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INTRODUCAO

A consciéncia da importancia do controle de quali-
dade ¢ historica, pois, em 1352, Jodo, o Bom, Rei da Fran-
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No presente trabalho sdo combinadas as potencialidades das
ferramentas quimiométricas e as facilidades na obtencdo de espectros
pela técnica de espectroscopia por refletdncia difusa no infravermelho
médio com transformada de Fourier (DRIFTS), visando a dosagem
do farmaco diclofenaco de potdssio. Foram formuladas 20 diferentes
concentragoes do principio ativo em excipiente amido entre 0,15 e
0,50 mg/g, com varia¢do de aproximadamente 0,02 mg/g na
concentragdo entre cada amostra. Das 20 amostras, 14 foram
empregadas para a calibracdo e 6 para validagdo. Os espectros foram
adquiridos em um espectrometro NICOLET Magna 550, em duplicata
das amostras. Para a constru¢do dos modelos de regressdo
multivariada, as informacdes espectrais foram processadas no
aplicativo Pirouette® 2.7 da Infometrix, utilizando-se as regioes 3.715-
3.088 cm™ e 1.634 -1.191 cm. A calibragdo foi realizada pelo método
de regressao dos minimos quadrados parciais (PLS), utilizando pre-
processamento autoescalado, e tratamento com corregdo do
espalhamento de luz (MSC). Foram selecionados os melhores modelos,
considerando os valores do coeficiente de correlagdo (R’) e da raiz
quadrada dos erros médios quadrdticos de validagao (RMSEYV). Os
resultados permitem concluir que modelos de calibragdo, empregando
dados DRIFTS e regressao PLS, podem ser empregados como
alternativa na dosagem de diclofenaco de potdssio, agregando como
vantagens frente aos métodos usuais, a ndo geragdo de residuos, a
facil realizagdo da andlise e o baixo custo operacional.
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ca, legislou sobre a necessidade de serem controladas as
preparacdes farmacéuticas (Prista, 1988). Com o desen-

volvimento de novas técnicas analiticas o controle de qua-
lidade evoluiu significativamente.
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Até recentemente, a espectroscopia na regido do
infravermelho era pouco utilizada em andlises quanti-
tativas em decorréncia de algumas limitagdes inerentes
a técnica. Porém, com a utilizag¢do da transformada de
Fourier, aliada a evolugdo de técnicas quimiométricas,
ao advento dos microprocessadores digitais e de técni-
cas computacionais avangadas, permitiu-se a analise de
misturas complexas, como os medicamentos (De Sou-
za, Ferrdo, Parisotto, Furtado, 2004). Associada ao
crescente desenvolvimento do método de refletancia
difusa, este tipo de analise garante a caracterizacio de
farmacos com extrema rapidez. A identificacdo destas
substancias pode ser alcancada tanto quantitativamente
como qualitativamente através da espectroscopia por
refletancia difusa no infravermelho com transformada
de Fourier (Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy - DRIFTS) (Yang, Irudayaraj,
2002), aliada a ferramentas quimiométricas de analise
multivariada (Neumann et al., 2004; Parisotto et al.,
2005).

No Brasil, uma caracteristica evidente dos
antiinflamatérios ndo-esterdides (AINEs) € o fato de se-
rem medicamentos de venda livre e estarem em grande
parte das associagdes medicamentosas irracionais dispo-
niveis no mercado, além do facil acesso devido ao grande
numero de apresentagdes disponiveis. O que acaba por ca-
racterizar esta classe de medicamentos como a mais pres-
crita por médicos e dentistas, e conseqiientemente uma das
mais consumidas. Fato este confirmado por diversos estu-
dos sobre o uso de medicamentos no pais, nos quais os
antiinflamatorios ndo-esteroides figuram entre os primei-
ros colocados no ranking dos farmacos mais consumidos
pela populagdo (Ribeiro, Sevalho, Cesar, 2002).

Assim decidiu-se pela escolha deste farmaco como
protagonista nesta pesquisa, visando a diversificacdo do
método de controle de qualidade frente a elevag@o do nu-
mero de fornecedores e ao aumento de producio deste
medicamento, sendo necessario um maior monitoramento
deste produto com o intuito de verificar a presencga de
medicamentos fora das especificagdes que poderiam com-
prometer as propriedades esperadas pelo consumidor.

