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RESUMO

APLICACAO DE ESPECTROSCOPIA RAMAN E ANALISE MULTIVARIADA NA
CARACTERIZACAO E MONITORAMENTO IN SITU DA SINTESE DE COCRISTAIS
DE CARBAMAZEPINA-NICOTINAMIDA E IBUPROFENO-NICOTINAMIDA

Neste trabalho foram utilizadas ferramentas do PAT (por meio da espectroscopia
Raman com analisador in situ e ferramentas multivariadas) para realizar o
monitoramento da cristalizagdo e a quantificacdo dos cocristais de carbamazepina—
nicotinamida (CBZ-NCT) e ibuprofeno—nicotinamida (IBP—NCT). Inicialmente,
realizou-se a sintese dos cocristais, que seriam utilizados como “padréo” durante o
trabalho, empregando-se um método descrito na literatura. Estes foram
caracterizados por calorimetria diferencial de varredura (DSC), difragcdo de raios-X
(DRX), espectroscopias no infravermelho médio (IR) e Raman. Com a confirmagéo
nova estrutura cristalina, pelos métodos analiticos de estado solido, estes cristais
foram utilizados em um planejamento de misturas com trés componentes (cocristal,
coformador A e coformador B) para desenvolver uma curva analitica usada na
guantificacdo dos cocristais. Foi identificada a técnica analitica de estado solido, que
em conjunto com métodos quimiométricos de quantificagdo, como o PLS,
possibilitaram uma melhor quantificacdo do cocristal em meio ao seus coformadores.
A espectroscopia Raman foi a técnica que apresentou os menores valores de erro,
tanto na etapa de calibracdo, quanto na etapa de predi¢cédo, obtendo erros quadraticos
médios de predicdo variando entre 1,5 — 4,5 % de cada analito. Para a sintese e
monitoramento dos cocristais, utilizou-se um procedimento de reacao de cristalizacao.
Dessa forma, preparou-se uma solu¢do aquosa de nicotinamida com concentragao
préxima a saturacao. Essa solucao foi adicionada ao outro coformador. As reacdes
foram realizadas em diferentes temperaturas e monitoradas com espectroscopia
Raman. Para ambos os cocristais, foi possivel observar uma cocristalizacéo com alto
rendimento a partir de 60 °C, sendo este fato inédito na literatura, uma vez que a maior
parte dos procedimentos de cocristalizacao utiliza solventes organicos. O emprego da
resolucdo de curvas multivariadas (MCR-ALS) possibilitou observar distintamente os
pontos de dissolu¢do dos farmacos, nucleacéo e cristalizacéo do cocristal, podendo

ser empregado facilmente em uma procedimento de rotina na indastria farmacéutica.
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ABSTRACT
RAMAN SPECTROSCOPY AND MULTIVARIATE ANALYSIS IN THE
CHARACTERIZATION AND IN SITU MONITORING ON SYNTHESIS OF
CARBAMAZEPINE-NICOTINAMIDE AND IBUPROFEN-NICOTINAMIDE
COCRYSTALS

In this work, the PAT tools were used (Raman spectroscopy with an in situ analyzer
and multivariate tools) to proceed a crystallization monitoring and quantification of
cocrystals of carbamazepine-nicotinamide (CBZ-NCT) and ibuprofen—nicotinamide
(IBP-NCT). At first, it was performed the cocrystals syntheses that would be used as
“standard cocrystal” during the course of this work, employing a method described in
the literature. These crystals were characterized by differential scanning calorimetry
(DSC), powder X-ray diffraction (PXRD), mid-infrared (MIR) and Raman spectroscopy.
After the confirmation of the crystalline structure by the solid state analytical
techniques, these crystals were used on a mixture design with three components
(cocrystal, coformer A and coformer B) to develop an analytical curve employed in the
guantification of the cocrystals. It was evaluated with the solid state analytical
technique and quantification chemometrics methods, such as the PLS, which enabled
a better cocrystal quantification among its coformers. Raman spectroscopy was the
technique that presented the lowest error values, both in calibration and validation
stages, with square mean errors of prediction ranging from 1.5 — 4.5 % for each
analyte. For cocrystal synthesis and monitoring, it was used as a crystallization
reaction procedure. Thus, it was prepared using a nicotinamide solution in water with
a concentration near saturation level. This solution was added to the coformer, in solid
state. The reactions were performed at different temperatures and monitored by the
Raman spectroscopy. For both cocrystals, it was possible to observe a crystallization
with a high yield from 60 °C, being the fact unpublished by the literature, since most of
the cocrystallization reactions use organic solvents. The employment of multivariate
curve resolution (MCR-ALS) enabled to observe distinctly the main points of the
reaction, such as drugs dissolution, crystal nucleation and cocrystal crystallization,

which can be easily employed on a routine procedure in the pharmaceutical industry.
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1. INTRODUGAO

1.1. Cocristais

Cocristais sdo arranjos cristalinos de diferentes moléculas que ao serem
combinados formam uma UGnica estrutura cristalinal, com padrdes cristalograficos

diferentes dos compostos precursores?®. (Figura 1.1)
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FIGURA 1.1 — Diferentes estados cristalinos de um mesmo principio ativo

O primeiro relato de cocristais foi feito em 1844, quando o quimico alemao Friedrich
Wohler realizou uma reacdo de cocristalizacdo entre a quininona e a hidroquinona,
formando a quinidrona (Figura 1.2)%. Porém apenas no século XXI, com o surgimento
dos primeiros cocristais farmacéuticos, estes comecaram a ter importancia tanto no

ambito académico quanto no industrial®.
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FIGURA 1.2 — Cocristal de quinidrona formado a partir de quininona e hidroquinona
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Cocristais farmacéuticos sao uma classe de cocristais no qual pelo menos um dos
componentes é o ingrediente ativo (API, do inglés active principle ingredient) e o outro
geralmente é designado coformador®’. O principio ativo e o coformador s&o unidos
por interacdes intermoleculares como ligagoes de hidrogénio, for¢cas de van der Waals
e interagdes T—TT.

