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RESUMO

A lamivudina (3TC) e zidovudina (AZT) sdo analogos de nucleosideos e potentes
inibidores seletivos para os virus da imunodeficiéncia humana 1 e 2 (HIV-1 e HIV-2). O
emprego da combinacdo dose fixa, na terapéutica contra a Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS), € de primeira escolha para tratamento de pacientes com infecgdes por
HIV. A Unica metodologia encontrada em compéndios oficiais para determinagéo do teor
dessa associacdo em comprimidos é por cromatografia liquida de alta eficiéncia que foi
recentemente publicada na Farmacopéia Americana. O objetivo deste trabalho é
desenvolver métodos analiticos utilizando a espectrofotometria derivativa e calibracdo
multivariada para determinagdo da zidovudina e lamivudina combinados em dose fixa
em preparacOes farmacéuticas, utilizando as regides espectrais do ultravioleta (UV) e do
infravermelho proximo (NIR), além de verificar outras propriedades como dureza do
nacleo e umidade no granulado. Os métodos espectrofotométricos derivativas e
multivariados usando UV foram aplicados com sucesso as amostras dos granulados,
nacleos e comprimidos revestidos de AZT+3TC em dose fixa combinada, nas diferentes
apresentacdes. Os métodos espectrofotométricos derivativos e regressdo por minimos
guadrados parciais (Partial Least Squares Regression—PLS) propostos utilizando a
espectrofotometria na regido UV foram desenvolvidos, validados e apresentaram uma boa
correlacdo e RMSEP para o0 AZT e 3 TC respectivamente (0,99 e 0,34; 0,98 e 0,41)
segundo a Internacional Conference on Harmonisation (ICH) e O Internacional Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e aplicados com sucesso as amostras dos
comprimidos, AZT+3TC, dose fixa combinada, de diferentes fabricantes. O perfil de
dissolucdo destes comprimidos também foi possivel prever de forma confiavel
empregando estes métodos. Os métodos espectrofotométricos utilizando a regido do
infravermelho proximo e calibracdo multivariada, tanto por PLS quanto empregando
regressdo linear multipla (Multiple Linear Regression — MLR), foram validados e
aplicados na determinacdo de dureza, determinacdo de agua nos granulados e teores do
AZT e 3 TC nos granulados, nucleos e comprimidos revestidos, fornecendo resultados
confidveis de RMSEP para o modelo PLS e os testes realizados respectivamente (0,21;
0,98; 7,11; 8,15; 9,41; 5,86; 5,99; 5,07) e para 0 modelo MLR (0,27; 1,12; 8,86; 8,20;
11,72; 5,77; 10,92; 9,96). Esses métodos atendem aos requisitos de tecnologia analitica de
processo (Process Analytical Tecchnology—PAT) que requer metodologias que possam ser
facilmente adaptadas ao processo industrial existente; permitam monitoramento de
diferentes etapas do processo e fornecam resultados confiaveis de forma simples, rapida e
pouco onerosa.

Palavras chaves: zidovudina, lamivudina, calibracdo multivariada, espectrofotometria no
ultravioleta, espectrofotometria e infravermelho proximo.



ABSTRACT

Lamivudine (3TC) and zidovudine (AZT) are analogues of nucleosides and potent
selective inhibitors for the human immunodeficiency viruses 1 and 2 (HIV-1 and HIV-2).
Use of a fixed dose combination therapy against the Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS), is the first choice for treating patients with HIV infections. The only
methodology found in official pharmaceutical compendia for determining the respective
amounts of each in tablets is by high performance liquid chromatography, as recently
published in the American pharmacopoeia. The purpose of this work is to develop
analytical methods using derivative spectrophotometry and multivariate calibration to
determine the amounts of zidovudine and lamivudine fixed-dose combinations in
pharmaceutical preparations using spectral regions of ultraviolet (UV) and near infrared
(NIR), in addition to checking other properties such as core hardness and grain moisture.
Spectrophotometric derivatives and multivariate UV methods proposed were applied
successfully to grain samples and tablets cores and coated tablets with AZT + 3TC fixed-
dose combination in different percentages. Spectrophotometric derivatives and methods
employing partial least squares regression (Partial Least Squares Regression — PLS) using
UV spectral region were developed and validated and showed a good correlation and
RMSE for AZT and 3 TC respectively (0.99 and 0.34; 0.98 and 0.41) according to the
International Conference on Harmonisation (ICH) and the International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) and successfully applied to samples of AZT + 3TC,
fixed-dose combination tablets from different manufacturers. The dissolution profile of
these tablets was also possible to predict reliably using these methods. The
spectrophotometric methods using near-infrared region and multivariate calibration, either
with PLS or by employing multiple linear regression (Multiple Linear Regression-MLR),
were validated and then applied to analyze hardness in cores, moisture in the grain and
AZT / 3TC content in grains, cores and coated tablets, providing reliable results RMSEP
for the PLS model and the tests respectively (0.21, 0.98, 7.11, 8.15, 9.41, 5.86, 5.99, 5.07)
and the MLR model (0.27, 1.12, 8.86, 8.20, 11.72, 5.77, 10.92, 9.96). These methods meet
the requirements of Process Analytical Technology —PAT which requires methodologies
that can be easily adapted to existing industrial processes, enable monitoring of different
stages of the process, and provide reliable results simply, quickly and inexpensively.

Keywords:  zidovudine, lamivudine,  multivariate  calibration,  ultraviolet
spectrophotometry, infrared spectrophotometry.
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1.0 INTRODUCAO

A lamivudina (3TC) e zidovudina (AZT) s&o analogos de nucleosideos e potentes
inibidores seletivos para os Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2). A
lamivudina tem se mostrado altamente sinérgica a zidovudina, inibindo a replicacdo do
HIV em culturas celulares?,

A combinacéo de farmacos anti-retrovirais tem demonstrado maior eficacia que a
monoterapia, como primeira escolha para o tratamento de pacientes com infeccdo por
HIVEL A 3TC induz a resisténcia viral a ela prépria, restituindo a sensibilidade a0 AZT na
transcriptase reversa em muitos pacientes que apresentam processo de resisténcia
associada ao AZT por meio de mutacdo, enfraquecendo a viruléncia e a capacidade de
replicacéo viral do HIV-1 e diminuindo a diversificacdo genética desta enzimal®l.

O emprego da dose fixa combinacdo, na terapéutica frente a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), é cada dia mais presente. Sua comercializagdo requer
que os laboratorios farmacéuticos produtores tenham metodologias capazes de
acompanhar as etapas da producéo, garantido um produto de qualidade para a populagéo.

A cromatografia, muito utilizada nos compéndios oficiais quando se trata de dose
fixa combinada, é considerada a técnica de primeira escolha para analises deste tipo de
associacao, ja que promove a separacdo fisica dos compostos e permite a quantificacao
dos mesmos através de uma unica resposta do detector. Atualmente os avancos
instrumentais na area da cromatografia liquida permitem andlises mais eficientes e
robustas. Entretanto, tal método envolve o uso de reagentes tdxicos ao homem e meio
ambiente, necessitam de grandes quantidades de reagentes e consumiveis e tempo
relativamente longo, tornando muitas vezes a etapa de controle de processo de producéo
demorada e de alto custo para o setor produtivo.

A implementacdo de tecnologias analiticas de processo (Process Analytical
Tecchnology - PAT)) na inddstria requer o desenvolvimento de novas metodologias que
possam ser facilmente adaptadas ao processo industrial existente; que permitam
monitoramento de diferentes etapas do processo, visualizando a evolucéo e caracterizacéo
do mesmo, de forma a rapidamente corrigir desvios observados nas especificacOes de
qualidade medidas em tempo real; e que fornecam resultados confidveis de forma simples

e pouco onerosal®.

20



Métodos alternativos que atendam a estes requisitos sdo importantes. A
espectrofotometria de absorcao na regido do ultravioleta € uma das técnicas instrumentais
mais freqlentemente utilizados no laboratério. Sua principal vantagem é ser simples,
relativo baixo custo e instrumental de facil operacdo. A principal desvantagem é sua baixa
seletividade além da necessidade de dissolucdo da amostra. A baixa seletividade esta
relacionada ao fato de que certos compostos podem apresentar absor¢do na mesma regiao
no espectro eletromagnético, 0 que consequentemente, causa interferéncias espectrais. A
melhora na sensibilidade e seletividade pode ser conseguida pelo uso de reagentes
seletivos, reagcGes com agentes mascarantes ou pela separacdo do analito a partir da matriz.
Contudo, a introducédo de operacdes adicionais aumenta os riscos de contaminagéo e perda
do espécie quimica de interesse!®..

A utilizacdo dos métodos empregando a espectrofotometria derivativa e a
calibracdo multivariada, em especial da técnica de Regressdo por Minimos Quadrados
Parciais (Partial Least Squares Regression -PLS), tem permitido bons resultados sem
prévia separacéo, principalmente em analises de produtos alimenticios, como corantes”), e
em analises de farmacos quando se trata de dose fixa combinada®.

A espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho proximo (NIR)
constitui uma das técnicas de monitorizagdo e controle de qualidade em processo com
maior potencial na indUstria farmacéutical™. A espectrofotometria NIR, assim como a
ultravioleta apresentam desvantagens, como bandas largas, falta de seletividade e
sobreposicao. Para eliminar esses problemas de seletividade e sobreposi¢do, pode-se
recorrer aos métodos de andlises e calibragdo multivariada. A associacdo da
espectrofotometria NIR e a calibracdo multivariada permitem analises de forma rapida,
n&o destrutiva, de baixo custo, e com excelente confiabilidade!!,

Sendo assim, o presente estudo consiste em desenvolver e validar métodos
alternativos aos cromatograficos utilizando a calibragdo multivariada espectrofotometria
derivativa no ultravioleta e espectrofotometria no infravermelho préximo para
determinacdo de AZT+3TC dose fixa combinada em preparacdo farmacéutica solida de
varios fabricantes. Também foram desenvolvidos métodos para verificar outras
propriedades como a dureza do nucleo e umidade presente no granulado. Nesta
perspectiva os resultados permitiram ainda a reducdo dos custos de anélises e de impacto

ambiental.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Farmacos anti-retrovirais

As férmulas moleculares planas de AZT e 3TC, estdo apresentadas na Figura 1 e
descritos na denominagdo comum brasileira (DCB) n° 30516-87-1 e 134678-17-4. Nos
compéndios oficiais estes farmacos s&o descritos como 1-(3-azido-2,3-didesoxi-B-D-
ribofuranosil)-5-metilpirimidino-2,4(1H,3H)-diona e (2R-cis)-4-amino-1-[2(hidroximetil)-1,3-
oxatiolona-5-il]-2(1H)-pirimididona, respectivamente.

A AZT (Figura 1a) se apresenta como po branco ou acastanhado e tem formula quimica
C10H13Ns04 , com massa molar de 267,2 g/mol. Apresenta solubilidade em etanol, &gua e um
ponto de fusdo de aproximadamente 124 °C. Ja a 3TC (Figura 1b) se apresenta sob a forma de
po cristalino de cor branca ou branco-amarelada, possui formula molecular CgH;1N303S. massa

molar de 229,26 g/mol e ponto de fusdo na faixa de 176 a 178 °C, sendo solGvel em etanol e

agua.
O NH,
I
by g
HO
SFY HO O¢kN
>
N, S
@ (b)

Figura 1: Estruturas moleculares planas da AZT (a) e 3TC (b).

A AZT foi o primeiro anti-retroviral aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) em 1987. Contudo, seu uso prolongado promoveu o aparecimento de efeitos toxicos,
resisténcia viral e falha terapéutica. A monoterapia com AZT em casos avangados da doenca
promoveu resisténcia ao farmaco em seis meses. O mesmo ocorreu com a 3TC em menor
intervalo de tempo. Deste modo, combinagdes de farmacos foram urgentemente requisitadas
para conter a resisténcia e a replicacao viral™. A 3TC foi sintetizada, modificando-se a

estrutura da molécula 2’°3’-didesoxicitidina (andlogo sintético da citidina) com a substituicdo do
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metileno por um atomo de enxofre no carbono 3° do anel da ribosi*®], com a finalidade de
aumentar a seguranga durante o longo prazo da terapia.

A terapia combinada tem se demonstrado mais eficaz que a monoterapia com AZTH, A
associacao de 3TC e AZT mostrou sinergismo in vitro. A 3TC induz a resisténcia viral a ele
proprio, restituindo a sensibilidade ao AZT na transcriptase reversa em muitos pacientes que
apresentam processo de resisténcia associada ao AZT por meio de mutagéo, enfraquecendo a
viruléncia e a capacidade de replicacdo viral do HIV-1 e diminuindo a diversificacdo genética
da enzima deste!*®’.

O termo dose fixa combinada (DFC) refere-se a associacdo de classes variadas de
farmacos de diversas combinacdes, e € o regime terapéutico indicado pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS). Dentre as vantagens dessa associacao podem-se citar: o baixo custo, a eficacia
e a tolerabilidade semelhante a outros esquemas terapéuticos, melhor adesdo ao tratamento e
menor nimero de comprimidos/capsulas ingeridas. Essa Ultima é uma das mais importantes

caracteristicas, visto ser um dos pré-requisitos da ineficacia de grande parte dos tratamentos™®.

2.2 Controle de qualidade de produtos farmacéuticos

O controle de qualidade na industria farmacéutica faz parte de um conjunto de acGes
denominadas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), dirigida no sentido de diminuir os riscos
inerentes a cada fase do processo, e que podem ser divididas em duas etapas bem definidas: o
controle de qualidade da formulagdo durante o processo de producgéo e o controle de qualidade
do produto final. Para as duas etapas, ha exigéncia, por parte dos 6rgdos reguladores, de
métodos de analises confiaveis e robustos e que possam ser utilizados na rotina para assegurar a

qualidade do produto final™"),

A associagdo entre dois ou mais farmacos € um recurso terapéutico bastante comum,
utilizado na maioria das vezes com o objetivo de potencializar a acéo esperada do medicamento.
Vérios exemplos de associagbes de farmacos, hormonios, vitaminas, antibioticos, anti-

hipertensivo entre outros estdo descritos na literatura®!.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais empregada pela
industria farmacéutica no controle de qualidade em processo e do produto final, sobretudo
quando se trata de associagdo, devido principalmente a capacidade de separacdo dos analitos,

permitindo a analise de misturas complexas. No entanto, estes métodos sdo dispendiosos,
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trabalhosos, consomem grandes quantidades de reagentes, necessitam de muitas manipulagoes
analiticas e, além disso, geram residuos quimicos prejudiciais ao homem e ao meio ambiente.
Esses metodos ainda possuem a caracteristica de serem destrutivos, consumirem tempo na linha

de producéo, além de necessitar de equipamentos e mao-de-obra especializados.

Um problema analitico classico é a determinacdo simultdnea de dois ou mais
componentes ativos em uma mesma amostra em diversas formas farmacéuticas, sem prévia
separacdo quimical’®. As monografias oficiais, como a Farmacopéia Brasileira® e
Farmacopéia Americanal?”, descrevem o doseamento de AZT e 3TC isoladamente na matéria-
prima ou em diferentes formas farmacéuticas, ndo tendo sido encontradas também em outros
compéndios oficiais’®®!, monografias que determinassem o teor dessa associacdo em
comprimidos. Recentemente a Farmacopéia Americana (USP-33, 2010) disponibilizou a
metodologia para o doseamento da associacdo de AZT + 3TC em comprimido. Na literatura
encontram-se descritas metodologias analiticas usadas para determinar as associacGes desses
farmacos incluindo outros principios ativosi?®!. Um método utilizando a cromatografia liquida
com detector UV foi descrito para andlises dessas duas substancias associadas em

[27]

comprimidos Em fluidos biol6gicos também sdo descritos métodos que utilizam a

cromatografia liquida com detector de UV, ou ainda associados a espectrofotometria de

massas!?®34,

2.3 Métodos espectrofotométricos para analise de farmacos
2.3.1 Espectrofotometria de absorcéo na regido do ultravioleta

A espectrofotometria na regido ultravioleta e visivel (UV/VIS) apresenta um conjunto de
caracteristicas favoraveis, as quais deveriam garantir a sua condicdo de ferramenta analitica de
primeira escolha. Trata-se de uma técnica consolidada, de facil implementacdo, baixo custo e
sensibilidade compativel com muitas das necessidades que surgem no controle de qualidade de
produtos farmacéuticos. No entanto, a baixa seletividade desta técnica faz com que sua
aplicabilidade fique seriamente comprometida, principalmente, quando ha necessidade de se

analisar matrizes complexas multielemento, devido & sobreposico espectral®®2.
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A espectrofotometria derivativa consiste na representacdo da razdo da variacdo da
absorvancia em fungdo do comprimento de onda. Nesta técnica, 0s espectros sao registrados a
partir dos valores da primeira ou segunda derivada do espectro de ordem zero em funcdo do
comprimento de onda (A). A diferenciacio da lei de Lambert Beer (d"A/dA" = cb(d"/dL"))
mostra que as derivadas sdo sempre proporcionais as concentracbes do analito, sendo as
aplicacdes analiticas baseadas nesta relagao®®),

A espectrofotometria derivativa € atualmente uma ferramenta matemaética adicional a
espectrofotometria UV-VIS, que auxilia na resolucdo de diversos problemas analiticos, pois
oferece maior seletividade, possibilita a separacdo do sinal sobreposto, elimina o sinal de fundo
causado pela presenca de outros compostos e permite a quantificacdo de um ou mais analitos
sem prévia separacdo e/ou purificacdo. O uso desta técnica pode tornar desnecessaria a etapa
preliminar de separacdo das espécies a serem determinadas, simplificando o procedimento
analitico e, conseqiientemente, aumentando a velocidade analitica® 3], Os métodos baseados
no uso desta técnica tém apresentado resultados satisfatérios na determinacdo de misturas de
varios principios ativos nas formulacdes farmacéuticas. A desvantagem desse método reside na
necessidade do uso de equipamentos mais caros, digitais controlados por microprocessador.

