamanho do pixel com precisdo e a vantagem de permitir o
estudo de superficies rugosas, pois o foco pode ser ajustado a cada ponto. Deve-
se ressaltar que conforme o tamanho do pixel diminui, diminui também a
intensidade luminosa que chega a amostra e assim, a relagao sinal ruido diminui.
O procedimento mapping € entdo ideal para analisar amostras pequenas (devido
ao tempo longo que é necessario para a varredura) e constituintes minoritarios,

por ser possivel um maior detalhamento. Por outro lado, o procedimento imaging
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é ideal para aplicacbes que necessitem de respostas rapidas, nas quais
constituintes majoritarios sdo analisados*.

Considerando que no procedimento mapping, os espectros sdo obtidos
variando-se a posicao da amostra em relacéo a fonte incidente, pode-se pensar no
cubo de dados como contendo informagdes espectrais espacialmente resolvidas,
uma vez que um espectro completo € disponivel por pixel da superficie da
amostra. Considerando que o procedimento imaging ndao envolve movimento da
amostra uma vez que a fonte ilumina toda a superficie da amostra de uma unica
vez e 0s comprimentos de onda sao posteriormente separados, pode-se pensar
no cubo de dados como contendo informacdes espaciais espectralmente
resolvidas, pois se tem uma imagem por comprimento de onda. A Figura 8 ilustra

0s modos de obtencgao dos espectros descrito.
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Figura 8: Procedimentos para a aquisi¢do do hipercubo espectral: A) point-mapping e a
geragao de um unico espectro; B) line-mapping e a geragdo de uma linha de espectros e
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C) imaging e a geragdo de uma imagem baseada na intensidade em um U{nico
comprimento de onda.

Tanto o procedimento mapping quanto o procedimento imaging geram
imagens quimicas, ou seja, imagens cujos contrastes sdo gerados por diferencas
espectrais. Desta maneira, ao utilizar o termo “imagem quimica” neste texto, o

mesmo nao implica que o modo imaging tenha sido utilizado para a sua geracéo.

7.1. Métodos para geracao das imagens

De uma maneira geral, métodos univariados e multivariados podem ser
utilizados para a geragdo de imagens quimicas. O método univariado consiste
basicamente em selecionar uma “fatia”, correspondente a um comprimento de
onda, do hipercubo espectral e a imagem é gerada pelos valores de intensidade
de absorbancia em todos os pixels da “fatia”. Este método pode ser utilizado caso
exista um comprimento de onda caracteristico para cada um dos constituintes da
amostra e com o objetivo de se obter uma avaliagcdo qualitativa da distribuicdo dos
constituintes na mesma, uma vez que a imagem é gerada com base na
intensidade neste comprimento e ndo na concentragdo das espécies. O método
univariado pode nao permitir extracdo completa das informag¢des contidas nos
dados, sendo os métodos multivariados mais promissores, uma vez que fazem
uso de varias medidas espectrais de forma simultdnea. A Figura 9 mostra o
esquema geral do tratamento de dados para a geracdo de uma imagem

empregando métodos quimiométricos.
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Figura 9: Esquema geral para a geracdo de imagens quimicas utilizando métodos
quimiomeétricos.
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Como é possivel verificar na Figura 9, a primeira etapa é o desdobramento
do cubo de dados em uma matriz de duas dimensdes, com as amostras nas linhas
e as variaveis nas colunas. Apdés o desdobramento, podem ser realizados pré-
processamentos nesta matriz com o objetivo remover ruido e artefatos néo
relacionados a composicao fisica e quimica da amostra. O tipo de pré-
processamento depende da técnica que foi empregada para obter os espectros.
Desta maneira, espectros NIR de amostras sélidas normalmente requerem a
eliminacdo de flutuagbes de linha base, o que pode ser feito pelo método de
correcao de espalhamento multiplicativo (Multiplicative Scattering Correction,
MSC), pelo método de variagdo normal padrao (Standard Normal Variate, SNV) ou
pelo uso de derivadas. Por outro lado, espectros Raman tendem a apresentar
diferencas de polarizabilidade das espécies quimicas, e, desta maneira, um pré-
processamento comumente empregado é a normalizagdo para comprimento
unitario ou pelo comprimento do vetor (espectro).

Apbs o pré-processamento, segue-se a etapa de extracao de informacoes
dos mapas, que € o centro da analise de imagens, pois 0s compostos quimicos
sdo localizados nesta etapa. Muitas sdo as ferramentas quimiométricas que
podem ser utilizadas nesta etapa, sendo as principais: Analise de Componentes
Principais (Principal Component Analysis,PCA), Regressdo em Minimos
Quadrados Classicos (Classical Least Squares, CLS), Resolucao Multivariada de
Curvas (Multivariate Curve Resolution, MCR), Regressdo em Minimos Quadrados
Parciais (Partial Least Squares, PLS). A aplicacao destas ferramentas fornece
como resultado vetores (ou matrizes) contendo as propriedades de interesse
(concentragdes, scores), as quais sao redobradas, de acordo com a distribuicao
espacial original, dando origem aos mapas de distribuicdo (de scores ou
concentragdes), também chamados de imagens quimicas.

7.1.1. Regressdo em Minimos Quadrados Classicos

O método dos Minimos Quadrados Classicos (CLS) € um meétodo
quantitativo baseado na Lei de Beer que assume que cada medida € a soma de
sinais linearmente independentes, ou seja, que o espectro em cada pixel € a soma
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de todos os espectros dos componentes puros ponderadas pelas suas
concentragdes®. O CLS é um método quimicamente intuitivo, sendo suas
principais vantagens a facilidade de execucéao e principalmente de compreensao.
A matriz de espectros X desdobrada é considerada como sendo o produto
da matriz de concentragbes (C) e da matriz contendo os espectros (S) dos

constituintes puros, conforme mostrado na equagéo 1.
X=CS"+E (1)

Se um conjunto de amostras de concentragdes conhecidas estiver
disponivel, o CLS também pode ser utilizado para estimar os espectros puros.

Isolando-se S na equacgéo 1, obtém-se:

S=(c'c)'c™x (2)

Caso os espectros puros estejam disponiveis - o que é uma situacao
bastante comum no desenvolvimento farmacéutico - é possivel estimar as
concentracdes dos compostos em uma amostra desconhecida, isolando-se C na
equacao 1, conforme mostrado na equacéo 3:

C=(SS")'sx’ (3)

A equacdo 3 indica que o0s espectros puros devem ser linearmente
independentes (ndo colineares), pois caso exista colinearidade, a matriz (SS™ nao
podera ser invertida. Na pratica, quando as respostas apresentam apenas
pequena colinearidade, esta matriz ainda podera ser calculada, mas sera instavel
e os valores previstos de concentracdo podem nio ser exatos*.

E importante garantir que os materiais utilizados como componentes puros
estejam em uma forma representativa em relacdo ao que se espera encontrar na
amostra a ser analisada. Por exemplo, se 0 processo envolver a utilizagdo de um
solvente, transicées polimérficas podem ocorrer e 0 espectro da forma cristalina
original ja nao representara o farmaco no produto final. Mesmo para a simples
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mistura de pos, é importante compactar os componentes puros com 0 mesmo
procedimento utilizado para a compactagao do produto.

Considerando que no método CLS um dado espectro € considerado como
sendo a soma ponderada dos espectros puros pelas suas correspondentes
concentragdes, interagdes fisico-quimicas entre os constituintes da amostra — as
quais geram deslocamentos no sentido dos numeros de onda - e ndo-linearidades
do sinal analitico com a concentracao podem levar a falta de exatidao do método
Além disto, o CLS, assim como outros métodos de resolugdo de curvas, pode
apresentar a propriedade denominada ambiguidade de intensidade**, e que ocorre
porque os valores na matriz C podem ser multiplicados (ou divididos) por um
namero diferente de zero e, ao dividir (ou multiplicar) o espectro associado contido
na matriz S pelo mesmo numero, obtém-se a matriz X, idéntica aquela obtida sem
nenhuma operacdo matematica, uma vez que X = CS'. Devido & ambiguidade de
intensidade, as concentracbes estimadas dos componentes podem nao
corresponder aos valores absolutos de concentragdo, mas estdo correlacionados
com estes. Por este motivo, a matriz C € normalmente descrita como contendo as
concentracdes relativas de cada componente, as quais Sa0 proporcionais as

concentracdes absolutas®.

7.1.2. Resolucdo Multivariada de Curvas

O MCR é um método de resolucédo de curvas*® que apresenta semelhancas
com o CLS, pois o0 mesmo modelo bilinear mostrado na equagdo 1 (X = CS") é
adotado. A principal diferenca entre os dois é que, enquanto no CLS, a matriz S é
fixa (representada pelos espectros puros), no MCR, as matrizes C e S sao
encontradas de forma iterativa (empregando normalmente o algoritmo de minimos
quadrados alternados, Alternating Least Squares, ALS), de tal maneira que o
produto delas retorne a matriz X, com um erro aceitavel. Esta flexibilidade em
alterar a matriz S tem a vantagem de permitir explicar uma variabilidade na
amostra que ndo pode ser descrita pelos espectros dos componentes puros
iniciais, como por exemplo, alteragbes de formas polimoérficas que acontecem
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durante um determinado processo, adsor¢cdo de agua e interagbes entre 0s
constituintes da amostra.

Se por um lado, esta é uma vantagem do método MCR, o que o torna
menos rigido que o CLS, por outro lado, a liberdade em alterar a matriz S pode
gerar um problema denominado ambiguidade rotacional, no qual diferentes
combinacdes entre C e S fornecem a mesma solucdo matematica para a equacao
1, ou seja, retornam igualmente a matriz X sem representar, no entanto, uma
solugdo com sentido quimico. A maneira mais simples de avaliar se a solugéo
fornecida pelo MCR apresenta sentido quimico € comparar 0s espectros puros
iniciais e aqueles recuperados pelo MCR. Se existirem diferengas espectrais em
regides onde estas ndo deveriam estar presentes (regidées nas quais se sabe que
um determinado composto nao deveria apresentar sinal), caracteriza-se a
ambiguidade rotacional. Nestes casos, os valores de concentragdo previstos
(contidos na matriz C) nao estarao corretos.

Para eliminar ou minimizar a ambiguidade rotacional sdo colocadas
restricdes as possiveis solucdes do MCR, sendo as principais para espectroscopia
vibracional: 1) ndo negatividade de concentracées e espectros — impde que as
solucdes da equacao 1 devem conter apenas valores de concentracao positivos e
2) Closure ou balanco de massa — impde que a soma de todas as concentracbes
previstas deve ser igual a 100 %*’. Recentemente, foi descrito por de Juan et al.*®
a possibilidade de inclusao de restricées relacionadas ao conhecimento prévio do
usuario sobre a falta de um ou mais constituinte em determinados pixels da
imagem. Nestes casos, sao introduzidas no célculo do MCR matrizes
denominadas Cse (para concentragdes) e Ssq (para espectros) com valores iguais
a zero para as concentracdes ou regides dos espectros nas quais sabe-se que
determinado composto esteja ausente.

A ambiguidade rotacional € um problema sério que limita bastante o uso do
MCR. Vale ressaltar que o CLS n&o pode apresentar ambiguidade rotacional, uma
vez que a matriz S é fixa. Outro aspecto que limita o0 uso do MCR esta
relacionado ao fato de que, para obter resultados adequados, cada constituinte
deve estar presente em uma area seletiva da amostra (problema da seletividade).
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Caso a amostra seja muito homogénea e uma mistura de todos os constituintes
esteja presente em todos os pixels, o algoritmo MCR-ALS tende a convergir para
uma solu¢do que contém na matriz S espectros da mistura destes constituintes ao
invés dos espectros individuais. Em outras palavras, € impossivel para o algoritmo
detectar que existem varios componentes na amostra e ele entende que a mesma
é formada por apenas um unico componente, uniformemente distribuido ao longo
da superficie. Este problema esta associado ao fato do posto quimico (numero de
componentes quimicos presentes de fato na amostra) ser diferente do posto
matematico (numero de componentes distinguiveis dentro da amostra), o que
acontece em casos de amostras muito homogéneas. Desta maneira, o0 MCR s6
funciona adequadamente em casos nos quais 0 posto quimico é igual ao posto
matematico.

Para resolver o problema descrito acima, normalmente utiliza-se o
procedimento de matriz aumentada no calculo do MCR*. Neste procedimento, as
matrizes desdobradas de diversas imagens sdo “empilhadas”, formando uma
matriz X aumentada (Figura 10), a qual é tratada como em um procedimento
normal de céalculo empregando MCR, ou seja, decomposta nas matrizes C e S,
mais a matriz de erros. Este procedimento tem o objetivo de aumentar a
variabilidade na matriz X para eliminar ou minimizar o problema de deficiéncia de
posto e fornecer solugdes realistas para as concentragdes. Apds o calculo de C e
S pelo algoritmo, as matrizes contendo os valores das concentragdes dos analitos
para cada amostra sado separadas e redobradas para gerar 0os mapas de
distribuicdo de cada constituinte em cada amostra.

Da mesma maneira que para o CLS, as concentracdes previstas pelo MCR
ndo sao absolutas, mas relativas. Para encontrar as concentragdes absolutas, foi
utilizado por Piqueras e co-autores®®, uma correcao empregando a regressao
entre os valores médios experimentais (bulk) contra os valores previstos pelo
MCR, de acordo a equacgéo 4. Para a realizagdo desta correcao é preciso que se
conheca a composicao experimental média de cada constituinte na amostra.
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Ciprev_b

Ci corr = a4 (4)

onde C;pr.y € UM vetor contendo as concentragdes previstas pelo MCR para o
constituinte / em todos os pixels; a e b representam, respectivamente, a inclinagéo
e o intercepto do grafico de valores experimentais vs valores previstos e
C; corr CONtém 0s valores corrigidos de concentracao para o constituinte /em todos

0s pixels.

X7y

Figura 10: llustracdo do processo de formagédo da matriz aumentada a partir de varios
cubos de dados.

7.1.3. Analise de Componentes Principais

A analise de componentes principais®' é, sem divida, um dos métodos mais
importantes dentro da Quimiometria. Em sintese, € um método que permite
resumir informagdes contidas em conjuntos de dados de alta dimensionalidade
algumas poucas dimensdes, permitindo encontrar visualmente tendéncias e
similaridades entre amostras e entender quais variaveis (no caso de
espectroscopia, numeros de onda) sao responsaveis pelas similaridades. Na
PCA, a variacao sistematica de uma matriz de dados X é capturada e resumida
em algumas novas variaveis, chamadas componentes principais, as quais sao
combinacdes lineares ndo correlacionadas das variaveis originais*. A matriz X
(com m linhas e n colunas) é decomposta em uma soma de rti e p;, na qual r

representa o posto da matriz X, t sdo os scores e p sado os loadings:
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X= t1p1T + tgpgT + t3p3T +...+ trprT (5)

Normalmente, o modelo de PCA é truncado apds certo numero de
componentes principais e variancia residual é alocada na matriz de erros (E).

Assim, de forma matricial, tem-se que:
X=TP"+E (6)

onde T (m x r) é a matriz contendo os scores e P (n x r) a matriz contendo os

loadings.

Os scores representam as coordenadas de cada uma das amostras em
cada componente principal enquanto os loadings fornecem informagdes sobre a
contribuicdo das variaveis originais para a formacao das componentes principais.
Isto significa que, se os loadings em uma determinada componente principal
apresentarem sinais caracteristicos do espectro de um composto puro, aquela
componente principal descreve principalmente a variagao deste composto.

A principio, a equacao 6 apresenta similaridade com a equagao descrita
para o CLS (equacéao 1), ou seja, em um sistema que segue a lei de Beer e que
pode ser modelado pela equacéo bilinear X = CS', é clara a correlagdo entre os
scores da PCA (T) e as concentragdes do CLS (C) da mesma maneira que entre
os loadings da PCA (P) e os espectros puros do CLS (S). No entanto, o principal
problema reportado com o uso da PCA para a geracdo de imagens quimicas € a
dificuldade em atribuir uma imagem baseada nos scores a um determinado
componente quimico da amostra por causa da dificuldade de associar os loadings
com os espectros dos compostos puros®>°®. Assim, deve-se tomar cuidado ao
tomar decisdes baseadas na distribuicdo de um composto com base nas imagens
dos scores. Outro problema bastante comum é que o nimero de componentes
principais nem sempre tem relagédo direta com o numero de compostos presentes

na amostra®.
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Apesar das limitagdes descritas para a utilizagdo da PCA para a geracao de
imagens quimicas, este método tem, sem duvida, grande importancia nesta area,
especialmente para a geragao de imagens de amostras sobre as quais nao se tem
informacdées a priori. Isto se deve principalmente a sua natureza néao
supervisionada, a qual permite que ele seja utilizado sem nenhum conhecimento
prévio da amostra e ndo requer nenhuma amostra de referéncia (espectros puros
ou conjunto de calibracdo). E necessario apenas que exista variagdo na
concentragdo dos componentes nos pixels dentro da area amostrada. De forma
resumida, pode-se dizer que a PCA é adequada para uma analise exploratoria
inicial, especialmente de amostras de composi¢cao desconhecida, para as quais
outros métodos nao podem ser aplicados.

7.1.4. Regressao em Minimos Quadrados Parciais

A regressao em minimos quadrados parciais € um método de calibracao

multivariada bem estabelecido®®°®

utilizado para relacionar duas matrizes de
dados, como por exemplo, espectros (X) e valores de alguma propriedade de
interesse, normalmente a concentragcdo de um ou mais analitos. No caso de um
Unico analito, os valores de concentracao sdo alocados em um vetor (y) e o
método é denominado PLS 1. No caso de mais de um analito, os valores sao
alocados em uma matriz (Y), e, neste caso o método € denominado PLS 2. Para
estabelecer a relacdo entre as matrizes X e Y, deve-se proceder com uma etapa
de calibracdo, na qual os valores de concentragcdo dos analitos sdo conhecidos,
seja pelo preparo experimental das amostras, seja empregando um método de
referéncia.

O modelo PLS também utiliza a decomposi¢do em componentes pincipais
para a redugdo da dimensionalidade do conjunto de dados para posterior
correlacdo entre os espectros e as concentracdes dos analitos. As matrizes X e Y
sdo decompostas por PCA através das seguintes equacdes®’:
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X=TP"+E (7)
Y=UQ'+F (8)

onde:
- P e Q séo os loadings de X e Y respectivamente,
- T e U séo os scores de X e Y respectivamente e

- E e F representam as matrizes de residuos de X e Y respectivamente.

O direcionamento dos scores nas matrizes T e U é alterado até que o
melhor modelo linear seja estabelecido entre os scores dos dois grupos e assim, a
maior covariancia entre X e Y seja alcancada. Isso é feito em uma série de etapas,
que sao repetidas para cada Componente Principal estimada por meio de um
processo iterativo. Desta maneira, no PLS existe um compromisso entre a
explicagdo da variancia em X e a obtencdo da maior correlagdo com Y, ao
contrario da PCA na qual o direcionamento dos componentes se da para explicar
a maior variancia possivel na matriz X. No PLS, uma vez que no calculo de cada
componente principal os valores de concentracdo dos analitos também sao
levados em consideracdo, as componentes principais perdem a total
ortogonalidade e passam se chamar de variaveis latentes.

Para a geracao de imagens quimicas com PLS, um modelo de calibracédo
deve ser construido com amostras que possuam concentracées conhecidas dos
analitos (bulk concentration). Devem ser obtidos hipercubos espectrais destas
amostras em uma area representativa, os cubos devem ser desdobrados e os
espectros médios devem ser utilizados para a regressao, juntamente com os
valores das concentragdes conhecidas. Os vetores contendo os valores previstos
pelo PLS para os analitos nos pixels sdo entdo redobrados para gerar os mapas
de distribuicdo. Para o modelo PLS, somente os analitos que tiveram sua
concentracao variada nas amostras de calibracdo poderdo ser quantificados, ao
contréario do CLS.

Antes da previsdo das concentracées nos pixels, o modelo deve ser
avaliado empregando algumas ferramentas de diagndstico, tais como o grafico de
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valores previstos vs valores experimentais e o0 erro quadratico médio de validacao
cruzada (root mean square error of cross validation, RMSECV). O RMSECV é um
parametro para avaliar a concordancia entre os valores experimentais e os valores
previstos pelo modelo quando uma (/eave-one-out) ou mais amostras do préprio
conjunto de calibragdo sao deixadas fora do calculo. No método leave-one-out,
uma amostra é deixada de fora da calibragdo, o modelo é construido com as
demais e é realizada a previsdo da propriedade de interesse para esta amostra.
Este procedimento é entdo repetido para todas as amostras e um erro médio &

calculado, de acordo com a equagéo 9.

_ 2
RUSECY — |22 =) o)
n

onde y, representa o valor previsto de concentracdo e y, o valor real

(experimental).

Considerando que este procedimento € repetido para cada numero de
variaveis latentes, o minimo do grafico de RMSECV contra o nimero de variaveis
latentes pode ser utilizado para determinar o nUmero de variaveis latentes a serem
utilizadas no modelo.

No tratamento de dados de imagens, € possivel calcular o RMSEP (root
mean square error of prediction) empregando a meédia dos valores previstos nos
pixels (yp) e os valores médios experimentais (y:), representando uma medida da
grandeza do erro obtido para a previsdo da concentracdo do analito utilizando
determinado método de quantificacdo. Isto pode ser utilizado para qualquer
método de calibracdo multivariada, nao apenas o PLS. No caso do PLS, este valor
deve ser estatisticamente equivalente ao RMSECV.

O PLS tem se mostrado o método mais exato para andlise de dados
hiperespectrais de amostras farmacéuticas®. A maior limitagdo para o uso do
método € o tempo e materiais necessarios para o preparo e leitura das amostras

necessarias para a calibragdo. Além disto, nem sempre é possivel realizar uma
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calibragédo, como por exemplo, no inicio do desenvolvimento farmacéutico, no qual
a quantidade do farmaco € geralmente limitada. Existe também o desafio de obter
valores de referéncias exatos. Utilizando os valores experimentais teéricos, a
variacdo experimental do preparo da amostra (batch variation) ndo é levada em
consideracao. Isto pode ser corrigido realizando-se a andlise por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), por exemplo. No entanto, este enfoque € valido
apenas para o farmaco uma vez que 0s excipientes normalmente ndo sao

avaliados.

7.2. Espectroscopia Raman de imagem: instrumentacao e
aplicacoes

A combinacdo de um espectrdbmetro Raman com um microscopio é
relativamente simples pelo fato de que um microscépio 6tico convencional pode
ser utilizado. Como a espectroscopia Raman envolve radiagdo visivel e a
microscopia Otica € muito bem desenvolvida, existe uma combinagéo natural entre
as duas técnicas. A primeira combinacdo de um espectrdbmetro Raman com um
microscépio deu origem a microespectroscopia, técnica na qual o microscépio é
utilizado apenas como instrumento de amostragem para obter informacdes
espectrais de uma regido especifica da amostra. Desta maneira, uma pequena
impureza visivel em um comprimido pode ser focalizada com o microscépio e o
espectro neste ponto pode ser coletado. Este aparato experimental ndo gera
imagens baseadas em contraste espectral, mas utiliza o microscépio como
facilitador para amostragem em espectroscopia pontual®.

O espectrometro Raman acoplado a um microscopio pode ser dispersivo
ou baseado em transformada de Fourier (Fourier Transform, FT), sendo que
enquanto o primeiro emprega um laser na regido do visivel para excitagdo, o
segundo emprega um laser de na regido do infravermelho préximo®®.
Espectrometros Raman com transformada de Fourier para geracao de imagens
foram desenvolvidos como acessoérios aditivos (add-on devices) aos equipamentos
Raman pontuais utilizando lasers em 1064 nm para excitacdo, com altas poténcias

para compensar o decréscimo na eficiéncia de espalhamento com o aumento do
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comprimento de onda. No entanto, o espectrdmetro que se tornou padrao foi o
dispersivo, com excitagdo em 780 nm e detecgcdo com dispositivos CCD®®. Este
comprimento de onda demonstrou ser o melhor compromisso entre a supressao
de fluorescéncia, eficiéncia de espalhamento e compatibilidade com os detectores
CCD.