Antiinflamatérios nao-esteréides: diclofenaco.

Conhecidos pela humanidade ha cerca de cem
anos, os AINEs estdo entre os agentes farmacologicos
mais utilizados na pratica médica (Kummer, Coelho,
2002). Até o presente, ja existem mais de 50 AINEs di-
ferentes no mercado, porém nenhum deles ¢ ideal no
controle ou na modifica¢do dos sinais e sintomas da in-
flamagao, particularmente aqueles que ocorrem nas do-
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engas articulares inflamatorias comuns. Praticamente
todos os AINEs disponiveis no momento possuem efei-
tos indesejaveis significativos (Rang, Dale, Ritter, 2001).

O diclofenaco ¢ utilizado em 120 paises diferentes
e por ventura o mais amplamente AINE utilizado no mun-
do. Existente ha mais de 80 anos, se consolida no merca-
do mundial como a droga mais abundantemente vendida.
Foi comercializado primeiramente no Japdo em 1974, e
introduzido nos Estados Unidos em 1989 (Foye, Lemke,
Willians, 1995).

Estes antiinflamatdrios sfo responsaveis por quase
25% das reagdes adversas a drogas notificadas oficialmen-
te no Reino Unido. Também figuram nos relatdrios de
obitos relacionados as drogas (Rang, Dale, Ritter, 2001).

Identificacao e Dosagem do Diclofenaco

Existem diversas técnicas propostas na literatura
para a identificacdo, caracterizagdo e quantificagdo de
diclofenaco de sédio e seus derivados (Palomo,
Ballesteros, Frutos, 1999). Segundo a European
Pharmacopoeia (2001) a identificacdo pode ser realiza-
da através da espectroscopia no infravermelho ou por
cromatografia em camada delgada comparando-se o
tempo de reten¢do empregando-se amostras padrdes. Ja
para analise quantitativa emprega-se a cromatografia li-
quida de alta eficiéncia com detector de UV
(ultravioleta).

Recentes trabalhos apresentam a determinacio de
impurezas em formulagdes de diclofenaco através de
polarografia (Kazemifard, Moore, Mohammadi, 2002).
Ja a determinagdo quantitativa tem sido proposta com
detector de massas por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia acoplado a espectrometro de massa (Mayer et al.,
2003) e por regressdo multivariada empregando
espectrofotometria UV (Sena et al., 2004). Apesar des-
tas metodologias serem eficientes e recomendadas, em
sua maior parte trata-se de métodos destrutivos, e apre-
sentam longo tempo de analise.

Espectroscopia por refletancia difusa no
infravermelho com transformada de Fourier

A espectroscopia por refletancia difusa € princi-
palmente observada em amostras solidas pulverizadas,
sendo sua aplicag@o pratica muito difundida na litera-
tura, podendo ser utilizada em equipamentos que ope-
ram na regifo do infravermelho préoximo (Blanco et al.,
2001; Pasikatan et al., 2003; Pasquini, 2003, Steuer,
Schulz, 2003; Sun, Xiang, An, 2004), associada a sigla
NIRRS, Near Infrared Reflectance Spectroscopy, ou
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simplesmente NIRS. No final dos anos 70 e inicio dos
80 foi demonstrada a utilidade deste fenomeno quando
acessorios de refletancia difusa foram acoplados com
espectrometros interferométricos com transformada de
Fourier (DRIFTS) (Fuller, Griffths, 1978).