Foram encontradas aplicagdes dessa ferramenta em muitos campos da ciéncia,

principalmente no campo farmacéutico®®*"

. Trabalhos utilizando essa técnica aplicada a
determinacdo de dose fixa combinada de anti-retrovirais também foram encontrados. Uslu e
colaboradores®! desenvolveram e validaram a metodologia para determinacdo simultanea do
AZT e 3TC, por espectrofotometria derivativa utilizando o metanol como solvente. Aplicaram o
método a misturas sintéticas de Gnico fabricante com sucesso. Kapoor e colaboradores!*®
utilizaram com sucesso 0 méetodo da derivada espectrométrica para determinar simultaneamente
os farmacos estavudina (d4T) e lamivudina (3TC) em dose fixa combinada de anti-retroviral
obtendo bons resultados.

Além da espectrofotometria derivativa, varios métodos estatisticos e matematicos vém
sendo utilizados para resolver problemas analiticos. Esses métodos permitem explorar toda a
informacdo fornecida por técnicas instrumentais, como as espectrofotometrias na regido
ultravioleta e no infravermelho proximo, o que favorece o desenvolvimento de modelos de

calibracdo confiaveis mesmo em situacoes de sobreposicao espectral ou complexidade do sinal.

A literatura € farta em descrever aplicacdes da espectrofotometria no UV/VIS associada

a metodos de calibragcdo multivariada para analises em preparacfes farmacéuticas, entre esses
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métodos o PLS ( Regressdo por Minimo Quadrados Parciais) tem se mostrado uma ferramenta

importante quando aplicada a problemas analiticos na area farmacéutical*’>?.

2.3.2 Espectrofotometria de absor¢do na regido do infravermelho préximo

A espectrofotometria no infravermelho teve inicio no século dezenove com o trabalho
pioneiro do mdasico e astronomo alemédo Frederick William Herschel. O interesse pela
astronomia despertou a curiosidade de Herschel com relagdo as propriedades fisicas da radiacdo
eletromagnética na regido do visivel. Ele observou que uma das cores decompostas pelo prisma
apresentava quantidade de energia distinta e, para monitorar a quantidade de energia associada a
cada cor, utilizou um termémetro, verificando que abaixo do vermelho, onde ndo havia mais luz
visivel, havia uma pequena variacdo de temperatura. Esta regido foi denominada de
infravermelho (IR). O experimento realizado por Herschel foi importante, ndo somente pela
descoberta da radiacdo infravermelha, mas também, por demonstrar que existem formas de luz
gue ndo podem ser observadas pelo olho humano. A partir de seus estudos, outros trabalhos
foram desenvolvidos utilizando faixas espectrais como o infravermelho préximo, médio e
distante e também a regido do ultravioleta®®®. A espectrofotometria na regido do infravermelho
médio alcancou grande desenvolvimento devido a potencialidade que a técnica apresentou na
caracterizacdo e quantificacdo de diferentes espécies quimicas.

A radiacdo infravermelha ndo € suficientemente energética para causar transicoes
eletrbnicas e a absorcdo dessa radiacdo esta muito restrita a espécies moleculares que possuem
pequenas diferencas de energia entre varios estados vibracionais e rotacionais. O espectro de
absorcdo no infravermelho tem origem quando a radiacdo eletromagnética incidente tem energia
correspondente a uma transicao entre dois niveis vibracionais. Para que ocorra absor¢do da
radiacdo no infravermelho é necessario que ocorra variagdo no momento de dipolo elétrico da
molécula como consequiéncia do seu movimento vibracional ou rotacional. O momento de
dipolo é determinado pela magnitude das diferencas de carga e distancia entre dois centros de
cargast*t>4.

As vibragdes moleculares podem ser estiramentos, deformacgdes ou torsdes. As
vibragOes de estiramento envolvem uma mudanga continua na distancia interatbmica ao longo
do eixo da ligacdo entre dois atomos; as vibragdes de deformacdo envolvem mudancgas nos
angulos planos entre duas ligacdes e as torsdes envolvem mudancgas no angulo diétrico entre

dois planos®®.



Na faixa de radiagdo do infravermelho distinguem-se trés regides: o infravermelho
préximo (12800 a 4000 cm™), médio (4000 a 200 cm™) e distante (200 a 10 cm™). No
infravermelho médio encontram-se as bandas correspondentes a transi¢cbes fundamentais. As
absor¢des moleculares de sobretons correspondentes a vibragdes de ligagdes C-H, N-H, O-H,
ocorrem com ndmeros de ondas de 12000 a 9000 cm* e as bandas de combinac&o ocorrem de

5500 a 3500 cm™ 'Y isto é, na regi&o do infravermelho préximo (NIR).

A mecanica quantica, assumindo o modelo do oscilador harménico, prevé separacdes
iguais entre os niveis vibracionais e impde a regra de selecdo Av=t1. Para oscilacbes
anarmonicas, a separacdo entre 0s niveis ja ndao é igualmente espagada e diminui para energias
mais altas. Assim, a regra de selecdo Av=x1 é relaxada e transi¢bes com Av=+2 ou Av=%3 déo
origem aos sobretons, que sdo as transicdes observadas no NIR. As bandas de combinacao sdo
resultantes de interferéncias construtivas de freqliéncias, isto é, suas freqiiéncias sdo a soma dos
multiplos da cada fregiiéncia de interagao".

Inicialmente o uso da espectrofotometria no infravermelho em quimica restringiu-se
basicamente a identificacdo e quantificacdo de algumas poucas espécies quimicas em casos bem
especificos devido as limitagdes instrumentais, superadas posteriormente com 0

desenvolvimento de equipamentos mecanicos e dpticos mais precisost™ %!,

A partir da década de 70, com o desenvolvimento dos espectrofotbmetros com
transformada de Fourier, da informética, do interfaceamento de instrumentos eletronicos com
computadores e a introducdo de recursos matematicos mais sofisticados, teve inicio uma nova
fase nas aplicacdes da espectrofotometria no infravermelho para fins analiticos. Nesta etapa as
andlises quantitativas expandiram-se para as regides espectrais do infravermelho médio (MIR) e
proximo (NIR). A partir dai houve um surpreende interesse de varios grupos de pesquisas
académicas, governamentais e industriais, na tentativa de desenvolver metodologias de analises
utilizando esta faixa espectral eletromagnético. Como consequéncia, houve um impacto direto

na produtividade, reducdo de gastos e minimizagdo de residuost*®*.

Deste modo, as
espectrofotometrias vibracionais como infravermelho proximo e infravermelho médio,
utilizando instrumentos dispersivos ou interferométricos, tém sido extensivamente utilizadas

nas duas Ultimas décadas em diferentes tipos de aplicages analiticas.

Um grande nimero de metodologias analiticas desenvolvidas com base em espectros

NIR demonstra a capacidade desta técnica. A area agricola foi a primeira a utiliza-la, sendo um
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de seus usos mais recentes 0 apoio a agricultura de precisdo onde dados coletados em tempo
real sdo correlacionados com a composicdo do solo®®. Atualmente, o grande niimero de
metodologias desenvolvidas com base em espectros NIR demonstra a habilidade dessa técnica
em lidar com problemas tdo diversos®”. Esse grande avanco na aplicacdo do NIR s6 foi

possivel devido a associacdo com métodos quimiométricos de analise e calibragdo multivariada.

Os espectros no infravermelho podem ser obtidos a partir de amostras de diferentes
naturezas: solidas, liquidas e gasosas. A qualidade de seus espectros depende do método de
preparo da amostra e do tipo de acessorios utilizado para a sua obtengdo. Os métodos mais
empregados para amostras solidas envolvem reflectancia e transmitancia.

A reflectancia difusa ocorre em superficies ndo totalmente planas, podendo o substrato
ser continuo ou fragmentado. A energia radiante os modos vibracionais penetra na camada
superficial das particulas (Figura 2), excitando os modos vibracionais da molécula a ser
analisada e entdo, tem-se um espalhamento em todas as diregdes. A energia refletida emerge
aleatoriamente da amostra em todas as direcBes. Esta energia refletida difusamente carrega

informagdo suficiente para obtencéo do espectro na regido do infravermelho proximo!®®.,

Reflectancia especular(a) Reflectancia difusa (b)

Figura 2 a-b: Representacio da técnica de reflectancia especular e difusal®®.

A concentragdo dos compostos em estudo ndo é completamente proporcional a
intensidade espectral, sendo necessario utilizar fungdes e formulas complexas para este fim,

como é o caso da funcdo de Kubelka-Munk™! conforme equagdo 1

_R)? I
f(C) = @-R)" _k onde, R=-% (1)
2R S I ro
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onde: R ¢é a reflectancia difusa; k é o coeficiente de absorcdo da amostra; s € o coeficiente de
espalhamento da amostra; | g € a intensidade da radiacdo refletida pela amostra; Iro € a
intensidade da radiacdo refletida por um padréo.

A equacdo de Kubelka-Munk, assim como a lei de Lambert Beer, € limitada e s6 pode
ser aplicada para bandas de absorcdo de baixa intensidade. Esta limitagdo ocorre quando se
utiliza a espectrofotometria NIR, pois ndo é possivel separar a absorcdo do analito da absor¢do
da matriz, ocorrendo desvios de linearidade. A equacdo de Kubelka-Munk (equacdo 1) €
raramente empregada, sendo substituida pela equacéo 2. Os resultados sdo semelhantes aqueles
obtidos pela equacdo de Kubelka-Munk para pequenos valores de refletancia, que constituem a
grande maioria dos casos, na qual pode ser assumido um comportamento linear entre a

concentragéo e log 1/RF%Y,

|
f(C)=Iog% onde, R=-—"F% (2)

RO
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2.3.3 Aplicacdo da espectrofotometria no infravermelhor proximo na industria

farmacéutica

A espectrofotometria no infravermelho médio possui a tradicdo de ser uma técnica que
apresenta a impressao digital de milhares de substancias organicas. A absorvancia em uma
freqUiéncia particular € caracteristica de um grupo funcional presente no composto quimico. A
espectrofotometria no infravermelho oferece oportunidades analiticas quase que ilimitadas para
muitas areas de producédo e controle de qualidade. Desta forma, vem ganhando muito espaco
nos laboratdrios analiticos e em analises de controle de qualidade em processos industriais,
como indstrias farmacéuticas, alimentos, téxteis, petrogquimicos, polimeros® *7 etc. Isso ocorre
devido ao relativo baixo custo da instrumentagdo, anélise simultdnea de varios parametros,
técnica ndo destrutiva e ndo invasiva, permitir alta velocidade de processamento das
informacdes e rapido obtencdo de resultados quantitativos, ndo utilizando reagentes quimicos
nocivos ao meio ambiente, sdo menos laboriosas e de baixo custo. Além do mais, abrange uma
ampla faixa de aplicacbes quimicas e pode ser usada para determinacGes qualitativas e
guantitativas.

O infravermelho proximo néo foi considerado inicialmente como uma técnica analitica
com algum valor prético, sendo originalmente, uma extensdo da regido do visivel que nao foi
explorada até 1970. Os primeiros trabalhos que proporcionaram interesse pelo estudo da
espectrofotometria no infravermelho proximo como ferramenta de analise na industria, foram
desenvolvidas na década de setenta pelo professor Karl Norris, quando este era responsavel por
grupo de pesquisa do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. Entretanto, as
limitacOes tecnoldgicas da época ndo permitiram o0 uso mais abrangente do infravermelho
préximo como atualmente é observado em diversos setores industriais®™® 3.

Para a regido do NIR, os sinais observados, como ja comentado, sdo devidos
essencialmente aos sobretons e bandas de combinagéo de estiramentos e deformagdes angulares
de transicBes fundamentais de ligacbes X-H, em que representa a&tomos de oxigénios,
nitrogénio, carbono, grupos aromaticos e também grupos funcionais importantes como os C-O,
grupos carbonila, C-N, C-C, entre outros que sofrem estiramento. Diferente da
espectrofotometria do infravermelho médio, os espectros NIR sd0 menos Uteis para
identificacdo de grupos funcionais e mais Uteis para analises gquantitativas, sendo que a maior
desvantagem da técnica, é provavelmente, a baixa sensibilidade a constituintes em menor

concentragao™**.,
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Em particular as industrias farmacéuticas também sdo exemplos do emprego com
sucesso dessa técnica. Seja para a identificacdo de matéria-prima de partida quanto no
monitoramento individual de diferentes farmacos, de modo que ja é reconhecida nos métodos
gerais de algumas farmacopéiasi®*??. A identificacdo de insumos é uma aplicacdo padrio da
espectrofotometria NIR, e em geral, a principal motivadora para a aquisi¢do de um instrumento.
O procedimento usual € a comparacdo dos espectros dos insumos com 0s espectros arquivados
em uma biblioteca utilizando técnicas quimiométricas de reconhecimento de padraes!®?.

Varios artigos vém enfocando a aplicacdo da técnica NIR na industria farmacéutica.
Como ressaltado em dois artigos de revisao®*” a literatura é farta ao descrever propostas de
aplicacdo da espectrofotometria NIR em vérias etapas do processo produtivo na industria
farmacéutica. Exemplos podem ser visto na caracterizacdo e monitoramento de pseudo-
polimorfos e polimorfos no processo de fabricacaol®®: determinagdo do principio ativo de
baixa concentracdo em preservativo®; estudo das propriedades fisicas dos pés nos produtos
farmacéuticos’®®; controle de processo na quantificacdo de um ou mais principios ativos nas
formas farmacéuticas solidas®”®®%: além de outras aplicacdes como determinacio de dureza
em comprimidos e acompanhamento do perfil de dissolucaol’®™.

A espectrofotometria no ultravioleta e no NIR, como j& ressaltado, tem as suas
desvantagens, entre elas apresentam falta de seletividade, bandas largas e sobrepostas. Para
resolver esses problemas recorre-se a quimiometria, em especial a calibracdo multivariada, no

caso de analises quantitativas.
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2.4 Quimiometria

A quimiometria é definida como uma disciplina da quimica que utiliza métodos
matematicos e estatisticos para o tratamento de dados quimicos, de forma a extrair maior
quantidade de informacGes e melhores resultados analiticos. Desde o seu surgimento no final
dos anos 60 até os dias de hoje, foram desenvolvidos muitos métodos que tem tornado possivel
0 processamento e interpretacdo de dados que antes seriam impossiveis de serem analisados.
Um exemplo importante do sucesso da utilizacdo da quimiometria sdo as analises realizadas na
regido do infravermelho préximo, as quais, sem a utilizacdo de modelos de calibracéo
multivariada ndo apresentam possibilidades para determinac@es quantitativast’>"!.

A aplicacdo de métodos quimiométricos tem se difundido nas mais diversas areas da
guimica e ciéncias afins. O desenvolvimento de novos instrumentos aplicados aos laboratérios
de pesquisas, passaram a fornecer uma grande quantidade de informacgdes, o que criou a
necessidade do desenvolvimento de uma ferramenta estatistica sofisticada que pudesse ser
aplicada a andlise desses dados. Esse grande numero de informacdes e tal necessidade, aliados a
uma facilidade crescente de acesso a microcomputadores, possibilitou o crescimento da
quimiometria. Ela divide-se em algumas areas principais como: processamento de sinais
analiticos, planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento e classificacdo de
padr@es, calibracdo multivariada, monitoramento e modelagem de processos multivariados e
métodos de inteligéncia artificial™. Dentro dessa divisdo, a principal linha de pesquisa da
quimiometria aplicada & quimica analitica tem sido a construcdo de modelos de regressdo a
partir de dados de primeira ordem, ou seja, dados que podem ser representados atraves de um
vetor para cada amostra, sendo a construcdo desses modelos denominada de calibracéo
multivariadal™!.

Devido a sofisticacdo das técnicas analiticas, novos métodos quimiométricos sao
pesquisadas amplamente com o objetivo de resolver problemas de analises de dados

multivariadost>"].
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2.4.1 Calibragio Multivariada

A calibracdo multivariada pode ser definida como a construcdo de modelos matematicos
para relacionar dados de saida de um instrumento (medidas instrumentais multivariadas) as
concentragdes dos analitos ou a outras propriedades das amostrast™!.

Os métodos multivariados sdo adequados para solucdo de problemas analiticos
porque permitem estudos com varias espécies presentes ao mesmo tempo, nao importando a
existéncia ou auséncia de diferencas espectrais marcantes entre elas nem a existéncia de alta
correlagio nos dados. E possivel, também, a correcio de problemas eventuais com linha base

ou interferentes nas amostras usadas na calibracdo e nas novas amostras de previsaol™!,

O processo de calibracdo multivariada é constituido basicamente de trés fases: a
calibracédo, a validacdo e a previsdo. Na fase de calibracdo sdo construidos os modelos
matematicos e na fase de validacdo esses modelos sdo avaliados usando ferramentas estatisticas
de diagnostico. Na fase de previsdo, os modelos matemaéticos validados sdo aplicados para
prever as concentracdes ou propriedades de amostras desconhecidast’”.

Um modelo de calibragdo, na verdade, é uma funcdo matematica (f) que relaciona
dois grupos de variaveis, uma delas denominada dependente, aqui representada por um vetor

y € 0 outro grupo das varidveis independentes (a matriz X):

y=1(X)=Xb (3)

Esta etapa representa a calibragdo e por isso o conjunto de dados empregados para esta
finalidade é chamado de conjunto de calibracdo. Os parametros do modelo sdo denominados de
coeficientes de regressdo (b) determinados matematicamente a partir dos dados

experimentaist’®"

. Apds a construcdo do modelo de regressao, deve-se utilizar uma série de
amostras externas para verificar a capacidade do mesmo em realizar previsdes confiaveis,
denominada conjunto de previsdo. Neste conjunto sdo incluidas amostras, de composi¢cdo
diferente das amostras que faziam parte do conjunto de calibragdo, mais representativas da
populacdol™.,

Os dados para a calibragdo multivariada podem ser organizados conforme ilustra a
Figura 3. Os valores de absorvancia dos espectros, a cada nimero de onda, correspondem as
variaveis independentes (Matrix X), e as concentragdes das amostras, definida pelo método de

referéncia, indicam as varidveis dependentes (vetor y)
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Figura 3: Organizacao dos dados para calibracdo multivariada.
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A cada momento vem aumentando a diversidade de métodos de regressdo em quimica

analitica para a constru¢cdo de modelos de calibracdo multivariada, dentre esses 0s mais
empregados tem sido a regressdo linear multipla (MLR), regressao por componentes principais

(PCR) e regressdo por minimos quadrados parciais (PLS), que sdo métodos para ajuste linear

entre as varidveis. A utilizacdo do ajuste linear entre as variaveis é bastante freqliente na maioria

dos métodos de calibracdo multivariada, por ser um modelo de facil elaboracao e interpretacao.