Basicamente, em um experimento Raman utilizando um equipamento
dispersivo, o laser é focalizado sobre a amostra pelo microscépio e a radiacédo
espalhada é coletada e focalizada em direcdo a fenda de entrada de um
espectrometro, apds a remogao da radiacdo Rayleigh por um filtro, as frequéncias
remanescentes sdo direcionadas ao detector®. No modo line-mapping, o laser é
projetado para iluminar uma linha da amostra, e a radiagdo espalhada € entédo
direcionada para a entrada do monocromador, sendo 0s espectros espacialmente
resolvidos ao longo desta linha, em diferentes alturas do detector. O modo line-
mapping certamente diminui o tempo de analise porém problemas de
quantificacdo podem surgir devido & iluminagéo desigual®®.

No modo imaging, o laser é desfocado para iluminar simultaneamente toda
a superficie da amostra e a radiacdo espalhada é passada por um elemento de
separagdao de comprimentos de onda, que pode ser um filtro ético-acustico
sintonizavel (acousto-optic tunable filters AOTF), ou um filtro de cristal liquido
sintonizavel (liquid crystal tunable filters, LCTF). Estes filtros separam os espectros
da &rea amostrada em seus comprimentos de onda, fornecendo uma imagem de
toda a area por comprimento de onda. A vantagem Obvia é a velocidade da
aquisicao das imagens, comparando-se com o modo mapping. Entretanto, este
modo apresenta vantagens apenas quando poucos comprimentos de onda sao
varridos. Se muitos comprimentos de onda sdo varridos, a vantagem da
velocidade de aquisicdo dos dados é perdida. Outro obstaculo relacionado a este
modo é a iluminacdo desigual, o que pode gerar problemas de quantificagéo, de
forma similar ao modo line-mapping, e o fato de que a resolugdo espectral é
limitada pelos elementos de sele¢do de comprimentos de onda (LCTF ou AOTFs)
e tende a ser pior que no modo mapping®. Um esquema ilustrativo do
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acoplamento de um espectrometro Raman dispersivo a um microscépio é

mostrado na Figura 11.
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Figura 11: Esquema ilustrativo de um equipamento Raman dispersivo acoplado a um
microscépio. Adaptado da referéncia 38.

Atualmente a detecgdo em equipamentos Raman é feita quase
exclusivamente por detectores CCD de alta eficiéncia, os quais sdo empregados
tanto no modo Mapping quanto no modo /maging. O uso inicial de detectores CCD
em equipamentos Raman foi impedido pelo fato do formato do monocromador n&o
ser direcionado para a utilizagdo com detectores em duas dimensdes, mas para
detectores pontuais, como tubos fotomultiplicadores. A nova geracdo de
monocromadores tem sido planejada de tal maneira que a passagem da radiacao
é otimizada em relagdo ao plano do detector CCD®,

A espectroscopia Raman de imagem tem se beneficiado da adicdo da
dimensao espacial para resolugdo de muitos problemas em diversas areas, porém
nesta tese serd enfatizada a area farmacéutica. De fato, com a adicdo de
informagdes espaciais, a espectroscopia de imagem atende as necessidades
analiticas atuais do desenvolvimento farmacéutico de produtos e controle de
processos, tendo a capacidade de fornecer um grau de entendimento acerca dos
mesmos jamais observado anteriormente. Na realidade, a espectroscopia de
imagem vem diretamente ao encontro das diretrizes descritas no guia lancado

pelo FDA “PAT — A Framework for Innovative Pharmaceutical Development,
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Manufacturing and Quality Assurance™®. Este guia foi emitido dentro da iniciativa
denominada “Pharmaceutical CGMPs for the 21st century: a risk-based approach”
lancada com o objetivo de atualizar o desenvolvimento farmacéutico, a fabricacao
e garantia da qualidade através da inovacdo baseada em meétodos cientificos.
Este guia foi também lancado pelo ICH (International Conference on
Harmonization) para uso mundial como guia ICH-Q8 em 2005,

Devido a versatilidade da espectroscopia Raman de imagem, a mesma
pode ser aplicada a diferentes formas farmacéuticas. Para sélidos, encontram-se
aplicacbes na determinacdo espacial de multiplos componentes em

comprimidos®, no mapeamento de farmacos em baixas concentracdes®’

avaliacdo da distribuicdo de diferentes formas polimérficas de farmacos®®46°
comparacdo de processos®®®’, dentre outras muitas aplicagdes. A deteccdo de
farmacos em concentracbes consideradas baixas para a espectroscopia
vibracional (< 1 %) é possivel uma vez que o mesmo pode estar altamente
concentrado em um ou mais pixels, 0 que nao seria identificado pela analise do
bulk. Outras formas farmacéuticas também foram avaliadas por espectroscopia
Raman de imagem, tais como, por exemplo, adesivos transdérmicos®,
revestimento de stents®®, spray nasais’, formulacdes liquidas incorporadas em
solidos”' e formulagdes semi-sélidas’®. Além disto, devido a vantagem de ndo
sofrer interferéncia significativa da agua, estudos de dissolugao foram descritos”.

Um artigo recente traz uma revisdo muito completa das aplicacées da
espectroscopia Raman de imagem na area farmacéutica’®. E possivel verificar que
muitos trabalhos utilizam métodos univariados para a geracao das imagens,
indicando que existe um grande campo de aplicacdo para a quimiometria nesta
area. A comparacao de diferentes métodos quimiométricos para a geracao das
imagens quimicas por espectroscopia Raman foi realizada por Zhang e co-
autores*® e Vajna e co-autores’.

Deve-se ressaltar que outras modalidades da espectroscopia Raman, tais
como Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS), Coherent Anti-Stokes
Raman Spectroscopy (CARS), Stimulated Raman Spectroscopy (SRS) e Tip
Enhanced Raman Spectroscopy (TERS) também se beneficiam da adicdo da
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dimensao espacial ao conjunto de espectros e assim, sdo encontradas muitas
aplicacbes de imagem utilizando estas técnicas, as quais foram recentemente

revisadas por Breitkreitz e Poppi’®.

7.3. Espectroscopia NIR de imagem: Instrumentagdo e
aplicacoes

Atualmente, os espectrdmetros que operam nas regides do infravermelho
proximo e médio sdo, em sua grande maioria, interferométricos. Configuragbes
comuns de espectrofotdbmetros de imagens consistem basicamente em trés
elementos basicos: o interferémetro em si, um microscépio e um detector sensivel
a radiacao na regiao do infravermelho. Uma representacdo esquematica de um
interferdbmetro acoplado a um microscépio é mostrado na Figura 12, tanto para o
modo /maging quanto para o modo Mapping.

A radiacao infravermelha provém da fonte do equipamento e, ap6s passar
pelo sistema interferométrico, € dirigida a amostra. Lentes do tipo Cassegranian
sao utilizadas para focalizar a radiacdo sobre a amostra, a qual se encontra em
uma plataforma movel, no caso de amostragem no modo mapping. Apds a
interacdo com a amostra, a radiacao refletida ou transmitida passa através de uma
série de aberturas em direcdo ao detector (no caso de detector de um Unico
elemento). Uma camera CCD é normalmente colocada ao final do sistema o6tico
para obter as imagens no visivel. Uma série de divisores de feixes ou espelhos
pode ser utilizada para a visualizagdo alternada da imagem no visivel e para
realizar a focalizagao da radiagdo na amostra’”.

Outra possibilidade, também mostrada na Figura 12, € a utilizagdo de um
detector do tipo FPA, e, neste modo, ndo é necessario um posicionador movel
para a amostra € 0 microscopio ndao tem aberturas. Desta maneira, a resolucéo
espacial é determinada tanto pela 6tica que controla a magnificacdo quanto pelo
tamanho individual do elemento de detecgao (pixel) no arranjo do detector FPA”’.
A principal vantagem do uso deste tipo de detector € o tempo na aquisigcdo dos
espectros: um interferémetro acoplado com um detector FPA fornece imagens

espacialmente resolvidas em tempos comparaveis ao tempo necessario para obter
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um Gnico espectro utilizando um detector de elemento Gnico’’. Como ndo ha
aberturas no microscépio, a relagéo sinal/ruido de detectores FPA é maior que em
equipamentos de detectores pontuais’’. No entanto, a resolucéo espectral, tende a
ser de 8-10 cm™, comparada com 1-4 cm” nos equipamentos que operam no

modo mapping®*.
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Figura 12: Esquema de um espectrofotdbmetro de imagem para a regiao do infravermelho
préximo e médio. Adaptado da referéncia 77.

A espectroscopia NIR de imagem tem encontrado iniUmeras aplicagdes na
area farmacéutica, como uma extensao da espectroscopia NIR tradicional, a qual
jA4 é bastante estabelecida nesta area’®. Verifica-se, que as aplicacdes da
espectroscopia NIR de imagem estdo mais concentradas em produtos sélidos,
cujos espectros sdo obtidos por reflectancia difusa e que esta ferramenta tem
tornado possivel solucionar problemas mais diversos, tais como: avaliacdo de
homogeneidade em misturas de pés’®, deteccdo de impurezas®, visualizagdo da
distribuicdo de farmacos e excipientes em medicamentos®’, estudos de

82,83

uniformidade de conte(do®?®®, avaliacido de intermediarios de processo®,
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avaliagdo da estrutura interna de granulos de entrega controlada®®, distribuicao
das camadas em pellets revestidos®, avaliacdo de cristalinidade®’, identificacao
de medicamentos falsificados®®, dentre outros. S&o encontradas também
aplicagdes utilizando o modo transmitancia para semi-sélidos®®. As aplicacdes
farmacéuticas da espectroscopia NIR de imagem tém crescido tanto nos ultimos

anos que ja foram revisadas em varios artigos®°".

Assim como para a
espectroscopia Raman de imagem, os métodos de extracdo das informacdes séao
variados, sendo mais dificil a utilizacdo do método univariado devido a
sobreposicao espectral observada na regido NIR, ndo sendo, no entanto,
impossivel de ser utilizado. Ravn e co-autores revisam e comparam 0s principais
métodos de geracdo de imagens por espectroscopia NIR%. Atualmente livros
especificos estdo disponiveis para o aprofundamento da teoria, instrumentacéao e

aplicagdes da espectroscopia vibracional de imagem®*%+%.

7.4. Breve comparacado entre a espectroscopia vibracional de
imagem Raman e NIR

Comparando-se as técnicas de espectroscopia Raman e NIR, pode-se dizer
que ambas apresentam as vantagens de permitirem a aquisicdo de espectros de
forma n&o invasiva com pouco ou nenhum pré-tratamento da amostra.
Adicionalmente, a espectroscopia Raman apresenta ainda as vantagens de
fornecer sinais de transicoes vibracionais fundamentais, os quais s&o mais
intensos e definidos (sem sobreposicdo espectral) do que o0s sobretons
observados na regiao NIR e assim, podem ser facilmente atribuidos aos grupos
quimicos e podem permitir a geracdo de imagens univariadas. Além disto,
amostras biolégicas e aquosas sao prontamente analisadas com a técnica uma
vez que a agua ndo apresenta sinal significativo de espalhamento e assim néo
interfere significativamente com o espectro dos analitos.

Outro aspecto a ser comparado é a resolugcdo espacial que pode ser
alcancada, a qual é definida pela ética do microscépio e, em ultima instancia, pelo
limite de difracao da radiacdo incidente, o qual depende do seu comprimento de
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onda. A separagédo de dois objetos € definida pelo critério de Rayleigh (equacao
10):

d=0.611/NA (10)

onde NA representa a abertura numérica (numerical aperture) das lentes, definido
como NA = nsen6, onde n é o indice de refracdo do meio onde as lentes estdo
imersas (NA = 1 para o ar) e 6 é o angulo de convergéncia para o elemento de

foco®.

Dois objetos estdo minimamente separados a uma distdncia d e
completamente separados a uma distancia 2d. Assim, utilizando um laser com
comprimento de onda de 780 nm e NA = 0.9, temos que d = 529 e 2d = 1057 nm
(~1.1 um) . Estes valores podem ser melhorados diminuindo o comprimento de
onda ou aumentando o valor de NA. Baseado na equacao 10, é possivel inferir
que a resolucao espacial para a microscopia Raman é inerentemente superior a
microscopia no infravermelho devido aos menores comprimentos de onda
utilizados pelos lasers.

Vale ressaltar que, caso nao exista um microscédpio acoplado ao
equipamento, ainda assim € possivel fazer a varredura para obtengdo de
espectros no modo mapping. A resolugcado espacial neste caso sera ditada pelo

didmetro do feixe do laser.

8. Objetivo

O objetivo desta tese é avaliar as técnicas de espectroscopia vibracional de
imagem Raman e NIR e diferentes métodos quimiomeétricos - com énfase ao
método CLS - como ferramentas analiticas a serem utilizadas durante o
desenvolvimento farmacéutico de formulacées de farmacos pouco sollveis em
agua (classe Il do SCB), tendo como exemplo a atorvastatina calcica, utilizando os

excipientes inovadores Gelucire® 44/14 e Soluplus®.
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Capitulo 2 - Caracterizacao das matérias-primas

Uma caracterizacao apropriada das matérias primas é importante para o
desenvolvimento de procedimentos experimentais adequados para o preparo das
formulacbes bem como para o entendimento das caracteristicas das mesmas.
Desta maneira, a atorvastatina calcica Forma | adquirida comercialmente, a
atorvastatina amorfa preparada em nosso laboratério, o Gelucire® 44/14 e o

Soluplus® foram caracterizados empregando diferentes técnicas analiticas.

1. Procedimento Experimental

1.1. Materiais

A atorvastatina calcica (ATC) na sua forma polimérfica | (trihidratada) foi
adquirida do Laboratério Raffo S.A (Argentina). A atorvastatina amorfa foi
preparada no nosso laboratério pela solubilizagdo completa da Forma | em
metanol, seguida da secagem em rotoevaporador. O Gelucire® 44/14 e Soluplus®
foram recebidos como amostra gratis dos fabricantes Gatteffosse (Franca) e BASF

(Alemanha), respectivamente.

1.1. Técnicas analiticas utilizadas para caracterizacao

A atorvastatina Forma | e amorfa foram avaliadas por analise térmica,
incluindo Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Termogravimentria (TGA),
Difracdo de Raios-X (DRX), Espectroscopia NIR e Raman. A pureza quimica da
atorvastatina adquirida comercialmente foi determinada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Os excipientes Gelucire® 44/14 e Soluplus® foram

caracterizados por DSC, TGA e Difragdo de Raios-X.

1.1.1. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlise de calorimetria diferencial de varredura foi realizada em um
equipamento da TA Instruments, modelo 2910, na faixa de temperatura de 25 a
220 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min e atmosfera inerte (argénio 50
mL/min). Foi pesada uma massa entre 3-12 mg da amostra e colocada em um
cadinho de aluminio com a tampa furada.
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1.1.2. Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada em um equipamento da TA
Instruments modelo TGA 2050 na faixa de temperatura de 25 a 220 °C, com taxa
de aquecimento de 10 °C/min., atmosfera inerte (argénio 100 mL/min), com massa
de amostra de 3-12 mg em cadinho de alumina.

1.1.3. Difragdo de Raios-X (DRX)

Os difratogramas de Raios-X do farmaco e dos excipientes foram obtidos
utiizando um equipamento Shimadzu XRD7000 com as seguintes condigdes:
radiacao Cu (1.54060 A), voltagem 40 kv, corrente: 30 mA, faixa: 1,4 — 50 graus
26.

1.1.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado um cromatégrafo Liquido marca Shimadzu, constituindo de
auto-injetor com amostragem de 10 ul; detector espectrofotométrico de arranjo de
diodos (faixa de 190 a 370 nm), cela de 8 uL de volume, 10 mm de caminho
optico.

O método utilizado foi adaptado do trabalho descrito por Shah e
colaboradores®. A coluna cromatogréafica utilizada foi da marca Waters, de
diametro interno de 0,39 cm e comprimento de 15 cm, recheada com fase ligada
C18, de tamanho de particula 4 um. A. A fase mével foi uma mistura de agua
purificada pelo sistema Milli Q com pH ajustado para 3.0 pela adicao de acido
fosférico e acetonitrila (ACN) na proporcao 55:45 (v/v). O fluxo empregado foi de
1,2 mL/min. A detecc¢éao foi realizada espectrofotometricamente a 245 nm (maximo
de absorgéo do farmaco).

A atorvastatina adquirida como matéria-prima foi solubilizada em metanol
na concentracdo de 0,6 mg/mL, concentracao determinada experimentalmente de
modo a obter sinal adequado para a visualizacdao as impurezas. A pureza foi
estimada pela porcentagem relativa da area do farmaco em relacdo a soma das

areas, incluindo as impurezas.
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1.1.5. Espectroscopia NIR

Os espectros NIR do farmaco amorfo e cristalino Forma | foram obtidos
empregando-se um espectrofotdbmetro modelo Spotlight 400N da PerkinElmer
(Figura 13). Os espectros foram obtidos colocando-se os pds dos farmacos em
uma cela (sem compactacao) e foi feita uma varredura de uma area de 1 mm?,
com pixel de 50 pym, 32 scans/pixel, na faixa espectral de 7800 — 4000 cm™', com
resolucdo de 16 cm™ no modo refletancia, utilizando uma superficie de ouro polida
como referéncia. O espectro apresentado representa o espectro médio da area

amostrada.

Figura 13: Equipamento Spotlight 400N FT-NIR Imaging System da Perkin-Elmer. 1)
compartimento da ética do microscopio; 2) posicionador de amostra; 3) espectrofotémetro
NIR.

1.1.6. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman do farmaco amorfo e cristalino Forma | foram obtidos
empregando-se 0 equipamento Raman Station 400 (Perkin Elmer), equipado com
laser de excitacdo de 785 nm (Figura 14). Similarmente ao descrito anteriormente

para a espectroscopia NIR, os p6s dos farmacos foram colocados em uma cela e
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foi varrida uma area de 1 mm?, com pixel de 50 um, na faixa de 3200 — 600 cm™,

com resolucao espectral de 4 cm™.

-

(]

Figura 14: (A) Visao geral do equipamento Raman Station 400; (B) detalhe da camera e
cela de aluminio utilizada nas medidas.

2. Resultados

2.1. Caracterizacao do farmaco

Os resultados das analises de DSC e TGA para a atorvastatina adquirida
como matéria-prima sao mostrados na Figura 15. A curva de DSC, mostrada na
Figura 15 A, apresenta dois picos endotérmicos: o primeiro na faixa de 70 - 120 °C
e o segundo em torno de 160 °C. A curva de TGA, mostrada na Figura 15 B,
indica que existe uma perda de massa de aproximadamente 4 % entre 70 e 125
°C, indicando que o fen6bmeno observado no DSC é de natureza fisica,
provavelmente perda de agua. Pode-se observar também que esta perda se da
em duas etapas: uma até 70 °C e outra de 100 - 120 °C, as quais podem ser
atribuidas a perda de agua de superficie e perda de agua de hidratacéo,
respectivamente. Por outro lado, o pico observado em 160 °C na curva de DSC
ndo € acompanhado de perda de massa na curva de TGA, indicando se tratar de
um fendmeno fisico, atribuido a fusdo do farmaco. Os resultados estao de acordo

com o encontrado na literatura®®’. A Figura 15 C mostra a ampliacao da curva de
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TGA até 500° C, e indica que a maior perda de massa se da ap6s 200° C, devido
a degradacao do farmaco, sendo portanto, possivel trabalhar até esta temperatura
sem que acontecga degradacao térmica.
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Figura 15: Caracterizacao térmica da atorvastatina calcica adquirida comercialmente: (A)
curva de DSC, (B) curva de TGA na faixa de temperatura de 30-200 °C e (C) ampliagéo
da curva de TGA na faixa de temperatura de 30-500°C.

O difratograma de Raios-X é mostrado na Figura 16 e os valores de graus
2-0 observados neste difratograma sao descritos na Tabela lll, juntamente com os
valores encontrados na literatura para a Forma | da atorvastatina® . Através da
comparacdo dos valores graus 2-0 observados experimentalmente com aqueles
descritos na literatura, pode-se confirmar que o farmaco recebido corresponde de

fato a Forma | da atorvastatina calcica.
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Figura 16: Difratograma de Raios-X da atorvastatina adquirida comercialmente.

Tabela Ill: Valores de 2-6 para os principais picos observados experimentalmente para a
atorvastatina calcica e correspondentes valores encontrados na literatura.

Observado Literatura (Tessler et al.”, Literatura (Kim et al.”,
(graus 2-theta) graus 2-theta + 0.2) graus 2-theta)

9,5 9,5 9,4

10,1 10,3 10,2
10,4 10,6 10,5
11,7 11,9 11,8
16,9 17,1 16,9
19,3 19,5 19,5
21,5 21,6 21,6
22,6 22,7 22,6
23,2 23,3 23,2
24,2 24,4 23,7
29,0 28,9

As curvas de DSC, TGA e difratograma da forma amorfa sdo mostradas na
Figura 17. Para esta forma, a curva de DSC (Figura 17 A) apresenta um pico
endotérmico na faixa de temperaturas de 50-120° C, o qual pode ser atribuido a
um evento quimico, pois ha perda de massa associada (em torno de 2,5 % de
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acordo com a curva de TGA mostrada na Figura 17 B). Este evento pode ser a
evaporacao de um solvente, possivelmente o préprio metanol utilizado, pois seu
ponto de ebulicdo é de 68° C. O pico de fusdo da atorvastatina em 160 °C nao foi
mais observado. Estes resultados também estdo de acordo com o descrito na
literatura para a forma amorfa da atorvastatina®®. A Figura 17 C mostra a
ampliacdo da curva de TGA até 500° C, a qual indica que a decomposicao da
forma amorfa acontece também somente acima de 200° C. Conforme esperado, o
difratograma de Raios-X (Figura 18) ndo apresentou picos definidos, confirmando

que a forma amorfa foi obtida pelo processo de solubilizagcdo em metanol seguido

de secagem.
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Figura 17: Caracterizagdo térmica da atorvastatina célcica amorfa preparada em
laboratério: (A) curva de DSC, (B) curva de TGA na faixa de temperaturas de 30-200 °C e
(C) ampliagéao da curva de TGA na faixa de temperatura de 30-500°C.
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Figura 18: Difratograma de Raios-X da atorvastatina amorfa preparada em laboratério.

O espectro Raman da forma cristalina | é mostrado na Figura 19, em
comparacdo com o espectro da forma amorfa com destaque para a regido entre
1600 e 1700 cm™. As regides de absorcdo dos principais grupos funcionais
encontrados na molécula sdo mostradas na Tabela IV e foram atribuidos de
acordo com o Handbook of Infrared and Raman characteristic frequencies of

organic molecules®.
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Figura 19: Comparacao dos espectros Raman das formas amorfa e cristalina | da
atorvastatina. /nset: destaque para a regido entre 1700 — 1600 cm™.
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Tabela 1V: Regides de frequéncias observadas no espectro Raman das duas formas da
atorvastatina e a correspondente atribuigao.

Frequencias caracteristicas Atribuicao
(cm™)
1680-1630 Est. C=0 em amidas monosubstituidas
1570-1510 CHN estiramento-deformagao* em amidas
monosubstituidas
1310-1250 CHN estiramento aberto (stretch-open) em amidas
monosubstituidas
1510 Deformagdo CNH em Ar-NHR
1570-1515 Deformacdo CNH em C=ONHR
1350-1280 Estiramento C-N em Ar-NHR
1350-1310 Estiramento C-N em C=ONHR
1650-1540 Estiramento COO- antisimétrico
1450-1360 Estiramento COO- simétrico
1620-1400 Vibracoes do anel aromatico

“Esta vibragao envolve tanto o estiramento C-N quanto a deformagéo C-N-H no plano.

Os espectros Raman das duas formas indicam que a composi¢cao quimica é
a mesma, porém as diferencas devido ao empacotamento das moléculas sao
evidentes. A maior modificacdo do espectro da forma cristalina | para a forma
amorfa ocorre em 1650 cm™', devido ao estiramento C=0 do grupo amida, o qual é
deslocado para 1670 cm”' na forma amorfa. Outras diferencas, como
deslocamento e auséncia de picos também podem ser observadas.

Os espectros NIR das duas formas sdo mostrados de forma comparativa na
Figura 20, com destaque para a regido de 5100-4700 cm™, onde s&o observadas
as maiores diferengas. As bandas na regidao NIR séo largas e sobrepostas, o que
torna a atribuicao mais dificil. Entretanto, € possivel avaliar, de forma qualitativa,
as regides onde os principais grupos quimicos absorvem®. Os picos em 6589 cm
(forma cristalina 1) e 6703 cm™ (forma amorfa) estéo relacionados ao 2 ¢ sobretom
da vibracdo do grupo amida. A regido de 5000 — 4800 cm' apresenta
combinacdes de vibragdes as quais podem ser atribuidas aos grupos amida ou
OH. Assim, de maneira equivalente ao observado com a espectroscopia Raman, o
grupo amida apresenta grande influéncia para a diferenciacao das duas formas

polimorficas.
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Figura 20: Comparagdo dos espectros NIR das formas amorfa e cristalina | da
atorvastatina. Inset: destaque para a regido entre 5400 — 4600 cm™.