A refletancia difusa é observada quando uma luz
incide em uma matriz descontinua, penetra na amostra
(amostras do tipo po, sélido, placa ou filme) e reflete tra-
zendo informagdes espectrais. O caminho percorrido
pela luz no interior da matriz pode ser considerado ale-
atorio devido a multiplas reflexdes, algumas das quais
apods percorrer o interior de algumas particulas que cons-
tituem a amostra. Desta forma a luz refletida pode ser
atenuada por absor¢do e o espectro resultante € similar ao
obtido através da técnica no infravermelho por transmis-
sdo utilizando KBr (brometo de potassio). Uma impor-
tante diferenca entre a transmissdo e a refletancia se da
devido o diferente caminho 6ptico percorrido pela luz.
Enquanto que na transmissdo o caminho 6ptico ¢ cons-
tante para todo numero de onda, na refletdncia por sua
vez, o caminho pode ser variavel. E de conhecimento
geral que em regides do espectro, onde a amostra absorve
fracamente, a luz penetra mais profundamente na matriz,
sendo que o contrario acontece onde ha forte absorcao.
Portanto, ao se comparar o espectro obtido por transmis-
sdo (pastilha de KBr) com o obtido por refletancia, as
intensidades relativas das bandas serdo diferentes. Por
exemplo, as bandas fracas no espectro por transmissao
aparecerdo mais fortes na refletancia.

E importante salientar que num experimento de
refletdncia difusa sera também observada a reflexdo espe-
cular, sendo mais importante aquela que ocorre na
interface ar/superficie da matriz, mas também ocorrendo
nas faces das particulas, mas cujo efeito pode ser
minimizado pela reduc¢do do tamanho da particula. A re-
flexdo especular ¢ de maior intensidade na regido onde a
amostra apresenta forte absor¢ao e neste caso pode ocor-
rer severas distor¢des no espectro obtido (Ferrdo, 2001).
Deve-se ressaltar a diferenga marcante entre infra-
vermelho médio e préximo. No infravermelho proximo as
distor¢des nos espectros sdo quase imperceptiveis, en-
quanto que no infravermelho médio as distor¢des sdo mais
freqlientes. Uma maneira de contornar esse efeito nao
desejado € diluindo a amostra numa matriz nao absorven-
te, como KBr (Olinger, Griffiths, 1993a,b; Pasikatan et al.,
2001).

Andlise multivariada

A analise multivariada é a rigor, qualquer aborda-
gem analitica que considere o comportamento de duas
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ou mais variaveis simultaneamente, num vasto campo
do conhecimento que envolve uma grande multi-
plicidade de conceitos estatisticos e matematicos (Pe-
reira, 1999).

Os métodos de andlise multivariada aplicados na
modelagem de informagdes quimicas fazem parte da area
da quimiometria, e s3o assim denominados pois no caso da
espectroscopia permitem manipular dados de absorbancia
espectrais associadas a uma ou mais freqiiéncias ao mes-
mo tempo. Estes métodos tém recentemente tornado pos-
sivel modelar propriedades quimicas e fisicas de dados
simples e complexos, a partir de dados espectroscopicos
(Zamora et al., 1997).

Regressao por minimos quadrados parciais

Este método foi desenvolvido nos anos 70 por
Herman Wold, e um excelente guia pratico foi escrito por
Geladi e Kowalski (1986). Como usual em procedimen-
tos analiticos primeiro desenvolve-se um modelo de
calibragdo (Pimentel, Barros Neto, 1996). Uma matriz X
com m colunas, correspondendo ao sinal espectral (p. e.
absorbancia) para cada nimero de onda, e n linhas, re-
presentando cada amostra (padrdo). Uma segunda matriz
Y, é definida com k colunas, com as informagodes quimi-
cas (p. e. concentragdes) e com n linhas, correspondendo
a cada amostra. Utilizado técnicas de analise fatorial a
matriz X é decomposta numa soma de matrizes menores
(equacdo 1).

X=M,+M,+..+M +E (Eq. 1)

Sendo M, os componentes principais ou varidveis
latentes, com dimensao 1, 2 ... a, onde a corresponde ao
numero de fatores (componentes principais ou variaveis
latentes) selecionado para truncar a igualdade. E
corresponde a matriz de residuos, relacionada ao nimero
de fatores.

Amatriz Y ¢ decomposta de maneira analoga. Final-
mente, determina-se a correlagio entre as variaveis laten-
tes usando os componentes das matrizes menores.

No modelo PLS as decomposi¢des das matrizes X e
Y sdo feitas simultaneamente por meio interativo e se acre-
dita que a informagao contida em Y ¢é transferida para X.