2.4.1.1. Regressdo linear multipla (MLR)

A Regressdo Linear Multipla (MLR)®®?®) ¢ considerada a mais simples e de fécil
interpretacdo entre as técnicas de calibracdo multivariada. As informacGes disponiveis contidas
nas variaveis independentes (matriz X) sdo aplicadas diretamente na modelagem para prever o
par@metro de interesse, ou seja, as varidveis originais sdo utilizadas. Na construgdo dos modelos
MLR, além das informacGes relevantes, os ruidos também séo incluidos. Além disso, em MLR
assume-se que o parametro a ser determinado (y) é funcédo linear (equacéo 4) das respostas
instrumentais (matriz X), o que pode ser escrita na forma de matriz, conforme equacéo 4, onde

b ¢ o vetor dos coeficientes lineares de regressao e “€” é o vetor dos residuos.

Y=Xb+e 4)

O modelo MLR utiliza o principio dos minimos quadrados, para estimar o vetor b

(coeficientes de regressao). Conforme equacao 5.

b=(X"X)'X"y (5)

A regressao linear multipla apresenta alguns problemas que limitam sua aplicacdo. Um
desses problemas é que o nimero de amostras deve ser igual ou superior ao ndmero de
variaveis, uma vez que o modelo consiste na resolucdo de um sistema de equacdes lineares
simultaneas. Essa condicdo necessita ser satisfeita, caso contrario, o sistema torna-se
indeterminado. O outro problema do MLR é que a matriz (X™X) pode ndo apresentar inversa
devido & alta correlacéo entre as variaveis®®"). Este problema pode ser solucionado utilizando um

algoritmo de selecéo de variaveis.
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2.4.1.2 Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

A regressdo por minimos quadrados parciais (partial least squares regression-PLS)
ou simplesmente PLS é considerado o método de regressdo mais utilizado para a construcéo
de modelos de calibracdo multivariada a partir de dados de primeira ordem. Este método de
calibracdo ndo requer um conhecimento exato de todos 0s componentes presentes nas
amostras podendo realizar a previsdo das amostras mesmo na presenca de interferentes,

desde que esses também estejam presentes por ocasido da construcdo do modelo®®”!.

A regressdao dos minimos quadrados parciais, para constru¢cdo do modelo, utiliza
informacdes do conjunto de dados da matriz espectral (matriz X) para correlaciona-las com
as informacbes presentes do conjunto de dados de referéncia (vetor y). Por meio de
combinagdes lineares dos dados espectroscopicos (X) e dos dados de referéncia (y), se obtém
0 numero de variaveis latentes necessarios para correlacionar os espectros e as

concentracdest®.

De uma forma geral, 0 PLS decompde as matrizes de variaveis independentes X
(equacéo 6) e a matriz de variaveis dependentes Y, no caso do PLS 2 ou o vetor y, no caso
do PLS 1, (equagdo 7) em um novo sistema de eixos (varidveis latentes ou fatores),
representando os dados das amostras em menor nimero de dimensdes, sem que haja perda

de informacéo analitica relevante.

As novas coordenadas da amostra sdo denominadas “ scores” (T ou U ) e o peso com
que cada variavel original contribui para formar as componentes principais ¢ chamada de “
loadings” (P ou Q). Posteriormente, realiza-se uma regressdo entre as duas matrizes de “scores”

(equacao 8), das variaveis dependentes e independentes, através de um modelo linear'®?.

X =TP’+E

(6)
Y=UQ’ +E

(7)
U=bT

(8)



2.4.2 Métodos de Selecao de variaveis

Devido a complexidade dos espectros para a realizacdo de uma analise quantitativa de
mais de um componente, € necessaria a utilizacdo de muitas variaveis (comprimentos de onda),
exigindo o emprego de ferramentas matematicas especificas para este fim. Para simplificar tanto
0s modelos MLR quanto os modelos PLS de calibragdo multivariada, grande destaque tem sido

dado & aplicagdo de técnicas de selecdo de variaveis®&

, Que mantém as variaveis que contém
informacdes relevantes, eliminando aquelas que carregam apenas ruido ou redundancia. Com
isso torna-se muitas vezes possivel a utilizacdo de MLR que é um método de calibragdo mais
simples que os baseados em componentes principais (PCR e PLS), tanto no que diz respeito a
calibracdo propriamente dita, quanto a interpretacdo dos resultados. Selecionar a combinacéo de
variaveis que leve a otimizacdo do modelo € uma das maiores dificuldades da calibracdo
multivariada. Um dos problemas praticos é saber quantos e quais comprimentos de onda devem
ser escolhidos, principalmente quando ocorre alta sobreposicéo espectral. Para contornar esses
problemas, diversos algoritmos matematicos tém sido desenvolvidos como: o algoritmo
genético (GA)® o stepwise (SW)E”, o algoritmo Jack Knifing (JK)'®?, o algoritmo das
projecdes sucessivas (APS)®! e a regressdo por minimos quadrados parciais por intervalo
(iPLS)®¥. Neste trabalho foi utilizado o algoritmo APS para a escolha das melhores variaveis
no MLR.

2.4.3 Algoritmo das ProjecGes Sucessivas

O Algoritmo das Projecdes Sucessivas — APS (Successive Projections Algorithm) foi
apresentado em 2001 & comunidade académica por Araujo et al®. Essa técnica de selecdo de
variaveis utiliza operacGes simples num espaco vetorial para minimizar problemas de
colinearidade. O APS mostrou ser um método eficiente para sele¢do de varidveis espectrais no
contexto da calibracdo multivariada, especificamente quando aplicado a regressao linear
multipla (MLR). O objetivo do APS consiste em buscar um subconjunto representativo
pequeno de variaveis espectrais com énfase na minimizacéo da colinearidade. Com isso, torna-
se possivel utilizar modelos MLR que, embora simples e de facil interpretacdo, podem ser
severamente afetados por problemas de colinearidadel™!.

O principio do APS esta em realizar operacdes de projecdo na matriz de calibracdo X (n
x m), cujas linhas e colunas correspondem a n amostras de calibragdo e m varidveis espectrais,

respectivamentel®!. Com essas variaveis disponiveis, o APS constréi uma cadeia de m variaveis
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onde cada elemento é selecionado de modo que exiba a menor colinearidade com o anterior™.
Entdo, n x m subconjuntos de variaveis podem ser formados. O melhor subconjunto escolhido é
aquele que, apo6s a construcdo do modelo MLR, apresentar menor valor do erro médio

quadratico de validacdo (RMSECV), conforme descrito na equacéo 9.

Nya|

Z(yprev = Vet )2

RM SECV = =1 n (9)

val

onde Yy preve Y ret S80, respectivamente, valor previsto e o valor de referéncia para o conjunto de

teste e n vy € 0 Nimero de amostras do conjunto de validacao.

Recentemente uma modificacdo foi realizada no APS. Trata-se da utilizacdo de um
método que elimina variaveis que ndo afetam significativamente os resultados, de forma a
aumentar a simplicidade do modelo (eliminagdo de artefatos)®™. Outro avanco foi a
implementacdo da validacdo cruzada, eliminando a necessidade de se ter um conjunto adicional

de dados para validagéo internal®?.

2.4.4 Selecéo de amostras

Um assunto que também tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores € a busca de
métodos quimiométricos de selecdo de amostras em calibracdo multivariada. Quando se
trabalha com matrizes complexas como: biodiesel, gasolina, 6leos vegetais, entre outras, torna-
se dificil obter um conjunto representativo de amostras através de planejamentos experimentais.
Assim, uma escolha adequada de subconjuntos de calibragéo e validacdo para a construcéo de
modelos de calibracdo multivariada torna-se de grande importancia®.

A divisdo de um conjunto entre amostras de calibracéo e validacdo deve ser realizada, de
tal maneira, que as amostras de validagdo sejam bem representadas pelas amostras de
calibracdo. Um algoritmo cléssico é o Kennard-Stone® que inicialmente consiste em
selecionar as duas amostras com a maior distancia Euclidiana entre si no espago X. Para cada

uma das amostras restantes, calcula-se a distancia minima com respeito as amostras ja



selecionadas. Feito isso, a amostra com a maior distancia minima € retida, e o procedimento é
repetido até que um determinado nlimero de amostras seja selecionado!®®’.

Recentemente um método alternativo foi proposto por Galvao et al'®®

para divisdo de
conjuntos de calibracdo e validacdo, o método denominado SPXy (do inglés: Sample set
Partioning based on joint X-y distances). Esse algoritmo considera ambas as dimensdes X ey,
enquanto o KS, apenas X. O método é baseado em conjuntos que consideram a distancia X-y e
é, na verdade, uma extensdo do algoritmo KS, pois engloba no calculo das disténcias inter-

amostra, as diferencas de X e y.

2.4.5 Deteccdo de amostras andémalas

Amostras andmalas, também denominadas de outliers, sdo aquelas que possuem
comportamento diferente das demais que compdem o conjunto de calibracdo e/ou previséo. A
presenca desse tipo de amostra no conjunto de calibracdo pode conduzir a modelos com baixa

capacidade de previsao®”

. Quando presentes no conjunto de validacdo, podem influenciar os
resultados, geralmente, levando a resultados que indicam que o modelo ndo é adequado ou que
a sua capacidade é inferior a que poderia ser apresentada na auséncia dessas amostras anémalas.
Dessa forma identificar as amostras anémalas € uma etapa importante para a otimizacdo dos
conjuntos de calibracdo e validacdo e a sua eliminacdo do conjunto de calibracdo e previsdo
permite a construcdo de modelos mais eficientes e precisos e com melhor capacidade de
previsaol’®.

Existem diversas técnicas para a identificacdo de amostras anémalas defendidas por
diversos autores 1% Segundo as recomendagdes da norma D1655-05 da American Society
for Testing and Materials (ASTM) ™Y para a deteccdo de amostras andmalas, devem ser
utilizadas duas grandezas complementares: leverage e residuos de Student. Leverage é uma
medida da influéncia de uma amostra no modelo de regressdo. E um escalar (h) cujo valor esta
relacionado a distancia da amostra em relagdo a média do conjunto de calibragdo. Uma analise
cuidadosa das amostras com altos valores de leverage deve entdo ser realizada para decidir se
esta deve ou ndo ser eliminada. Nos modelos de regressdo, como o PLS, leverage (h; ) pode ser

obtida através da equacéo 10 % a seguir:
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_1 T T
h_f+ui U'U)u 10)

onde i € 0 numero de amostras do conjunto de calibracéo, u; é o vetor de escores da amostra i, e
U é a matriz de escores do conjunto de calibracao truncado para o nimero apropriado de fatores
ou variaveis latentes.

A avaliacdo dos residuos constituem uma outra forma de se detectar anomalias. Esses
correspondem a desvios entre os dados de referéncia e os estimados pelo modelo. Valores de
residuos em y altos significam que o modelo nédo esta conseguindo modelar os dados de forma
adequada. O residuo de espectral de Student (rxSi) de uma amostra é o residuo espectral

(X, —X;) convertido em unidades de desvio padréo pela equacéo 11:

s.1-h (11)

onde, x; e X, séo, respectivamente, os espectros conhecidos e previstos pelo modelo construido

para a i-ésima amostra; hi € a influéncia (leverage), e s é o desvio padrdo dos residuos espectrais

das amostras do conjunto de calibracéo.

2.4.6 Selecdo do numero de variaveis latentes

O ndmero 6timo de varidveis latentes que deve ser usado no modelo PLS é um
parametro importante para alcangar o melhor desempenho nas previsoes. Isto permite modelar o
sistema com a quantidade étima de informacgdo, evitando sub ou superestimar o modelo. Um
namero excessivo de variaveis latentes no modelo pode adicionar informacdes irrelevantes
como ruidos e interferéncias além de apresentar baixa capacidade de previsdo. Por outro lado, a
inclusdo de um numero muito baixo de varidveis latentes pode deixar de modelar muitas

informacdes importantes ocasionando ajustamento inferior.
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O namero 6timo de variaveis latentes (VL) para o modelo pode ser escolhido com base
na andlise da soma dos quadrados do erro de previsdo (PRESS), utilizando-se a validacéo

cruzada.["®

que consiste em deixar de fora uma das amostras do conjunto de calibracdo por vez,
prevendo a propriedade de interesse dessa amostra com o modelo entdo construido sem ela. 1sso
é repetido para cada uma das amostras até que cada amostra tenha sido excluida uma vez da
calibrac&o. O erro de previséo é obtido comparando-se a concentragdo prevista de cada amostra
com seu valor verdadeiro indicado no vetor y. A somatoria dos quadrados do erro de previsdo

PRESS é definida como:

PRESS =2 (Y prev-Y ref) > (14)

onde Y prev € 0 Valor calculado e y f € 0 valor conhecido.

Geralmente, os valores de PRESS atingem um minimo correspondente ao nimero ideal
de VL (k*). Para evitar sobre ajuste, em geral utiliza-se o critério de Haaland e Thomas!**? para
selecionar o nimero de VL, no qual se compara, através de um teste F (0=0,25), o valor do
PRESS de um modelo com k* variaveis latentes com os modelos com menor nimero de VL. O
modelo selecionado é aquele com o menor numero de VL cujo PRESS ndo difere

estatisticamente daquele com k* fatores.

2.4.7 Tratamento e pré-processamento dos dados

Uma etapa anterior a utilizacdo dos dados para construcdo de modelos de calibracao
refere-se a transformacdo prévia dos mesmos, com o objetivo de minimizar problemas como:
espalhamento de luz, desvios da linha de base, profundidade de penetracdo da luz, ruido etc.
Operacdes matematicas podem ser utilizadas antes da construcdo do modelo de calibragdo
multivariada, no intuito de reduzir, eliminar ou padronizar os impactos sobre os espectros[1°3].

Dentre 0s pré-processamentos mais utilizados para espectro de reflectancia , podem-se
destacar a corre¢do de sinal multiplicativa (MSC), onde se faz uma regresséo de cada espectro
contra um espectro de referéncia, que normalmente é o espectro médio do conjunto de
calibracdo. Assim 0s espectros séo corrigidos subtraindo-se dos valores originais o coeficiente
linear da reta de regressdo e em seguida dividindo-se pela inclinagdo dessa mesma

regressaol™®.
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Derivar os espectros é também um pré-processamento bastante utilizado. A primeira
derivada remove deslocamentos constantes (offsets) da linha de base e a segunda derivada
elimina uma variacgdo linear da linha de base, normalmente devida a efeitos de espalhamento.
Com o calculo das derivadas a relacdo sinal/ruido torna-se menos adequadas. Por isto € comum
aplicar-se simultaneamente aos dados algum tipo de suavizacdo. O algoritmo mais utilizado
para este fim é o de Savitzky-Golay-SG1%. Outro pré-tratamento comum para dados espectrais
é centrar os dados na média, que corresponde a subtrair o valor de cada elemento do vetor

coluna (variavel) pelo valor médio dos elementos dessa colunal™®.
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2.5 Validagdo de métodos analiticos

O assunto validacdo tornou-se mais conhecido nas inddstrias farmacéuticas por Ted
Byers e Bud Loftus do FDA em meados dos anos 70, com origem nos Estados Unidos e
atingindo a Europa anos mais tarde. Sua implantacdo, porém, nao foi gerada por uma percep¢édo
real da necessidade, mas por uma série de incidentes ocorridos na producdo de medicamentos,
como a catastrofe da talidomida, a infeccdo de pacientes durante a hemodiélise, 0s
contraceptivos que ndo exerciam efeitos, entre outras ocorrénciast%.

Os métodos de ensaio para avaliar a conformidade dos produtos farmacéuticos com
especificacbes estabelecidas devem atingir padrGes adequados de exatiddo, precisdo e
confiabilidade. A validacdo de metodologias analiticas é um aspecto importante da garantia da
qualidade e se constitui uma das exigéncias das normas de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF)
vigentes*®®!,

A validacdo de metodologias analiticas univariadas é regulamentada através da
Resolucdo RE- n° 899 de 29 de maio de 2003M°”!, que determina que a validacéo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
assegurando a confiabilidade dos resultados. A validacdo de metodologias analiticas para
determinacdo de farmacos isolados ou presentes em formas farmacéuticas e definido por 6rgaos
internacionais como Internacional Conference on Harmonisation (ICH)!% e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)?7 que estabelecem os itens que devem ser
avaliados, como especificidade, linearidade, precisao, exatid&o, intervalo e robustez.

As figuras de mérito aplicadas a validacdo de métodos de calibracdo univariada estdo
bem estabelecidas perante os érgdos oficiais, porém para as calibraces multivariadas ainda ndo
hé uma harmonizagdo. A literatural’®*'? ainda discute e orienta vérias estratégias diferentes.

A Internacional Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) ™! o The European
Agency for the Medicional Products (EMEA) 4 e a American Society for Testing and
Materials (ASTM) (101 estabelecem, guias que definem as caracteristicas dos procedimentos de
calibracdo multivariada e os parametros minimos para avalia¢cdo do método proposto. Na norma
ASTM E1655-05%4 sio definidos os procedimentos para anélises quantitativas por
espectrofotometria no infravermelho e os pardmetros para validacdo de um modelo

multivariado.
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Para a IUPAC, as figuras de mérito sensibilidade, seletividade e raz&o sinal/ruido.
podem ser estimadas através do conceito do Sinal Analitico Liquido (NAS), que corresponde a
parte do sinal instrumental que é ortogonal as contribuicdes de outros possiveis constituintes
presentes na amostra

No guia seguindo pela indUstria farmacéutica, estdo descritos os principais itens para
validacdo de métodos qualitativos e quantitativos para espectrofotometria no infravermelho
médio e préximo. Recentemente a Farmacopéia Americana USP- 301*%), 2007 érgéo oficial do
setor farmacéutico reconhecida pela ANVISA no seu capitulo de informagdes gerais sobre
espectrofotometria no infravermelho préximo <1119> reconhece e determina os parametros

para validacdo de métodos multivariados utilizando a espectrofotometria no infravermelho.