A pureza cromatografica da matéria-prima adquirida foi avaliada por HPLC.
A concentracdao de 0,6 mg/mL forneceu sinal adequado para a integracao das
impurezas, sem saturar o detector e por este motivo foi selecionada para o calculo
da pureza cromatografica. A pureza cromatografica foi estimada pela porcentagem
relativa da area do farmaco em relacdo a soma das areas, sendo a integracao
realizada no maximo de absorcao do farmaco (245 nm). O cromatograma obtido
nesta concentracdo é mostrado na Figura 21. A pureza cromatografica estimada
desta maneira foi de 99,08 %, um valor adequado para se trabalhar com esta

matéria-prima.
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Figura 21: Cromatogramas da andlise da atorvastatina matéria-prima: (A) pico do farmaco
e (B) ampliagéao da linha de base para mostrar as impurezas.

2.2. Caracterizacao dos excipientes

De acordo com o fabricante®, o Gelucire® 44/14 é um excipiente cristalino
que deve apresentar temperatura de fuséo préxima a 44 °C. A curva de DSC, o
difratograma de raios-X e a curva de TGA obtidos experimentalmente sao
mostrados na Figura 22. A curva de DSC apresenta um evento endotérmico que
se inicia em 30 °C e termina em 55 °C, com maximo em 48 °C. O difratograma
indica que o material é de fato cristalino. A curva de TGA mostra que a perda de
massa se inicia em 200 °C, indicando que é possivel aquecer este material até
esta temperatura sem que ocorra degradacgao. Esta curva também demonstra que
o evento endotérmico apresentado na analise de DSC é de fato um evento fisico

(fuséo), pois ndo ha perda de massa associada a esta faixa de temperaturas.
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Figura 22: Resultados da caracterizagdo do Gelucire® 44/14: (A) curva de DSC, (B)
Difratograma de raios-X e (C) curva de TGA na faixa de temperatura de 30-500°C.

De acordo com o fabricante®, o Soluplus® é um polimero amorfo que tem
temperatura de transicao vitrea préxima a 70 °C. A curva de DSC e o difratograma
de raios-X sdo mostrados na Figura 23. Conforme €& possivel verificar nesta
Figura, a curva de DSC apresenta uma banda larga representando um evento
endotérmico com um maximo em 75° C, o que esta de acordo com o esperado
para o Soluplus® e ndo existe um padrdo de difragdo caracteristico de solidos

cristalinos, indicando, portanto que o polimero € amorfo.
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Figura 23: Resultados da caracterizagdo do Soluplus® (A) curva de DSC e (B)
Difratograma de raios-X.
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3. Conclusoes

Nesta etapa do trabalho foi verificado que o farmaco corresponde a forma
polimérfica esperada (forma I) e que apresenta pureza analitica adequada para
seu uso (> 99,0 %). Foi verificado que 0 mesmo apresenta estabilidade térmica
até 200 °C, podendo, portanto ser utilizado em procedimentos que envolvam seu
aquecimento. As principais bandas nos espectros NIR e Raman foram
caracterizadas. A forma amorfa foi preparada com sucesso pela solubilizagdo em
metanol seguida da evaporagdo do solvente, conforme demonstrado por DSC e
Difracao de Raios-X. Esta amostra foi preparada com o intuito de caracterizar os
espectros NIR e Raman da forma amorfa caso o0s processos utilizados
empregando a forma cristalina | levem a sua formag&o. Os excipientes também
foram caracterizados e se encontravam de acordo com as especificagbes dos

fabricantes.
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CAPITULO 3: DISPERSOES SOLIDAS
DE ATORVASTATINA EM GELUCIRE®

44/14 PREPARADAS PELO METODO
DA FUSAO

63
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O método mais simples de preparo de dispersdes sélidas empregando o
Gelucire® 44/14 é o método da fusdo ou Hot-melf'*'* e por este motivo ele foi
avaliado primeiro. Este método envolve a fusdo do excipiente semi-sélido com
aquecimento brando e posterior adigdo do farmaco, gerando uma solu¢ao ou uma
dispersdao, dependendo da solubilidade do farmaco no excipiente fundido. A
mistura € entdo resfriada a temperatura ambiente ou industrialmente ela é
encapsulada enquanto ainda quente em capsulas de gelatina duras, para que
resfrie e tome forma dentro das capsulas. Se a solubilizagdo for completa, o
farmaco deve estar em sua forma amorfa apds o resfriamento. Caso contrério, o
produto sera uma dispersdo contendo o farmaco na sua estrutura cristalina
original. Caso o farmaco seja apenas parcialmente soluvel, uma mistura de

polimorfos sera formada, o que nao € desejavel do ponto de vista farmacéutico.

1. Procedimento Experimental

1.1. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas empregando o método da fusdo na faixa de
concentracao de 5 — 27,5 % de atorvastatina (% m/m, Tabela V). O Gelucire®
44/14 foi fundido em um béquer a temperatura de aproximadamente 70 °C, em
seguida o farmaco cristalino foi adicionado, com agitacao até a obtencdo de uma
dispersdao visualmente homogénea. As amostras foram entdo resfriadas a
temperatura ambiente. Amostras com concentra¢des do farmaco superiores a 27,5
% se mostraram inviaveis devido ao fato das mesmas se apresentarem muito

viscosas durante o preparo e muito endurecidas apés o resfriamento.
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Tabela V: Concentracdo dos constituintes nas dispersdes sélidas de atorvastatina em
Gelucire® 44/14 preparadas pelo método da fus&o.

Amostra Atorvastatina (% m/m) Gelucire (% m/m)
1 5,0 95,0
2 7,3 92,7
3 10,0 90,0
4 12,4 87,6
5 14,9 85,1
6 17,5 82,5
7 19,9 80,1
8 22,5 77,5
9 25,0 75,0
10 27,5 72,5
1.2. Obtencao das imagens quimicas

As imagens foram obtidas empregando-se o equipamento Raman Station
400 (Perkin Elmer), mostrado na Figura 14. As amostras foram colocadas em uma
cela de aluminio, confeccionada especialmente para esta finalidade e foi mapeada
uma area 9 mm? com pixel de 100 um, na faixa espectral de 1800 — 600 cm™,
com resolucdo espectral de 4 cm™. Espectros dos constituintes puros (Gelucire®
44/14 e das duas formas polimérficas da atorvastatina) também foram obtidos na
forma de imagem, com uma area menor (1 mm?) para que fosse feita uma média
dos espectros, a qual seria utilizada para representar o constituinte puro nos

célculos quimiométricos.

1.3. Pré-tratamento dos espectros e tratamento dos dados

A primeira etapa de pré-tratamento dos dados foi a remocédo de spikes.
Para isto, foi desenvolvido em nosso grupo de pesquisa um novo algoritmo que
identifica e corrige spikes com base na comparacdo com o0s sinais dos pixels

vizinhos'®

. Os spikes sao sinais estreitos gerados por raios cosmicos que atingem
a Terra, os quais sdo detectados pelos detectores do tipo CCD, utilizados em
espectroscopia Raman. Na referéncia 100, foi descrito o principio de
funcionamento do algoritmo utilizado e demonstrou-se que 0 mesmo néo altera os

espectros originais. Os resultados desta etapa foram tratados utilizando o
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procedimento de calibragcdo univariada, regressdo em minimos quadrados
classicos (CLS), regressdo em minimos quadrados parciais (PLS) e analise de
componentes principais (PCA). Para os calculos empregando CLS, os espectros
puros foram normalizados para comprimento unitario devido as grandes diferencas
de intensidade entre espectros do farmaco e dos excipientes. Para calculos
empregando PCA os dados foram centrados na meédia. Para os célculos
empregando o metodo PLS, cada amostra de calibragdo foi adquirida como um
hipercubo espectral, sendo que o espectro médio de cada amostra foi utilizado
para a calibracdo. Foi necessaria uma correc¢ao de linha base do tipo polinomial
na matriz dos espectros médios para remover pequenas flutuacdes entre os
mesmos. Os dados foram entdo centrados na média.

Os caélculos foram realizados em ambiente Matlab 7.8, com rotinas escritas
para cada finalidade e, quando necessario, também empregando o PLS Toolbox

versao 6.7.

1.4. Teste de solubilidade

As dispersoes sélidas foram avaliadas em relacdo a sua solubilidade em
agua de maneira visual (para detectar possivel precipitacdo do farmaco) e por
CLAE (para quantificar de maneira efetiva a porcentagem de farmaco
solubilizado). Para isto, foram pesadas massas de cada uma das amostras de tal
maneira a se obter 80 mg de farmaco (maior dosagem da atorvastatina) e
adicionadas a um erlenmeyer contendo 250 mL de agua destilada (simulando a
tomada do medicamento com um copo de agua), fornecendo uma concentragéo
de 0,32 mg/mL do farmaco. Esta concentragdo representa uma condigcdo de
supersaturacdo que nao seria alcancada com formulagdes tradicionais. As
amostras foram agitadas em um agitador de frascos da marca Dubnoff (Figura 24),
com rotagédo e 100 rpm, temperatura de 37 °C (simulando a temperatura corporal)

por 60 minutos.
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Figura 24: Agitador de frascos Dubnoff com movimento reciproco e banho-maria com
ajuste de temperatura. (A) visdo geral do equipamento, com tampa para manter a
temperatura constante e (B) parte interna do equipamento, onde as amostras séo
colocadas para agitacao.

Apbés os 60 minutos com agitacdo, as amostras foram avaliadas
visualmente e aquelas que nao apresentaram precipitagdo do farmaco no fundo do
erlenmeyer foram filtradas quantificadas por CLAE empregando uma curva
analitica construida na faixa de concentracdes de 0,10 a 0,40 mg/mL. Também foi
determinada a solubilidade do farmaco puro (forma cristalina | e forma amorfa) e
do medicamento Lipitor®. As corridas cromatograficas foram realizadas
empregando-se o sistema cromatografico e o método descritos no item 1.1.4 Os
resultados reportados sdo médias de trés amostragens, com seus respectivos
intervalos de confianca.

2. Resultados e Discussao

2.1. Geracéao de imagens empregando o método univariado

Conforme mostrado na Figura 19, os espectros Raman da forma amorfa e
da forma cristalina da atorvastatina apresentaram diferengas significativas, e,
portanto, espera-se que seja possivel identificar e quantificar a forma polimérfica
presente nas dispersdes sélidas preparadas. A Figura 25 mostra de forma
comparativa, o espectro do Gelucire® 44/14, juntamente com as duas formas
polimérficas da atorvastatina. O asterisco indica os picos que serdo utilizados para

calibragcdo univariada.
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Figura 25: Espectros Raman das duas formas polimérficas da atorvastatina, juntamente
com o espectro do Gelucire® 44/14 apds normalizacéo.

Conforme é possivel observar na Figura 25, o Gelucire® 44/14 nao tem sinal
na regido de 1700 — 1500 cm™, regido na qual as duas formas polimérficas da
atorvastatina séo facilmente identificaveis. Conforme mencionado anteriormente, o
pico em 1650 cm™ observado na forma cristalina devido ao estiramento C=0 do
grupo amida, é deslocado para 1670 cm™ na forma amorfa. Isto permite identificar,
de maneira simples e visual, a forma polimérfica da atorvastatina presente nas

dispersdes. Os espectros médios de todas as dispersées sdo mostrados na Figura

26.
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Figura 26: Espectros Raman médio das dez dispersdes soélidas. Inset: Destaque para a
regido de 1640 — 1740 cm’™

Observando a Figura 26 é possivel inferir que o sinal em 1650 cm™ se
manteve, ndo sendo observado nenhum deslocamento para 1670 cm™, indicando
que a atorvastatina permaneceu na sua forma polimérfica original. Isto esta de
acordo com a observacéao realizada durante o preparo das dispersdées de que a
atorvastatina é praticamente insoltvel no Gelucire® 44/14.

Considerando que a forma amorfa ndo esta presente nas dispersoes e que
o Gelucire® 44/14 nao apresenta sinal na regido de 1700-1500 cm™, foi possivel
selecionar um sinal especifico para a atorvastatina cristalina (o pico em 1600 cm’
foi selecionado, embora existam outros) para a geracdo de uma imagem
empregando calibracdo univariada, que seria 0 método mais simples para o
tratamento destes dados. De maneira similar, buscou-se um sinal seletivo para o
Gelucire® 44/14, tendo sido selecionado o niimero de onda de 1280 cm™. Estes
dois sinais sao indicados por um asterisco na Figura 25. As curvas analiticas
univariadas construidas sdao mostradas na Figura 27 para a atorvastatina e
Gelucire® 44/14, juntamente com os sinais espectrais nestes dois comprimentos

de onda.

69



Capitulo 3 — Dispersées sdlidas com Gelucire® 44/14 - método da fusdo

0.022,

'~ 0.025- 0.02

0.018

o

(=}

¥}
T

0.016)
0.0141
0.012F

0.01F

Intensidade em 1280 cm' 1

Intensidade em 1600 cm

o
o
oS
3l

L I I I I I
0 15 2 25 70 75 80 85 90 95
Concentragdo atorvastatina (% m/m) Concentragéo Gelucire (% m/m)

T T T T

0.02

0.015

Intensidade
o
2

Intensidade

0.005

—

[ — , , D , , , , ———
1630 1620 1610 1600 1590 1580 1570 1560 1550 1300 1290 1280 1270 1260 1250
Deslocamento Raman (1/cm) Deslocamento Raman (1/cm)

Figura 27: (A) Curva analitica univariada para a quantificagdo da atorvastatina cristalina e
(B) regido espectral contendo o nimero de onda utilizado (1600 cm™); (B) Curva analitica
univariada para a quantificagdo do Gelucire® 44/14 e (D) regido espectral contendo o
nimero de onda utilizado (1280 cm™).

Como é possivel verificar na Figura 27, de maneira geral, o incremento de
sinal pode ser considerado linear com a concentracdo. No entanto, foi observado
que o ponto referente a amostra nimero 5 (Tabela V), cuja concentragcdo média
de Gelucire® 44/14 ¢ de 85,12 % apresentou um sinal anémalo em 1280 cm™, o
qual ndo é andmalo para a atorvastatina em 1600 cm™. Este sinal anémalo pode
ser devido a um erro instrumental durante a medida e, ao invés de retirar este
ponto ou refaze-lo, ele sera utilizado para ilustrar como os métodos uni e
multivariados sdo capazes de lidar com um sinal anémalo.

Quando a concentragcdo média (bulk concentration) dos constituintes na
amostra é conhecida, esta pode ser empregada para avaliar se 0 método utilizado
para a geracao dos mapas de distribuicdo é adequado. Isto é feito por meio da
comparacao do valor médio previsto com o valor experimental. Se 0 mapeamento
foi realizado em uma éarea representativa da amostra, na média, o valor previsto
deve coincidir com o valor experimental, independentemente da distribuicdo dos

valores de concentracdo nos pixels. Outra maneira de avaliar a adequacéo € a
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complementariedade das imagens. Imagens geradas por um método exato devem
ser complementares e isto € muito facilmente verificado para imagens de dois
componentes apenas. Esta complementariedade também pode ser observada nos
histogramas de valores de concentragdo previstos para cada um dos
componentes da amostra: no caso de dois componentes apenas, os histogramas
devem ser a imagem especular um do outro.

Observando-se a Figura 27 A e C, espera-se que a previsao univariada das
concentragdes dos dois componentes seja exata para todas as amostras, exceto
para o Gelucire® 44/14 na amostra 5, pois o residuo desta amostra é alto em
relacdo a curva analitica utilizada para a previsdo das concentragdes nos pixels.
Isto de fato se comprovou e, para ilustrar este fato, sd&o mostradas na Figura 28 e
29 as imagens univariadas das amostras 4 (amostra normal) e 5 (amostra com
sinal anémalo em 1280 cm™), respectivamente. As imagens foram geradas por
meio da previsdo dos valores de concentragdo nos pixels utilizando o coeficiente

angular e linear da regressao mostrada na Figura 27.
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Figura 28: Imagens dos componentes da amostra 4 baseadas na quantificagéo
univariada.
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Figura 29: Imagens dos componentes da amostra 5 baseadas na quantificagdo
univariada.

A previsdo empregando o método univariado para a amostra 4 forneceu
uma concentracdo média de atorvastatina de 13,9 % (erro de 1,5 %) e as
concentracdes previstas nos pixels variaram de 12,5 a 18,7 %. A concentragcao
média prevista do Gelucire® 44/14 foi de 87,2 % (erro de - 0,4%) e as
concentragdes previstas nos pixels variaram de 79,5 a 90,05 %. Com base nestes
resultados, € possivel concluir que o método univariado apresentou valores
previstos préximos aos esperados. De fato, os histogramas mostrados na Figura
28 estdo centrados nos valores esperados. No entanto , os histogramas da
atorvastatina e do Gelucire® 44/14 nao sdo as imagens especulares perfeitas um
do outro. Este resultado serd comparado posteriormente com aqueles obtidos
empregando métodos multivariados de quantificacdo, como o CLS e PLS. Para a
amostra 5 (Figura 29) as imagens ndo sdo complementares, os histogramas néo
sd0 imagens especulares um do outro e o valor médio previsto para o Gelucire®
44/14 esta deslocado em relacao a concentracdo experimental esperada. Ou seja,
nao é possivel obter uma imagem confidvel caso o residuo da amostra em relacéao

a curva analitica seja grande.
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A descricao destes resultados teve por objetivo demonstrar dois aspectos.
Primeiro, a espectroscopia Raman pode permitir a calibracdo univariada para a
geracdo de imagens quimicas, caso sinais especificos para cada um dos
compostos sejam encontrados nos espectros. Este € um ponto positivo da
espectroscopia Raman em relacao a espectroscopia NIR, na qual € mais dificil de
verificar tal situacao. Segundo, a calibragdo univariada ndo é capaz de lidar com
sinais anémalos, sendo que a previsdo das concentragcbes de amostras que
apresentem alto residuo em relagdo a curva analitica ndo sera proxima ao valor

esperado e as imagens nao serao complementares.

2.2. Geracéao de imagens empregando CLS e PLS

O segundo método de quantificagdo que foi avaliado foi a regressao em
minimos quadrados classicos, o CLS. Este é um método de calibragdo direta, o
qual permite a inclusdo de sinais espectrais em varios numeros de onda. O CLS
baseia-se no principio da aditividade da lei de Beer, sendo o sinal observado a
cada pixel a soma dos sinais dos compostos puros, ponderada pela concentracdo
de cada composto. Em espectroscopia Raman, o fenbmeno observado é de
espalhamento e ndo de absorcao e, portanto, ndo é correto descrevé-lo com base
na de Lei de Beer. No entanto, se considerarmos a expressdao matematica da Lei
de Beer (A = ¢bc), é possivel verificar que a intensidade do sinal (de absorbancia
neste caso) € diretamente proporcional a concentracdo. Esta relacao também é
valida para o sinal de espalhamento Raman e, por este motivo, o CLS pode ser
utilizado. Durante o desenvolvimento farmacéutico, os constituintes puros das
amostras estdo prontamente disponiveis e as concentracées médias das amostras
preparadas sao conhecidas, o que torna o método CLS muito interessante para a
utilizacao durante esta etapa.

No entanto, ap6s os calculos e a geracao das imagens por CLS para as dez
dispersdes preparadas, foi verificado que os valores médios previstos diferiram
significativamente dos valores médios experimentais. O erro quadratico médio de
previsdo (RMSEP) do CLS para o farmaco foi de 27,0 %. Considerando que a
faixa de concentragdes é de 5,0 - 27,5 % e que o valor médio desta faixa € de 16,3
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%, este valor fornece um erro relativo médio de 166 %, o que inviabilizaria o uso
do CLS para avaliagbes quantitativas da distribuicdo dos constituintes na amostra.
Considerando os principios nos quais o método se baseia, é possivel inferir que
ele pode falhar na presenca de interagdes fisico-quimicas entre os componentes
da amostra - as quais geram deslocamentos no sentido dos numeros de onda - e
guando o sinal ndo é linearmente proporcional a concentragao.

Para avaliar se existiam interagdes fisico-quimicas entre os componentes
da amostra, o espectro esperado de cada uma das amostras foi calculado em
Matlab®, considerando o principio de aditividade do sinal no qual se baseia o CLS.
Por exemplo, o espectro esperado para uma amostra contendo 10 % de farmaco e
90 % de Gelucire 44/14® foi calculado da seguinte maneira: Espectro esperado =
0.1 * Espectro farmaco + 0.9 * Espectro Gelucire 44/14®. O espectro esperado (ou
calculado) foi entdo comparado com o espectro médio obtido experimentalmente
para cada uma das amostras (média de todos os pixels da amostra). Esta
comparacao € mostrada na Figura 30. Como é possivel verificar nesta Figura, o
espectro médio experimental € muito préximo daquele esperado com base no
principio do CLS, n&o existindo deslocamentos no sentido dos comprimentos de
onda. Este fato excluiu a possibilidade de interacées entre os constituintes como

fonte da inexatiddo do método CLS.
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Figura 30: Comparacédo do espectro médio de uma amostra com o espectro calculado
matematicamente com base nas concentragcdes dos componentes e seus espectros
puros.
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A linearidade do sinal com a concentracdo ja foi demonstrada em dois
numeros de onda na etapa de calibracdo univariada (Figura 27). Para avaliar a
linearidade de maneira multivariada, foi realizada a andlise de componentes
principais e avaliada a relacdo entre os scores na primeira componente principal
(contendo a maior porcentagem da variancia experimental) e as concentragées,
por meio de um gréafico contendo estas duas grandezas. Este grafico apresentou
uma relacao claramente linear. Desta maneira, pode-se excluir também a falta de
linearidade como razao para a falta de exatidao do CLS.

Apbs a exclusao destes dois fatores, por meio de pesquisa na literatura

sobre métodos de resolucdo de curvas***

concluiu-se que uma possivel
explicacdo para a falta de exatiddo do CLS seria a ambiguidade de intensidade,
gerada durante a etapa de normalizagdo dos espectros para comprimento unitario.
Isto aconteceu pois na normalizacao, foi introduzida uma constante na matriz S, a
qual foi compensada na matriz C na solucdo do CLS. A etapa de normalizagéao
dos espectros Raman € necessaria devido a grande diferenca de intensidade
entre os espectros do farmaco e dos excipientes, gerada pela natureza quimica de
cada um. Enquanto o farmaco normalmente apresenta muitos grupos quimicos
polarizaveis, os excipientes apresentam grupos polarizaveis em menor nimero e,
desta maneira, a intensidade dos espectros Raman dos farmacos tende a ser
sempre muito superior a dos excipientes.

Devido a ambiguidade de intensidade, as concentracbes estimadas dos
componentes nao correspondem aos valores absolutos de concentracdo, mas
estdo correlacionados com estes*. De fato, comparando-se os valores previstos
pelo CLS com os valores experimentais, foi verificado que a correlacdo entre
ambos é muito grande (Figura 31). Este fato permitiu utilizar os coeficientes linear
e angular do grafico de valores experimentais vs valores previstos pelo CLS para a
correcao dos valores previstos nos pixels, utilizando a equacao 4. A Figura 31
mostra também a regressdo entre os valores experimentais e valores meédios

previstos apds a corregdo mencionada.
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Figura 31: Gréafico de concentragbes experimentais vs concentragbes médias previstas
para a atorvastatina (A) e para o Gelucire® 44/14 (B) pelo método CLS antes e apéds a
corregdo empregando a equagao 4.

E possivel observar na Figura 31 que a inclinagdo da reta do método CLS
sem correcdo apresenta coeficiente angular muito diferente de 1 e coeficiente
linear (intercepto) muito diferente de zero. Apds a correcao, o coeficiente angular
passa a ser préximo de 1 e o linear proximo de zero, indicando excelente
concordancia entre os valores medios previstos e 0s experimentais. Apds a
correcdo, o RMSEP do CLS foi de 1,1 % (erro relativo médio de 7,0 %,
considerando a média da faixa de concentracdes) para a atorvastatina e 1,8 %
(erro relativo médio de 2,0 % considerando a média da faixa de concentracoes)
para o Gelucire® 44/14. E interessante notar que os dois graficos sao
perfeitamente complementares, ou seja, os enquanto valores previstos para a
atorvastatina sédo corrigidos para valores menores, aqueles previstos para o
Gelucire® 44/14 sao corrigidos para valores maiores.