Ap0s a calibragio € possivel prever as proprieda-
des de novas amostras a partir de medidas espectrais. Os
sinais espectrais sdo definidos numa nova matriz X , que
contém m colunas mas t linhas, correspondendo as t
novas amostras. Usando a correla¢do construida na fase
de calibracdo as propriedades desconhecidas sdo
coletadas numa nova matriz Yp.
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MATERIAL E METODOS
Amostragem

Segundo a literatura, o diclofenaco de potassio (Figu-
ra 1), deve possuir ndo menos de 99% e ndo mais de 101,0%
de potassio [sal potdssico do acido o-(2,6-
dicloroanilina)fenil acético] acetato (USP, 2000). Apresenta
formula molecular C, H, CLLKNO,, ¢ peso molecular de
334,24g.mol"' (European Pharmacopoéia, 2001).

0
OK Cl1
N
H
Cl
FIGURA 1 - Férmula estrutural do diclofenaco de potassio
(The Merck Index, 2001).

O principio ativo diclofenaco de potéassio (DK),
foi manipulado juntamente com o excipiente amido, de
forma a se obter um conjunto de amostras com diferen-
tes concentragdes, sendo pesadas quantidades calcula-
das de principio ativo, e de amido separadamente, que
posteriormente foram misturados até a obtencdo de uma
mistura homogénea. A variacdo da concentracdo deste
conjunto foi de 0,15 mg/g acima e abaixo das concen-
tracdes usualmente comercializadas. Conferindo-se a
varia¢do de 0,02 mg/g para cada amostra, produzindo
um grupo de 20 amostras. Cada amostra foi armazena-
da em frascos de vidro “snap-cap”, que foram simulta-
neamente submetidos 8 homogeneizacdo mecanica, por
aproximadamente 3 horas.

Aquisicao dos espectros

Os espectros das amostras foram obtidos em dupli-
cata num espectroOmetro Nicolet Magna 550 acoplando-se
um acessorio de refletancia difusa EasiDiff™ da Pike
Technologies, com resolugdo de 4cm™ e 32 varreduras,
totalizando 40 espectros. Antes de cada amostra, foi obtido
o espectro de referéncia (background) utilizando-se uma
peca macica de aluminio, cuja superficie foi previamen-
te lixada, tornando-a fosca. O conjunto de espectros das
amostras pode ser observado na Figura 2.

Previamente, foi selecionado o conjunto de regides
de maior interesse empregando o método de subtracdo de
espectros, que consiste em subtrair os espectros de amos-

J. S. Souza, M. F. Ferrao

FIGURA 2 - Conjunto de espectros DRIFTS das amostras
de diclofenaco de potassio.

tras com concentracdes extremas do farmaco analisado, e
a partir do perfil resultante, subdividir os espectros em
sub-regides que serdo posteriormente empregadas na
modelagem (Tabela I). Na Figura 3 s3o apresentados os
sinais resultantes da subtracdo dos espectros das amostras
de DK, contendo concentragdes maxima ¢ minima.

TABELA | - Regides selecionadas através do método de
subtragdo de espectros para o principio ativo DK

SUB-REGIAO
DO DRIFTS (cm™)

3.715-3.247
3.245-3.088
1.634-1.430
1.428-1.271
1.256-1.191

REGIOES

DN AW N =

/
= /
sy

FIGURA 3 - Conjunto de perfis da subtragdo entre os
espectros das amostras com alta e baixa concentra¢oes de DK.
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Andlise Multivariada

Para que um modelo seja eficiente, é necessario
que ele descreva da melhor forma possivel a situagdo
real, levando-se em conta o maior nimero possivel de
variagdes. Quanto maior o numero de fatores no mode-
lo, menor sera o desvio da reta de calibracdo. Porém, o
aumento de fatores também aumenta o ruido e os erros
de modelagem (Ferrdo, Davanzo, 2005).

Geralmente o nimero apropriado de fatores, va-
riaveis latentes (VLs), na calibracdo PLS pode ser de-
terminada pelo PRESS (Predictive residual error sum
of squares), que ¢ a soma dos desvios quadrados para os
valores estimados em relagdo aos valores atuais.