2.5.1 Validagdo de Métodos que empregam calibracdo multivariada

O modelo construido deve ter capacidade de realizar determinacdes confidveis. Duas
estratégias basicas de validacdo do modelo sdo a validacdo externa, em que novos dados sdo
introduzidos para avaliar a capacidade preditiva do modelo, e a validacao interna, em que o
conjunto original de calibracdo serve também como conjunto de validacdo. A validagdo externa
é recomendada por utilizar amostras nao utilizadas na construcdo do modelo de calibracéo.
Caso estas amostras ndo estejam disponiveis, a metodologia de validacdo cruzada pode ser

utilizada como estratégia de validacdo interna.

2.5.1.1 Robustez

A robustez avalia a confiabilidade do método analitico sob a influéncia das mudancas

sl14. 1181 jnstrumentais ou

das condicBes habituais de analises. Existem diversas variavei
ambientais, que nédo sdo possiveis de se controlar. Podem-se citar alguns exemplos no processo
industrial: a umidade, temperatura do ambiente, pequenas variagbes na quantidade dos
componentes para a formacdo do produto, posicdo diferente da amostra na janela Optica,

compactacao, espessura, temperatura da amostra, trocas de ldampadas, entre outros.
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A robustez em calibragdo multivariada consiste em testar o desempenho do modelo de
calibracdo multivariada frente a alguns tipos de variagbes e averiguar se essas S80 ou n&o
significativas ™. A robustez pode ser realizada , segundo Blanco e Acala ™, empregando

amostras de varios lotes analisadas em um periodo de tempo obtido na linha de producéo.

2.5.1.2 Exatidao

Expressa 0 grau de concordancia entre o valor estimado pelo modelo multivariado e o
valor tido como verdadeiro ou de referéncia. A exatiddo de métodos multivariados é geralmente
avaliada de maneira semelhante a descrita para métodos univariados. Amostras de lotes
diferentes sdo avaliadas pelo método multivariado e pelo método de referéncia. Calculam-se as
diferengas entre os resultados obtidos para cada amostra e realiza-se um teste-t pareado
considerando a média dessas diferengast**?!.

2.5.1.3 Precisao

Expressa o grau de concordancia entre os resultados de uma série de medidas realizadas
para uma mesma amostra homogénea em condi¢cdes determinadas. Em geral a precisdo pode
obtida em diferentes niveis, tais como: repetibilidade, precisdo intermediaria,
reprodutibilidade!**4**,

Repetitividade: E realizado em um curto intervalo de tempo, podendo ser realizado de
duas maneiras: no minimo de trés amostras em concentracdes diferentes cobrindo a faixa util do
modelo de calibragio ou em seis replicatas para nivel de 100% da concentracio™¥. A
estatistica envolvida na repetitividade é o DPR ( desvio padréo relativo) que ndao pode ser maior
que 5%.

Precisdo intermedidria: Este nivel de precisdo é obtido a partir da variacdo de uma
determinada condigdo experimental, como avaliagdo estatistica de uma serie de replicata
medida por diferentes analistas em dias diferentes.

Reprodutibilidade: E realizado por meio de ensaios interlaboratoriaist*'* !,



2.5.1.4 Linearidade

Demonstrar a linearidade do método consiste na obtencdo, em toda faixa de
concentracdo estudada, de uma resposta proporcional entre a concentracdo e a quantidade fisica
medida corretamente descrita pelo modelo ou equacéo de calibracdo. Nos casos das calibragdes
univariadas, a avaliacdo da linearidade é simples: obter uma relacéo linear entre a concentracédo
e 0 parametro medido (absorvancia no comprimento de onda, area do pico, etc). Quando se
trabalha com calibragdo multivariada, é mais dificil avaliar a linearidade ™. Assim, uma
medida quantitativa para a linearidade ndo corresponderia a uma tarefa simples, ou mesmo
possivel. Qualitativamente, o grafico dos residuos para as amostras de calibracdo e validacao
pode indicar se os dados seguem um comportamento linear quando a distribuicdo desses

residuos for aleatéria I8 [108]

. Uma adaptagdo proposta no guia ICH para verificar a linearidade
de um método multivariado recomenda representar os valores obtidos pelo método contra
valores de referéncia conhecidos. E aconselhavel usar um minimo de cinco medidas que
abrangem a faixa de concentracdo do método, usando amostras obtidas por diluicdo de
solucBes-padrido ou preparacdo de amostras sintéticasi™®. A linearidade aplicada a calibracdo
multivariada, em particular a espectrofotometria, envolve a demonstracdo da resposta do
equipamento correlacionada com valores de referéncia das amostras distribuidas por todo o

intervalo definido pelo modelo de calibracao.

2.5.1.5 Intervalo

Intervalo séo os niveis extremos de concentracdo (ou da propriedade de interesse) que
podem ser determinados com exatidao, precisdo e linearidade. Esse parametro geralmente é
proveniente dos estudos de preciséo e linearidade. Dependendo do tipo de anélise realizada, a
faixa de concentracéo de minimo de cobertura varia. O ICH ™! recomenda intervalos de 80-
120% de cobertura para as analises quantitativas ou 70-130%, para testes de uniformidade de
conteddo. Nos métodos multivariados o intervalo adequado vai depender do objetivo do
método. E possivel determinar propriedades que cobrem grandes intervalos de trabalho, ou em

outros casos, variacdes pequenast*él.
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2.5.1.6 Sensibilidade

E definida como a fracdo do sinal responsavel pelo acréscimo de uma unidade de
concentragao a propriedade de interesse. E o inverso da inclinagio deste grafico para o modelo

inverso Para modelos de calibragio multivariada, como PLS, pode ser determinada
Como:[119,120,121]

b -

em que, by é o vetor dos coeficientes de regressdo estimados pelo PLS.

2.5.1.7 Seletividade

E a medida do grau de sobreposicdo entre o sinal da espécie de interesse e 0s

interferentes presentes na amostra, indicando também, a parte do sinal que € perdida por essa

sobreposicado™. Para modelos de calibracdo multivariada, a seletividade, SELk,i , é definida

comol*?l:

SEL, , = —~L

(16)

em que, NAS, ; é o valor escalar do sinal analitico liquido para a amostra i e Xx; representa o

vetor de respostas instrumental para a amostra i.

2.5.1.8 Limite de Detecgdo (LD) e Quantificagdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo de um método analitico, expressam a menor
quantidade da espécie de interesse que pode ser detectadas e quantificada com seguranca,
respectivamente. Para um conjunto de dados que apresenta comportamento homoscedastico, 0s

LD e LQ na calibragdo multivariada podem ser calculados pelas equagdes a seguirt™2*,
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1
LD = 35Xku H = 30X SEN (17)

1
SEN

LQ =105x], | =105% (18)

em que, 0x ¢ o desvio padrdo do sinal de referéncia, by € 0 vetor dos coeficientes de regressdo
do modelo PLS para a espécie k, SEN corresponde ao valor de sensibilidade obtido através da

equacao 15.
2.5.2 Parametros que indicam a qualidade de um modelo multivariado

Alguns parametros calculados com os resultados obtidos pelos modelos indicam a
eficiéncia do mesmo. Esses parametros servem para fazer a escolha de modelos mais adequados
a predicdo dos parametros desejados. Alguns pardmetros que podem ser adotados como
critérios de avaliacdo: coeficiente de correlagdo (R ), o nimero de variaveis latentes, o valor do
erro médio quadratico padrao de calibracdo (RMSEC), o valor do erro médio quadratico padréo
de validacdo cruzada (RMSECV), e o valor do erro médio quadratico padrdo de previsdo
(RMSEP). Para dados centrados na média estes erros estdo definidos pelas equagdes 19 a 21.

Nea|

Z(yprev ~ Yret )2

— i=1
RMSEC = -2 g (19

il(yprev = Yiet )2

RMSECV = =1 n (20)

cal
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Nya|

Z (yprev ~ Yeer )2

val

onde ncy € 0 nUmero de amostras do conjunto de calibracdo, nyy € 0 nimero de amostras do

conjunto de validag&o externa, K é o nimero 6timo de variaveis latentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver meétodos analiticos para determinar os teores de AZT+3TC dose fixa
combinada utilizando as regides espectrais do ultravioleta (UV) e infravermelho proximo
(NIR), bem como determinar a dureza no comprimido e umidade no granulado, empregando a

espectrofotometria NIR.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver métodos utilizando a espectrofotometria derivativa no UV para quantificagdo
da associagdo AZT+3TC nos granulados e comprimidos revestidos para dose fixa
combinada;

e Desenvolver modelos de calibracdo multivariada empregando a espectrofotometria no UV
e NIR para quantificacdo da associacdo AZT+3TC nos granulados, ndcleos e comprimidos
revestidos para dose fixa combinada;

e Validar os métodos baseados na espectrofotometria derivativa e 0s métodos multivariados
UV e NIR;

e Determinar os teores da associacdo (AZT+3TC) na forma de comprimidos revestidos para
diferentes laboratorios produtores, utilizando os métodos desenvolvidos UV/PLS e
Derivativos;

e Quantificar a dissolucéo e perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos revestidos de diferentes
laboratorios utilizando os métodos desenvolvidos (UV/derivativa e PLS) e comparar com 0
método de referéncia (CLAE);

e Determinar a dureza do nacleo de AZT + 3TC empregando a espectrofotometria NIR e
calibracdo multivariada;
e Determinar 0 teor de agua no granulado e comprimido de AZT+3TC empregando a

espectrofotometria NIR e calibragdo multiavariada;
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4.0 EXPERIMENTAL - ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA

4.1 Padrdes e amostras utilizados

Foram utilizadas substancias quimicas de referéncias (SQR) de 3TC e AZT da United
States Pharmacopeia (USP) dos lotes GOF114 e HOF263, respectivamente. Esses padrdes
foram utilizados para secundarizar as matérias-primas, cedidas pelo LAFEPE, as quais
apresentaram teor de 99,85% e 99,91% de AZT e 3TC, respectivamente. A partir dos padrdes
secundarizados, foram preparadas solucdes estoque de 3TC e AZT nas concentragfes 0,25
mg.mL™ e 0,50 mg.mL™, através de diluicBes em agua ultra-pura.

Os comprimidos (300 e 150 mg) de AZT+3TC analisados foram cedidos pelos
laboratorios farmacéuticos: Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuo(LAFEPE),
Farmanguinhos, Industria Quimica do Estado de Goias (IQUEGO), Fundacgéo para o0 Remédio
Popular (FURP) e GlaxoSmithKline, denominados aleatoriamente por A,B, C, D e E. O placebo
foi realizado seguindo a formulagdo do LAFEPE composto pelos seguintes excipientes
qualitativamente: amido, glicolato de amido, celulose microcristalina, polivinilpirrolidona,
aerosil, estearato de magnésio.

Para as analises utilizando espectrofotometria UV derivativa, PLS e CLAE, as amostras
comerciais foram preparadas a partir de dilui¢do. Para tanto, 20 comprimidos de cada fabricante
foram pesados e posteriormente pulverizados utilizando almofariz e pistilo. Em seguida, pesou-
se uma quantidade equivalente a 75 mg de 3TC e 150 mg de AZT, transferiu-se para um baldo
volumeétrico de 100 mL e diluiu-se com agua ultra-pura, de tal modo que a concentracéo final
fosse as mesmas dos padrdes 7,5 mg.L™ paraa 3TC e 15 mg.L™" para o AZT.

Para a construcdo do modelo UV/PLS foram preparadas 31 misturas binarias de
AZT+3TC de padrdo secundério. O algoritmo de SPXy!®® (Sample set Partioning based on
joint X-y distances algorithm) foi usado para selecionar as amostras para a calibragdo e
predicdo. Foram selecionadas 22 amostras para o conjunto de calibragdo (I1). Seis amostras
foram selecionadas para prever a concentracdo de AZT (¢) e seis amostras para prever a
concentracdo 3TC (O). A Figura 4 mostra a distribuicdo das amostras no conjunto de calibracdo

e previsdo. Trinta e nove amostras comerciais também foram utilizando na etapa de validagao.
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Figura 4: Distribuicdo das concentracfes das misturas de
calibracdo e previsdo no espago amostral empregando a
espectrofotometria no UV

Para um melhor entendimento da metodologia aplicada a Figura 5 mostra como sdo
construidas as planilhas para construcdo dos modelos multivariados. Para cada concentracdo
varidveis independente (vetor y) foram alimentadas a matriz X (variaveis dependentes) com os

respectivos espectros.
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Figura 5: llustragcdo da forma como é montada o diagrama de organizacdo dos amostras.



4.2 Registro dos espectros

Todos os espectros de absorcdo na regido UV, tanto para a analise usando
espectrofotometria derivativa quanto para o modelo UV/PLS, foram registrados utilizando um
espectrofotdmetro UV-VIS de feixe duplo da marca Shimadzu®, modelo UV-2401 PC, na
regido de 200 a 300 nm, com velocidade de varredura de 8,3 nm/s. As cubetas utilizadas foram

de quartzo com percurso 6tico de 10 mm.

4.3 Perfil de dissolucéo dos comprimidos revestidos de AZT + 3TC

Para realizacdo dos perfis de dissoluco utilizou-se um dissolutor de marca VANKEL®,
modelo VK 7010, acoplado a um autocoletor, modelo VK 8000, da mesma marca. Os perfis de
dissolucéo foram realizados utilizando oito cubas contendo 900 mL de &gua, rotacdo de 50 rpm,
aparato pas e temperatura de 37+0,5°C. Aliquotas de 2 mL do meio de dissolu¢do foram
coletadas nos intervalos de 3, 6, 10, 15, 20 e 30 min. Cada aliquota foi levada a um balédo
volumétrico de 50 mL de tal modo que as concentracdes tedricas finais fossem 13,33 mg.L™ de
AZT e 6,66 mg.L™ de 3TC.

4.4 Métodos de referéncia do teor de AZT + 3TC ( método cromatografico)

As analises cromatogréficas foram realizadas empregando-se um  sistema
cromatografico Shimadzu®, constituido por bombas binarias LC-10 ADvp, detector UV/VIS
SPD 10 Avp em 270 nm, forno CTO-10ASvp (30°C), controlador do sistema SCL-10ADvp e
auto-injetor SIL-10ADvp, fase estacionaria (coluna C18 125 x 4,6 cm, porosidade 5 um) e fase
movel (tampdo de acetato de amdnio pH 5,4 e metanol 65:35), fluxo de 1,0 mL/min e volume
de injecdo de 20 pL. Os cromatogramas foram obtidos e analisados através do programa Class-
VP. O metanol e o acetato de amonio utilizados na fase movel foram das marcas J.T.Baker e
Merck, respectivamente. A agua ultra-pura utilizada em todas as etapas foi obtida por sistema
Milli-Q®-Gradient. Todas as vidrarias utilizadas foram da marca Pyrex® e certificadas por lote.

Todos os equipamentos foram previamente qualificados e certificados.
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4.5 Programas estatisticos

O programa OriginLab® 8.0 foi utilizado para o processamento dos dados e célculo das
derivadas na espectrofotometria derivativa. O programa UNSCRAMBLERe® v9.8 da CAMO foi
empregado para pré-processamento dos espectro e constru¢do dos modelos PLS. O algoritmo
APS B8 spx P e MvC1M executados empregando o ambiente MATLAB®, versdo 6.5.
Esses programas foram usados, respectivamente, para a selecéo de varidveis nos modelos MLR,
para selecdo de amostras do conjunto de calibracdo e previsdo e para o célculo de algumas
figuras de mérito analitico.
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5. 0 EXPERIMENTAL - ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO
PROXIMO

5.1 Amostras

5.1.1 Determinacéo da umidade

Para construcdo do modelo foram utilizadas 50 amostras distintas. Para o preparo das
mesmas foram coletas 500 g do granulado AZT+3TC na linha de producdo do LAFEPE, os
quais foram distribuidos em placas de Petri (aproximadamente 7,0 g) e levados a estufa a
pressao reduzida a 60°C por 20 horas, sobre uma pressao de 5 mmHg, para retirada da umidade
residual. Em seguida, foram retiradas 30 amostras de aproximadamente 7,0 gramas e
contaminadas com agua em uma faixa de 25 a 500 L, utilizando pipeta automatica. Outras 20
amostras foram adquiridas de diferentes lotes da linha de producdo do LAFEPE. As amostras de
calibracdo e previsdo foram selecionadas usando o algoritmo SPX-y. Desse modo, utilizou-se
inicialmente 36 amostras para a etapa de calibracdo e 14 amostras para a etapa de previsdo. As

analises de referéncia foram realizadas utilizando o método potenciométrico de Karl Fischer.

5.1.2 Dureza dos nucleos

Para construcdo dos modelos foram utilizados 179 nucleos com diferentes forcas de
compressao. As amostras foram compostas por nicleos produzidos na compressora utilizada na
planta industrial do LAFEPE em uma faixa de 1.7 a 15.9 Kgf/cm? de dureza. As amostras de
calibracdo e previsdo foram selecionadas utilizando o algoritmo SPX-y de modo que foram
separadas inicialmente 120 amostras de calibracdo e 59 amostras para previsdo, com dureza
variando de 3.3 a 15.6 Kgf/cm?® Para cada nicleo foi registrado o seu espectro e em seguida

determinada a dureza utilizando um durémetro digital.

58



5.1.3 Determinacdo dos teores dos granulados, nucleos e comprimidos revestidos de
AZT +3TC

Para a construgdo dos modelos foram preparadas 33 amostras em planta piloto do
LAFEPE, de modo a ampliar a faixa de concentracdo dos comprimidos que compuseram 0S
conjuntos de calibracdo, fornecendo suficiente variabilidade e evitando extrapolacdes do
modelo.

Estas misturas foram elaboradas a partir de um planejamento fatorial experimental 5
(Figura 6) totalizando 25 amostras (©). Oito (8) misturas (©) foram adicionadas ao espago
amostral definido pelo planejamento 5% com o objetivo de obter maior robustez ao modelo.