E importante ressaltar que a distribuicdo dos constituintes nas imagens nao
se alterou apés a correcdo do método CLS. Isto se deve ao fato de que os valores
previstos pelo CLS sem correcdo serem proporcionais aos valores absolutos e,
desta maneira, proporcionalmente, as imagens dos constituintes se mantiveram
depois da correcdo, a qual apenas deslocou o centro do histograma para os
valores experimentais médios esperados. Assim, o desvio padrao dos histogramas
também ndo se alterou ap6s a corregao, pois 0 mesmo nao depende da corregao

realizada na média.
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Para comparacéo e validacao da metodologia de correcéo do CLS, também
foi utilizado o método PLS 2 para a geracao das imagens quimicas com estes
dados. O grafico de valores experimentais vs valores previstos pelo PLS para a
atorvastatina e Gelucire® 44/14 s3o mostrados na Figura 32 A e B,
respectivamente. Os resultados descritos anteriormente para o CLS também séo
mostrados nesta Figura para comparacao.
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Figura 32: Grafico de concentracbes experimentais vs concentracbes médias previstas
pelos métodos CLS apés correcdo e PLS para a atorvastatina (A) e Gelucire® 44/14 (B).

Como é possivel observar na Figura 32, a concordancia entre os dois
métodos é muito boa, sendo que os pontos referentes ao PLS tendem, de uma
maneira geral, a estarem um pouco mais préoximos a reta do que os pontos
referentes ao CLS corrigido (residuos menores). O modelo PLS foi construido com
duas variaveis latentes. Conforme esperado, a primeira variavel latente descreve a
maior parte da variacdo tanto na matriz de espectros (94%) quanto na matriz de
concentracdes (98 %). A segunda variavel latente, embora descreva uma pequena
fracdo apenas da variacao (3,2% da matriz de espectros e 0,7% da matriz de
concentracdes), foi selecionada considerando o minimo no grafico de valores de
RMSECV vs numero de variaveis latentes. Como é possivel verificar na Figura 32
B, a amostra 5 ndo apresenta nenhum comportamento anémalo e isto se deve ao
fato da utilizacdo do espectro inteiro para a modelagem e previsdo e a
possibilidade de utilizacdo de uma segunda variavel latente no caso do PLS.
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O RMSEP do PLS para atorvastatina foi de 0,6 % (erro relativo médio de
4,0 %, considerando a média da faixa de valores de concentracdo) e para o
Gelucire de 1,8 % (erro relativo médio de 2,0 %, considerando a faixa de valores
de concentragéo, valor idéntico ao obtido pelo CLS corrigido). As imagens da
amostra 4 geradas por CLS e PLS sdao mostradas na Figura 33. As imagens da
amostra 5 geradas por CLS e PLS sdao mostradas na Figuras 34.
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Figura 33: Imagens dos componentes da amostra 4 baseadas na quantificagao
multivariada empregando CLS (A) e PLS (B).

A previsdo do CLS para a concentracdo média de atorvastatina na amostra
4 foi de 13,2 % (erro de 0,8 %) e as concentracdes previstas nos pixels variaram
de 11,5 a 18,6 %. A concentragdo prevista média do Gelucire® 44/14 foi de 85,5 %
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(erro de - 2,1 %) e as concentragOes previstas nos pixels variaram de 80,3 a 86,9
%. Para o PLS a concentragdo média prevista da atorvastatina foi de 13,4 (erro de
1,0 %) e as concentragdes previstas nos pixels variaram de 11,2 a 18,9 %. A
concentragdo média do Gelucire® 44/14 foi de 86,6 % (erro de — 1,0 %) e as
concentragdes previstas nos pixels variaram de 81,1 a 88,8 %. Com isto, é
possivel verificar que o CLS apds a correcao forneceu resultados praticamente
idénticos ao PLS para esta amostra (a qual ndo apresentou nenhuma
anormalidade no sinal espectral). Além disto, ao comparar ambos os métodos
multivariados com o meétodo univariado (Figura 28) é possivel verificar que,
embora de uma maneira geral as imagens tenham sido bastante semelhantes, os
histogramas de valores previstos pelos métodos multivariados sao, de fato, a
imagem especular perfeita um do outro, o que néo ficou tdo evidente no método
univariado.

A previsédo do CLS para a concentragdo média de atorvastatina na amostra
5 foi de 16,6 % (erro de 1,7 %) e as concentracdes previstas nos pixels variaram
de 15,9 a 18,1 %. A concentragdo média do Gelucire® 44/14 foi de 82,6 % (erro de
— 2,5 %) e as concentragdes previstas nos pixels variaram de 80,9 a 83,4 %. Para
o PLS a concentracdo média prevista da atorvastatina foi de 15,2 % (erro de 0,3
%) e as concentragdes previstas nos pixels variaram de 14,2 a 17,1 %. A
concentragdo média do Gelucire® 44/14 foi de 84,9 % (erro de - 0,2 %) e as
concentragdes previstas nos pixels variaram de 82,9 a 85,8 %. Comparando-se
estes resultados, é possivel verificar que, para esta amostra a qual apresentou
uma anomalia espectral, o método PLS apresentou valores previstos mais
préximos aos valores esperados, em relagdo ao CLS corrigido, embora os erros
apresentados por este ultimo tenham sido aceitaveis (< 5 %). Comparando-se
estes resultados com aqueles da quantificacao univariada (Figura 29) verifica-se a
superioridade dos dois métodos multivariados na presenca de flutuacdes
espectrais ndo esperadas em determinados numeros de onda. Com a utilizacao
do espectro inteiro, o sinal anémalo em 1280 cm™ nao prejudicou a quantificagao
do Gelucire® 44/14 e permitiu a geracdo de imagens confiaveis. Comparando-se

as imagens A e B mostradas na Figura 34, é possivel verificar os aglomerados sao

79



Capitulo 3 — Dispersées sdlidas com Gelucire® 44/14 - método da fusdo

ligeiramente mais visiveis empregando PLS (cauda nos histogramas), porém, de

uma maneira geral, as imagens sao muito semelhantes.
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Figura 34: Imagens dos componentes da amostra 5 baseadas na quantificagéo
multivariada empregando CLS (A) e PLS (B).

Vajna e co-autores'”’

descreveram a normalizacao dos valores previstos de
concentragao pelo CLS para cada componente em relacdo a soma dos valores
previstos das concentragbes de todos os componentes em um dado pixel. Este
enfoque foi aplicado neste conjunto de dados, entretanto a exatiddo n&o foi
satisfatéria, com erros > 6% nos valores médios, sendo preferivel, desta maneira,

o procedimento de corre¢do com base na regressao.
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2.3. Geracgao de imagens empregando PCA

A andlise de componentes principais, PCA também foi avaliada como
método para geracdo de imagens destas amostras. Neste método, as imagens
sdo geradas redobrando-se 0s scores de cada amostra em cada componente
principal para manter a disposi¢ao espacial original. No sistema em estudo, como
sdo dois componentes quimicos cuja concentracdo esta correlacionada, pois a
soma deve ser 100 %, espera-se que apenas uma componente principal seja
necessaria para descrever as variacées. No entanto, com base no grafico de
porcentagem de variancia descrita contra 0 nUmero de componentes principais,
sdo escolhidos duas componentes, que descrevem 72 % da variagao
experimental. As imagens baseadas nos mapas de scores nestas duas

componentes sao mostradas na Figura 35
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Figura 35: Mapas de scores para a amostra 4 nas duas primeiras componentes principais.

Como é possivel verificar na Figura 35, o0 mapa de scores extraido da PC1
é semelhante & imagem do Gelucire® 44/14, mostrado nas Figuras 28 e 33.
Entretanto, o0 mapa na segunda componente ndo € a imagem da atorvastatina,
porque na realidade, a PCA descreve a covariacdo destes dois componentes na
PC1. Isto pode ser observado comparando-se 0s /loadings na primeira

componente, com 0s espectros puros, conforme mostrado na Figura 36 A.
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Figura 36: Loadings na primeira (A) e segunda (B) componentes principais vs espectros
da atorvastatina e Gelucire® 44/14.

A Figura 36 A mostra que os loadings na PC1 sdao combinacbées dos
espectros da atorvastatina e do Gelucire® 44/14, sendo possivel observar
claramente a contribuicdo dos dois compostos para a geracado desta componente
principal. Por este motivo, ndo é possivel atribuir a imagem de scores na PC1 a
um componente quimico especifico e pode-se dizer que a imagem na PC1
representa, na realidade, o contraste entre as concentracdes dos dois
componentes. Este fato ja era esperado para esta mistura de dois compostos por
causa da correlagéo entre eles, no entanto, este problema tem sido reportado na
literatura da area mesmo para misturas de mais compostos, para os quais a

correlacdo ndo é tdo grande®® 5.

Na verdade, imagens obtidas em uma
determinada componente principal s6 podem ser atribuidas a determinado
composto quimico quando os /oadings naquela componente principal forem muito
proximos ao espectro puro do composto, ou seja, quando aquele espectro
contribuir muito para a formacao daquela componente principal53. Espera-se que
isto aconteca apenas em amostras em que nao exista alta correlacdo entre as
concentragdes dos compostos.

O segundo aspecto a ser ilustrado nos resultados da PCA é que nem
sempre 0 numero de componentes principais selecionado tem relacao direta com
0 numero de compostos presentes na amostra, o que também ja foi discutido na
literatura®. Para amostra em estudo, por exemplo, a segunda componente

principal representa 23 % da variacao experimental, e ao observarmos os loadings
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nesta componente (Figura 36 B), verificamos que ela também é uma combinacao
dos espectros da atorvastatina e do Gelucire® 44/14. No entanto, a variacao que
ela representa ndo esta relacionada a variacdo sistematica de concentracoes
responsavel por gerar as imagens observadas empregando os métodos CLS e
PLS, que é a variacao de interesse analitico. Uma vez que as imagens geradas
empregando CLS e PLS, sdo conhecidas, sabe-se que a segunda componente
principal poderia ser descartada, no entanto, caso esta informagéo ndo estivesse
disponivel, seria controverso descarta-la, pois os loadings indicam que ela tem
informacdes sobre os dois compostos da amostra.

Finalmente, observa-se claramente uma desvantagem do método que € a
escala das imagens geradas, conforme € possivel verificar na Figura 36. A escala
refere-se aos scores e nao é possivel, a principio, ter uma idéia sobre a variacao
de concentracdo que ela representa. Os métodos de quantificacao para a geragao
das imagens, tais como o CLS e PLS e mesmo o método univariado sao
preferiveis neste sentido porque fornecem mapas de concentracdo dos
compostos, que sao mais prontamente interpretaveis do que mapas de scores.

Por meio dos métodos utilizados para gerar as imagens, foi possivel
verificar que existem pequenos aglomerados de atorvastatina dentro da matriz do
Gelucire® 44/14. A presenca de aglomerados foi observada para as demais
amostras, ao longo da faixa de concentracdo estudada, indicando que é uma
caracteristica deste tipo de dispersao e nao depende da concentracao do farmaco.
No entanto, estes aglomerados estiveram presentes em uma faixa de
concentracdo bastante estreita para todas as amostras (por exemplo, 12 — 17 %
m/m para amostra de composi¢cao média 12,5 % e 14 - 17 % para a amostra de
composicao média 15 %, considerando o método PLS), o que indica que néo é
uma heterogeneidade severa. Além disto, espera-se que este resultado seja
dependente do processo de mistura dos componentes e outros processos podem
levar a resultados diferentes. Espera-se também que, por conta da faixa estreita
de concentracdes, estes aglomerados ndo impactem de forma significativa na

solubilizagdo do farmaco em meio aquoso.

83



Capitulo 3 — Dispersées sdlidas com Gelucire® 44/14 - método da fusdo

2.4. Solubilidade em agua

Apo6s a agitacdo por 60 minutos a 37 °C no agitador de frascos, as
dispersdes foram avaliadas de forma visual em relacao a precipitacao do farmaco
no fundo do erlenmeyer. Foi observada a precipitacdo em concentracbes acima de
15 % do farmaco e, para concentragdes até 12,5 %, as solugdes apresentaram-se
limpidas. A precipitacdo € explicada devido a concentracdo alta do farmaco em
relacdo ao Gelucire® 44/14, cuja concentracdo nio foi suficiente para manté-lo
solubilizado em meio aquoso. Assim, a concentragdo de 12,5 % foi selecionada
para quantificacao por CLAE, juntamente com o farmaco na sua forma cristalina |.
A concentragdo esperada caso a dosagem de 80 mg estivesse completamente
solubilizada em meio aquoso seria de 0,32 mg/mL. A atorvastatina cristalina
apresentou solubilidade de 0,15 + 0,01 mg/mL, um valor coerente com a literatura
para esta forma polimérfica®, enquanto a disperséo sélida apresentou solubilidade
de 0,31 £ 0,01 mg/mL, ou seja, foi confirmado que o Gelucire® 44/14 permitiu
alcancar uma condigdo de supersaturagdo em meio aquoso. Concluiu-se também
que a presenca de aglomerados na estreita faixa de concentragdes observada nao
impactou na solubilidade, conforme esperado. A concentracdo de atorvastatina
solubilizada em agua a partir do medicamento Lipitor® foi de 0,17 £ 0,01 mg/mL ,
um valor coerente com a solubilidade do farmaco puro, uma vez que nenhuma

estratégia de aumento de solubilidade foi utilizada neste medicamento.

3. Conclusoes

Neste capitulo foram comparados diferentes métodos quimiométricos para
a geracao de imagens quimicas por espectroscopia Raman: o método univariado,
a regressao em minimos quadrados classicos (CLS), a regressdo em minimos
quadrados parciais (PLS) e a andlise de componentes principais (PCA). Foram
encontrados numeros de onda especificos para cada um dos componentes da
amostra, o que permitiu a quantificacdo por meio de calibragcdo univariada. No
entanto, em um dos numeros de onda utilizados, foi verificada uma anomalia

espectral para uma das amostras e a quantificacdo univariada néo foi eficiente
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para esta. Por outro lado, quando os espectros inteiros foram utilizados para
quantificacdo empregando os métodos CLS e PLS, foi verificado que esta
anomalia nao interferiu de forma significativa nos resultados, demonstrando uma
das vantagens dos métodos multivariados.

Inicialmente, os valores de concentracdo previstos pelo método CLS
apresentaram um erro muito alto em relacao aos valores médios esperados, com
base no procedimento experimental. No entanto, foi verificado que, embora o erro
fosse alto, os valores previstos estavam correlacionados com os valores
experimentais, permitindo a sua corre¢cdo com base na regressao contra 0s
valores médios experimentais. As imagens antes e depois da correcao e o desvio
padrdo dos histogramas se mantiveram inalterados, indicando que a correcédo
apenas deslocou o histograma como um todo, centrando-o no valor médio correto,
sem alterar a relacao entre os valores previstos nos pixels. Apds a correcao, o
CLS forneceu valores previstos concordantes com o PLS.

Acredita-se que os altos erros do método CLS tenham acontecido devido a
ambiguidade de intensidade, uma caracteristica de métodos de resolugdo de
curvas, causada pela normalizacdo dos espectros puros. Considerando que o0s
espectros medios das amostras coincidiram exatamente com o0s espectros
calculados matematicamente com base no principio do CLS, ndo é possivel
atribuir os altos erros de previsdo do método a deslocamentos espectrais (gerados
por interacdes entre os constituintes). Além disto, a linearidade do sinal com a
concentracao foi demonstrada, indicando ndo ser esta também a fonte dos erros.
Assim, a ambiguidade de intensidade parece ser a explicacao mais plausivel para
os altos erros observados.

A analise de componentes principais gerou na primeira componente uma
imagem da covariagdo entre os dois componentes da amostra, uma vez o0s
mesmos estavam altamente correlacionados. Por este motivo, sé foi gerada uma
imagem para esta amostra. Além disto, 0 método apresentou algumas dificuldades
para relacionar as imagens nas demais componentes principais com variagdes de
concentragdo na amostra. Finalmente, a escala das imagens baseada nos scores

nao permite uma relagdo direta com a concentracdo dos componentes, 0 que
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torna dificil sua interpretacdo. Por estes motivos, este método nao foi mais
utilizado neste trabalho.

As dispersdes soélidas de atorvastatina em Gelucire® 44/14 preparadas pelo
método da fusdo apresentaram pequenos aglomerados, em faixas estreitas de
concentragdo dos compostos, 0 que nao interferiu na solubilizagdo da
atorvastatina em meio aquoso. Foi verificado que, para amostras contendo uma
concentracao do farmaco inferior a 15 %, a supersaturacdo em meio aquoso foi
alcancada, permitindo que a maior dosagem deste farmaco (80 mg) pudesse ser
solubilizada em um copo de agua (250 mL). Estes aglomerados podem ter sido
causados pelo fato da atorvastatina ter sido incorporada na forma de pd no
Gelucire® 44/14.
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No capitulo anterior foram identificados aglomerados da atorvastatina
cristalina dentro da matriz semi-sélida do Gelucire® 44/14. Para verificar se seria
possivel melhorar a dispersdo do farmaco, evitando a formacao de aglomerados,
dois tipos de estratégias foram adotadas: a solubilizacao tanto do farmaco quanto
do Gelucire® 44/14 em um solvente organico, o qual é posteriormente evaporado
(método da evaporagéo do solvente) e a possibilidade de incorporar o farmaco ja
solubilizado em um solvente farmaceuticamente aceito a matriz semi-sélida do
Gelucire® 44/14, o qual permaneceria na formulacdo, originando formulacdes do
tipo SEDDS. Os resultados do método de evaporagéo do solvente serdo descritos

neste capitulo.

1. Procedimento Experimental

1.1. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas através da solubilizacdo do Gelucire® 44/14
em diclorometano em um béquer com adicdo do farmaco e agitacdo em um
agitador de hastes por 60 minutos. As amostras foram entdo secas em
rotoevaporador, com temperatura controlada (maximo 40 °C). Inicialmente a
concentracdo de atorvastatina foi de 50 % (m/m), sendo reduzida posteriormente
para 33,0; 25,0 e 15,0 % (m/m).

A dispersao contendo 25,0 % foi caracterizada por espectroscopia Raman de
imagem empregando PLS. Para a utilizagdo do método PLS foi necesséaria uma
calibragdo, a qual foi realizada utilizando espectros médios das misturas das
formas amorfa e cristalina | da atorvastatina em Gelucire 44/14%. As
concentracdes das amostras preparadas para calibragdo sdo mostradas na Tabela
VI. As amostras foram preparadas de modo que a soma das concentracoes das
duas formas fosse igual a 25,0 %, que € a concentracdo encontrada na dispersao
solida. A quantidade de Gelucire® 44/14 foi mantida constante em 75,0 %.
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Tabela VI: Concentragdo das formas amorfa e cristalina nas amostras utilizadas para
calibracdo por PLS para previsdo das concentragdes na dispersao solida preparada pelo
método do solvente.

Amostra Atorvastatina amorfa Atorvastatina cristalina |
(% m/m) (% m/m)
1 2,5 22,5
2 5,1 19,9
3 7,6 17,4
4 10,2 14,8
5 12,5 12,5
6 15,0 10,
7 17,4 7,6
8 20,0 5,0
9 22,3 2,7
10 25,0 0,0

O farmaco amorfo foi preparado pela solubilizacdo completa da forma
cristalina | em metanol, seguida da evaporacao do solvente.

1.1. Obtencao das imagens

As imagens foram obtidas empregando-se o equipamento Raman Station
400 (Perkin Elmer), mostrado na Figura 14. Similarmente ao descrito no Capitulo
3, as amostras foram colocadas em uma cela de aluminio e foi mapeada uma area
9 mm?, com pixel de 50 pm, na faixa espectral de 1800 — 600 cm™', com resolucao
espectral de 4 cm™.

1.2. Pré-tratamento dos espectros e tratamento dos dados

Inicialmente foram removidos o0s spikes, empregando o algoritmo
mencionado no capitulo anterior'®. Para os célculos empregando o método PLS,
cada amostra de calibracédo foi adquirida como um hipercubo espectral, sendo o
espectro médio de cada ponto utilizado para a calibragdo. Foi realizado um pré-
processamento na matriz dos espectros médios utilizando a primeira derivada
(algoritmo Savitsky-Golay), com o intuito de eliminar pequenas flutuagdes de linha
base e intensificar pequenas diferengas entre as duas formas polimérficas. Os
dados foram entdo centrados na média.
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1.3. Teste de solubilidade

A avaliagdo da solubilidade foi realizada de maneira analoga as dispersdes
preparadas pelo método da fusdo, conforme descrito no item 1.4 do Capitulo 3.

2. Resultados e Discussao

O guia ICH Q3C (R4) residual solvents'® classifica os principais solventes
organicos em trés classes, de acordo com dados toxicoldgicos e regulamenta seu
uso na area farmacéutica para farmacos, excipientes e medicamentos. Solventes
pertencentes a classe 1 sdo aqueles que nao podem ser utilizados por serem
reconhecidamente tdxicos (p.e. benzeno e tetracloreto de carbono); solventes
pertencentes a classe 2 podem ser utilizados, porém sua concentracdo no
produto final (ap6s a secagem) deve ser limitada a valores estabelecidos no guia;
solventes pertencentes a classe 3 sdo aqueles que podem ser livremente
utilizados e néo requerem quantificacdo no produto final. O diclorometano € um
solvente pertencente a classe 2, de acordo com este guia e foi selecionado para
ser utilizado com o Gelucire® 44/14 devido ao fato do seu ponto de ebuligdo (39
°C) ser inferior ao ponto de fusédo do Gelucire® 44/14, permitindo a sua secagem a
40 °C.

A amostra inicial foi preparada contendo 50,0 % do farmaco (razéo 1:1
m/m) com Gelucire® 44/14. Foi verificado que nesta proporcdo a amostra
apresentou um aspecto endurecido apds a retirada do solvente, sendo de dificil
manuseio. Este fato provavelmente foi devido a alta concentragcdo do farmaco e,
por este motivo, a concentragcdo do mesmo foi diminuida para 33,33 % (razao 1:2
m/m), ainda apresentando estas caracteristicas e entdao para 25,0 % (razdo 1:3
m/m), proporgao na qual ela se tornou manuseavel.
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2.1. Espectroscopia Raman de imagem

O espectro médio da dispersao contendo 25,0 % do farmaco inicialmente
na sua forma cristalina é mostrado na Figura 37.

-3
10
8X T T T

7

»
T

(&)
T

FS
T

(]
T

Intensidade (u.a.)

- N
T T

o
T

[ [ [ [ [
1600 1400 1200 1000 800 600
Deslocamento Raman (1/cm)

Figura 37: Espectro médio da dispersdo sélida preparada pelo método do solvente
contendo 25 % de atorvastatina. Inset: Destaque para a regido entre 1710-1580 cm™.

Como se pode observar na Figura 37, a intensidade do pico em 1670 cm™
indica que grande parte do farmaco foi transformada para a forma amorfa durante
0 processo, entretanto existe um pequeno sinal em 1650 cm™ (indicado com a
seta), devido a presenca de pequena quantidade remanescente do farmaco
cristalino. Desta maneira, espera-se que, nesta propor¢cdao, uma mistura de
polimorfos tenha sido formada. Considerando que para este conjunto de dados
nao existe um pico especifico de cada uma das formas polimérficas, ndo é
possivel fazer uma calibracdo univarariada. Assim, um método multivariado é
necessario e, inicialmente o conjunto de dados foi tratado por CLS. No entanto,
este método nado forneceu resultados satisfatérios, ndo permitindo a identificacéo
da forma cristalina do farmaco, provavelmente por causa da baixa concentracao
do mesmo. Ravn e co-autores reportaram que métodos de resolucao de curvas
nao forneceram resultados satisfatérios para componentes minoritarios®'. Assim, o
método PLS foi avaliado para a quantificacdo das duas formas polimorficas.