Outra medida que pode ser empregada para avaliar a
habilidade de previs@o de um modelo, o RMSEC (Root
Mean Square Error of Calibration), ou simplesmente SEC
(Standard Error of Calibration), que apresenta informagdes
semelhantes aos do PRESS, sendo expressa conforme equa-
¢do 02, onde n representa o nimero de amostras utilizadas.

Na avaliag@o do conjunto de amostras de valida-
¢do podemos ajustar a expressdo empregada para deter-
minar o SEC, sendo denominada de RMSEV (Root
Mean Square Error of Validation), ou simplesmente
SEV (Standard Error of Validation). Este critério € bas-
tante util quando se deseja avaliar se o modelo tende a
superdimensionar o nimero de VLs a serem emprega-
das. Os valores de RMSEYV, séo calculados com os y, de
referéncia e os valores estimados com o conjunto de va-
lidacdo, conforme equagdo 3.

Para a constru¢@o dos modelos de regressdo, a ma-
triz de dados espectrais foi autoescalada, sendo também
aplicado o MSC. Utilizou-se o algoritmo PLS através do
aplicativo Pirouette 2.7 da Infometrix para a modelagem
dos dados espectrais, considerando como referéncia as
concentragdes previamente planejadas.

A determina¢@o do nimero apropriado de fatores a
serem utilizados, foi realizada pela analise do RMSEV,
onde o modelo mais apropriado ¢ alcangcado quando se
permite a utilizagdo de um nimero minimo destes fatores,
com menor valor de RMSEYV associado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos modelos de regressdo foram construidos
empregando-se o PLS, sendo variado o numero de varia-
veis latentes (fatores) de 1 a 10, para a verificagdo das
melhores regides para realizar a calibragao.

Foram calculados os valores de RMSEV para os
modelos que empregaram cada uma das 5 regides
selecionadas, correlacionando o nimero de VLs, com a
finalidade de acompanhar o desempenho destes modelos.
A variagdo de RMSEV x n°® VLs, para todas as regides
espectrais estudadas, pode ser observada na Figura 4. Na
Figura 5, observa-se grafico das melhores regides resul-
tantes, 1, 2 e 3, bem como suas associagdes.

Pode-se observar que a utilizagdo de poucos fato-
res, ressalta o modelo que usa a Regido 1, empregando
1 fator, e também, o modelo que utiliza a combinagao
das Regides 2 e 3, empregando 3 fatores. Nestes dois
casos sdo observados baixos valores de erro para o con-
junto de validagcdo (RMSEV). Para estes modelos, tam-
bém sao apresentadas curvas de correlacao entre os
valores médios mensurados para a analise, e os valores
meédios obtidos via DRIFTS/PLS, bem como os valores
de R? e RMSEV.

As Figuras 6, e 7, apresentam curvas de correlagio
para a sub-regido 1, e sub-regides em associagdo 2 ¢ 3,
respectivamente.

Analisando-se os graficos resultantes que apresen-
tam as curvas de correlag@o das sub-regides selecionadas,
observa-se que os dois modelos desempenham perfis se-
melhantes, apesar de serem construidos com diferentes
variaveis latentes.

Ressalta-se que a ordem de grandeza do R? e do
RMSEYV, apresentam valores semelhantes nos dois mo-
delos apresentados nas Figuras 6 e 7, mas discriminam o
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FIGURA 4 - Grafico do RMSEV x n° de variaveis latentes,
das regides resultantes do método de subtragcdo de
espectros do farmaco DK.
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FIGURA 5 - Grafico do RMSEV x n° de variaveis latentes,
das associagdes das regides 1, 2 e 3, selecionadas pelo
método de subtracdo de espectros do farmaco DK.

modelo que emprega a regido 1, visto pequena variagao
diminuindo o RMSEV e aumentando o coeficiente de
correlacdo, caracterizando-o como mais robusto, indi-
cando com maior seguranga a previsio das concentra-
¢oes planejadas.

Para complementar este estudo, foram ainda cal-
culadas, empregando o PLS Toolbox em ambiente
MATLAB, a sensibilidade (SEN) e a seletividade
(SEL) com base no Sinal Analitico Liquido (NAS)
(Braga, Poppi, 2005), sendo os resultados apresentados
na Tabela II.