Cada uma das misturas do planejamento experimental tem uma massa média de 300 g e
foi preparada através da mistura dos dois principios ativos e dos excipientes. Para isso as massas
de AZT +3TC foram variadas dentro de uma faixa de +15% do valor rotulado. Os diluentes
(celulose e amido) foram usados para completar a massa total do comprimido (800 mg) e a
massa dos demais excipientes (aerosil, polivinilpirrolidona, estearato de magnésio) foi mantida
constante para preservar as caracteristicas fisico-quimicas dos comprimidos. A partir de cada
mistura por via Umida foram obtidos aproximadamente 60 comprimidos e separados cerca de 50
g do granulado para posterior anélise utilizando a espectrofotometria NIR e CLAE. O conjunto
de previsdo foi composto por lotes pilotos produzidos em bancada e por granulados, nucleos e

comprimidos revestidos produzidos na linha de producéo do LAFEPE.
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Figura 6: Distribuicdo das misturas de AZT+3TC no espa¢o amostral para compor o conjunto de calibracéo
(©) amostra do planejamento fatorial (©) amostras adicionadas ao planejamento .
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As amostras dos granulados em todas as concentracdes definidas pelo planejamento
experimental foram coletadas antes de serem processadas em ndcleos, etapa que antecede o
revestimento. Dos 33 lotes pilotos 28 desses foram utilizados no conjunto de calibracdo e 5
foram utilizados para a validag&o externa (conjunto de previsdo). Quarenta e nove (49) amostras
de granulados também foram coletadas de diferentes lotes da linha de producdo. Dessas, 12
amostras foram utilizadas na calibracdo de forma a representar caracteristicas do processo de
producdo. As outras 37 amostras foram utilizadas para avaliar a capacidade preditiva do modelo
construido.

Para construir o modelo de calibracdo para a previsao do teor de AZT e 3TC nos ndcleos
e comprimidos revestidos, 33 amostras foram preparadas em uma planta piloto apds a
compressao (nucleo), com concentracdo descrita, conforme Figura 6. Dos 33 lotes pilotos 28
desses foram utilizados no conjunto de calibragéo e 5 foram utilizados para a validagéo externa
(conjunto de predicdo). Os comprimidos da linha de producédo também foram usados nas etapas
de calibracdo e previsdo. Quarenta e sete (47) nucleos de diferentes lotes foram coletados antes
do revestimento (ndcleo), sendo que 22 desses foram utilizados no conjunto de calibracao e 25
na previsdo. Trinta e um (31) comprimidos de diferentes lotes foram coletados apds a fase de
revestimento. Destes 17 foram utilizados no conjunto de calibracdo e 14 na previsdo. Dessa
forma inicialmente foram utilizados para compor 0os modelos de calibracéo 40, 50 e 45 amostras
e para previsdo 42, 30 e 19 amostras dos granulados, nucleos e comprimidos revestidos,

respectivamente.
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5.2 métodos de referéncia

5.2.1 Determinacéo da umidade

A determinacdo da umidade foi realizada pelo método volumétrico de Karl Fischer
conforme preconizado pelos compéndios oficiais, utilizando um equipamento da SCHOTT
modelo Titroline alpha. A titulacdo por Karl Fischer ¢ um método quimico seletivo para
determinacdo do teor de &gua em diferentes matrizes. Isto sO é possivel pela reacdo quimica que
ocorre entre a 4gua na amostra e um alcool, imidazol como o diéxido de enxofre e iodo %
Foram utilizados 150 mg de cada amostra em estudo.

Com o objetivo de realizar um estudo comparativo, também foi utilizada para
determinar a umidade, uma balanga de umidade, da Mettler Toledo. O equipamento tem o
mesmo principio da termogravimetria, determinando a massa da amostra quando esta €
aquecida rapidamente com a unidade de secagem, por ldampada haldgena integrada. Foram

utilizados 500 mg de cada amostra.

5.2.2 Determinacéo da dureza

Os testes de resisténcia mecénica, como dureza, sdo considerados oficiais dentro do
contexto legal da Farmacopéia, constituindo-se em elementos Uteis na avaliacdo da qualidade
integral dos comprimidos. Esses testes visam demonstrar a resisténcia dos comprimidos a
ruptura provocada por quedas ou friccdo. Ela € proporcional a forca de compressdo e
inversamente proporcional a sua porosidade. As analises de referéncia foram realizadas

utilizando um durémetro digital modelo VK 200.
5.2.3 Determinacéo do teor de AZT + 3TC (método cromatografico)

O método de referéncia ja foi descrito no item 4.4 parte da experimental da

espectrofotometria no ultravioleta.
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5.3 Aquisicao dos espectros NIR

Os espectros de todas as amostras foram registrados na faixa de 14.000 a 4.000 cm™
utilizando um espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier da marca
BOMEM, modelo FTLA 2000 (Figura 7). No registro do espectro do branco foi utilizado
Teflon (99% reflective Spectralon, Labsphere me., North Sutton, NH, USA). Todos o0s
espectros foram registrados com temperatura ambiente (em torno de 25+5°C) e umidade (45%)
relativa controladas. Para o registro dos espectros das amostras dos granulados foi empregado o
acessorio Powder Samplir (Figura 8). No caso dos nucleos e comprimidos revestidos, foi
utilizado um suporte construido no laboratério para adaptacdo dos comprimidos ao percurso
oOptico, utilizando a técnica de reflectancia difusa (Figura 8). Para a determinagdo da umidade e
teores de AZT e 3TC foram obtidos os espectros empregando medidas de 32 varreduras e
resolucdo de 8 cm™. Para a determinacdo de dureza os espectros foram obtidos com 64

varreduras e resolucéo de 16 cm™

Figura 7: Espectrofotémetro NIR, modelo ABB BOMEM , e acessorio Powder Samplir.
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Figura 8: Acessorios Powder Samplir + acessério adaptado.

5.4 Calibragéo multivariada

Neste trabalho, foram construidos modelos PLS-1 e MLR. Todos os modelos foram
obtidos utilizando validagc&o cruzada completa para definir o nimero de variéveis latentes (VL)
do PLS ou numero de varidveis no caso do MLR. Vaérios tipos diferentes de pré-
processamentos foram testados (Suavizagdo e derivadas com filtros de Savitzky-Golay
variando-se 0 nimero de pontos das janelas em 7, 15, 21 e 41 pontos), (Multiplicative Signal
Correction — MSC), usando a mesma faixa espectral para todos 0os modelos. Para a escolha do
melhor modelo foram analisados os valores dos menores erros de previsdo (RMSECV e
RMSEP). Além disso, foram avaliados os coeficientes de correlacdo dos conjuntos de
calibracdo (Rcal) e validacdo externa (Rval). O algoritmo SPXy foi empregado para dividir as
amostras de calibrag8o e previsdo. No caso do MLR, as varidveis foram selecionadas através do
algoritmo APS.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO - ESPECTROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA.

6.1 método de referéncia (CLAE)

O método analitico utilizado como referéncia para a doseamento do AZT+3TC foi a
CLAE. A fase movel constituida de metanol e tampdo acetato de amonia (35:65) pH 5,4
mostrou-se adequada. De acordo com a Figura 9 pode-se perceber um adequado tempo (5 min)
de analise, picos com boa assimetria (T<2), capacitancia e tempo de retencdo relativo. A
eficiéncia da coluna ficou bem acima do preconizado pela literatura (pratos tedricos > 2000). As
curvas analiticas apresentaram linearidade significativa nas concentragdes dos farmacos na faixa
de 1- 50 (mg.L™") para 3TC e 1-100 (mg.L™) com 8 pontos diferentes de concentracdes. A
especificidade do método ficou comprovada através da comparagdo obtida entre os
cromatogramas do placebo e padrdo com os dois ativos na mesma solucdo. A inexisténcia de
qualquer pico nas condi¢des de estudo evidenciou a especificidade do método. O ensaio da
precisao, na repetitividade de seis réplicas auténticas na concentracéao tedrica de 100% para 3TC
(75 mg.L™") e AZT (15 mg.L™) apresentaram um desvio padréo relativo baixo atendendo as
normas vigentes (Tabela 1). Para a robustez do método foram avaliados: temperatura do forno,
composicdo da fase movel, variacdo de pH do tampao e lotes de colunas. Todas as variacdes
ficam estatisticamente dentro do limite especificado. Na Tabela 1 estdo relacionados os
resultados da validacdo do método.

MMMMMMM

Figura 9: Cromatograma da amostra de 3TC+AZT condicéo: coluna RP-18 (125x4nm, 5um); fase mével:
metanol:tamp&o acetato aménio (35:65) pH 5,4; fluxo: 1,0 mL/min; detector: UV 270 nm.
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Tabela 1: Resultados da validacéo do método (CLAE).

Método Parametros 3TC AZT
Faixa linearidade (mg.L™) 1-50 1-100
Inclinagdo 514447 43589,3
Coeficiente linear 171,79 172,6
R 0,9999 0,9999
CLAE  Repetitividade(%) 98,58 £1,05 98,62+0,83
DPR% 1,07 0,84
LD (mg.L? 0,0790 0,07144
LQ (mg.L™h 0,0237 0,02143
Exatiddo 50% 50,10 £ 0,97 50,11 + 0,99
Exatiddo 100% 99,12 + 0,45 99,83+ 0,68
Exatiddo 150% 148,94 + 1,03 148,99 + 0,94

Os resultados da exatiddo nas concentragdes 50, 100 e 150%, através do teste de Student
confirmaram a exatiddo do método no intervalo de 95% de confianca. Os resultados mostraram
t calculados (2,4; 2,0 e 3,5) para AZT e (2,7; 1,0 e 3,1) para 3TC, inferiores ao t-tabelado (4,3).

Todos os parametros estatisticos ficaram dentro do esperado atendendo as normas oficiais.
6.2 Espectrofotometria UV-VIS

6.2.1 Espectrofotometria derivativa

Os espectros das analises utilizando a espectrofotometria UV para o AZT (15 mg.L™Y), a
3TC (7,5 mg.L™), mistura dos dois farmacos (AZT -15 mg.L™ e 3TC -7,5 mg.L™), comprimido
(AZT -15mg.L? e 3TC-7,5mg.L™) e o placebo, estdo ilustrados na Figura 10. Como pode ser
observado o AZT e o 3TC apresentam uma forte sobreposicdo espectral. Para superar este
problema utilizou-se a espectrofotometria derivativa e a calibragdo multivariada usando a

regresséo por minimos quadrados parciais ( PLS).
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Figura 10: Espectros na regido UV do AZT (15 mg.L™), 3TC (7,5 mg.L™), mistura dos dois farmacos (AZT -
15 mg.L™" e 3TC -7,5 mg.L™"), comprimido (AZT -15 mg.L™ e 3TC -7,5 mg.L™) e do placebo em solugio
aquosa.

Para determinar a concentracdo de AZT e 3TC nas amostras comerciais utilizando a
espectrofotometria derivativa com maior precisdo e exatiddo, foi realizado um estudo dos
parametros instrumentais que afetam a forma da derivada espectral. Os pardmetros estudados
foram: a velocidade de varredura, aplicacdo da funcdo de atenuacdo e o incremento do
comprimento de onda (AA) para obter a derivada espectral. Para isto foram realizadas varreduras
em diferentes velocidades e variagcdes nos comprimentos de onda. Além disso, foram aplicadas
varias janelas para a suavizacdo dos espectros derivativos. As condicdes ideais para o registro
dos espectros de absorvancia na regido de 200 a 300 nm foram velocidade de varredura 8,3
nm/s, AA=1,0 nm e para a suavizac¢ao dos espectros utilizando o algoritmo Savitzky-Golay ,
janelas de suavizacdo de 11 pontos para a primeira derivada e 17 pontos para a segunda
derivada.

Apos este estudo registrou-se espectros de absorvancia de solucdes individuais nas
concentracdes 15 e 20 mg.L™ para 0 AZT e 7,5 e 10 mg.L™ para o 3TC, respectivamente como

mostra a Figura 11.
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Figura 11: Espectros de absorcéo na regido UV do AZT (15 e 20 mg.L™) e 3TC (7,5 e 10 mg.L™).

A estes espectros foram aplicadas a primeira e segunda derivada, mostradas nas Figuras
12 e 13, e a partir deles foi possivel determinar o sinal de absorvancia no comprimento de onda
em que a contribuicdo de um dos componentes é zero. Para a primeira derivada, Figura 12, o
3TC foi determinado medindo-se o sinal da primeira derivada no ponto de intersecdo do AZT
(267,30 nm). J& para 0 AZT, o ponto de intersercdo do 3TC foi determinado como sendo 249,30

nm, onde foi medido o sinal de absorvancia do AZT.
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Figura 12: Espectros de primeira derivada do 3TC nas concentragdes (1) 7,5 mg.L™ e (2) 10 mg.L™ ( )
AZT nas concentragdes (3) 15mg.L e (4) 20 mg.L™ ( ).
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Para a segunda derivada, 0 3TC foi determinado medindo-se o sinal de absorvancia no

ponto de interse¢do do AZT (250,70 nm), enquanto a de AZT foi determinado medindo-se 0

sinal de absorvancia no ponto de interse¢do do 3TC (239,00 nm e 229,0 nm), como mostra a

Figura 13.
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Figura 13: Espectros da segunda derivada do 3 TC nas concentragdes (1) 7,5 mg.L™ e (2) 10 mg.L™ ( )
AZT nas concentracdes (3) 15 mg.mL™ e (4) 20 mg.L™ ( ).

Em seguida, registrou-se espectros das solucbes de AZT na faixa de concentracéo de 1,0

-100,0 mg.L™ e de 3TC na faixa de concentragdo de 1,0 -50,0 mg.L™. Construiu-se entdo a

curva analitica de concentracdo de AZT ou 3TC versus absorvancia derivativa, mostradas nas

Figuras 14a (AZT) e 14b (3TC). Pode-se notar que foi obtida uma relacéo linear entre o sinal de

absorvancia obtido através das derivadas e a concentra¢do dos farmacos em estudo.
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Figura 14: Curvas analiticas do (a) AZT na faixa de 1-100 mg.L™ e (b) 3TC na faixa de 1-50 mg.L™.
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O método desenvolvido foi validado de acordo com os procedimentos descritos na RE
n° 899/2003. Os parametros da validacdo do método sdo apresentados na Tabela 2.

De acordo com a ANOVA as trés curvas auténticas obtidas ndo demonstraram falta de
ajuste, mostrando que o método é capaz de gerar resultados proporcionais as concentracoes
estudadas. A especificidade do método foi verificada quando aplicado as amostras de placebo
do comprimido LAFEPE, mostrando que os excipientes ndo interferem no método.

No ensaio da precisdo, a repetitividade das seis réplicas auténticas na concentracao
tedrica de 100% para 3TC (7,5mg.L™) e AZT (15 mg.L™) apresentou um baixo desvio padrdo
relativo (DPR), atendendo as normas vigentes. Os resultados da exatiddo mostraram uma
concordancia entre os resultados encontrados para a analise dos comprimidos nas concentracdes
de 50, 100 e 150% da concentracao esperada (Tabela 2).

A exatiddo dos metodos foi verificada pela andlise estatistica atraves do teste-t de
Student no intervalo de confianca 95%. Os resultados mostraram t calculados para 50, 100 e
150% (2,3; 1,9 e 3,3 para ED* € 2,8; 2,9 e 1,3 para ED?) inferiores ao t-tabelado (4,3).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados pelo método da curva
analiticas, dividindo-se o desvio padrdo dos coeficientes lineares das trés curvas de calibracdo
pelas médias dos coeficientes angulares, e os resultados obtidos estdo de acordo com as normas

vigentes.
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Tabela 2: Resultados da validagao dos métodos baseados em espectrofotometria derivativa para o

AZT + 3TC.
Métodos Parametros 3TC AZT

Faixa linear (mg.L™) 1- 50 1-100
A de intersecéo (nm) 267,3 249,3
Inclinacdo 0,0006 0,00124
Coeficiente linear 0,0002 0,00004
R? 0,9996 0,9999

ED' Repetitividade(%) 98,2+11 99,8 1,2
DPR% 1,2 1,2
LD(mg.L™") 0,181 0,035
LQ(mg.L™) 0,603 0,117
Exatid&o 50% 49,35+0,8 50,99 + 0,4
Exatiddo 100% 98,8 +0,9 101,28 +0,7
Exatiddo 150% 149,55+ 0,9 150,61+ 0,6
Faixa linear (mg.L™) 1- 50 1-100
A de intersecéo (nm) 250,7 229,0 239,0
Inclinagio 0,00009 0,0002 0,0001
Coeficiente linear 0,000006 0,00003 0,00005

, R? 0,9998 0,9999 0,9999

ED Repetitividade(%) 100,08 + 1,48 98,51+1,59 98,36+1,40
DPR% 1,47 1,61 1,42
LD(mg.L™) 0,1029 0,0986 0,4973
LQ(mg.L™) 0,3431 0,3287 1,6575
Exatiddo 50% 50,2+ 0,3 498+04 499+0,3
Exatiddo 100% 99,85 + 0,46 100,2 £ 0,3 100,1+0,3
Exatiddo 150% 150,1£0,3 1499 £0,5 1498+ 0,6
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ED": Espectrofotometria primeira derivada, ED? Espectrofotometria segunda derivada.
LD - Limite de deteccdo, LQ — Limite de quantificacdo

Os parametros avaliados no teste de robustez foram: agua ultra-pura e deionizada; tempo
de sonicacao; solucdo sem e com filtracdo; estabilidade da solucéo (em 0, 24 e 48 h). Todas as
variagcdes produziram resultados (Tabela 3) estatisticamente dentro do limite especificado com

95% de confianca.



Tabela 3: Parametros avaliados na robustez para o UV/derivadas. t=2.77 e n=3.