As amostras de calibracao foram preparadas através de misturas fisicas em

diferentes proporcdes das duas formas polimérficas com o Gelucire® 44/14, uma
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vez que nao € possivel simular o processo com o solvente, pois a transformacao
polimérfica acontece durante o mesmo. As proporcoes foram selecionadas de tal
maneira que a soma das duas formas polimorficas correspondesse a 25,0 % da
formulagéo (proporgdes mostradas na Tabela VI), pois esta € a concentragéo total
de atorvastatina na dispersdo. Os espectros das misturas sdo mostrados na
Figura 38.
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Figura 38: Misturas fisicas das formas amorfa e cristalina | da atorvastatina e Gelucire®
44/14. Inset: destaque para a regido de 1630-1720 cm™.

Como se pode observar na Figura 38, existe variagcdo do sinal Raman com
a variacao da concentracdo das duas formas, o que € particularmente claro ao
observar as bandas em 1650 e 1670 cm™”, em destaque nesta figura. Em
espectroscopia Raman, espectros obtidos de uma area de uma mesma amostra
nao tendem a ter deslocamentos de linha base. No entanto, quando espectros
médios de diferentes amostras sdo colocados em uma mesma matriz, podem
existir pequenas flutuagdes de linha base, como aquelas observadas na Figura 38,
as quais podem ser corrigidas empregando uma correcao polinomial ou por meio
de derivadas. As derivadas apresentam ainda a vantagem de intensificar sinas

pouco intensos 0 que pode ser interessante na diferenciacdo das duas formas
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polimérficas e, por este motivo, a primeira derivada foi aplicada a este conjunto de
dados.

O valor de RMSECV para esta calibracdo foi 0,7 % com duas variaveis
latentes (93,14 % da variancia explicada na Matriz X e 98,73 na matriz Y). A
principio poderia ser questionado se ndo existiriam diferencas entre os espectros
das amostras de calibracdo e de previsdo, uma vez que no primeiro caso Sao
misturas fisicas dos compostos e, no segundo, um solvente foi utilizado. Para
avaliar melhor esta questao, foi analisado o grafico de scores do PLS com as
amostras de calibragdo (misturas fisicas) e de previsdo (espectros da disperséao
sélida em todos os pixels) juntas, o qual € mostrado na Figura 39.
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Figura 39: Grafico de scores do PLS nas duas primeiras variaveis latentes, com as
amostras de calibracao (misturas fisicas 1 - 10) e previsao (espectros da dispersao sélida
nos pixels).

Conforme é possivel observar na Figura 39, as amostras de previsao estao
dentro do intervalo de confianga que contém as amostras de calibragdo. Isto
permite concluir que é possivel fazer a previsdo da concentracdo das duas formas
da atorvastatina na dispersdo solida utilizando a calibragdo com as misturas
fisicas. Além disto, é possivel verificar que os espectros da dispersdao em todos 0s
pixels encontram-se entre as amostras 8 e 10 de calibracdo, indicando que as
suas concentracoes devem ser proximas aos valores de concentracdo destas
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amostras. As imagens geradas pela previsdo do modelo PLS sao mostradas na
Figura 40 para as duas formas polimérficas da atorvastatina na disperséo,
juntamente com o mapa de distribuicdo da soma das duas formas, calculado
matematicamente. A concentracdo de Gelucire® 44/14 foi mantida fixa em 75 % e,
por este motivo, ndo € possivel gerar uma imagem por PLS.
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Figura 40: Imagens da forma amorfa e cristalina da atorvastatina na dispersdo sélida
preparada pelo método do solvente baseadas na quantificacdo empregando PLS e
imagem da soma das duas formas polimérficas.

A Figura 40 comprova o que ja havia sido inferido de forma qualitativa
anteriormente, que o processo levou a transformacdo da maior parte da
atorvastatina da forma cristalina para a forma amorfa. As concentracbes médias
previstas para as formas amorfa e cristalina do farmaco foram de 20,7 e 4,4 %,
respectivamente. Nao é possivel calcular o erro de forma separada para cada uma
das formas polimérficas, pois ndo se conhece o valor verdadeiro de cada uma
delas, apenas que a sua soma deve ser 25,0 %. A faixa de concentragbes
previstas para o farmaco amorfo foi de 18,2 - 23,3 % e para o farmaco cristalino foi
de 1,7 - 7,3 %. E possivel verificar na Figura 40 que as imagens das duas formas
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sdo perfeitamente complementares - a escala foi ampliada para ilustrar esta
complementariedade. A média da soma concentracao das concentracdes das
duas formas em todos os pixels foi de 25,1 %, indicando uma excelente
concordancia com o valor esperado (erro de 0,1 %).

Esta amostra foi submetida as analises de DSC e DRX e nao foi possivel
identificar o farmaco cristalino nesta concentracdo, indicando a importancia da
utilizacdo da espectroscopia vibracional para uma caracterizagao segura da forma
polimérfica presente em uma amostra farmacéutica. Conforme descrito no
Capitulo 1, o polimorfismo em farmacos esta relacionado ndo somente a
qualidade, seguranca e eficacia do mesmo, mas também a exigéncias regulatérias
e questdes relacionadas a propriedade intelectual. Desta maneira, a
espectroscopia Raman de imagem se apresenta como uma opg¢ao interessante
para a identificagdo e quantificacdo de diferentes formas polimérficas em
formulacbes farmacéuticas, especialmente em baixas concentracbes uma vez
que, neste caso, 0s compostos estarao concentrados nos pixels.

Este processo gerou uma dispersdo mais homogénea da atorvastatina do
que o método da fusédo e nao foi observada a presencga de aglomerados, uma vez
que os histogramas apresentaram formato gaussiano. Acredita-se que esta
melhora deve-se a solubilizagcdo da atorvastatina no diclorometano, conforme
esperado. No entanto, como a solubilizacdo néo foi completa, houve a formacéo
de uma mistura de polimorfos, 0 que nao é desejavel do ponto de vista
farmacéutico. Para evitar a mistura de polimorfos, a concentracao da atorvastatina
foi diminuida para 15,0 % (% m/m), sendo que nesta concentracao, toda a forma
cristalina foi transformada para a forma amorfa. No entanto, a pesquisa com este
processo foi descontinuada devido a baixa solubilizacdo em agua da dispersao
preparada, conforme discutido a seguir.

2.2. Solubilidade em agua

A avaliacdo das amostras contendo 25,0 e 15,0 % de atorvastatina em agua
indicou que as mesmas nao se dispersaram (ndo “abriram”) completamente,

restando aglomerados no fundo do erlenmeyer. Por este motivo, o farmaco nao foi
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liberado da matriz para 0 meio aquoso, ndo sendo possivel assim, quantifica-lo por
CLAE. Este resultado se repetiu em uma replicata do teste e acredita-se que o
solvente organico tenha sido responsavel por este fato, uma vez que ele pode ter
tornado a dispersdo enrijecida apds a secagem a ponto de que ela nao

dispersasse em meio aquoso.

3. Conclusoes

Nesta etapa do trabalho, foi verificado que a solubilizagdo da atorvastatina e
do Gelucire® 44/14 em um solvente organico (diclorometano) gerou dispersées
mais homogéneas - com histogramas mais estreitos e formato gaussiano - do que
o método da fusdo. Este fato encorajou o uso de um solvente no preparo das
dispersdes. No entanto, foi verificado um enrijecimento das dispersées apds a
retirada do solvente, o que fez com que as mesmas nao liberassem o farmaco em
meio aquoso. A concentragdo de 25,0 % (% m/m) gerou uma mistura de
polimorfos, devido a solubilizagdo apenas parcial da atorvastatina no
diclorometano. A diminuicdo da concentracdo para 15,0 % resolveu este
problema, no entanto, a pesquisa com este processo foi descontinuada devido ao
fato de que a amostra se apresentou enrijecida apdés a secagem, ndo se
dispersando em meio aquoso.

Para a geracao das imagens da amostra contendo 25,0 % do farmaco, nao
foi possivel a utilizagdo de um método univariado, por falta de sinais espectrais
especificos para cada um dos componentes. Os métodos multivariados CLS e
PLS foram avaliados, sendo que o primeiro nao apresentou resultados
satisfatérios, provavelmente devido a baixa concentragdo do farmaco cristalino. O
PLS, por outro lado, apresentou excelentes resultados, permitindo a quantificagéo
das duas formas de maneira exata e gerando imagens complementares.
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No capitulo anterior foi verificado que a solubilizagdo da atorvastatina em
um solvente gerou dispersdes mais homogéneas. No entanto, foi utilizado um
solvente organico o qual foi evaporado ao final do processo e este tornou a
dispersao enrijecida impedindo a liberagdo do farmaco em meio aquoso. Assim,
como préximo passo, foram estudadas formulagbes do tipo SEDDS, nas quais o
farmaco também é solubilizado em um solvente, no entanto, este solvente
permanece na amostra. Este método apresenta a vantagem de utilizar solventes
toxicologicamente seguros e farmaceuticamente aceitos ao invés de um solvente
organico pertencente a classe 2 do ICH'%, como o diclorometano. Os estudos
foram divididos em duas etapas: Na etapa 1 foi realizada uma triagem entre
diversos solventes para avaliar a sua miscibilidade com o Gelucire® 44/14 e na
etapa 2, foi realizado um aprofundamento nos estudos com o solvente que

apresentou resultados mais promissores.

1. Procedimento Experimental

1.1. Preparo das amostras

Na etapa 1, foram preparadas quatro amostras, as quais serao
denominadas SEDDS 01 — SEDDS 04 solubilizando-se o farmaco nos seguintes
solventes: 1) Transcutol® (dietilenoglicol monoetil éter, Gatefossé; SEDDS 01); 2)
Propilenoglicol (Synth; SEDDS 02); 3) Capryol 90° (propilenoglicol monocaprilato,
Gatefossé; SEDDS 03) e 4) Capmul MCM® (mono e diglicerideos dos Aacidos
caprilico e céaprico, Abitec; SEDDS 04). O farmaco foi solubilizado em cada um
dos solventes na razdo de 1:3 (m/m) e adicionado ao Gelucire® 44/14 fundido,
com agitacao e aquecimento brando (65° - 70° C), até que uma solucéo limpida
fosse obtida. As porcentagens de farmaco, solvente e Gelucire® 44/14 nesta etapa
foram mantidas fixas em 5,0 15,0 e 80,0 % (% m/m), respectivamente. A alta
concentracdo de Gelucire® 44/14 foi intencional nesta etapa, de modo a obter uma
amostra altamente viscosa.

Na etapa 2, inicialmente os resultados obtidos com o método CLS para a
amostra SEDDS 04 foram confirmados com PLS. Para isto foi preparado um
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conjunto de calibragdo variando-se a quantidade de (atorvastatina + Capmul®
MCM) e Gelucire® 44/14 (Tabela VII).

Tabela VII: Concentragdo atorvastatina + Capmul® MCM e Gelucire® 44/14 nas amostras
preparadas para a construcdo do modelo PLS, visando avaliar a homogeneidade da
formulagdo SEDDS 04.

A ®
Amostra At°r"aStat'z],2 ;‘fnﬁf’m”' MCM | Gelucire 44/14 (% m/m)
1 10,2 89.8
2 15,4 84.6
3 20.1 79.9
4 29.7 70.3
5 39.8 60.2
6 49.7 50.3
7 60,0 40,0
8 70.1 29.9
9 79.7 20.3
10 89.5 105

Seguiu-se entdo com um estudo para determinar a propor¢do de Capmul®
MCM e Gelucire® 44/14 a ser utilizada na formulacdo, de modo a alcangar a
supersaturacdo em 4agua. Para isto, foram preparadas amostras contendo
Capmul® MCM na faixa de 15,0 a 55,0 % (m/m) e Gelucire® 44/14 de 80,0 a 40,0
% (m/m), mantendo-se a quantidade de atorvastatina constante em 5,0 % (m/m).
Este estudo foi elaborado mantendo-se a quantidade do farmaco constante, uma
vez que o objetivo foi determinar a propor¢éo entre Capmul® MCM e o Gelucire®
44/14 que fornecesse maior capacidade de solubilizacdo do farmaco em meio
aquoso. As concentragcdes das amostras preparadas para esta finalidade sao
mostradas na Tabela VIII.
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Tabela VIII: Concentragdo dos constituintes nas amostras preparadas para estudos em
meio aquoso.

Amostra Atc(>°2/ ?:/ﬁt)ma Ca?:;' I:Tfn!:’)lcm Gelucire® 44/14 (%)
1 5,0 15,2 79,8
2 4.9 20,3 74,7
3 5,0 25,0 70,0
4 4,9 30,1 65,0
5 5,0 35,0 60,0
7 4,9 45,4 49,7
9 4.9 54,9 40,2

Apos determinar as porcentagens de Capmul® MCM e Gelucire® 44/14 que
fornecessem supersaturacdo em meio aquoso, foi construido um novo modelo
PLS para avaliacdo da homogeneidade da formulacdo contendo estas novas
propor¢cées. A concentracdo dos constituintes nestas amostras € mostrada na
Tabela IX.

Tabela IX: Concentragdo dos constituintes nas amostras preparadas para a construgao de
novo modelo PLS para avaliar homogeneidade da formulacdo contendo as novas
proporcdes de Capmul® MCM e Gelucire® 44/14, determinadas apés estudo de
solubilidade em agua.

Amostra Atorvastatina + Capmul (% m/m) Gelucire (% m/m)
1 20,4 79,6
2 25,0 75,0
3 30,4 69,6
4 35,0 65,0
5 39,7 60,3
6 43,9 56,1
7 49,7 50,3
1.1. Obtencao das imagens

As imagens foram obtidas empregando-se o equipamento Raman Station
400 (Perkin Elmer), mostrado na Figura 14. As amostras foram colocadas em uma
cela de aluminio e foi mapeada uma area 4 mm?, com pixel de 50 pm, na faixa

espectral de 3200 — 600 cm™", com resolugdo espectral de 4 cm™.
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1.2. Pré-tratamento dos espectros e tratamento dos dados

A primeira etapa do pré-tratamento foi a retirada de spikes, realizada
empregando o algoritmo mencionado anteriormente'®. Os célculos da etapa 1
(formulagbes SEDDS 01- 04) foram realizados empregando CLS sendo os
espectros puros normalizados para comprimento unitario. A formulacdo SEDDS 04
e as amostras da etapa 2 foram avaliadas por PLS. Para a constru¢do do modelo
PLS, cada amostra de calibragdo foi adquirida como um hipercubo de dados e
foram utilizados os espectros médios das amostras para a calibracdo. Os dados

foram centrados na média.

1.3. Teste de solubilidade

Os ensaios de solubilidade em agua foram realizados conforme descrito no
item 1.4 do Capitulo 3.

1.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens por microscopia eletrénica de varredura foram obtidas em um
equipamento Jeol 6360 — LZ, em ambiente de alto vacuo, com potencial de 20 kV.
As amostras foram preparadas sobre um suporte de aluminio utilizando fita
adesiva dupla-face e recobertas com camada de ouro para que as mesmas
apresentassem condutividade adequada.

2. Resultados e Discussao

2.1. Etapa 1: Triagem dos solventes

Considerando que o Gelucire® 44/14 é um excipiente anfifilico, a principio
nédo se sabia se ele teria maior afinidade por um solvente hidrofilico ou lipofilico.
Desta maneira, foram estudados quatro solventes, dois hidrofilicos (Transcutol® e
propilenoglicol) e dois lipofilicos (Capryol® 90 e Capmul® MCM). Quimicamente o
Transcutol® é o dietilenoglicol monoetil éter, um liquido miscivel em agua, utilizado
como poderoso solubilizante para muitos farmacos pouco sollveis. E descrito na

Farmacopéia européia e Formulario Nacional da Farmacopéia americana (USP-
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NF)'%. O propilenoglicol & um solubilizante hidrofilico muito utilizado na industria
farmacéutica. O Capryol® 90 é o propilenoglicol monocaprilato, um liquido oleoso
com HLB 6 utilizado como solvente e co-surfactante, obtido pela reacdo de
esterificacdo entre o propilenoglicol e o acido caprilico. O Capryol® 90 apresenta
monografia nas farmacopéias americana e japonesa'®. O Capmul® MCM ¢ uma
mistura de mono e diglicerideos de acidos graxos (especialmente acido caprilico e
caprico), obtidos pela reacao de esterificacdo entre o glicerol e o acido caprilico
(C8) e céprico (C10). E um 6timo solvente e co-surfactante (HLB = 5-6), apresenta

status GRAS (Generally Recognized as Safe)'®.

Os quatro solventes
apresentaram solubilizacdo adequada para a atorvastatina na proporcéo utilizada
(1:3, m/m) e suas estruturas sdo mostradas na Tabela X.

Tabela X: Estruturas quimicas dos solventes utilizados no preparo das formulacdes
SEDDS.

Solvente Estrutura Carater
Trascutol HO OH
(dietilenoglicol \/’\O/V Hidrofilico

monoetil éter)

Propilenoglicol HO/\( Hidrofilico

OH
OH
(propilenoglicol |'| - Lipofilico
monocaprilato) 8
0 0
A y
H,C—0—C—R1 HQC—O—C—OR
Capmul MCM | | .,
(mono e H%—OH H(|3—O—C—FE
diglicerideos do Lipofilico
acido caprico e H,C—0OH H,C—0OH
caprilico) Monoglicerideo Diglicerideo

onde R correponde a cadeia carboénica
do &cido céprico ou caprilico.
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As formulacdes contendo predominantemente surfactantes hidrofilicos e
solventes ou co-solventes representam a tendéncia atual no desenvolvimento de
formulacdes lipidicas'®. A presenca do solvente é (til para facilitar a dispersdo do
surfactante em meio aquoso e pode ajudar na agregacao das micelas formadas
pelo surfactante principal, caso ele apresente atividade co-surfactante'®.
Conforme descrito anteriormente, o Capryol® 90 e Capmul® MCM além de
solventes atuam também como co-surfactantes, devido aos seus valores de HLB
baixos.

As amostras foram preparadas pela solubilizagdo do farmaco em cada um
dos solventes seguida da adi¢do do Gelucire® 44/14 fundido e mistura a quente
(65 °C). Foi observada a completa miscibilidade do solvente com o Gelucire®
44/14 em todas as amostras. A Figura 41 ilustra o aspecto da formulagcdo SEDDS
01, o qual foi muito semelhante as demais. A Figura 41 A ilustra o aspecto da
amostra a quente, na qual pode-se observar uma solugdo limpida. Apos
resfriamento, as amostras tornaram-se semi-sélidas (Figura 41 B e C), todas com
o mesmo aspecto devido a alta concentragdo de Gelucire® 44/14. Desta maneira,
visualmente ndo foi possivel avaliar a homogeneidade do solvente na matriz de
Gelucire® 44/14.

Figura 41: Aspecto da amostra SEDDS 01 com aquecimento (A) e apos o resfriamento (B
e C).

Os espectros Raman dos solventes empregados sdo mostrados na Figura
42, na qual é possivel verificar que 0os mesmos apresentam sinais espectrais
adequados para sua identificacdo nas amostras. Vale ressaltar a versatilidade na
obtencdo dos espectros pela técnica Raman, a qual permitiu caracterizar

constituintes puros sélidos (o farmaco), semi-sélidos (o0 Gelucire® 44/14) e liquidos
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(os solventes) sem pré-tratamento nenhum e de maneira ndo destrutiva. As
imagens da amostra SEDDS 01 (solvente Transcutol®) sdo mostradas na Figura

43, considerando os trés constituintes da amostra.
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Figura 42: Espectros Raman dos solventes Transcutol®, propilenoglicol, Capryol® 90 e
Capmul® MCM. Inset: Destaque para a regido de 1750 — 700 cm™.
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Figura 43: Imagens dos componentes da amostra SEDDS 01 baseadas na quantificagcao
empregando CLS.
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Como € possivel observar na Figura 43, a localizagdo do farmaco € a
mesma do solvente - o que ja era esperado, uma vez que o farmaco foi
solubilizado no solvente. Por este motivo, o tratamento mais adequado neste caso
seria considerar um sistema formado por 2 constituintes: 1) farmaco + solvente
(farmaco solubilizado) e 2)  Gelucire® 44/14, utilizando o espectro obtido
experimentalmente do farmaco solubilizado no solvente como estimativa do
primeiro constituinte nos calculos CLS. Os resultados utilizando este procedimento

sdo mostrados na Figura 44 para a amostra SEDDS 01.
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Figura 44: Imagens dos componentes da amostra SEDDS 01 baseadas na quantificagéo
empregando CLS considerando a atorvastatina solubilizada em Transcutol® como um
unico componente da mistura.

De acordo com o preparo da amostra, a concentracao esperada do farmaco
solubilizado em Transcutol® é de 20,0 % (5,0 % atorvastatina e 15,0 %
Transcutol®) e a concentracdo esperada de Gelucire® 44/14 é de 80,0 %. O
mesmo vale para as demais formulacbes SEDDS. A média prevista para o
farmaco solubilizado foi de 19,1 %, com desvio padrdo de 6,6 %. O desvio padrao
relativo (DPR) foi de 34,2 %. As concentragdes previstas nos pixels variaram de
4,5 a 37,8 %. A concentracdo media prevista para o Gelucire® 44/14 foi de 80,7 %
com desvio padrdo de 6,3 % (DPR = 7,8%) e as concentracbes nos pixels
variaram de 57,6 a 95,3 %. Pode ser observado que as imagens dos dois

componentes sao perfeitamente complementares. O alto valor do desvio padrao —
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e, portanto, a faixa larga de valores previstos nos pixels - indicam que a
miscibilidade do farmaco solubilizado em Transcutol® com o Gelucire® 44/14 nao
foi efetiva. Desta maneira, esta amostra pode ser considerada heterogénea. O
CLS apresentou valores médios previstos muito proximos aos valores esperados
com base no preparo da amostra (erro de -0,9 % para a atorvastatina +
Transcutol® e 0,7 % para o Gelucire® 44/14).

As imagens da formulacdo SEDDS 02 (solvente propilenoglicol) sao

mostradas na Figura 45.
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Figura 45: Imagens dos componentes da amostra SEDDS 02 baseadas na quantificacao
empregando CLS considerando a atorvastatina solubilizada em propilenoglicol como um
unico componente da mistura.

Para esta amostra, a concentracdo meédia prevista para o farmaco
solubilizado foi de 23,0 %, com desvio padrdo de 5,6 % (DPR de 24,3 %). As
concentracdes previstas nos pixels variaram de 7,9 a 34,9 %. A concentragcao
media prevista para o Gelucire® 44/14 foi de 80,3 % com desvio padréo de 5,0 %
(DPR = 6,2%) e as concentragbes nos pixels variaram de 69,2 a 93,3 %. O alto
valor do desvio padrdo indica que a mistura entre o propilenoglicol e o Gelucire®
44/14 também nao foi efetiva e esta amostra também pode ser considerada
bastante heterogénea. De maneira analoga a amostra SEDDS 01, o CLS
apresentou erros de previsdo baixos (3,0 % para a atorvastatina + propilenoglicol
e 0,3 % para o Gelucire® 44/14).
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As imagens da formulacdo SEDDS 03 (solvente Capryol® 90) sdo
mostradas na Figura 46.
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Figura 46: Imagens dos componentes da amostra SEDDS 03 baseadas na quantificacao
empregando CLS considerando a atorvastatina solubilizada em Capryol® 90 como um
Unico componente da mistura.

Para esta amostra, a concentracdo meédia prevista para o farmaco
solubilizado foi de 27,5 %, com desvio padrdo de 0,9 % (DPR de 3,3 %). As
concentragdes previstas nos pixels variaram de 21,0 a 31,3 %. A concentragao
media prevista para o Gelucire® 44/14 foi de 75,4 % com desvio padréo de 0,9 %
(DPR = 1,2%) e as concentracées nos pixels variaram de 71,7 a 81,3 %.
Comparando-se esta amostra com as duas anteriores, € possivel verificar uma
melhora consideravel na miscibilidade entre os componentes, uma vez que o
desvio padrao diminuiu e os histogramas adquiriram formato gaussiano. Existem
apenas pequenos aglomerados de Gelucire® 44/14, responsaveis pelas caudas
nos histogramas. Os erros apresentados pelo método CLS foram superiores
aqueles obtidos para as amostras SEDDS 01 e SEDDO2 (7,5 % para a
atorvastatina solubilizada em Capryol® e 4,5 % para o Gelucire® 44/14).

As imagens da formulagdo SEDDS 04 (solvente Capmul® MCM) sao
mostradas na Figura 47.
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Figura 47: Imagens dos componentes da amostra SEDDS 04 baseadas na quantificagéo
empregando CLS considerando a atorvastatina solubilizada em Capmul® MCM como um
unico componente da mistura.