=
@™

R?=0,9959
05 RMSEV =0,0154
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-
§ 03 S Validagio
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01 02 03 04 05 08
Valor de referéncia (mgl/g)

FIGURA 6 - Curva de correlagdo para o modelo que
emprega os valores médios da sub-regido 1, e selegcdo de
uma variavel latente.

Os valores de SEN ndo apresentaram diferenca sig-
nificativa o que ja era esperado, uma vez que foram em-
pregadas as mesmas condi¢des experimentais (mesmo
equipamento e acessorio), para a aquisi¢do da informagao
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FIGURA 7 - Curva de correlagdo para o modelo que
emprega os valores médios das sub-regides associadas 2 e
3, e seleglo de trés variaveis latentes.

analitica. J4 os valores de SEL refor¢am o melhor desem-
penho dos modelos construidos com a regido 1 e com a
combinacdo das regides 2 e 3, uma vez que apresentaram
maior seletividade tanto para os espectros de calibragdo
quanto de validagao.

TABELA Il - Valores de sensibilidade e seletividade para
os modelos de regressdo multivariada empregando PLS.

Regido(des) VL  SEN® SEL
calibragdo validacio

1 1 52x10* 0,789 0,775
2 1 51x10* 0,715 0,685
3 1 50x10* 0,722 0,701
4 2 53x10* 0,656 0,619
5 1 52x10* 0,442 0,398
le2 1 48x10* 0,652 0,418
le3 1 49x10* 0,717 0,689
2¢3 3 49x10* 0,782 0,771

VL = variaveis latentes; * valor expresso como a razao
entre o Log(1/R) e a% (m/m).

CONCLUSOES

Verificou-se que a técnica DRIFTS associada do
método de calibragdo PLS, se apresentou como excelen-
te alternativa para a quantificagéo de diclofenaco de potas-
sio, ratificando as potencialidades das técnicas de
refletdncia que empregam regides no infravermelho mé-
dio para a constru¢do de modelos de previsdo.

De uma forma geral este trabalho contribuiu para
destacar as vantagens das técnicas espectroscopicas de
refletancia associadas as ferramentas quimiométricas,
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sobre os métodos oficiais de referéncia, como o baixo tem-
po de analise, a ndo destruicdo da amostra, o facil manu-
seio dos instrumentos, a maior robustez do equipamento
empregado visto a amplitude de amostras que comporta,
¢ a ndo agressdo ao meio ambiente por ndo gerar residu-
0s, bem como o baixo custo operacional frente a sua uti-
lizagao diaria em analises de rotina.

Todas estas vantagens agregam forte comprometimen-
to na sustentagdo desta alternativa qualitativa e quantitativa,
no monitoramento do processo produtivo de empresas do
ramo farmacg€utico que fabriquem ou manipulem farmacos
em grande escala, sendo esta metodologia facil de ser implan-
tada em ambiente industrial visando sistemas de qualidade.
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ABSTRACT

Infrared spectroscopy applied to the drugs quality
control. Part I: Multivariate regression for the
quantification of potassium diclofenac

In this work the alternative method for quantification of
potassium diclofenac was studied, using diffuse reflectance
infrared Fourier transform spectrocopy (DRIF'TS), together
with partial least squares regression (PLS). Two spectra of 20
samples with different concentrations (0.15-0.50 mg/g) of
potassium diclofenac in starch had been colleted in Nicolet
Magna 550 spectrophotometer, with resolution of the 4 cm’

and 32 scans. For multivariate regression 14 samples had
been used for calibration set and 6 samples had been used for
validation set. For the PLS modeling, the spectral
information (3715-3088 cm™ and 1634-1191 cm™) after
multiplicative scatter correction (MSC) and autoscaling
preprocess, had been processed in Pirouette® 2.7. The best
models with better coefficient regression (R?), these were
improved using root mean square error of validation

(RMSEY). The new technique propose using DRIFTS/PLS
shows an excellent choices for the quality control of the
productive process of factories and drugstores that produce

or handle these materials in large scale, presenting low time

of analysis, no sample destruction and no wastes production.

UNITERMS: Non-steroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs). DRIFTS. Diclofenac. Drugs quality control.
Chemometrics.
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