Variaveis da robustez 1°derivada 2° derivada
AZT (%) 3TC (%) AZT (%) 3TC (%)

Ultra-pura 96,32+ 1,38 99,77 +£0,71 96,28 + 1,28 99,87 + 0,69

Agua Deionizada 95,78 + 1,09 99,05 + 1,02 95,66 + 1,11 99,10 £ 0,97
t - calculado 1,17 1,46 1,17 1,57

10 96,74 £ 1,26 97,65+ 1,42 96,62 + 1,38 97,66 £ 1,51

Tempo sonicacdo(min) 15 96,34 £ 1,42 97,32+1,32 96,36+ 1,32 97,22 +£1,48
t - calculado 0,37 0,40 0,38 0,52

Filtrada 97,22 +1,13 98,63+ 1,18 97,41+0,93 98,83 + 1,09

Tipo de solugdo N&o filtrada 97,13+ 0,98 98,42 + 0,40 96,93 £ 0,93 98,31 £ 0,52
t - calculado 0,4976 1,12 0,35 1,13

0 96,88 + 0,62 99,33+ 0,53 96,87 £ 0,54 99,47+ 0,43

Estabilidade (h) 24 97,13+0,75 99,56 + 0,84 97,23 +£0,85 99,66 £ 0,78
t - calculado 0,7719 0,61 0,65 0,59

0 97,19 £ 057 99,19 + 0,58 96,89 + 0,46 99,09 £ 0,49

Estabilidade (h) 48 97,18 +0,38 99,33 + 0,64 97,16 £ 0,35 99,23 £ 0,53
t - calculado 111 0,87 1,31 0,62

6.2.2 Calibracdo multivariada usando o PLS

Outra alternativa para superar a alta sobreposicdo espectral das amostras de AZT, 3TC e
das doses fixas combinadas contendo esses farmacos é a utilizacdo da calibracdo multivariada
através do algoritmo PLS.

O modelo UV/PLS foi construido a partir dos espectros na faixa espectral de 200 a 300
nm das 31 amostras de calibracdo. O modelo obteve valores de erros (RMSEC e RMSECV)
adequados quando aplicado as misturas sintéticas de AZT e 3TC em variadas proporc¢des,
porém quando aplicado aos comprimidos comerciais, este ndo respondeu como esperado.

Apos investigagdo foi verificado que um dos excipientes absorvia na faixa de 200 a 230

nm (Figura 15) e interferia na capacidade preditiva do modelo UV/PLS desenvolvido.
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Figura 15: Varredura individual dos excipientes e do placebo.

Deste modo, a regido espectral de 200 a 230 nm foi excluida e um novo modelo foi
construido com o objetivo de eliminar os possiveis interferentes.

A validacdo do modelo foi avaliada verificando os seguintes parametros: linearidade,
seletividade, exatiddo, precisdo, intervalo de confiangca. Os célculos e analises das figuras de
mérito certificam que o modelo multivariado é confiavel e atende as especificacbes impostas
pelos érgdos fiscalizadores nacionais e internacionais

Os parametros de calibracdo e validacdo s@o apresentados na Tabela 4. O
ndmero de variaveis latentes (VL) utilizado no modelo PLS foi determinado com base no

[1021 " pyas variaveis latentes

PRESS, utilizando o critério Haaland e Tomas
foram selecionadas para ambos os modelos, que estda em conformidade com o numero de
principios ativos. A sensibilidade (SEN), a seletividade (SEL), e o limite de deteccdo (LD)
foram calculados com base na teoria de NAS, utilizando o algoritmo MVC1 ™. Ppara
calibracdo multivariada, a seletividade indica a parte do sinal total que ndo é perdida devido a
sobreposicdo espectral. A sensibilidade mede as variag0es na resposta em funcdo da

concentrac&o de um analito particular™?”.
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Tabela 4: Resultados da validacdo do método calibracdo multivariada (PLS).

Parametros ( calibracdo n = 22) 3TC AZT
RMSEC (mg.L)) 0,14 0,34
RMSECV (mg.L?) 0,17 0,39

N° de variaveis latentes(VL) 2 2

R (predito versus valor de referéncia). 0,9977 0,9973
Inclinagdo (predito versus valor de referéncia) 0,998 +0.020 0,9970+0.022
Coeficiente linear (predito versus valor de referéncia) 0.01+0.14 0.03+0.36
Faixa de linearidade (mg.L™) 25-125 5,0-25,0
Parametros ( validacdo n =47)

RMSEP (mg.L™) 0,41 0,34
SEL 0,269 0,300
SEN 0,091 0,062
LOD (mg.L™? 0,12 0,16

R (predito versus valor de referéncia). 0,9768 0,9947
Inclinagdo (predito versus valor de referéncia) 0,976+0,024 0,995+0,022
Coeficiente linear (predito versus valor de referéncia) 0,14+0,23 0,24+0,31
Repetitividade(%) 98,0 +0,88 99,1+0,86
DPR% 0,89 0,87
Especificidade 0,000 0,000
Exatiddo 50% (n=3) 50,3+0,20 50,3+0,20
Exatiddo 100% (n=3) 98,4+ 0,25 100,4 £ 0,41
Exatiddo 150% (n=3) 149,0+ 1,03 148,9+ 0,94

Os resultados da exatiddo evidenciaram uma concordancia entre os resultados
encontrados nos comprimidos nas concentracfes de 50, 100 e 150%. As analises estatisticas
através do teste t Student ratificam a exatiddo dos métodos no intervalo de 95% de confianca.
Os mesmos mostraram t calculados (1,3; 2,3; 2,3) inferiores ao t-tabelado (4,3).

Analisando a Figura 16, que apresenta os valores da metodologia de referéncia versus os
valores preditos pelo modelo para as amostras de calibracdo e validacdo, pode-se observar que

as curvas obtidas tanto para AZT (Figura 16a) quanto para o 3TC (Figura 16b), mostram boa

correlacdo indicando com maior seguranca a previsao das concentragdes planejadas.
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Figura 16: Curvas do valor medido versos o valor previsto para os modelos de calibracdo multivariada
(PLS) para AZT (a) e 3TC (b).

Os parametros avaliados no teste de robustez foram: 4gua ultra-pura e deionizada; tempo
de sonicacdo; solucdo sem e com filtracdo; estabilidade da solugdo (em 0, 24 e 48 h). Todas as
variacbes ficaram (Tabela-5) estatisticamente dentro do limite especificado com 95% de
confianga. Os erros médios quadrados relativos de previsdo (RMSEP) entre o PLS e 0 método
de referéncia (CLAE) foram de 0,34% para a AZT e 0,41 % para 3TC, o que indica boa

capacidade de previsdo dos teores dos farmacos na forma farmacéutica estudada.



Tabela 5: Parametros avaliados na robustez paraa UV/PLS. t=2.77 e n=3.

Varidveis da robustez AZT (%) 3TC (%)
Ultra-pura 96,44 + 1,58 99,97 £ 0,79
Agua Deionizada 95,36 + 1,19 98,95+ 0,92
t - calculado 1,09 1,68
10 96,84 + 1,36 97,46 £1,71
Tempo sonicagao(min) 15 96,54 £ 1,52 97,12 +1,40
t - calculado 0,29 0,31
Filtrada 97,31+1,03 98,73+ 1,08
Tipo de solugéo N4o filtrada 96,93 +0,93 98,11+ 0,40
t - calculado 0,55 1,08
0 96,77 £ 0,42 99,53 £ 0,33
Estabilidade (h) 24 97,03 £ 0,65 99,76 £ 0,84
t - calculado 0,67 0,51
0 96,99 + 0,46 99,09 £ 0,49
Estabilidade (h) 48 97,36 £ 0,25 99,33 £0,53
t - calculado 141 0,66

Considerando os valores apresentados nas Tabelas 4 e 5 0 novo modelo apresentou
valores de RMSECV e RMSEP dentro dos limites preconizados € considerado validado,

conforme recomendacao da Resolucdo especifica RE n©899 com base no ICH e IUPAC.

6.3 Determinacao do teor do AZT + 3TC em comprimidos dose fixa combinada de cinco

diferentes laboratorios pelos métodos desenvolvidos

Uma vez que os métodos UV derivativo, UV/PLS e cromatografico foram
desenvolvidos e validados, estes foram aplicados a determinacdo do teor de 150+300
mg/comprimido de AZT+3TC produzidos por cinco diferentes laboratorios farmacéuticos
(LAFEPE, Farmanguinhos, IQUEGO, FURP, GlaxoSmithKline).

Com o objetivo de demonstrar a confiabilidade dos métodos desenvolvidos frente a
outros fabricantes realizou-se a comparacdo entre os resultados obtidos para cada um dos
métodos. Para avaliar o grau de exatiddo dos métodos desenvolvidos em relagdo ao método de

referéncia, os ensaios foram realizados em octuplicata (n=8) nas mesmas concentra¢fes, AZT
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15 mg.L™ e 3TC-7,5 mg.L™, utilizando as mesmas solucBes para os quatro métodos e para cinco
fabricantes diferentes (Tabela 6).

Os metodos foram avaliados estatisticamente utilizando o teste-t pareado frente ao
método de referéncia. Todos os t-calculados ficaram abaixo de t-tabelado (2,14) com nivel de
95% de confianga, mostrando que ndo ha diferencas significativas entre os métodos propostos e

que estes podem ser aplicados.
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Tabela 6: Resultados dos teores médios dos diferentes fabricantes e métodos. (n=8).

LAB-1 LAB-B LAC-C LAB-D LAB-E
AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
300 mg 150 mg 300 mg 150 mg 300 mg 150 mg 300 mg 150 mg 300 mg 150 mg
CLAE Teor 2951+31 1494 +28 3046+18 150,9+1,9 296,8+5,1 151,8+0,8 302,7+ 3,7 146,2+0,6 291,8+25 1472+14
(mg/comp)
DPR (%) 1 18 0,6 13 1,7 0,5 14 0,4 0,9 0,9
ED! Teor 2971421 1485+18 306,5+ 4,6 152,0+15 2957+19 1522+17 301,7+1,0 1472+15 2911+41 1458+2,3
(mg/comp)
DPR (%) 0,7 1,2 15 1,0 0,6 11 0,3 11 15 1,6
ED’ Teor 2951+13 1494 +12 3038+39 1519+2,4 299,8 + 4,6 152,0+£1,9 302,619 1477+16 291,045.1 1474+16
(mg/comp)
DPR (%) 1,2 15 13 15 15 13 0,7 11 18 11
Teor
PLS (mg/comp) 297,7+17 1486+1,1 307,6 +4,7 151,3 £6,2 299,3+1,6 156,019 3054+4,1 149,1+2,0 2948+ 17 1530+ 1,8
DPR (%) 0,6 0,7 3,6 42 0,5 1,2 1,6 14 0,6 0,5
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6.4 Determinacao do perfil de dissolucéo da dose fixa combinada dos comprimidos de
diferentes fabricantes de AZT + 3TC pelos métodos desenvolvidos

A avaliacdo de perfil de dissolucdo é util para selecionar formulacGes durante o processo de
desenvolvimento farmacotécnico, avaliar a estabilidade, otimizar formulacdes, avaliar o efeito de
determinadas alteracBes realizadas em produtos j& em comercializagdo, como ferramenta no
controle de qualidade lote a lote e, também, para estabelecer a semelhanca entre uma nova
formulacio genérica e seu produto de referéncia. 21271281 As metodologias desenvolvidas foram
avaliadas realizando perfil com 6 (seis) tempos de coleta utilizando 8 (oito) cubas contendo 900
mL de &gua, rotacdo 50 rpm, pés, temperatura 37+0,5°C de acordo com o método de dissolugédo
desenvolvido e validado no LAFEPE. Os perfis de dissolugdo dos cincos fabricantes entre o
método de referéncia CLAE, foram comparados com os obtidos pelos métodos (PLS, ED' e ED?),
como mostram as Tabelas 7 a 11 e Figuras 17 a 21.

Todos os perfis foram analisados ponto a ponto através do teste-t, demonstrando que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre os métodos. A aplicacdo do perfil evidenciou a
aplicabilidade do modelo frente a uma faixa maior para os farmacos estudados para 0s cinco
fabricantes. O método PLS tem maior vantagem em relacdo a espectrofotometrias derivativas, visto
gue uma vez o modelo sendo desenvolvido, é s6 aplicar as varreduras de todos os pontos de
dissolucdo, fazer o pré-tratamento e prever os resultados. No caso das derivadas 0 processo €
demorado e trabalhoso. E necessario derivar cada ponto nos comprimentos ja definidos, verificar

absorvancia e aplicar individualmente na curva.



80

Tabela 7: Resultados obtidos do percentual dissolvido do comprimido dose fixa combinada AZT + 3TC nas
amostras do laboratério -A empregando os métodos CLAE, PLS, ED' e ED?.

Laboratério -A

CLAE PLS ED' ED?
Tempo  AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
(min) (%) % % % % % % %
3 420+69 40,7+7,0 419+66 423+69 421+59 405+69 421+ 63 40,6%6,9
6 839+72 835+72 818+73 833+69 838+72 849+65 835+69 84664
10 92,1#58 923+65 908+59 90,7+62 923+56 920+75 932+53 91,9%6,9
15 933+4,1 93247 925+43 921+45 932+53 942+37 934+45 935%40
20 938+38 93,7x44 931+39 926+42 946+31 938+39 942+32 936%39
30 947+35 94443 938+36 935+38 954+33 949+36 955+29 949+36
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Figura 17- Gréafico do percentual dissolvido versus tempo para as amostra do laboratério-A empregando 0s
métodos CLAE, PLS, ED* e ED’ .
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Tabela 8: Resultados obtidos do percentual dissolvido do comprimido dose fixa combinada AZT + 3TC nas
amostras do laboratério -B empregando os métodos CLAE, PLS, ED* e ED?.

Laboratério -B

CLAE PLS ED' ED’
Tempo AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
(min) % % % % % % % %
3 30,3+16,8 238+111 306+179 264+111 29,1+17,40 235+11,1 291+175 238109
6 64,7+18,7 684+19,7 636+193 692+199 644+189 68,14+196 64,2+190 68,6+19,8
10 90,1+131 968+ 25 888+136 977+11 893+131 9687+75 894+136 96,1+6,8
15 95,7+4,8 993+20 941+51 984+15 95,1+4,6 9889+19 948+49 97,6 +£4,9
20 975+2,6 99,5+3,0 959+2,6 98,1+2,8 97,3+2,3 99,73+3,0 97,0x25 995+3,1
30 99,1+1,2 1009#+15 979+15 996 +1,3 95+15 1004+09 992+13 1005+0,8
1104 1104
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Figura 18- Grafico do percentual dissolvido versus tempo para as amostras do laboratério-B empregando os

métodos CLAE, PLS, ED! e ED?



Tabela 9: Resultados obtidos do percentual dissolvido do comprimido dose fixa combinada AZT + 3TC nas
amostras do laboratério -C empregando os métodos CLAE, PLS, ED* e ED?.

Laboratério -C

CLAE PLS ED! ED?
Tempo AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
(min) % % % % % % % %

3 229+84 208+82 235+86 235+82 230+80 207+84 228+81 211+ 82
6 60,1+16,0 58,1+16,3 59,9+164 59,5+16,8 60,2+16,1 57,7+158 60,2+16,2 58,3+15,8
10 879+97 906+98 872+9,7 870+95 87,8+10,3 899+96 87,6+10,1 90,0+95
15 975+16 981+12 978+13 975+13 979+20 982+19 98,0+1,8 980+1,6
20 985+09 991+1,1 986+10 985+11 985+15 993+13 985+1,3 991+1,1
30 985+0,8 979+09 991+10 985+13 983+12 985+13 985+10 983+12
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Figura 19- Gréfico do percentual dissolvido versus tempo para as amostras do laboratdrio-C empregando os métodos
CLAE, PLS,ED' e ED’.



Tabela 10: Resultados obtidos do percentual dissolvido do comprimido dose fixa combinada AZT + 3TC nas
amostras do laboratério -D empregando os métodos CLAE, PLS, ED' e ED?.

Laboratério -D

CLAE PLS ED' ED?
Tempo AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
(min) % % % % % % % %
3 68,0+10,2 609+11,7 676+10,1 619+111 688+11,3 61,0+11,7 686+109 61,1+11,6
6 87,9+4,6 84,6 +8,1 88,3+5,1 842+79 879+51 845+ 81 88,0+48 845+81
10 92,7+ 3,5 91,6 +6,5 93,2+3,8 90,9+6,2 924+41 910+ 64 92,6 +3,8 91,0+£6,5
15 94,8+29 95,2+5,1 955+3,0 94,1+49 949+3,1 95,3+5,6 95,1+3,0 95,0+5,4
20 95,7+2,8 96,6 £4,7 96,3+2,9 95,7+4,4 953+24 9630+52 955+24 96,2+4,9
30 96,6 £2,3 98,0+3,8 972+24 97,1+38 96,6 +24 979+473 68,6 +2,4 97,8+4,1
100 4 - F
* T 100 T
90 | % : - 80+ -
h [ 8 854 i
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8 = —CLAE 8 80 / PLS
g FLS c_go 7% / ED'
a ED' z ] ED®
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Figura 20- Grafico do percentual dissolvido versus tempo para as amostras

métodos CLAE, PLS, ED' e ED?.

do laboratério-D empregando o0s

83



Tabela 11: Resultados obtidos do percentual dissolvido do comprimido dose fixa combinada AZT + 3TC nas
amostras do laboratério -E empregando os métodos CLAE, PLS, ED' e ED?.

Laboratério —E

CLAE PLS ED? ED?
Tempo AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC AZT 3TC
(min) % % % % % % % %
3 6,1+23 8,1+16 6,724 95 +1.2 6,222 85+16 6,3+2,3 8,7+16
6 242+79 246 +8,4 255+82 280+84 242+83 244+89 244+83 246+ 9,1
10 516+115 515+125 530+115 549+128 516+11,7 51,7119 520+115 519+120
15 816+88 815+94 838+90 845+91 821+91 814+96 823+90 816+9,7
20 93,6 £3,2 93,0£3,5 959+34 956+36 9367+3,1 934+39 939%29 93,6 £3,6
30 96,2+2,1 96,1+2,1 98,3+2,1 976%+19 96,2 +2,1 96,1+2,2 964+21 96,3+2,1
o 10
100 3 R 0 A
o ‘ 8 3 :
854
80 Lty /
5 o] '
< 60 g 04
§ 551 = s B —— CLAE
s 504 PLS 2 45 PLS
§ i3 ED' 5 % ED’
'g ggi ED* = ;g —ED*

Tempo (min)

Tempo (min)

Figura 21- Gréafico do percentual dissolvido versus tempo para as amostras do laboratdrio-E empregando os

métodos CLAE, PLS, ED' e ED?.
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De acordo com as Tabelas 7 a 11 os resultados dos primeiros tempo de amostragem
mostraram uma grande variabilidade devido aos aspectos tecnoldgicos inerente ao processo de
fabricacdo de comprimidos. Dentre estes, podemos citar a variabilidade da espessura da camada de
revestimento de tamanho de particula, e forca de compressdao aplicada. Além disso, as
irregularidades na posi¢do de amostragem podem interferir nos resultados. Esses fatores sdo mais
relevantes no primeiro tempo de amostragem pelo fato de que é realizado em trés minutos, um
tempo ndo suficiente para a total desintegracdo do comprimido. No entanto, comparando-se 0s
valores ponto a ponto em relagdo aos métodos, pode-se notar que néo héa diferenca significativa de

acordo com teste-t pareado em um nivel de 95%.



RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE Il - Espectrofotometria na regido do Infravermelho

proximo
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7.0 RESULTADOS E DISCUSSAO - ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO
PROXIMO

7.1 Pré-processamento dos espectros NIR dos granulados, nicleos e comprimidos revestidos
de AZT +3TC

Os espectros dos granulados, nucleos e comprimidos revestidos para as propriedades em
estudo foram registrados na faixa de 14.000 a 3.800 cm* como mostra a Figura 22.

0.5 q
0.4 S

0.3

log (1/R)

0.2

0.1

0.0 : = : - : = . = : .
14000 12000 10000 8000 6000 4000

Nuamero de onda (cm")

Figura 22: Espectro NIR tipico do granulado AZT + 3 TC na
faixa de 14.000 a 3.800 cm™

Todavia a regido do espectro acima de 8.980 cm* apresenta muitos ruidos. Isto ocorre
porque nesta regido o detector a base de Arseneto de Galio e indio (AsGaln) ?* do espectrometro,
no qual foram registrados os espectros NIR , apresenta uma baixa relagéo sinal/ruido.

Essas regides foram descartadas (Figura 23) para evitar a insercdao de informacao ruidosa
aos modelos quimiomeétricos e a regido espectral de 8.900 a 3.840 cm* foi adotada como regido de
trabalho.
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Figura 23: Espectro NIR do granulado AZT + 3 TC na
faixa de 8.900 - 3.840 cm™

Testaram-se Vvarias técnicas de pré-processamento e optou-se por usar a Suavizagao
Savitzky-Golay (polindmio de segunda ordem) e Multiplicative Signal Correction-MSC, ja que
esses pré-tratamentos apresentou, em geral, 0s menores erros de previsdo e calibracdo. MSC é um
tratamento matematico bastante utilizado com a finalidade de corrigir os efeitos diferenciados de
espalhamento de luz produzidos pela diferente reflexdo das superficies analisadas. A melhor
suavizacdo para teor de umidade e dureza foi obtida usando uma janela de 21 pontos. Para 0s
teores de AZT e 3TC dos granulados, nucleos e comprimidos revestidos os melhores resultados
foram obtidos usando uma janela de 41 pontos. Desta forma, os modelos foram construidos sempre
empregando os espectros NIR suavizados pelo algoritmo Savitzky-Golay usando uma janela de 21
para modelo para umidade e dureza e 41 pontos para os teores de AZT e 3 TC no granulado,
nacleo e comprimidos revestidos, com MSC para todos os modelos. O método de pré-
processamento empregado nas varidveis (colunas) da matriz consistiu apenas na centralizacdo dos

[80]

dados na média ", uma vez que dados espectrais possuem variaveis continuas (comprimentos de onda)

e nao se justifica utilizacao de autoescalamento.
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Nas Figuras 24 e 25 sdo mostrados os espectros NIR das 50 amostras empregadas na
construcao e validagdo dos modelos para determinacdo de umidade sem e com pré-processamento
(Suavizacao Savitzky-Golay janela de 21 pontos + MSC) dos quais 36 amostras (em azul) foram
utilizadas inicialmente para calibracdo e 14 (em vermelho) para previsdo, escolhidas pelo

algoritmo SPXy.
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% 020
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0.104
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Nimero de onda (cm”) 00 7000 o0 5000 4000
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Figura 24: Espectros NIR sem pré-processamento Figura 25: Espectros NIR com pré-processamento
das amostras do granulado AZT+3TC empregadas (Suavizacdo Savitzky-Golay janela de 21
na umidade Pontos + MSC) das amostras do granulado

AZT+3TC empregadas na umidade
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Nas Figuras 26 e 27 sdo mostrados os espectros NIR de 179 comprimidos (nucleos) com
diferentes durezas sem e com pré-processamento (Suavizagdo Savitzky-Golay janela de 21 pontos
+ MSC). Das quais 120 amostras (em azul) foram utilizadas inicialmente para calibracéo e 59 (em

vermelho) para previsdo.
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0_3{ Nf
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Figura 26: Espectros NIR sem pré-processamento dos Figura 27: Espectros NIR com pré-processamento
comprimidos (nicleos) de AZT+3TC com diferentes ( Suavizagéo Savitzky-Golay janela de 21 pontos +
durezas MSC dos comprimidos (nlcleos) de AZT+3TC

Com diferentes durezas
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Nas Figuras 28 e 29 s&o mostrados os espectros NIR de 82 amostras de granulados sem e
com pré-processamento (Suavizacdo Savitzky-Golay janela de 41 pontos + MSC). Destas, 40

amostras (em azul) foram utilizadas inicialmente para calibracéo e 42 (em vermelho) para previsao.

110 - il
100+
90-‘
80:
2 ]
8 ]
E 60
® 50—‘
w0
304
20 T T T T T T T g 1
10 T T T T T 1 8000 7000 6000 5000 4000
8000 7000 6000 5000 4000 »
5 Nuamero de onda (cm’)
Numero de onda (¢cm™)
Figura 28: Espectros NIR sem pré-processamento dos Figura 29: Espectros NIR com pré-processamento (
granulados de AZT+3TC. Suavizagdo Savitzky-Golay janela de 41 pontos +

MSC) dos granulados de AZT+3TC.

Nas Figuras 30 e 31 sdo mostrados os espectros NIR de 80 e amostras de nucleo sem e com
pré-processamento (algoritmo Savitzky-Golay janela de 41 pontos + MSC). Destas amostras, 50

amostras (em azul) foram utilizadas inicialmente para calibragéo e 40 (em vermelho) para previséo.
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100
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80
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30

10 T T T T 1 20 T T T T 1
8000 7000 6000 5000 4000 8000 7000 6000 5000 4000
Numero de onda (cm'l) Nuamero de onda (cm")
Figura 30: Espectros NIR sem pré-processamento Figura 31: Espectros NIR com pré-processamento o
dos nucleos de AZT+3TC. (Suavizacdo Savitzky-Golay janela de 41 pontos

+MSC) dos nicleos AZT+3TC.
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Nas Figuras 32 e 33 sdo mostrados os espectros NIR de 64 amostras de nucleos e
comprimidos revestidos sem e com pré-processamento (algoritmo Savitzky-Golay janela de 41
pontos + MSC). O conjunto de calibracdo foi composto por 45 amostras (em azul) e o conjunto de

validagéo externa composto por 19 amostras (em vermelho).
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20
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Figura 32: Espectros NIR sem pré-processamento dos Figura 33: Espectros NIR com pré-processamento o
comprimidos revestidos de AZT+3TC. algoritmo Savitzky-Golay janela de 41 pontos
+MSC dos comprimidos revestidos de AZT+3TC.

7.2 Detecgdo das amostras andomalas

A presenca de anomalias (outliers) no conjunto de calibracdo e previsdo foi avaliada
utilizando-se os critérios adotados pelo Software MVC; e pela avaliacdo dos residuos em X e y
utilizando o Software Unscrambler.

Para os teores de 3TC e AZT, o conjunto de calibragéo foi escolhido pelo algoritmo SPXy
totalizando um total inicialmente de 40, 50 e 45 amostras de granulados, nucleos e comprimidos
revestidos. Apds a eliminacdo das amostras consideradas anémalas, os modelos foram construidos
com 37, 40 e 36 amostras. No caso da umidade, apds a deteccdo das amostras anémalas, 0s
modelos foram construidos com 34 amostras das 36 iniciais. ApOs a deteccdo das amostras
andmalas, o modelo de calibracdo para a dureza foi construido com 70 amostras das 119
inicialmente. Muitas amostras foram consideradas andmalas no caso da dureza, possivelmente

devido a forma como foi obtido o conjunto de calibragéo (variando-se as presses da compressora).
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A escolha do ndmero de variaveis latentes € um dos pardmetros mais importantes no

desenvolvimento do modelo. A validacdo cruzada foi utilizada como ferramenta no auxilio da

selecdo do nimero de varidveis latentes. O pardmetro envolvido na sele¢do das variaveis latentes

para cada modelo desenvolvido foi o que proporcionou a menor soma do erro médio quadratico

(PRESS) na validacdo cruzada. A partir dos dados das Figuras 34 e 35 foi possivel observar que 0s

modelos obtidos ndo apresentaram ganho significativo em termos de minimizacdo dos valores de

PRESS com mais de 4 variaveis latentes para a umidade e dureza, respectivamente.

Press(%)

Figura 34: Press versus nimero de variaveis latentes na
construcdo do modelo PLS para determinacéo de umidade
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Figura 35: Press versus nimero de variaveis latentes na
construcdo do modelo PLS para determinacéo da dureza.

A partir dos dados das Figuras-36 a 41 é possivel observar que os modelos obtidos ndo

apresentaram ganho significativo em termos de minimizagéo dos valores de PRESS com mais de 5

variaveis latentes para granulados de AZT e 3TC e 5 e 6 para 0s nlcleos, e 7 e 8 para 0S

comprimidos revestidos, respectivamente.
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Figura 36: Press versus nimero de variaveis latentes Figura 37: Press versus ndmero de variaveis |
na construcdo dos modelos PLS para determinagéo latentes na construcdo dos modelos PLS para
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Figura 38: Press versus namero de variaveis
latentes na construcéo dos modelos PLS para
determinacdo teor do nlcleo de AZT

Figura 39: Press versus ndmero de variaveis
latentes na construgdo dos modelos PLS para
determinacdo teor do nicleo de 3 TC
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Figura 40: Press versus numero de variaveis
latentes na construcdo dos modelos PLS para
determinac&o do teor de AZT no comprimido revestido

Figura 41 : Press versus namero de variaveis
latentes na construcdo dos modelos PLS para
determinacdo do teor de 3 TC no comprimido revestido
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A escolha de um pequeno nimero de VLs pode excluir do modelo informacdes analiticas
relevantes, enquanto um grande nimero de VLs pode gerar modelos superestimados e ocasionar o
comprometimento da previsdo dos parametros de interesse em amostras que nédo participaram do
conjunto de calibracdo, devido a agregacédo de ruidos ao modelo.

Ao avaliar a capacidade de previsdo dos teores de agua presente nos granulados e a forca
aplicada a cada nacleo observou-se que os melhores modelos estdo associados ao uso de 4 varidveis
latentes em virtude de ser realizado na matriz em estudo uma Unica alteragdo. Ja para os teores dos
granulados, nucleos e comprimidos revestidos foram necessarios mais variaveis latentes devido a
variacdes serem realizadas na composi¢cdo da matriz como por exemplo variacfes dos dois ativos e
0s excipientes.

Os modelos para umidade, durezas e teores do granulados, nucleos e os comprimidos
revestidos ndo apresentaram comportamentos tendenciosos o que pode ser comprovado pela
distribuicdo aleatdéria dos residuos em y das amostras do conjunto de calibragdo como séo

mostrados nas Figuras 42 a 49.
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Figura 42: Residuos versus valores experimentais (do Figura 43: Residuos versus valores experimentais (do
conjunto de calibracdo) obtidos pelo modelo de calibragéo conjunto de calibracdo) obtidos pelo modelo de
PLS para umidade. calibracdo PLS para dureza.
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Figura 44 : Residuos versus valores experimentais (do
conjunto de calibrac&o) obtidos pelo modelo de
calibragdo PLS para determinacdo de AZT no granulado.
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Figura 46: Residuos versus valores experimentais (do
conjunto de calibracdo) obtidos pelo modelo de
calibragdo PLS para determinacdo de AZT no nucleo ..
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Figura 48: Residuos versus valores experimentais (do
conjunto de calibraco) obtidos pelo modelo de
calibragdo PLS para determinacdo de AZT nos
comprimidos revestidos
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Figura 45: Residuos versus valores
experimentais (do conjunto de calibragéo)
obtidos pelo modelo de calibracdo PLS para
determinacéo de 3TC no granulado.
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Figura 47: Residuos versus valores
experimentais (do conjunto de calibracéo)
obtidos pelo modelo de calibragdo PLS para
determinacéo de 3TC no nucleo
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Figura 49: Residuos versus valores experimentais
(do conjunto de calibrag8o) obtidos pelo modelo

de calibracdoPLS para determinacéo de 3TC nos
comprimidos revestidos .
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As Figuras 50 a 57 mostram os gréaficos dos valores de referéncia versus valores previstos
pelos modelos para a umidade, dureza, teores de AZT+3TC nos granulados, ndcleos e comprimidos
revestidos. Os circulos brancos representam o conjunto de calibracdo e os azuis de validagédo

externa (previsao). As retas representam a bissetriz do quadrante.
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Figura 50: Valor de referéncia versus valor previsto pelo Figura 51: Valor de referéncia versus valor previsto
modelo PLS para determinacdo de umidade no material pelo modelo PLS para determinag8o da dureza do
granulado nicleo.
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Figura 55: Valor de referéncia versus valor previsto pelo
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Figura 57: Valor de referéncia versus valor previsto
pelo modelo PLS para determinacéo do teor de 3TC
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99

7.4 Modelos de calibracéo por regressao linear maltipla (MLR-APS)

Nas Figuras 58 a 65, sdo mostradas indicando as variaveis selecionadas pelo algoritmo APS
na construcdo dos modelos MLR. Para a umidade no granulado foram selecionados 5 nimeros de
onda dos 1279 originais (Figura 58); para a dureza dos nucleos 4 numeros de onda foram
selecionados, dos 676 originais (Figura 59).

0.50 0.50 o
0.45 0.45 -|
0.40 0.40 -
0.35 0.35 4
0.30 0.30 4

0.25 0.25

log(1/R)

log(1/R)

0.20 0.20 4

0.15 0.15 4

10 4
Sk 0.10

0.05

0.05
0.00

T T T T T
8000 7000 8000 5000 4000 0.00 T 7 T 1
8000 7000 6000 5000 4000

Nimero de onda (cm™)
Numero de onda (cm™)

Figura 58: Posicdo das varidveis selecionadas Figura 59: Posicao das variaveis selecionadas
durante a constru¢do do modelo MLR-APS para durante a construcdo do modelo MLR-APS para
Determinacdo de umidade determinacéo de dureza

Como mostram as Figuras 60 e 61, nos modelos MLR para determinacéo dos teores de 3TC
e AZT no granulado, o APS selecionou 9 e 8 numeros de onda, respectivamente (dos 1395
originais). Para os nucleos (Figuras 60 e 61), foram selecionados 7 e 6 nimeros de onda (3TC e
AZT, respectivamente), dos 1540 originais (Figuras 60 e 61). Para os comprimidos revestidos, nos
modelos construidos para determinagdo dos teores de 3TC e AZT foram selecionados 10 e 6

numeros de onda, respectivamente, dos 1540 originais (Figuras 62 e 63).
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Figura 64 : Posicdo das variaveis selecionadas Figura 65 : Posicdo das varidveis selecionadas
durante a construgdo do modelo MLR-APS para durante a construgdo do modelo MLR-APS para
determinacdo de 3 TC nos comprimidos revestidos Determinagdo de AZT nos comprimidos revestidos

Os modelos de MLR-APS para umidade, durezas e teores de AZT e 3 TC dos granulados,
ndcleos e comprimidos revestidos ndo apresentaram comportamentos tendenciosos, como pode ser
comprovado pela distribuicdo aleatdria dos residuos em y das amostras do conjunto de calibracéo,

como sao mostrados nas Figuras 66 a 73.
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As Figuras 74 a 81 mostram os gréaficos dos valores de referéncia versus valores previstos

pelos modelos para a umidade, dureza, teores de AZT+3TC nos granulados, nucleos e comprimidos

revestidos para 0 modelo MLR-APS. Os circulos brancos representam o conjunto de calibracéo e

0s azuis de validacdo externa (previsao). As retas representam a bissetriz do quadrante.
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Figura 74: Valor de referéncia versus valor previsto

pelo modelo MLR-APS para determinacéo de umidade

no material granulado.
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Figura 75: Valor de referéncia versus valor previsto
pelo modelo MLR-APS para determinacéo da dureza.
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7.5 validagéo dos modelos PLS-1 E MLR-SPA para umidade e dureza

Os modelos foram validados segundo critérios estabelecidos pela EMEA, USP e IUPAC

(seguindo o algoritmo MVCL1). Foram estimados o intervalo de trabalho, linearidade, preciséo,

exatidao, robustez, sensibilidade e seletividade.
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A linearidade para umidade foi avaliada contaminando a amostra com &gua na faixa de 3,60
a 9,19 % com 17 pontos de intervalo de concentracfes extremas. O valor minimo de 3,60% foi
obtido com a amostra submetida a 20 h de estufa sob pressdo reduzida a uma temperatura de 60°C
com uma pressdo de 5 mmHg. Os demais pontos foram obtidos adicionando-se 25 uL de agua para
cada amostra contendo aproximadamente 7,00 gramas. O maximo que foi adicionado foi 500 pL
pois a amostra ja se apresentava bastante Umida, ndo sendo possivel adicionar mais agua.

A dureza foi avaliada aplicando diferentes forcas de compressdo ao granulado no intervalo
de 1,70 a 15,9 Kgf/cm? de forcas de compressao.