Para esta amostra, a concentragdo meédia prevista para o farmaco
solubilizado foi de 25,7 %, com desvio padrdo de 0,9 % (DPR de 3,5 %). As
concentragdes previstas nos pixels variaram de 22,4 a 28,2 %. A concentragao
media prevista para o Gelucire® 44/14 foi de 76,6 % com desvio padréo de 0,9 %
(DPR = 1,2%) e as concentra¢des nos pixels variaram de 74,2 a 79,7 %. Para esta
amostra também foi observado um aumento significativo na miscibilidade entre o
solvente utilizado e o Gelucire® 44/14 e os erros do CLS foram semelhantes
aqueles obtidos para a amostra SEDDS 03 (5,7 % para a atorvastatina
solubilizada em Capmul® MCM e -3,4 % para o Gelucire® 44/14).

Com base nos resultados mostrados nas Figuras 44 - 47 € possivel verificar
claramente que o Gelucire® 44/14 apresenta maior afinidade com solventes
lipofilicos do que com solventes hidrofilicos. Para confirmar esta tendéncia,
replicatas de todas as formulacdo SEDDS foram preparadas em dias posteriores e
0s mesmos resultados foram observados. Assim, para continuacao dos estudos foi
selecionado o Capmul® MCM. A identificacdo de problemas de miscibilidade entre
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0s componentes em uma amostra semi-solida € importante para evitar problemas
de estabilidade e até mesmo separacao de fases no futuro.

Foi verificado que a exatiddo do CLS foi adequada para este estudo de
triagem uma vez que ele permitiu avaliar a miscibilidade dos solventes com o
Gelucire® 44/14 de uma maneira rapida, sem a necessidade de construir um
conjunto de calibracdo para cada solvente testado. Além disto, neste estudo, ndo
foi realizada nenhuma correcdo no método CLS, pois os valores de concentracao
médios previstos foram muito préximos aos valores esperados. Desta maneira, os
célculos foram realizados empregando apenas 0s espectros dos componentes
puros. Acredita-se que neste caso ndo ocorreu o problema da ambiguidade de
intensidade introduzida pela normalizacéo, devido a similaridade de intensidade
entre os espectros dos compostos puros utilizados nos célculos do CLS. No caso
das dispersdes solidas preparadas pelo método da fusdo, os componentes puros
eram a atorvastatina cristalina e o Gelucire® 44/14, os quais apresentaram grande
diferenca de intensidade espectral, a qual foi eliminada na etapa de normalizacéo.
No caso das formulagdes SEDDS, a atorvastatina solubilizada em cada um dos
solventes foi considerada como o primeiro componente da formulacdo e o
Gelucire® 44/14 o segundo, sendo as diferencas de intensidade entre eles muito
pequenas. A Figura 48 mostra os espectros dos componentes puros da dispersédo
sblida preparada pelo método da fusdao e da formulaggo SEDDS 03 sem

normalizar para comparacao das intensidades espectrais.
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Figura 48: Comparacdo dos espectros dos componentes puros na dispersdo soélida
preparada pelo método da fuséo (A) e formulagdo SEDDS 03 (B).
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Comparando-se a média das concentragbes previstas para as quatro
formulagdes, é possivel verificar que existe uma tendéncia de maior erro na
previsdao dos constituintes nas formulacdes mais homogéneas (SEDDSO03 e
SEDDSO04). Este resultado pode ser explicado com base na comparagao dos
espectros médios de cada amostra (espectro obtido experimentalmente) com os
espectros esperados com base no principio teérico deste método (considerando o
sinal em cada numero de onda como sendo a soma ponderada dos espectros
puros pelas concentragcbes dos constituintes), calculados matematicamente.
Enquanto para as amostras SEDDS 01 e SEDDS02, estes dois espectros se
sobrepde perfeitamente, para as amostras SEDDS03 e SEDDS04 pequenos
deslocamentos em alguns numeros de onda sédo observados, conforme ilustrado

na Figura 49 para amostra SEDDS 03.

— Espectro calculado
— Espectro médio

Intensidade (u.a.)

[ [ [ [ [
1800 1600 1400 1200 1000 800
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Figura 49: Comparacao do espectro médio da formulacdo SEDDS 03 com o espectro
calculado matematicamente com base nas concentracées dos componentes e seus
espectros puros.

A Tabela Xl apresenta um resumo dos resultados obtidos com o CLS para
as amostras SEDDS01- SEDDSO04. As concentragdes médias experimentais
utilizadas para o calculo dos erros para a atorvastatina solubilizada e o Gelucire®
44/14 séo 20,0 e 80,0 %, respectivamente.
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Tabela XI: Resumo dos resultados obtidos pelo método CLS para as formulagbes SEDDS
01-04.

Farmaco solubilizado Gelucire® 44/14
Formulago | Média (%) fr/“)’ paafgglg%) Média (%) fr/rg’ pagfésg"& )
SEDDSH 19,1 20,9 6.6 80,7 0,7 6.3
SEDDS2 | 23,0 3,0 5.6 80,3 0.3 5,0
SEDDS3 | 275 75 0,9 75,4 “46 0.9
SEDDS4 | 257 5.7 0,9 76.6 34 0.9

Observa-se claramente na Tabela XlI que, quanto mais heterogénea a
amostra (maiores valores de desvio-padrdao, amostras SEDDS 01 e SEDDS02),
mais exata é a previsdo CLS. Por outro lado, as amostras mais homogéneas
(menores valores de desvio-padrédo, amostras SEDDS 03 e SEDDS 04)
apresentam os maiores desvios dos valores esperados. Isto acontece porque os
compostos se comportam de forma independente na mistura heterogénea,
enquanto na mistura homogénea, possiveis interagdes que levam a maior
homogeneidade causam os deslocamentos espectrais como aquele mostrado na
Figura 49, diminuindo a exatiddo do método.

As amostras SEDDS01-SEDDS04 foram submetidas a analise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), para comparacdo com as imagens

quimicas obtidas por Raman. Os resultados sdo mostrados na Figura 50.
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~ SEDDS 02

Figura 50: Imagens de microscopia eletrénica de varredura das formulagbes SEDDSO01-
SEDDSO04.

A Figura 50 indica que nao é possivel avaliar a distribuicao dos compostos
nas formulagdes com a técnica de microscopia eletrbnica de varredura, nem
mesmo nas amostras mais heterogéneas. Fica ainda a duvida de que se o alto
vacuo empregado nao tenha destruido a estrutura das formulagdes semi-sélidas.
Estes aspectos ressaltam a importancia da espectroscopia de imagem na
avaliacao deste tipo de formulacdo, pois neste caso, as imagens sdo geradas por
diferencas espectrais e a analise ndo € invasiva.

Apesar dos erros do CLS para as formulagdes mais homogéneas serem
aceitaveis do ponto de vista analitico (préximos a 5,0 %) e nao terem afetado o
desempenho geral do CLS para o uso na etapa de triagem, para os estudos
posteriores empregando o solvente lipofilico Capmul® MCM foi utilizado o PLS,
que € um meétodo de calibragdo multivariada. Assim, qualquer evento espectral
nao esperado pelo CLS com base nos espectros puros é levado em consideragao
na etapa de calibragdo, fornecendo assim, uma previsdo mais exata da

concentragéo dos constituintes nos pixels.
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2.2. Etapa 2: Desenvolvimento da formulacado SEDDS
empregando Capmul® MCM

Inicialmente, a homogeneidade da amostra SEDDSO04 foi confirmada por
PLS e, para isto, um conjunto de amostras foi preparado para a calibragdo. A
porcentagem de atorvastatina solubilizada em Capmul® MCM foi variada de 10,0 —
90,0 %, uma vez que a porcentagem meédia esperada era de 20,0 %. De forma
complementar, a porcentagem de Gelucire® 44/14 também foi variada 10,0 — 90,0
% uma vez que a porcentagem média esperada era de 80,0 %.

Uma vez que a amostra € uma mistura de dois componentes com as
concentragdes correlacionadas, pois a soma dos mesmos deve ser 100 %,
somente uma variavel latente seria esperada. No entanto, o procedimento de
validacao cruzada sugeriu o uso da segunda variavel latente com base no valor de
RMSECV e por este motivo esta foi mantida. O RMSECV foi de 2,0 %, o que
representa um erro médio de 5,0 %. As duas variaveis latentes descreveram 99,46
% € 99,71 % da variagdo nas matrizes X e Y, respectivamente. Os graficos de
concentragdes experimentais contra os valores previstos pelo método PLS s&o
mostrados na Figura 51. As imagens dos componentes desta amostra sao
mostradas na Figura 52.
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Figura 51: Gréafico de concentragbes experimentais vs concentracdes previstas pelo
método PLS para a atorvastatina solubilizada em Capmul® MCM (A) e Gelucire® 44/14 (B).
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Figura 52: Imagens dos componentes da formulacdo SEDDS04 baseadas na
quantificacdo empregando PLS.

Como é possivel verificar na Figura 51, a concordancia entre os valores
médios experimentais e aqueles previstos pelo PLS é alta e assim, assume-se que
os valores previstos nos pixels estejam corretos. O valor médio previsto pelo PLS
para a atorvastatina solubilizada em Capmul® MCM foi de 19,0 % com desvio
padrao de 0,6 % (DPR = 2,9 %). Os valores previstos nos pixels variaram de 17,1
a 20,5 %. O valor médio previsto para o Gelucire® 44/14 foi de 81,1 %, com desvio
padrao de 0,6 % (DPR = 0,7 %). Os valores previstos nos pixels variaram de 79,5
a 82,9 %. Comparando-se estes resultados com aqueles fornecidos pelo CLS,
pode-se verificar que ambos os métodos indicaram que a miscibilidade do
Capmul® MCM com o Gelucire® 44/14 ¢ alta e assim, pode-se concluir que a
formulagdo SEDDS com este solvente tende a ser bastante homogénea. Além
disto, os valores médios previstos pelo PLS foram mais exatos (erros em torno de
1 %) que aqueles fornecidos pelo CLS, apesar dos erros fornecidos pelo CLS (em
torno de 6 %) ndo terem sido altos a ponto de inviabilizar o seu uso.

Apo6s a confirmagdo da miscibilidade da atorvastatina solubilizada em
Capmul® MCM com o Gelucire® 44/14, foi realizado um estudo para determinar as

proporcoes entre estes componentes que fornecessem supersaturacdo do
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farmaco apés diluicio em agua. As concentracdes de atorvastatina+Capmul®
MCM foram entdo variadas de 15,0 a 55,0 %, mantendo-se a concentragdo de
atorvastatina constante em 5,0%, conforme mostrado na Tabela VIIl. Foram
pesadas massas correspondentes a 80 mg do farmaco e adicionadas a 250 mL de
agua, sob agitacdo a 37 °C durante 1h, conforme descrito no procedimento
experimental. Apds este periodo, foi realizada uma avaliagdo visual quanto a

precipitacao do farmaco. Os resultados sdo mostrados na Tabela XII.

Tabela XIl: Resultados da avaliagédo visual das amostras contendo diferentes proporc¢oes
de Capmul® MCM e Gelucire® 441/14 apés solubilizagdo em agua.

Amostra Atc(’;l'anf/t::; na Cagr;l /m;: M 44 /1G 4e:g/::||:3m) Aspecto | Precipitacao

1 5,0 15,2 79,8 Limpido Sim
2 4,9 20,3 74,7 Limpido Sim
3 5,0 25,0 70,0 Limpido Sim
4 4,9 30,1 65,0 Limpido N&o
o 5,0 35,0 60,0 Limpido Nao
6 4,9 45,4 49,7 Turvo N&o
7 4,9 54,9 40,2 Turvo *

*néo foi possivel avaliar devido a alta turbidez da amostra

Os resultados mostrados na Tabela Xll indicam que amostras contendo alta
porcentagem de Gelucire® 44/14 apresentam aspecto limpido, uma vez que o
Gelucire® 44/14 sozinho apresenta aspecto limpido em 4agua. Entretanto, foi
observada uma pequena quantidade de pé no fundo do erlenmeyer, indicando
precipitacao do farmaco. No outro extremo, amostras contendo alta porcentagem
de Capmul® MCM apresentaram aspecto turvo, uma vez que o préprio Capmul®
MCM apresenta aspecto turvo quando solubilizado em agua. Amostras com
quantidades intermediarias de Capmul® MCM e Gelucire® 44/14 apresentaram
aspecto limpido sem sinal de precipitagao.

Baseado nestes resultados foi selecionada a amostra contendo 5,0 % do
farmaco, 30,0 % de Capmul® MCM e 65,0 % de Gelucire® 44/14. A
homogeneidade da amostra com estas novas concentracdes dos componentes foi

entdo avaliada por espectroscopia Raman de imagem e PLS. Para este propdsito,
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outra calibracdo teve que ser construida, na qual a quantidade de (atorvastatina +
Capmul® MCM) foi variada de 20,0 a 50,0 % e Gelucire® 44/14 de 80 a 50 %
(Tabela IX). Para a construcdo deste modelo, duas variaveis latentes foram
utilizadas, explicando 99,0 e 99,3 % da variacdo nas matrizes X e Y,
respectivamente. O coeficiente de determinagao (R?) do grafico de concentragdes
previstas vs concentracdes experimentais foi de 0,977 e o RMSECV de 1,5 %
(erro médio de 4,3 %). As imagens sdo mostradas na Figura 53.
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Figura 53: Imagens dos componentes da formulagdo SEDDS04 com as novas
proporcoes, determinadas apos estudo em agua.

A concentracado esperada de atorvastatina solubilizada em Capmul® MCM
era de 35,0 % e a média prevista pelo PLS foi de 36,3 % (erro de 1,3 %) com
desvio padrao do histograma de 0,7 %. A concentracdo prevista nos pixels variou
de 33,2 a 39,5 %. A concentracdo esperada de Gelucire® 44/14 era de 65,0 % e a
concentracao média prevista foi de 63,7 % (erro de -1,3%), com desvio padrao do
histograma de 0,7 %. A concentracao prevista nos pixels variou de 60,5 a 66,7 %.
Com base nos valores de desvio padrdo dos histogramas e imagens quimicas,
pode-se concluir que a homogeneidade da mistura se manteve nesta nova

proporcao entre 0s excipientes.
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2.3. Solubilidade em agua

A quantificacdo CLAE indicou que a concentragdo da atorvastatina
solubilizada em agua era de 0,31 £ 0,01 mg/mL, um valor préximo aquele obtido
pelo método da fusdo. Este valor deve, no entanto, ser comparado com o valor de
solubilidade da forma amorfa e ndo mais com o da forma cristalina, como no caso
do método da fusdo. A solubilidade da forma amorfa foi determinada em nosso
estudo como sendo de 0,25 * 0,01 mg/mL e, conforme esperado, apresenta um
valor superior ao da forma cristalina. Desta maneira, a estratégia de preparar uma
formulagdo SEDDS para a atorvastatina com a utilizacdo do Gelucire® 44/14
fornece uma condicao de supersaturagdo para o farmaco e ao mesmo tempo
permite alcangar formulagdes mais homogéneas, sem a presenga de aglomerados
como no método da fuséo.

3. Conclusoes

Nesta parte do trabalho, foi avaliada a possibilidade de solubilizacao da
atorvastatina antes da sua incorporagdo ao Gelucire® 44/14 como uma maneira de
evitar a formagéo de aglomerados do farmaco. Na etapa de triagem dos solventes,
foi verificado que todas as formulacées SEDDS apresentaram o mesmo aspecto
apds o preparo, ndo sendo possivel inferir sobre a homogeneidade por meio de
observacgao visual. No entanto, as imagens quimicas mostraram que, enquanto as
amostras preparadas com Transcutol® e propilenoglicol apresentaram-se bastante
heterogéneas, aquelas preparadas com Capryol® 90 e Capmul® MCM
apresentam-se homogénenas. Nesta etapa, as imagens foram geradas
empregando o método CLS, o qual ndo necessitou de nenhuma correcao para
fornecer valores médios exatos. Acredita-se que isto se deveu ao fato de que,
como as intensidades dos espectros considerados puros eram muito préximas,
ndao ocorreu a ambiguidade de intensidade nos calculos do método CLS. No
entanto, foi verificado que pequenos deslocamentos espectrais para as amostras
SEDDS03 e SEDDS04 foram responsaveis pelos maiores valores de erros (5,0 —
7,0 %) em relacao as formulacées SEDDS 01 e SEDDSO02 (1,0- 3,0 %).
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Estudos de solubilidade em agua permitiram selecionar a propor¢ao entre o
Capmul® MCM (30,0 %) e o Gelucire® 44/14 (65,0 %) que fornecessem uma
condicao de supersaturacao para a atorvastatina célcica. Nesta nova proporcéao, o
aumento de solubilidade alcancado foi equivalente aquele obtido pelo método da
fusdo. As imagens obtidas por PLS indicaram que a homogeneidade da amostra
se manteve nesta propor¢cdo. Assim, ao desenvolver uma formulagcdo para a
atorvastainta com Gelucire® 44/14, é preferivel solubiliza-la em um solvente
lipofilico adequado antes da incorporacdo ao Gelucire® 44/14 para evitar a
formacao de aglomerados e ao mesmo tempo conseguir uma condicdo de
supersaturacdao em agua.

A avaliacao da miscibilidade entre os compostos em uma formulacédo semi-
solida é importante para evitar problemas de instabilidade e até mesmo separacao
de fases. As andlises de microscopia eletrénica de varredura permitiram avaliar
caracteristicas fisicas como morfologia das amostras, porém nao foi possivel
avaliar a distribuicdo dos compostos, nem nas amostras mais heterogéneas.
Assim, fica clara a importdncia da espectroscopia de imagem para 0
desenvolvimento deste tipo de formulacao.
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CAPITULO 6: DISPERSOES SOLIDAS
DE ATORVASTATINA EM SOLUPLUS®
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Nesta parte do trabalho, foi estudado um segundo excipiente para o
desenvolvimento de formulacbes para farmacos pouco solUveis em agua, o
Soluplus®. Ao contrario do Gelucire® 44/14, ele é um excipiente sélido com
aspecto de granulos e é considerado como pertencente a quarta geracao de
materiais para o preparo de dispersdes sélidas. Analogamente ao Gelucire® 44/14,
seu mecanismo de aumento de solubilidade em meio aquoso é micelar. Os
estudos foram divididos em trés etapas: a primeira etapa foi uma etapa de triagem,
na qual foi avaliado o uso de dois solventes, agua e etanol, pertencentes a classe
lll do ICH e, portanto sem risco toxicol6gico, juntamente com o processo de
mistura dos poés (mistura fisica). Na segunda etapa, a concentracdo de
atorvastatina que poderia ser incorporada na disperséo foi estudada, empregando
etanol como solvente. Na terceira etapa foram estudados trés possiveis diluentes
para a formulagédo: amido de milho, celulose e lactose, bem como a estratégia de
inclusdo destes diluentes na dispersao: adicdo na fase interna (junto com a
solugdo de atorvastatina e Soluplus® em etanol) ou fase externa (mistura apds a
secagem). Nesta parte da tese foi enfatizado o uso da espectroscopia NIR de
imagem com o0 objetivo de avaliar suas potencialidades, vantagens e
desvantagens. Os estudos da terceira etapa também foram conduzidos
empregando espectroscopia Raman e os resultados das duas técnicas foram
comparados.

1. Procedimento Experimental
1.1. Preparo das amostras

1.1.1. Etapa 1: Estudo Inicial de triagem em etanol, agua e
mistura fisica

Para o preparo das dispersées em etanol ou dgua na etapa de triagem, foi
solubilizada uma massa de aproximadamente 500 mg de Soluplus® (BASF) em 50

mL do solvente em um béquer, com agitacdo até completa solubilizacdo, e em
seguida foi adicionada atorvastatina calcica (250 mg) com agitacdo. As dispersdes
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foram secas e trituradas em almofariz, preparou-se um comprimido contendo 250
mg da amostra em prensa de duas toneladas, com superficie lisa e adequada para
a obtencdo da imagem e que se encaixasse perfeitamente no suporte da cela do
equipamento. Para o preparo da mistura fisica, Soluplus® foi adicionado a um
almofariz e triturado até que um po fino fosse obtido. A atorvastatina calcica foi
adicionada, a mistura foi homogeneizada e foi preparado um comprimido da
mesma maneira que para as dispersdes sélidas. A concentracdo de atorvastatina

em todas as amostras preparadas nesta etapa foi de 33,3 % (% m/m).

1.1.2. Etapa 2: Estudo das dispersées em etanol variando a

concentracao de atorvastatina

Nesta etapa, a razdo atorvastatina:Soluplus® foi variada de 1:0,11 a 1:6,5
(m/m), o que equivale a uma variacao de 15,0 a 90,0 % (% m/m) empregando
etanol como solvente. As concentracbes das amostras sdo mostradas na Tabela
XIll. As amostras foram preparadas da mesma maneira que no estudo inicial,

descrito no item anterior.

Tabela XllI: Concentracdo de atorvastatina e Soluplus® nas dispersdes sélidas preparadas
em etanol na Etapa 2

Razao Porcentagem Porcentagem
Amostra Atorvastatina:Soluplus: atorvastatina Soluplus
(m/m) (% m/m) (% m/m)
1 1:6,5 15,0 85,0
2 1:4,0 20,0 80,0
3 1:2,0 33,3 66,6
4 1:15 40,0 60,0
5 1:1,0 50,0 50,0
6 1: 0,65 60,0 40,0
7 1: 0,43 70,0 30,0
8 1: 0,25 80,0 20,0
9 1:0,11 90,0 10,0
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1.1.8. Etapa 3: Selecdo do diluente

Nesta etapa, a razdo atorvastatina:Soluplus® foi mantida fixa em 1:4 (m/m)
com base em estudos de solubilizacdo em agua e foram estudados trés possiveis
diluentes para a formulagdo: amido de milho (Synth), celulose microcristalina 102
(Synth) e lactose (Synth). Foram estudados dois processos de adicao do diluente:
1) na fase interna (Fl, junto com a atorvastatina e o Soluplus® em etanol, antes da
secagem) e 2) na fase externa (FE, no almofariz, apds a dispersdo ser seca).
Nesta etapa, as formulagdes continham 10,0 % de atorvastatina, 40,0 % de
Soluplus® e 50,0 % de cada um dos polimeros. De acordo com o fabricante, as
formulagcbes contendo Soluplus® podem necessitar de um desintegrante para
garantir a liberagdo do farmaco e evitar a formacéao de aglomerados (lumps) em
meio aquoso'®. Neste trabalho, foi estudada a possibilidade de simplificar a
formulagéo, de maneira a evitar a necessidade da adigdo do desintegrante.

Adicionalmente, foram preparadas quatro amostras variando-se a
concentracao de atorvastatina + Soluplus® e de cada um dos polimeros para a
correcao dos resultados previstos pelo CLS (Tabela XIV).

Tabela XIV: Concentragdo de atorvastatina + Soluplus® e dos polimeros nas amostras
preparadas para corre¢ao dos valores previstos por CLS.

Amostra Atorvasthr::/; )SOlUplus Polimeros (% m/m)
1 71,0 29,0
2 62,0 38,0
3 41,0 59.0
4 38,0 62,0
1.2. Obtencao das imagens

Os espectros NIR foram obtidos empregando-se o espectrofotdmetro
modelo Spotlight 400N (Perkin Elmer), mostrado na Figura 13. Foram obtidas
imagens dos comprimidos colocando-os sobre uma cela de aluminio, em uma
area de 16 mm? , na faixa espectral de 4000 a 7800 cm™', com resolucdo de 16
cm’™, pixel de 50 um e 32 varreduras por pixel no modo refletancia. Foi utilizada
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uma superficie de ouro polida como referéncia para calculo da reflectancia relativa
(Rrelativa = Ramostra/ Rreferéncia)-

Os estudos da terceira etapa também foram conduzidos empregando
espectroscopia Raman. Os espectros Raman foram obtidos empregando-se o
equipamento Raman Station 400 (Perkin Elmer), mostrado na Figura 14. Foram
obtidas imagens dos comprimidos colocando-os sobre uma cela de aluminio, em
uma area de 16 mm?, na faixa espectral de 3200 — 600 cm™', com resolugéo de 4

cm™ e pixel de 100 pm.

1.3. Pré-tratamento dos espectros e tratamento dos dados

Para os espectros Raman foram empregados os pré-processamentos de
remocao de spikes e normalizacdo dos espectros puros para comprimento
unitario. Para os espectros NIR, foram aplicados os pré-processamentos de
transformacao dos valores de refleténcia (R) para log 1/R, o qual é proporcional a
concentracao e correcdo de espalhamento multiplicativo (Multiplicative Scattering
Correction, MSC) para remover influéncias de espalhamento devido a diferencas
de tamanho de particula.

Para o tratamento dos dados e geracdo das imagens foi enfatizado o uso
do método CLS. Os métodos PLS e MCR também foram avaliados e as
dificuldades no seu uso foram discutidas. Os calculos foram realizados em
ambiente Matlab 7.8, com PLS Toolbox versdo 6.7. Para os célculos empregando
MCR, foi utilizado um algoritmo com interface grafica para Matlab disponibilizado
por Tauler et al.*® com as seguintes restricbes: ndo negatividade de espectros e
concentragdes e balango de massa.

1.4. Teste de solubilidade

Os ensaios de solubilidade em agua foram realizados conforme descrito no
item 1.4 do Capitulo 3.
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2. Resultados e Discussao

Os espectros NIR e Raman do Soluplus® sdo mostrados na Figura 54 A e
B, respectivamente. Como € possivel verificar nesta Figura, ambos apresentam

sinais adequados para sua utilizacéo analitica.

Intensidade

I I I I I I I I I I I I
7500 7000 6500 6000 5500 5000 4500 4000 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (1/cm) Deslocamento Raman (1/cm)

Figura 54: Espectros NIR (A) e Raman (B) do Soluplus®.

2.1. Etapa 1: Triagem dos solventes

O objetivo do estudo inicial de triagem foi avaliar o comportamento da
atorvastatina e do Soluplus® em etanol e em &gua. O etanol foi selecionado, pois o
Soluplus® é soltvel neste solvente. A atorvastatina é apenas levemente solGvel
em etanol e muito solivel em metanol. No entanto, enquanto o metanol é
classificado como pertencente a classe Il do ICH, o etanol é classificado como
pertencente a classe lll, sendo, portanto, preferivel o seu uso. Os resultados
indicaram que a atorvastatina apresentava solubilidade suficiente para o preparo
da dispersao no volume de etanol utilizado e, por este motivo, este solvente péde
ser utilizado. Considerando que a atorvastatina foi solubilizada em etanol, espera-
se que ela esteja na sua forma amorfa apds a secagem da dispersao.

A justificativa para a utilizagdo da dgua como solvente foi que, sendo o
Soluplus® solGvel em 4gua e a atorvastatina néo, ele recobriria as particulas do
farmaco, permitindo carrega-lo em meio aquoso. Como a atorvastatina néo foi
solubilizada em agua, ela permaneceria na sua forma cristalina original (Forma 1).
A mistura fisica de p6s é o método mais simples de fabricagcdo e, como ja foi
reportado na literatura que mesmo a mistura fisica de um farmaco com o
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Soluplus® foi suficiente para o aumento de solubilidade do mesmo'®, ela também
foi considerada. As imagens da mistura fisica, dispersdao em agua e dispersdo em
etanol sdo mostradas nas Figuras 55, 56 e 57. Estas imagens foram geradas
empregando CLS, sem nenhuma corregdo, ou seja, utilizando apenas os
espectros puros.

Frequencia
Frequencia

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragao prevista (% m/m) Concentragéo prevista (% m/m)

Figura 55: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na mistura fisica preparada na etapa
inicial de triagem.

A média prevista para o farmaco na mistura fisica foi de 39,7 %, com desvio
padrao de 8,7 % (DPR de 22,0 %). As concentracdes previstas nos pixels
variaram de 18,0 a 70,7 %. A concentragcao media prevista para o Soluplus® foi de
60,3 % com desvio padrdao de 8,7 % (DPR = 14,4 %) e as concentracdes nos
pixels variaram de 29,3 a 82,0 %. Na Figura 55 é possivel identificar os granulos

de Soluplus®, com a atorvastatina nos intersticios.
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Figura 56: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na dispersdo preparada em agua na
etapa inicial de triagem.

A média prevista para o farmaco na dispersao preparada em agua foi de
48,6 %, com desvio padréao de 4,5 % (DPR de 9,3 %). As concentracdes previstas
nos pixels variaram de 18,8 a 68,4 %. A concentragdo media prevista para o
Soluplus® foi de 51,4 % com desvio padrio de 4,5 % (DPR = 8,7%) e as
concentracdes nos pixels variaram de 31,6 a 81,2 %. Nesta amostra, ja nao foi
mais possivel mais identificar os granulos de Soluplus®, como na mistura fisica,
uma vez que o mesmo foi solubilizado, enquanto sdo observados aglomerados de
atorvastatina, uma vez que a mesma nao é soluvel em agua. Vale ressaltar que
durante o preparo da amostra, visualmente estes aglomerados nédo foram

observados.
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Figura 57: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na dispersdo preparada em etanol na
etapa inicial de triagem.

A média prevista para o farmaco na dispersao preparada em etanol foi de
36,0 %, com desvio padrao de 2,2 % (DPR de 6,1 %). As concentragdes previstas
nos pixels variaram de 29,5 a 46,5 %. A concentragdo media prevista para o
Soluplus® foi de 64,0 % com desvio padrao de 2,2 % (DPR = 3,4%) e as
concentracdes nos pixels variaram de 55,0 a 70,2 %. Nesta amostra é possivel
verificar que os dois componentes estdo bem dispersos e isto se deve, a
solubilizagdo dos dois no mesmo solvente.

Comparando-se o0s resultados apresentados, € possivel identificar
claramente que a dispersdo em etanol foi a mais homogénea (desvio padrao 2,2),
seguida da dispersdo em agua (desvio padrdo de 4,5) e a mistura fisica se
mostrou bastante heterogénea (desvio padrao de 8,7). Os resultados mostrados
para as trés amostras foram confirmados por meio de uma replicata de cada
amostra. E possivel também verificar que as trés imagens sdo perfeitamente
complementares e que a soma dos valores previstos do farmaco e do Soluplus®

em todas as amostras foi de 100 %.
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2.2. Etapa 2: Estudo de concentragdo da atorvastatina na

dispersao preparada em etanol

Na primeira etapa foi realizada apenas uma avaliacdo inicial para
comparacao das dispersdes preparadas com os dois solventes, bem como a
mistura fisica dos pds, com uma concentragdo de atorvastatina e de Soluplus® fixa
que permitisse o manuseio da dispersdo. Por fornecer resultados mais
promissores, o etanol foi selecionado para a continuidade dos estudos e, nesta
segunda etapa, a razdo entre a atorvastatina e o Soluplus® neste solvente foi
estudada com mais detalhes para identificar a concentracdo maxima do farmaco
que poderia ser incluida na dispersdo, permitindo alcangar a condicdo de
supersaturacao apods diluicio em agua. Para este estudo foram preparadas
amostras variando-se a concentracao de atorvastatina de 15,0 a 90,0 %, conforme
mostrado na Tabela XIII.

Foi observado experimentalmente que a solubilizagdo da atorvastatina em
concentragdes de até 50,0 % (razdo 1:1 m/m) foi completa e assim, a mesma
estaria na forma amorfa na dispersao apds a secagem. Em concentracdes acima
de 60,0 % foi observado que a solubilizacdo da atorvastatina em etanol nao foi
completa, o que geraria uma mistura de polimorfos. Por este motivo, a
concentracdo de atorvastatina que deveria ser utilizada para que apenas a forma
amorfa estivesse presente deveria ser inferior a 50,0 %. As imagens das amostras
contendo 1, 2, 4 e 5, contendo, respectivamente 15,0, 20,0, 40,0 e 50,0 % de
atorvastatina sdo mostradas nas Figuras 58, 59, 60 e 61. A imagem da amostra

contendo 33,3 % ja foi mostrada na primeira etapa (Figura 57).
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Figura 58: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na amostra 1
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Figura 59: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na amostra 2.

134




Capitulo 6 —Dispersées sdlidas com Soluplus®

80 60 80

70 ATC ] 70 Soluplus = ] 90
60 2 1 50 60 g 80
50 b 40 50 » 70
40 - 40 < -
30 1 30 s0F . 1 60
20 1 20 == | 50
10 E 10 x -
10 40
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80
1000 © . . . . . . . . 1200
1000
© ©
S ‘5 800
c c
£ 8 600
g g
T & 400
200
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 % 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Concentragao prevista (% m/m) Concentragao prevista (% m/m)

Figura 60: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na amostra 4.
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Figura 61: Imagens da atorvastatina e do Soluplus® na amostra 5.

Conforme é possivel verificar nas Figuras 58-61, ndo houve a formacéao de
aglomerados com o aumento da concentracdo do farmaco; em todas as amostras
os dois componentes apresentaram-se bem misturados, mesmo em
concentragdes mais altas de atorvastatina. Assim, a sele¢éo da proporgao entre a
atorvastatina e o Soluplus® foi inteiramente baseada nos resultados de estudos de
solubilidade destas formulacdes, uma vez que a homogeneidade nao foi um fator
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limitante. Também é possivel verificar nos histogramas que o CLS apresentou

resultados muito préximos aos esperados, com erros de, no maximo, 5,0 %.

22.1. Avaliacdo das amostras em meio aquoso

As dispersdes contendo de 15,0 a 50,0 % de atorvastatina foram avaliadas
em agua de maneira visual. Foi verificado que, para as concentracées de 15,0 e
20,0 % as amostras se dispersaram em menos de 1 h enquanto a amostra
contendo 33,3 % demorou mais de 8 h para dispersar completamente em meio
aquoso. Nos trés casos nao foi observada precipitacao da atorvastatina no fundo
do erlenmeyer, indicando que o Soluplus® consegue carregar o farmaco em meio
aquoso nestas proporgdes. As amostras contendo 40,0 e 50,0 % de atorvastatina
néao dispersaram em agua, mesmo depois de 24h. Com base nestes resultados,
foi selecionada a formulacdo contendo 20,0 % de atorvastatina célcica e 80,0 %

de Soluplus® (razédo 1:4 m/m) para os estudos posteriores.

2.3. Etapa 3: Selecdo de um diluente

A base da formulacao foi selecionada nas duas etapas anteriores, que € 0
Soluplus® na razao de 4 partes para 1 de atorvastatina em massa, sendo ambos
solubilizados em etanol. No entanto, como esta € uma formulacéo sélida, ela deve
conter outros excipientes para que seja possivel realizar o processo de produgao
dos comprimidos, quando for considerada a dosagem do farmaco. O principal
deles é um diluente, que tornaria possivel a producdo de um comprimido em
tamanho adequado, um desintegrante (caso necessario) e excipientes minoritarios
(1-2 %), como por exemplo, lubrificantes. O objetivo desta etapa foi selecionar um
diluente para a formulacdo de modo que ele ndo alterasse a solubilizagdo da
atorvastatina e a abertura da amostra em meio aquoso, evitando assim, a
necessidade de adigdo de um desintegrante.

Foram estudados trés diluentes, muito comuns na industria farmacéutica:
amido, celulose microcristalina 102 e lactose, os quais foram adicionados
juntamente com a atorvastatina e o Soluplus® em etanol (fase interna) ou

misturados em almofariz com o pd da dispersédo sélida apds a secagem (fase
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externa). Sabe-se que a adicdo de um polimero como diluente na fase interna ou
externa tem consequéncias diferentes na solubilizacdo do medicamento em meio
aquoso e isto depende das caracteristicas do mesmo. Espera-se obter uma
formulagdo homogénea na qual o diluente ndo altere as caracteristicas de
solubilizacdo da atorvastatina em Soluplus®, alcancada na Etapa 2.

2.3.1. Espectroscopia NIR de imagem

Para o tratamento das imagens, a mistura (atorvastatina + Soluplus®) foi
considerada como um unico constituinte por dois motivos: 1) devido a alta
homogeneidade da atorvastatina na dispersdo com Soluplus® em etanol, conforme
verificado na etapa anterior e 2) considerando que o farmaco e o Soluplus® sao
soluveis em etanol e os trés diluentes s&o insoluveis neste solvente, é natural
esperar que a localizacao espacial do farmaco e do Soluplus® seja idéntica, e que
a localizacao do diluente seja complementar. Para justificar esta escolha, sao
mostradas como exemplos na Figura 62, as imagens dos constituintes da
dispersdo em amido, adicionado na fase interna considerando os trés constituintes

de forma separada.
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Figura 62: Imagens da atorvastatina, do Soluplus® e do amido considerando os trés
componentes de forma separada.
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Como é possivel verificar na Figura 62, a localizagdo do farmaco é a
mesma do Soluplus®, indicando que é possivel trata-los como um Unico
constituinte.

A concentracdo de atorvastatina + Soluplus® foi de 50,0 % (10,0 % de
atorvastatina e 40,0 % de Soluplus®) e de cada diluente também de 50,0 % (%
m/m). A quantidade do diluente foi selecionada de modo a obter um comprimido
com uma massa razoavel — com 50 % de diluente e porcentagem de atorvastatina
é de 10,0 %, o comprimido deve ter a massa de 800 mg para conter a dosagem
maxima de atorvastatina (80 mg). Esta massa € comparavel aos comprimidos
comerciais, 0s quais pesam até 1,2 g.

As distribuicbes dos constituintes nas amostras preparadas com amido na
fase interna e externa, calculada por CLS sem correcdo, sdo mostradas nas
Figuras 63 e 64.
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Figura 63: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e do amido (adicionado na fase interna),
geradas por CLS sem correcéo.
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Figura 64: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e do amido (adicionado na fase externa),
geradas por CLS sem corregéo.

Conforme pode ser observado nas Figuras 63 e 64, as imagens sao
perfeitamente complementares, entretanto os valores médios previstos estdo
deslocados: na fase interna a média das concentragdes de atorvastatina +
Soluplus® foi de 33,2 % (erro de -16,8 %) e do amido de 66,8% (erro de 16,8 %);
na fase externa a média das concentracées de atorvastatina + Soluplus® foi de
38,1 %( erro de -11,9 %) e do amido de 61,9 (erro de 11,9 %). Para entender o
motivo, 0s espectros esperados (calculados matematicamente com base no
principio do método CLS) foram comparados com o0s espectros obtidos
experimentalmente e foram verificadas diferencas, conforme mostrado na Figura
65.

—Espectro médio da amostra — Espectro médio da amostra
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Figura 65: Comparacado dos espectros calculados matematicamente com o0s espectros
médios das dispersdes de amido em fase interna (A) e fase externa (B).
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Estas diferencas foram observadas ndo sé para o amido, mas também para
os demais diluentes, tanto com a incorporacéo na fase interna quanto externa. A
Figura 65 mostra que existem diferencas de intensidade e cruzamento entre os
espectros reais e calculados. A origem destas diferencas foi estudada mais a
fundo por meio da variacdo de alguns parametros: 1) utilizagdo do diluente
disperso e seco em etanol como constituinte puro no calculo CLS; 2) obtencao de
imagens dos constituintes na forma de p6 (sem comprimir, utilizando a dispersao
em etanol da atorvastatina + Soluplus®), para verificar se a compressdo era
responsavel por esta diferencga; 3) utilizando a mistura fisica de pds do farmaco,
do Soluplus® e do amido (ao invés de utilizar a dispersao em etanol) e 4 )
substituindo a atorvastatina pela carbamazepina para verificar se o farmaco em si
tem alguma influéncia nesta diferenca.

Foi verificado que em nenhum caso a diferenga desapareceu. O resultado
do estudo 1 indicou que o espectro do amido apos dispersar em etanol e secar é
idéntico ao espectro puro, o qual ndo teve contato com etanol. O estudo 2 indicou
que a compressdao (com a pressdo utilizada) ndo tem efeito nenhum nos
espectros. O estudo 3 mostrou que estas diferencas espectrais também nao estdo
relacionadas a interagdes entre os constituintes, pois neste estudo foi empregada
a mistura dos pos dos compostos, na qual interacées fisico-quimicas que
provoquem estas diferengas espectrais sdo extremamente improvaveis. Por este
motivo, espera-se que estas diferencas tenham origem fisica e ndo quimica.
Finalmente, as diferencas entre o espectro real e calculado para a amostra
contendo a carbamazepina ao invés da atorvastatina também se mantiveram,
indicando que as mesmas néo estao relacionadas ao farmaco.

No caso da espectroscopia NIR, a ambiguidade de intensidade nao deve
ocorrer, uma vez que 0s espectros puros apresentam intensidades semelhantes
entre si, ndo sendo necessaria, portanto, a sua normalizacao. Vale ressaltar que a
ambiguidade de intensidade foi considerada a principal fonte de erro do método
CLS em espectroscopia Raman de imagem, uma vez que o0s espectros médios
experimentais  coincidiram exatamente com o0s espectros calculados

matematicamente, ou seja, a principio deveria se esperar que o CLS fornecesse
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resultados exatos. A inexatidao naquele caso foi gerada pelo calculo matematico e
nao pelas caracteristicas da amostra ou de medida experimental. Neste estudo,
empregando espectroscopia NIR, foram identificadas diferencas entre os
espectros meédios experimentais e os espectros esperados (Figura 65). Desta
maneira, ja se esperava que a previsao do CLS n&o fosse exata, porém a fonte de
inexatidao neste caso deve ser outra.

Outra possibilidade que poderia explicar a falta de exatidao do CLS seria a
nao linearidade do sinal com a concentracdo. Em reflectancia difusa, normalmente
utiliza-se como linearizacdo do sinal a transformacéo do sinal de reflectancia (R)
para log (1/R), o qual pode néo ser linear com a concentragdo em toda a faixa de
interesse. Para avaliar a linearidade do sinal, foi realizada uma PCA com um
conjunto de amostras contendo os trés constituintes em varias proporcdes e os
scores na primeira componente principal foram utilizados para construir um grafico
em funcdo da concentracdo de cada componente. A linearidade do grafico de
scores na PC1 vs concentragéo foi nitida e excluiu-se esta possibilidade também.
Desta maneira, pode-se dizer que o sinal medido € linearmente proporcional a
concentragdo, apenas nao corresponde a soma dos sinais de cada componente
ponderados pelas devidas concentragdes, conforme prevé o CLS.

Ao observar as regides nas quais as diferencas sdo mais pronunciadas, foi
possivel concluir que as mesmas sao regides de alta absorcao dos polimeros
(4800 e 6800 cm™), nas quais aparecem as vibragdes dos grupos OH%,
abundantes nas estruturas poliméricas dos mesmos. Para comparacdo, foi
preparada uma amostra que contivesse um polimero sem grupos OH, a
polivinilpirrolidona (PVP). Para esta amostra, foi observada excelente
concordancia entre o espectro calculado e o espectro experimental, sendo o erro
de previsdo do CLS bastante diminuido (< 5,0 %). O PVP nao pode ser utilizado
como diluente na formulacao; esta amostra foi preparada apenas com o intuito de
avaliar o comportamento do espectro NIR em relacdo ao espectro calculado para
um polimero com estrutura quimica muito diferente dos demais.

A explicagao para isto deve-se provavelmente ao fato de que, na realidade,
o CLS foi desenvolvido para medidas de transmissédo de liquidos limpidos, que
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ndo apresentam interacdes e para os quais a lei de Beer é valida'®. A presenca
de material particulado que espalha a radiacao complica enormemente a sua
utilizagdo para liquidos. Em reflectancia difusa, muitos fenémenos podem fazer o
sinal se comportar de maneira diferente daquela prevista pelo CLS, como por
exemplo, o caminho 6tico percorrido pela radiagdo. Enquanto na transmisséo o
caminho Optico é constante para todo numero de onda, na reflectancia o caminho
6tico pode ser variavel. E sabido que, em regides do espectro onde a amostra
absorve fracamente, a radiacdo penetra mais profundamente e o contrario
acontece onde ha forte absorcdo'”’. Assim, pode-se dizer que o caminho 6ptico

varia como uma funcéo da absortividade da amostra'®

. O caminho éptico também
pode ser variavel devido ao espalhamento da radiacdo que acontece em medidas
de reflectancia difusa. Este efeito complexo € governado basicamente por dois
fatores: o tamanho de particula do analito e a natureza quimica da matriz. O sinal
espectral é mais intenso para particulas maiores, pois a direcao da radiacdo nao é
alterada tao frequentemente quanto para particulas menores, e assim, o

espalhamento é menor e a absorcdo é maior'®.

Por outro lado, particulas
menores alteram a direcdo da radiagdo com mais frequéncia, gerando um
espalhamento maior e diminuindo a intensidade do sinal. As diferengcas de
tamanho de particula tém efeitos aditivos e multiplicativos nos espectros e podem
ser minimizadas por tratamentos matematicos como MSC (Multiplicative Scattering
Correction). Em relagao a natureza da matriz, sabe-se que uma matriz com indice
de refracdo alto reduz a intensidade das bandas do analito. Uma matriz com alto
indice de refragdo apresenta maior reflexdo nas particulas (front surface
reflection), levando a maior espalhamento e, como o coeficiente de espalhamento
varia com o comprimento de onda, este efeito ndo é uniforme ao longo de todo o
espectro’’®. Por fim, outro fator que poderia afetar caminho 6ptico efetivo é a
compactabilidade do analito e dos componentes da matriz. Desta maneira é
plausivel que o sinal de log 1/R em amostras sélidas possa apresentar desvios em
relacdo ao espectro esperado com base na aditividade dos espectros puros,
ponderados pelas concentracdes dos compostos, que € o principio do método
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CLS. Neste estudo, estes desvios foram mais frequentes para amostras contendo
polimeros com muitos grupos OH.

Uma maneira simples de resolver o problema neste caso seria fazer
selecdo de variaveis e utilizar regides informativas que obedegam ao principio do
CLS. Este procedimento é vélido e eficiente, no entanto, deve-se tomar cuidado de
evitar a selecao de bandas que contenham informagdes nao correlacionadas com
0S compostos da amostra e que possam variar aleatoriamente, como as bandas
de agua. Encontrar tais regides pode ndo ser possivel em alguns casos e, por este
motivo, outros dois procedimentos foram estudados: 1) a correcdo de
concentracdes previstas pelo CLS com base na regressdo destas contra os
valores experimentais, da mesma maneira que descrito para os estudos
empregando espectroscopia Raman e 2) estimando-se os espectros puros dos
compostos a partir das misturas por meio da equagédo 2 e utilizando estes
espectros nos calculos de concentragcdées por meio do método CLS. Os dois
procedimentos requerem o preparo de um conjunto pequeno de amostras, (4 -5),
variando-se a concentragdo dos componentes, que s&o as amostras mostradas na
Tabela XIV.

Para que as duas estratégias funcionassem, seria necessario que as
variagcdes observadas nos espectros se repetissem de forma sistematica para
amostras de diferentes concentragbes. Isto pode ser avaliado por meio dos
gréficos dos valores experimentais contra os valores previstos pelo CLS, os quais
sdo mostrados nas Figuras 66, 67 e 68 para as dispersées contendo amido,

celulose e lactose, respectivamente.
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Figura 66: Grafico de concentragbes experimentais vs concentragbes médias previstas
para a atorvastatina + Soluplus® (A) e para o amido (B) pelo método CLS antes e apés a

correcao empregando a equacéo 4.
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Figura 67: Grafico de concentracbes experimentais vs concentracbes médias previstas
para a atorvastatina + Soluplus® (A) e para a celulose (B) pelo método CLS antes e ap6s

a corregao empregando a equacgao 4.
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Figura 68: Grafico de concentragbes experimentais vs concentragbes médias previstas
para a atorvastatina + Soluplus® (A) e para a lactose (B) pelo método CLS antes e apés a

corregdo empregando a equacao 4.
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As Figuras 66 — 68 indicam que os valores previstos apresentam um
padrao que pode ser aproximado por uma regressao linear, o que implica que os
erros nos valores previstos sao sistematicos, permitindo a sua corregcao. Assim, o
intercepto e na inclinagcdo da reta de regressao entre valores experimentais e
previstos foi utilizada para correcdo. Apds a corregao, € possivel verificar nestas
Figuras que o intercepto passa a ser proximo a zero e a inclinagdo proxima a 1. As
imagens da dispersdo em amido adicionado na fase interna e externa apds a

correcao sdo mostradas nas Figuras 69 - 70.
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Figura 69: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e do amido, adicionado na fase interna,
geradas por CLS apds correcao.
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Figura 70: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e do amido, adicionado na fase externa,
geradas por CLS apés correcéo.