A Tabela 12 apresenta os principais parametros de desempenho dos modelos PLS e MLR.
As Figuras de mérito sensibilidade e seletividade ndo foram calculadas para os modelos de MLR
porque, atualmente, ndo existem estudos sobre os calculos de NAS neste tipo de modelo de
regressdo. Observando-se os resultados apresentados, os modelos PLS e MLR apresentam
desempenhos similares, tanto para a umidade quanto para dureza

Tabela 12: Pardmetros dos modelos PLS e MLR desenvolvidos para umidade do granulado e dureza.

Parametros Umidade/PLS Umidade/MLR Dureza/PSL Dureza/MLR
(%) (%) (Kgflcm?) (Kgflcm?)
PLS-VL" 4 - 4 .
MLR- n°® var** - 5 - 4
RMSECV 0.27 0.18 0.94 0.89
RMSEP 0.21 0.27 0.98 1.12
Sensibilidade 0.0551 - 0.0044 -
Seletividade 0.5120 - 0.6360 -

* ndimero de variaveis latentes utilizadas para construir os modelos PLS.
** nimero de variaveis selecionadas para os modelos MLR-APS

A Tabela 13 mostra os resultados obtidos na validagdo dos modelos MLR e PLS, com

relacdo a linearidade, preciséo, robustez e exatidao.
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O coeficiente angular e linear das retas construidas entre os valores estimados pelo modelo
versus valores de referéncia para o conjunto de calibracdo ndo diferiram estatisticamente de um e
zero, respectivamente, demonstrando que ndo ha tendéncias nos modelos desenvolvidos.

A precisdo, no nivel de repetitividade, foi estimada pela analise de seis replicatas do mesmo
lote, na faixa de trabalho do processo. Todas as determinagdes foram realizadas no mesmo dia e
com o0 mesmo analista. As repetitividades, tanto para dureza como para a umidade, representadas
pelo desvio padréo relativo, ficaram abaixo do 5% preconizado pelos guias oficiais.

Os testes de robustez para os modelos desenvolvidos para umidade e dureza podem ser
considerados satisfatorios, uma vez que os resultados para as amostras utilizadas na validagdo
externa (previsdo) dos referidos modelos foram consistentes. Para a umidade foram utilizadas
amostras representativas (n=14) e diversificadas como: amostras com adicdo de agua, diferentes
lotes do processo com pequenas variacGes de quantitativas de excipientes, agua, granulometria,
frascos diversos e manipulagdes. Para a dureza foram utilizadas amostras representativas (n=55) e
diversificadas como: amostras com diferente forca de compresséo, diferentes lotes do processo com
pequenas variagdes quantitativas de excipientes, agua e manuseio da compressora. Pode-se
observar que os modelos foram capazes de realizar boas previsdes, ndo se mostrando sensivel as
variagfes mencionadas. O teste Student pareado, no nivel de confianga de 95%, sobre os valores
estimados por espectrofotometria NIR e obtidos pelos métodos de referéncia (Karl Fischer e

durdémetro) revelaram a auséncia de diferengas significativas.
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Tabela 13: Validacdo dos modelos PLS e MLR para determinar o teor de umidade no granulado e dureza do

ndcleo.
Valores
n 34 34 70 70
faixa de trabalho 3,60a9,19 % 1,70 a 15,9Kgf/cm?
Linearidade (valor nominal)
Coeficiente linear 0,11+0,30 0,05+0,21 0,38+0,46 0,36+0,44
Inclinagéo 0,980+0,049 0.991+0,034  0.952+0,051 0,956+0,050
R* 0,9901 0,9953 0,9758 0,9776
n 10 10 45 45
Diferenga da 0,08 -0,19 -0,02 0,11
Exatidao média
(valor nominal)
sd 1,07 0,16 4,01 3,99
texo 1,09 1,55 0,16 0,69
Lerit 2,26 2,26 2,01 2,01
Repetitividade média 4,4 4,7 10,8 10,5
(n=6) (valor nominal)
DPR% 35 3,5 4,3 4,1
n 14 14 55 55
Robustez texp 0,21 0,19 0,08 0,23
Lerit 2,05 2,05 1,98 1,98

* Reta construida entre os valores previstos pelos modelos e valores de referéncia, considerando o conjunto de calibragéo (xintervalo

com 95% de confianga).
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7.6 comparacdo dos trés métodos para determinacéo do teor de agua

A balanca haldégena é uma técnica bastante utilizada nas industrias de alimentos e
farmacéuticas e, embora ndo seja um método oficial, esta em conformidade com as normas e
diretrizes atuais e com todos os sistemas internacionais de garantia de seguranca. O instrumento
dispde de certificacdo de acordo com ISO 9001 e ISO 14001. A técnica proporciona um
aquecimento uniforme da superficie da amostra que garante uma boa reprodutibilidade de secagem
e permite a utilizacdo de pequenas quantidades. Ela permite analises mais rapidas, sem consumo de
reagente, em comparacdo com o método de Karl Fischer. Foram analisados 15 lotes da linha de
producdo do LAFEPE comparando os trés métodos (K.F, NIR e Balanca de umidade). Podem-se
observar na Tabela 14 que para os trés métodos estudados de acordo com teste t pareado, 0s
mesmos ndo apresentaram diferencas significativas no nivel de 95% de confianca, evidenciando

uma confiabilidade das técnicas para utilizacdo na rotina da industria farmacéutica.

Tabela 14: Determinacdo de umidade pelo método de K.F, NIR e Balanca.

Lotes Karl Fischer(%b) NIR (%) Balanca (%0) t- cal t- cal t- tab
(NIR) (balanca)
01 5,55 5,52 5,42
02 4,99 4,47 5,04
03 4,39 4,39 4,28
04 5,39 4,43 4,54
05 4,86 4,61 4,94
06 4,68 4,66 4,58
07 4,38 4,44 4,42 0,88 0,31 2,048
08 4,74 4,53 4,82
09 4,32 421 4,25
10 4,29 4,48 4,35
11 4,58 4,52 4,62
12 4,10 4,12 4,18
13 4,85 491 4,92
14 4,29 4,37 4,32

15 4,36 4,28 4,42
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7.7 validacdo dos modelos PLS-1 e MLR-SPA para determinacdo de AZT + 3TC nos

granulados, nucleos e comprimidos revestidos

7.7.1PLS

Os modelos foram validados segundo critérios estabelecidos pela EMEA, USP e IUPAC
(sequindo o algoritmo MVC1). Foram estimados o intervalo de trabalho, linearidade, preciséo,
exatidao, robustez, sensibilidade e seletividade.

A Tabela 15 mostra os principais parametros de desempenho dos modelos PLS
desenvolvidos para quantificacdo do AZT + 3TC nos materiais granulados, nucleos e comprimidos
revestido. As figuras de mérito seletividade, sensibilidade e LOD foram estimadas com base na
teoria do NAS. O NAS do analito de interesse é a fracdo do sinal analitico que €é ortogonal ao sinal
dos outros compostos presentes na amostrai™'®. Para a calibragdo multivariada, a seletividade indica
a parte do sinal total que ndo é perdido devido a sobreposicdo espectral. A sensibilidade mede as
mudancas na resposta em funcéo da concentracéo de um analito particular. 112

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos na validacdo dos modelos PLS, com relacdo a
linearidade, precisdo, robustez e exatiddo.Os coeficientes angular e linear das retas construidas
entre os valores estimados pelo modelo versus valores de referéncia para o conjunto de calibracéo
ndo diferem estatisticamente de um e zero, respectivamente, demonstrando que ndo ha tendéncias
nos modelos desenvolvidos.

A precisdo, no nivel de repetitividade, foi estimada pela anlise de seis replicatas do mesmo
lote, na faixa de trabalho do processo. Todas as determinagdes foram realizadas no mesmo dia e
com 0 mesmo analista. As repetitividades, para as formas farmacéuticas estudadas, representadas
pelo desvio padréo relativo, ficaram abaixo de 5% , como preconizado pelo guias oficiais.

Nos testes de robustez foram utilizadas amostras representativas (42, 30 e 19 para 0s
granulados, nucleos e comprimidos, respectivamente) e diversificadas como: diferentes lotes do
processo com pequenas Vvariagbes quantitativas de excipientes, agua, granulometria, frascos
diversos e manipulagdes e revestimento no caso de comprimidos revestidos. Os testes de robustez
para os modelos desenvolvidos para os granulados, ndcleos e comprimidos revestidos podem ser
considerados satisfatdrios, uma vez que os resultados apresentados para as amostras utilizadas na

validagéo externa (previsao) dos referidos modelos foram consistentes. Pode-se observar que 0s
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modelos foram capazes de realizar previsfes confidveis, ndo se mostrando sensivel as variagdes
mencionadas. O teste Student pareado com nivel de confianga de 95% sobre as diferencas entre os
valores obtidos pelos modelos e de referéncia (CLAE) revelaram a auséncia de diferencas
significativas entre os métodos propostos e 0 método referéncia.

A exatiddo (tabela-16) foi avaliada através de amostras de processo. Realizando-se um teste
t pareado entre os valores estimados pelo modelo e os valores de referéncia ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas no nivel de 95% de confianca.

Tabela 15: Figuras de méritos obtidos para os modelos PLS desenvolvidos para quantificacdo do AZT + 3TC nos
materiais granulados, ndcleos e comprimidos revestidos.

AZT (300 mg) 3TC (150 mg)
PLS Granulados  Ndcleos Comprimidos Granulados  Ndcleos Comprimidos
revestidos revestidos

n 37 40 36 37 40 36

LV 5 5 7 5 6 8
RMSECV (mg) 7,12 4,01 3,10 3,60 3,90 3,58
RMSEP (mg) 7,11 8,15 9,41 5,86 5,99 5,07
Sensibilidade 0,19 0,18 0,14 0,27 0,28 0,18
Seletividade 0,75 0,14 0,096 0,64 0,16 0,060
LOD 1,53 2,44 1,75 2,23 0,77 0,84
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Tabela 16: Validacdo dos modelos PLS desenvolvidos para quantificacdo do AZT+3TC nos materiais granulados,
ndcleos e comprimidos revestidos.

Modelos PLS
Parametro de validacéo AZT 3TC
PLS , . . L.
Granulados  Nuacleos  Comprimidos | Granulados Nucleos Comprimidos
revestidos revestidos
n 37 40 36 37 40 36
Faixa de
Linearidade concentraco 85-115 85-115 85-115 85-115 85-115 85-115
(%)
Coeficiente | 14, 5 9417 4+130 12414 13214 13215
linear
Inclinacdo |0,956+0,069 0,971+0,055 0,985+0,042 |0.919+0,093 0,909+0,094  0,916+0,096
R* 0,9780 0,9852 0,9924 0,9585 0,9535 0,9569
n 21 18 10 21 18 10
Diferenga
Exatido média 0,37 -1,47 2,46 2,77 0,60 -1,52
(valor
nominal )
sd 3,63 5,38 5,34 2,39 5,25 3,80
texp 0,47 0,98 1,45 1,53 0,38 1,19
terit 2,08 2,11 2,26 2,08 2,11 2,26
Média NIR
Repetibilidade (% valor 99,33 99,41 98,94 98,55 100,22 100,03
(n=6) nominal )
DPR% 0,82 2,11 2,17 1,25 0,96 2,02
n 42 28 16 42 28 16
Robustez toep 1,07 0,82 0,71 1,75 0,09 0,38
terit 1,99 2,00 2,04 1,99 2,00 2,04

* Reta construida entre os valores previstos pelos modelos e valores de referéncia, considerando o conjunto de
calibrago (xintervalo com 95% de confianca).
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7.7.2 MLR

A Tabela 17 mostra os principais parametros de desempenho dos modelos MLR
desenvolvidos para quantificacdo do AZT + 3TC no material granulados, nicleos e comprimidos

revestidos.

Tabela 17: Figuras de méritos obtidos para os modelos desenvolvidos para quantificacdo do AZT + 3TC nos
materiais granulados, ndcleos e comprimidos revestidos para os modelos MLR

AZT (300 mg) 3TC (150 mg)
MLR Granulados Nucleos Comprimidos Granulados Nucleos Comprimidos
revestidos revestidos
n 37 40 36 37 33 32
n° var 8 6 7 9 7 10
RMSECV 362 341 6,80 259 3,29 321
(mg)
RMSEP (mg) 8,86 8,20 11,72 5,77 10,92 9,96

Como ja comentado, as figuras de meérito de sensibilidade e seletividade ndo foram
calculadas para os modelos de MLR/APS por que ndo existem atualmente estudos sobre os célculos

de NAS neste tipo de modelo de regresséo.
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A Tabela 18 apresenta os resultados obtidos na validacdo dos modelos MLR, com relagdo a
linearidade, precisdo, robustez e exatiddo. Os coeficientes angular e linear das retas construidas
entre os valores estimados pelo modelo versus valores de referéncia para o conjunto de calibracéo
ndo diferem estatisticamente de um e zero, respectivamente, demonstrando que ndo ha tendéncias
nos modelos desenvolvidos.

A precisdo, no nivel de repetitividade, foi estimada pela analise de seis replicatas do mesmo
lote, na faixa de trabalho do processo. Todas as determinagdes foram realizadas no mesmo dia e
com 0 mesmo analista. As repetitividades, para as formas farmacéuticas estudadas, representadas
pelo desvio padréo relativo, ficaram abaixo de 5% , como preconizado pelos guias oficiais.

Os testes de robustez foram conduzidos com as mesmas amostras e condi¢des da validacdo
dos modelos PLS. Os testes de robustez para os trés modelos desenvolvidos também podem ser
considerados satisfatorios, uma vez que os resultados para as amostras utilizadas foram
consistentes, mostrando que as alteracfes envolvidas no processo ndo interferiram nos resultados.
O teste t Student pareado com nivel de confianca de 95% sobre as diferencas entre os valores
previstos e de referéncia (CLAE) revelaram a auséncia de diferencas significativas entre os
métodos propostas e 0 método referéncia.

A exatiddo foi avaliada através de amostras de processo. Realizando-se um teste t
emparelhado entre os valores estimados pelo modelo e os valores de referéncia ndao foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas no nivel de 95% de confianca.
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Tabela 18: Parametro da Validacdo do método desenvolvidos para quantificacdo do AZT+3TC nos materiais
granulados, nicleos e comprimidos revestidos para os modelos MLR

Modelos-MLR
AZT 3TC
Parametro de validagéo o , L
¢ Granulados  Nucleos  Comprimidos | Granulados  Nucleos  Comprimidos
MLR . .
revestidos revestidos
n 37 40 36 37 33 36
Faixa de
Linearidade | Soncentracéo 85-115 85-115 85-115 85-115 85-115 85-115
(Yovalor
nominal)
Coeficiente 5+14 6114 22+27 6110 10+14 10+14
linear
Inclinacdo |0,982+0,045 0,978+0,045 0,927+0.090 |0,957+0,069 0,932+0,092 0,933+0,093
R* 0,9909 0,9893 0,9630 0,9787 0,9657 0,9658
n 21 18 10 21 18 10
D:r';eggg?a 1,03 1,62 2,22 153 2,01 -2,64
Exatidao
(mg valor
nominal )
S.D 7,57 5,59 10,71 6,94 11,33 10,43
texp 0,63 1,05 0,99 0,92 0,69 0,82
terit 2,08 2,11 2,26 2,08 2,11 2,26
Média NIR
Repetibilidade (% valor 98,60 99,41 100,51 99,89 98,77 102,12
(n=6) nominal )
DPR% 0,79 2,11 1,37 2,25 2,006 3,95
n 42 28 16 42 28 16
Robustez texp 1,02 0,82 0,61 0,68 0,55 0,14
terit 1,98 2,00 2,04 1,98 2,00 2,04

* Reta construida entre os valores previstos pelos modelos e valores de referéncia, considerando o conjunto de calibragéo (intervalo
com 95% de confianga).
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Em resumo, ambos os modelos MLR e PLS produzem resultados confiaveis e foram
validados. Cabe ressaltar ainda, que o limite de tolerancia descrito pela Farmacopéia é de 10 % para
mais ou para menos da concentragdo indicada no rotulo do medicamento. Assim, todos os modelos
e formas farmacéuticas estariam aprovados de acordo com a concentracao fornecida pelo método

de calibracdo multivariada construido com os espectros de infravermelho préximo.
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8.0 CONCLUSOES

Os métodos espectrofotométricos derivativos e PLS propostos utilizando a
espectrofotometria na regido UV foram desenvolvidos, validados e aplicados com sucesso as
amostras dos comprimidos, AZT+3TC, dose fixa combinada, de diferentes fabricantes. O Emprego
desses métodos também foi possivel prever o perfil de dissolucdo desses comprimidos.

Os métodos espectrofotometricos utilizando a regido do infravermelho proximo e a
calibragdo multivariada (tanto PLS quanto MLR-APS) foram validados e aplicados na
determinacdo de dureza e teores dos granulados, nlcleos e comprimidos revestidos, fornecendo
resultados confiaveis. Esses métodos atendem muitos dos requisitos de Tecnologias Analiticas de
Processo — PAT que requer metodologias que: possam ser facilmente adaptadas ao processo
industrial existente; permitam monitoramento de diferentes etapas do processo e fornecam
resultados confidveis de forma simples, rapida e pouco onerosa. Finalmente pode-se vislumbrar
uma diminuicdo do impacto ambiental originado pela utilizacdo sistematica de solventes organicos
e colunas cromatograficas.

A disponibilizagdo dos métodos alternativos, desenvolvidos neste trabalho, na rotina do
controle de qualidade, sem prévia separacdo quimica, resolvendo o problema de sobreposicado
espectral é de fundamental importancia, colaborando e disponibilizando ferramentas simples,

rapidas e de baixo custo
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9.0 PERSPECTIVAS

As perspectivas do nosso trabalho continuam com a utilizagdo do infravermelho proximo e
constam das seguintes etapas:

e Acompanhar as anélises de processo na rotina do LAFEPE para AZT+3TC;

e Implementar estratégias de PAT na linha de producdo de AZT+3TC do LAFEPE,
empregando as metodologias desenvolvidas, visando o controle mais eficiente do processo
e da qualidade do produto e reducdo dos custos;

e Estender as metodologias e estratégicas de PAT para outras linhas de producdo do
LAFEPE, consideradas prioritarias.
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