E possivel verificar comparando-se as Figuras (63 e 69) e (64 e 70) que as
imagens das dispersdes nao se alteraram e que a corre¢cao ocasionou apenas um
deslocamento nos histogramas, 0s quais passaram a estar centrados nos valores
experimentais esperados. Assim, conclui-se que para algumas amostras o CLS
pode ser aplicado de forma direta, sem correcao (por exemplo, nas amostras da
etapa 2), enquanto para outras, o sinal de reflectancia difusa ndo segue o principio
do CLS e que para estas, a regressao entre os valores previstos e experimentais
permite encontrar os parametros necessarios para a corregdo das concentracdes
previstas.

Comparando-se as Figuras 69 e 70, é possivel verificar que a dispersao
com amido em fase externa € mais heterogénea do que a dispersdao com amido
em fase interna. De fato, enquanto a faixa de valores previstos para o polimero na
primeira amostra foi de 40,2 — 64,5 %, para a segunda foi de 29,5 — 65,1 %,
indicando que, mesmo o amido sendo insolluvel em etanol, é preferivel adiciona-lo
na fase interna.

A segunda maneira mencionada que foi utilizada para a corregéo foi utilizar
a equacgdo 2 (S = (C'C)'C'™X) colocando-se na matriz X os espectros das
amostras com as concentragées conhecidas para estimar os espectros puros, ao
invés de utilizar os espectros puros obtidos experimentalmente. Posteriormente, a
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equacdo 3 (C = (SS")'SX") foi utilizada colocando-se na matriz X os espectros
obtidos no hipercubo da amostra cuja concentracdo nos pixels se desejava
calcular. Os espectros puros obtidos experimentalmente e aqueles estimados
empregando a equacgao 2 sdo mostrados na Figura 71.
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Figura 71: Comparacao de espectros dos componentes puros estimados com base na
equacao 2 e aqueles obtidos experimentalmente.

A Figura 71 mostra que existem diferengcas entre os espectros obtidos
experimentalmente e aqueles calculados pela equacédo 2. Os espectros puros
calculados com a equacéao 2 correspondem a solucdo matematica da equacao 3,
de modo a retornar as concentragdes corretas dos componentes nos pixels. Isto
equivale a dizer que as diferencas entre os espectros obtidos experimentalmente e
aqueles calculados com base no principio do CLS (mostradas na Figura 65) foram
incorporadas aos espectros puros, de modo a resolver matematicamente a
equagao 3. Como resultado, o valor médio previsto estaria correto e ndo seria
necessaria nenhuma correcdo. Isto foi de fato observado e as imagens obtidas
desta maneira foram muito semelhantes aquelas obtidas com base na correcao
baseada na regressado. Para exemplificar, &€ mostrada na Figura 72 a imagem da
dispersdo em amido na fase interna, a qual € muito semelhante a mostrada na

Figura 69, obtida com o procedimento de correcdo com base na regressao.
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Figura 72: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e do amido, adicionado na fase interna,
geradas empregando os espectros puros estimados com base na equacao 2.

O procedimento de corregdo com base na regressao foi aplicado as demais
amostras, fornecendo erros aceitaveis (< 5,0 %). As imagens das dispersdes
preparadas empregando celulose na fase interna e externa sdo mostradas nas
Figuras 73 e 74. As imagens das dispersdes preparadas empregando lactose na

fase interna e externa sdo mostradas nas Figuras 75 e 76.
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Figura 73: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e da celulose, adicionada na fase
interna, geradas por CLS apés correcao.
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Figura 74: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e da celulose, adicionada na fase
externa, geradas por CLS ap0és correcao.
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Figura 75: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e da lactose, adicionada na fase interna,
geradas por CLS apos correcao.
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Figura 76: Imagens da atorvastatina + Soluplus® e da lactose, adicionada na fase externa,
geradas por CLS apds corregéo.

Observando- se as imagens mostradas nas Figuras 69 - 70 e 73 — 76, &
possivel verificar que para as dispersbes em amido e celulose, a adicdo do
polimero na fase externa produziu uma dispersdo mais heterogénea em relagao a
adicao na fase interna. Para a dispersao em lactose, 0 comportamento inverso foi
observado e isto pode ser explicado pelo fato de que a lactose pode ter
aglomerado em contato com o etanol. A maior heterogeneidade da amostra
contendo celulose na fase externa em relagdo as demais pode ser explicada pelas
caracteristicas fisicas da celulose microcristalina em relacao aos demais diluentes

(granulos cristalinos que néao se espalham tdo bem quanto os demais).

2.3.2. Espectroscopia Raman de imagem

Esta parte do estudo também foi conduzida empregando espectroscopia
Raman de imagem. Os espectros Raman dos componentes das amostras
(atorvastatina + Soluplus® e cada um dos polimeros — amido, celulose e lactose)

s&o mostrados na Figura 77.
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Figura 77: Espectros Raman dos componentes puros das dispersdes: atorvastatina +
Soluplus® e amido (A), atorvastatina + Soluplus® e celulose (B) e atorvastatina +
Soluplus® e lactose (C).

Conforme é possivel verificar na Figura 77, todos os componentes
apresentam intensidades e sinais espectrais adequados para seu uso analitico.
Assim, eles foram utilizados para a geracdo das imagens por CLS, sendo
necessaria uma correcao dos valores previstos para que os valores médios se
tornassem préximos aos valores esperados. Os valores de desvio padrao dos
histogramas de valores previstos pelo CLS foram utilizados para comparacéao
entre as amostras contendo os diferentes polimeros, adicionados em fase interna
ou externa. Os resultados foram muito semelhantes aos mostrados anteriormente,
obtidos por espectroscopia NIR e sdo mostrados na Figura 78 de maneira a

resumir os resultados.
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Figura 78: Valores de desvio padrao dos histogramas de distribuicdo das concentragbes
dos polimeros nas diferentes dispersdes obtidos por espectroscopia NIR e Raman.

Na Figura 78 é possivel observar que os valores de desvio padrao obtidos
com a espectroscopia Raman sao superiores aqueles observados com a
espectroscopia NIR, no entanto, as relagbes entre as amostras se mantiveram.

Diferentemente das amostras semi-sélidas preparadas com o Gelucire®
44/14, especialmente as formulacbes SEDDS, a existéncia de micro-
heterogeneidades é um fator comum em medicamentos solidos como
comprimidos, pois 0s excipientes e o farmaco sdo compactados, e nao
dissolvidos. Assim, deve-se considerar que cada componente soélido tem
particulas em dimensdes micrométricas e deve-se avaliar a homogeneidade da
formulagdo em dimensdes significativamente maiores que os cristais individuais de
cada substancia presente na formulagao.

A regressao em Minimos Quadrados Parciais (PLS) também foi avaliada
para a geracdo das imagens destas dispersées. No entanto, apesar da
porcentagem de variancia explicada nas matrizes X e Y ser préxima a 90 % com
apenas uma variavel latente, nao foi possivel realizar o procedimento de validacao
cruzada com confiabilidade, sendo os valores de RMSECV elevados (> 10,0 %)
devido ao numero reduzido de amostras (5). Para utilizar este método, um

conjunto maior de amostras de calibracdo seria necessério. Isto evidencia uma
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vantagem do procedimento de correcdo do método CLS, para o qual resultados

confiaveis foram obtidos com um numero reduzido de amostras.

2.4. Solubilidade em agua

A solubilidade em meio aquoso de todas as dispersbes foi avaliada por
CLAE. Os resultados sdao mostrados na Tabela XV.

Tabela XV: Resultados da quantificagdo do farmaco solubilizado em meio aquoso por
CLAE nas dispersdes solidas preparadas com diferentes polimeros

Amostra Concentracao de atorvastatina em solucao
(mg/mL)
DS Amido (Fl) 0,27 + 0,01
DS Amido (FE) 0,30 + 0,01
DS Celulose (FI) 0,27 = 0,01
DS Celulose (FE) 0,14 £ 0,01
DS Lactose (FI) 0,09 £ 0,01
DS Lactose (FE) 0,30 £ 0,01

As dispersbes com amido e lactose na fase externa apresentaram os
maiores valores de concentracdo do farmaco solubilizado, ambas 0,30 mg mL™.
Os baixos valores de concentragdo do farmaco solubilizado em &gua para as
amostras contendo celulose em fase externa e lactose em fase interna podem ser
explicados pelo fato de que estas duas amostras ndo abriram completamente e
desta maneira, o farmaco nao foi liberado para o meio aquoso. Para estas
formulagdes, um desintegrante deve ser utilizado.

Considerando simultaneamente o aumento de solubilidade e a
homogeneidade da formulag&o, a dispersdo contendo lactose adicionada na fase
externa foi selecionada como formulacdo mais promissora. Para esta formulacéo,
considerando a faixa de valores previstos para atorvastatina + Soluplus® e lactose

e que a razdo entre a atorvastatina e o Soluplus® é de 1:4 (m/m), a faixa de
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valores de concentracdo nos pixels para os trés constituintes foi de: atorvastatina:
10,0 — 12,0 %; Soluplus®: 30,0 — 48,0 % e lactose: 38,0 — 63,0 %.

2.5. Consideracdes sobre o uso do MCR

O método de resolugdao multivariada de curvas também foi estudado para a
geracao de imagens das dispersdes em Soluplus®. Devido a grande
homogeneidade das dispersées em etanol, foi necessario utilizar o procedimento
de matriz aumentada para os calculos e, para isto, foram utilizadas cinco
amostras, conforme indicado na Figura 7. Caso néo fosse utilizado o procedimento
de matriz aumentada, a solugdo do MCR convergia para um conjunto de espectros
puros iguais, ou seja, ele interpretava a amostra como sendo formada por um
unico constituinte, devido a sua alta homogeneidade. No entanto, foi observado
que, mesmo com o procedimento de matriz aumentada, a solucédo fornecida pelo
MCR para os espectros puros estimados (matriz S) apresentava o problema de
ambiguidade rotacional, ou seja, os espectros estimados apresentavam sinais
onde ndo deveriam apresentar. Este problema ndo foi possivel de contornar
mesmo utilizando as restricbes de n&o negatividade de concentracbes e
espectros. Considerando que os valores contidos na matriz S estavam errados, os
valores de concentracao previstos (matriz C) também estariam e, por este motivo,
acredita-se que nao seria correto continuar com o procedimento de obtencéo das
imagens. A liberdade em alterar a matriz S neste caso néo foi interessante e néo
foi necessaria para o tratamento dos dados, uma vez que nao existem diferencas
entre 0s espectros puros iniciais e aqueles na dispersdo. O MCR é um
procedimento Ut nos casos em que 0S espectros puros obtidos
experimentalmente n&o representam os espectros puros na amostra, como no
caso de interagdes entre os componentes, adsorcdo de agua, etc. No entanto,
neste estudo, foi verificado que o CLS (no qual a matriz S é fixa) foi suficiente e
adequado para o tratamento dos dados.
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3. Conclusoes

Os estudos com o excipiente Soluplus® na etapa 1 indicaram que
dispersdes empregando etanol eram mais homogéneas que aquelas preparadas
em agua e ambas muito mais homogéneas que a mistura fisica dos pés. Foi
verificado na etapa 2 que, apesar da limitada solubilidade do farmaco em etanol, o
mesmo pdde ser utilizado em dispersdes contendo porcentagens em massa de
atorvastatina abaixo de 50,0 % (m/m) em Soluplus® (razdo 1:1 m/m de
Soluplus®:atorvastatina), sendo que nestas concentragées, apenas a forma amorfa
do farmaco estava presente. Foi selecionada a razdo 1:4 m/m de
atorvas’[a’[ina:SqupIus® (20,0 % m/m), pois nesta razao, a amostra se apresentou
limpida apdés a dispersdo em meio aquoso, sendo o tempo de abertura
considerado razoavel (< 1h).

Para a continuacdo dos estudos a razdo 1:4 m/m foi mantida e foram
avaliados os polimeros amido, celulose e lactose como diluentes principais da
formulacdo. Foi verificado que cada um deles apresenta distribuicées diferentes,
caso adicionados em fase interna ou externa. Dispersdes mais homogéneas foram
obtidas com o amido e celulose adicionadas em fase interna e lactose adicionada
em fase externa. Estes resultados foram confirmados com espectroscopia Raman.
Considerando também a solubilidade em meio aquoso, a dispersdo contendo
lactose em fase externa foi considerada a mais promissora. Este diluente néo
interferiu na condi¢cdo de supersaturacao alcancada com o Soluplus® e por este
motivo ndo foi necessaria a adicdo de um desintegrante.

Durante o tratamento de dados, foi possivel verificar que, para algumas
amostras, o sinal de reflectancia no infravermelho préximo p6de ser considerado a
soma dos sinais dos compostos puros, ponderados pelas suas concentragoes,
qgue é o principio do método CLS e, nestes casos, o método forneceu resultados
exatos sem nenhuma correcao. Por outro lado, para outras amostras, foi verificado
que o espectro médio real apresentava diferencas em relagdo ao espectro
calculado matematicamente com base no principio do CLS e, por este motivo, os
erros de previsao dos valores médios de concentracao foram superiores a 10,0 %.
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Acredita-se que isto se deve a aspectos inerentes a espectroscopia de
reflectancia, como o fenbmeno de espalhamento da radiacdo, os quais ndo sao
levados em consideracdao no método CLS. Considerando que estas diferencas
foram sistematicas, foi possivel modela-las empregando uma regressao linear
simples e assim corrigir os valores previstos nos pixels, fazendo com que o
método se torne exato (histogramas centrados nos valores esperados), sem
alterar a relacao entre os valores das concentragdes previstas nos pixels.

Outra possibilidade avaliada foi estimar os espectros dos compostos puros
a partir de um conjunto e misturas com concentra¢gées conhecidas. Isto faz com
que as diferencas espectrais observadas em relacdo ao espectro calculado
matematicamente sejam transferidas para os espectros puros e assim, a solucao
do CLS também foi exata. Vale ressaltar que esta estratégia nédo seria possivel de
aplicar nos dados obtidos por espectroscopia Raman uma vez que, neste caso, 0s
espectros médios experimentais coincidiram com o0s espectros calculados
matematicamente, uma vez que a fonte de inexatiddo do CLS era outra. Com um
conjunto reduzido de amostras (5) ndo foi possivel construir um modelo PLS
confiavel, demonstrando uma vantagem do procedimento de corre¢do do CLS.
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Neste trabalho procurou-se identificar as possibilidades de utilizacdo de
espectroscopia vibracional de imagem como ferramenta analitica para auxiliar o
desenvolvimento farmacéutico de um produto, tendo como motivagdo o
desenvolvimento de formulagdes com solubilidade aumentada para a atorvastatina
calcica. As potencialidades e problemas de diferentes métodos para a geragao de
imagens foram avaliados e discutidos tanto em espectroscopia NIR quanto em
espectroscopia Raman.de imagem.

Foi demonstrado que, na presenga de um sinal especifico para cada
composto na amostra, o método univariado pode ser utilizado, fornecendo
resultados satisfatérios caso nédo exista nenhuma anormalidade no sinal espectral.
Com a presenga de um sinal anémalo, os métodos multivariados CLS e PLS se
mostraram superiores. Os resultados obtidos por PCA foram de dificil
interpretacdo, pois foi verificado que existiam informagées em algumas
componentes principais que nao descreviam a variagao de concentracdo dos
componentes da amostra. Além disto, a interpretacdo das imagens baseadas em
scores ao invés de concentracdes foi bastante subjetiva. Devido a estes fatos,
este método n&o foi estudado a fundo.

Considerando que durante o desenvolvimento farmacéutico os constituintes
puros estao disponiveis e as concentracdes médias das amostras preparadas sao
conhecidas, o método CLS se mostrou bastante interessante. Por ser um método
quantitativo e multivariado, simples de ser compreendido e executado, ele foi
estudado em detalhes neste trabalho com o intuito de entender suas limitagdes e
como contorna-las. Para algumas amostras, o CLS foi aplicado diretamente
(utilizando apenas 0s espectros puros para os calculos) e gerou resultados
satisfatérios enquanto para outras, os valores previstos ndo foram exatos. A
comparacdo entre 0s espectros esperados (calculados em Matlab®) com o
espectro médio obtido experimentalmente para uma determinada amostra
mostrou-se um procedimento interessante para inferir sobre a fonte da inexatidao.
Com base na comparacéo destes espectros, concluiu-se que na espectroscopia
Raman, o principal motivo da falta de exatiddo foi a ambiguidade de intensidade,
gerada na etapa de normalizagdo dos espectros puros. Isto porque o espectro
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esperado foi idéntico ao espectro médio da amostra, ou seja, interagcdes e nao-
linearidades nao explicam a falta de exatiddo. Para a espectroscopia NIR,
acredita-se que a principal contribuicao para a falta de exatidao deve-se a eventos
fisicos que acontecem durante a medida de reflectancia, como por exemplo, o
espalhamento da radiacao.

Independente da fonte de inexatidao, foi verificado que os valores previstos
pelo CLS, embora pouco exatos, estavam correlacionados com os valores
experimentais e, por este motivo, uma correcdo através de simples regresséo
univariada entre os dois valores foi suficiente para diminuir o erro a valores
aceitaveis. Outra possibilidade de correcdao que foi estudada foi utilizar os
espectros puros estimados com base em um conjunto de amostras com
concentragbes conhecidas, ao invés dos espectros puros obtidos
experimentalmente. Vale ressaltar que esta estratégia foi valida apenas nos casos
em que existiram diferencas entre os espectros experimentais médios e os
espectros calculados matematicamente. Desta maneira, sugere-se que ao utilizar
o CLS para a geragao de imagens quimicas, a primeira etapa seja a comparagao
do espectro esperado (calculado) com aquele realmente obtido para a média da
amostra.

A comparacéao dos resultados obtidos com o procedimento de correcdo do
CLS com o método PLS indicou que a correcao foi efetiva e resultados muito
préximos foram obtidos. A corregdo do CLS apresentou a vantagem de necessitar
um conjunto pequeno de amostras (4-5, um numero tipico para a realizagdo de
uma calibracdo univariada) em relacdo ao PLS, para o qual ndo foi possivel
realizar o procedimento de validagdo cruzada de forma confiavel com este nimero
de amostras. No entanto, quando algum constituinte estd em concentracéo
minoritaria (< 5%), o PLS é o método mais promissor, conforme mostrado no
Capitulo 4. O método MCR também foi estudado, porém ndo apresentou
vantagem em relacdo ao CLS para as amostras estudadas devido ao problema de
ambiguidade rotacional.

A espectroscopia de imagem foi fundamental para avaliar a homogeneidade
das formulagcdes com os excipientes inovadores Gelucire 44/14%® e Soluplus®. As
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dispersdes solidas empregando Gelucire® 44/14 preparadas pelo método da fusdo
apresentaram aglomerados em uma faixa estreita de concentragées, os quais nao
impactaram na solubilizacdo da atorvastatina. Foi verificado por espectroscopia
Raman que a atorvastatina permaneceu na sua forma polimérfica inicial (forma
cristalina 1),ou seja, ndo houve transformacdo para a forma amorfa durante o
preparo empregando este método.

Para tentar eliminar os aglomerados observados com o método da fuséo, o
farmaco foi solubilizado em um solvente orgéanico (diclorometano) juntamente com
o Gelucire 44/14® sendo o solvente evaporado ao final do processo. Este
processo de fato levou a formagéao de uma dispersdao mais homogénea, no entanto
o solvente orgéanico tornou a dispersao enrijecida ap6s a secagem, fazendo com
que ela ndo abrisse em meio aquoso, e, desta maneira, o farmaco néo foi liberado.
Na proporcdo de atorvastatina:Gelucire® 44/14 utilizada inicialmente houve a
formacao de uma mistura de polimorfos sendo que o farmaco cristalino
permaneceu em concentragdes abaixo de 5,0 %. Foi possivel quantifica-lo nos
pixels por espectroscopia Raman e regressdo em minimos quadrados parciais
(PLS), o que é importante, pois a presenca de um polimorfo menos soluvel pode
levar a variacdes na dissolucéo e isto é especialmente impactante para farmacos
pertencentes as Classes Il e IV do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico.

Outra estratégia foi entdo adotada, a solubilizacdo da atorvastatina em
diferentes solventes que nédo fossem evaporados, ou seja, que permanecessem
na dispersao, antes da incorporacdo no excipiente semi-solido Gelucire 44/14°,
dando origem a formulagées do tipo SEDDS. Foi verificado que, embora todos os
solventes estudados apresentassem miscibilidade adequada com o
Gelucire®44/14 a quente, apés o resfriamento os solventes hidrofilicos
(Transcutol® e propilenoglicol) ndo se misturavam completamente na matriz semi-
solida do Gelucire® 44/14, o que poderia ocasionar separacgao de fases no futuro.
Os dois solventes lipofilicos (Capryol® 90 e Capmul® MCM) por outro lado, se
misturaram de maneira efetiva ao Gelucire® 44/14. Apés determinacdo da
proporcdo correta de Gelucire® 44/14 e Capmul® MCM, uma condicdo de

supersaturacao semelhante a obtida com o método da fuséo foi alcancada. Desta
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maneira, considerando que tanto as dispersdes soélidas quanto a formulacao
SEDDS com Capmul® MCM apresentaram solubilidade aumentada em &gua,
seria preferivel utilizar a formulacdo SEDDS ao invés da dispersao sélida para
garantir a homogeneidade do produto.

Os estudos com o excipiente Soluplus® e espectroscopia NIR de imagem
indicaram que a dispersao de atorvastatina utilizando etanol como solvente era
mais homogénea do que a dispersao preparada em agua e a mistura fisica dos
pés. Apesar da solubilidade limitada da atorvastatina em etanol, na proporgcéo
utilizada, este solvente pode ser utilizado ao invés do metanol. As imagens
quimicas indicaram que nao foram formados aglomerados de atorvastatina
quando a concentracado foi aumentada e que, a razao férmaco:SqupIus® foi
determinada pelos ensaios em agua. Apos a adicao dos trés diluentes estudados
(amido, celulose e lactose) nao foram observados pixels contendo apenas um ou
outro componente, ou seja, de uma maneira geral, eles estavam bem misturados.
As amostras mais homogéneas foram as dispersdes preparadas com amido na
fase interna e lactose na fase externa e, considerando também a solubilidade em
agua, a ultima foi selecionada como mais promissora. As mesmas conclusdes em
relacdo a homogeneidade das amostras foram obtidas por espectroscopia NIR e
Raman.

Como conclusédo geral, este trabalho mostrou como a espectroscopia de
imagem pode trazer informagbes Uteis durante o desenvolvimento farmacéutico,
as quais nado podem ser obtidas nem por meio da espectroscopia vibracional
pontual nem por métodos de imagem como microscopia Otica e eletrbnica de
varredura. Assim, esta é uma ferramenta poderosa para a industria farmacéutica

moderna, especialmente no setor de pesquisa e desenvolvimento.
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Até o momento, ndo é de nosso conhecimento outros estudos de
espectroscopia de imagem com excipientes semi-sélidos da familia dos Gelucires®
e, como O uso destes excipientes tende a crescer no desenvolvimento
farmacéutico, esta técnica pode ser de grande valia para a avaliagdo de
formulagbes desenvolvidas no futuro. Além da detecgdo de aglomerados ou de
diferentes formas polimérficas formadas no processo, a avaliacao da distribuicdo
dos componentes em formulacdes semi-sélidas por espectroscopia de imagem
pode prever a separagdo de fases e evitar que este problema seja identificado
apenas apdés meses de estudo de estabilidade do produto. Além disto, a
estabilidade de formulacées semi-soélidas em relacéo a cristalizacdo de farmacos
(especialmente na sua forma amorfa) também é um assunto que deve ser
estudado e que nao foi explorada neste trabalho devido a limitagdo de tempo.

Desta maneira, acredita-se que esta técnica sera muito util para auxiliar o
desenvolvimento de formulacbes de farmacos ainda mais lipofilicos que a
atorvastatina, bem como o desenvolvimento de formulacbes de liberacao
modificada, para as quais excipientes semi-solidos também foram lancados
recentemente. Além disto, uma tendéncia no desenvolvimento farmacéutico sao
as formulacées SEDDS solidas, sendo que até o presente momento ndo existe
medicamento comercial nesta forma farmacéutica. A formulacdo SEDDS pode ser
solidificada de diferentes maneiras e acredita-se que a espectroscopia de imagem
também pode auxiliar para avaliar a eficiéncia dos processos empregados para a
solidificacao

O Soluplus® é um excipiente muito novo e pouco explorado. Ele pode ser
utilizado em processos que ndo foram descritos nesta tese, como por exemplo,
como emulsificante para granulacdo umida ou como aglutinante para compressao
direta, para o desenvolvimento de novos medicamentos ou a (necessaria)

reformulacao de diversos que ja estdo no mercado.
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