Eles diferem dos solvatos, pois todos os seus coformadores estdo no estado
sblido a temperatura ambiente®. Também divergem dos sais, pois ndo ocorre a
transferéncia de protons durante a interagdo das moléculas formadoras do cocristal®.

A formacédo de um cocristal ocorre a partir das interacées dos tipos homosinton e
heterosinton (Figura 1.3). O termo sinton foi primeiramente utilizado em 1995 por
Desiraju e é definido como centros estruturais presentes em supramoléculas
(substancias compostas de duas ou mais moléculas) que podem ser formadas por
métodos sintéticos envolvendo interagdes intermoleculares!. Portanto, uma interacéo
do tipo homosinton ocorre entre dois sintons iguais, ou seja, uma interacdo baseada
no mesmo grupo funcional como, por exemplo, amida-amida e acido-acido. Enquanto
as interacdes do tipo heterosinton ocorrem em sintons diferentes, isto €, interacdes
intermoleculares entre diferentes grupos funcionais como, por exemplo, amida-acido
e acido-piridina??.

a) b)

RO H RO = HyN
/ - /
Hoeel o MR H----2.0% SR

FIGURA 1.3 - Interacdes do tipo a) homosinton e b) heterosinton

Os cocristais farmacéuticos apresentam propriedades diferentes das
apresentadas pelos seus precursores, justificando o interesse das indulstrias e
pesquisas na area farmacéutica desta nova classe de compostos, principalmente com
o intuito de melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade de alguns principios ativos.

A solubilidade é uma das propriedades mais importantes quando se avalia um
principio ativo®*. Os principios ativos geralmente sdo administrados em sua forma
sélida, portanto a solubilidade do farmaco esta correlacionada com sua

biodisponibilidade. Diversos métodos foram desenvolvidas para melhorar a
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solubilidade dos principios ativos: formac&o de sais'*, polimorfismo?®®, formacdo de
amorfos®®, micronizacdo!’, entre outros.

Dos métodos utilizados, os cocristais farmacéuticos apresentam uma alta razédo
solubilidade do cocristal/solubilidade do API e, como vantagem adicional, apresentam
geralmente alta estabilidade quimica e/ou fisica. Good e Rodriguez-Hornedo
mostraram que a razao solubilidade do cocristal/solubilidade do API, para os cocristais
de carbamazepina-nicotinamida e carbamazepina-acido glutarico foram de 157 e 112
respectivamente?8,

Estes aumentos de solubilidade em conjunto com a estabilidade quimica do
cocristal, uma vez que a forma cocristalizada € preferencial em relacdo as formas
polimorficas da carbamazepina, resultam em propriedades extremamente vantajosas
para um principio ativo com baixa solubilidade e que apresenta varias formas
polimorficas.

Outras propriedades igualmente importantes que também séo alteradas pela
adicdo de moléculas coformadoras no motivo cristalografico do principio ativo séo:
ponto de fusao; estabilidade mecéanica e quimica; e biodisponibilidade.

Ponto de fusdo € uma caracteristica termodinamica bastante utilizada no meio
farmacéutico para se caracterizar e/ou determinar a pureza dos compostos
analisados. Os cocristais geralmente possuem pontos de fusdo com valores
intermediarios ou abaixo de seus compostos precursores.

Stanton e Bak avaliaram as propriedades fisico-quimicas de 10 cocristais de
acidos carboxilicos com o API AMG 517%°. Os autores constataram que 0s pontos de
fusdo de todos os cocristais sintetizados apresentavam-se entre 0s pontos de fuséo
do &cido carboxilico e do API, e obteve-se uma correlacdo entre os valores de ponto
de fusédo e a solubilidade dos cocristais.

Outra importante caracteristica dos cocristais € a melhora na estabilidade do
principio ativo tanto em processo mecanico quanto em mudancas quimicas, como
polimorfismo ou solvatagao.

Trask e colaboradores avaliaram a estabilidade do cocristal de teofilina em
diferentes umidades relativas com o decorrer do tempo?°. O cocristal de teofilina-acido
oxalico apresentou uma boa estabilidade mesmo em ambientes onde a umidade
relativa era de 98%, enquanto que o principio ativo teofinila conseguiu manter sua
estabilidade somente quando a umidade relativa maxima era de 75%. Este aumento

na estabilidade demonstrou uma melhora no cocristal, pois impediu a hidratacéo do
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principio ativo que tem uma biodisponibilidade menor do que o mesmo em sua forma
anidra.

As propriedades anteriores estdo coerentes com a biodisponibilidade de um
farmaco. A biodisponibilidade € definida como a quantidade do farmaco que alcanca
a circulacdo sistémica de forma inalterada. A BCS (Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica, do inglés, Biopharmaceutical Classification System) classifica os
medicamentos em 4 classes?: | — alta solubilidade e permeabilidade; Il — baixa
solubilidade e alta permeabilidade; Il — baixa permeabilidade e alta solubilidade; e por

fim IV — baixa permeabilidade e solubilidade (Figura 1.4).

&

h

II I

permeabilidade

IV | III

=

solubilidade

FIGURA 1.4 — Sistema de classificacdo de farmacos de acordo com a BCS

O aumento da solubilidade de compostos classificados como classe Il e IV (e
portanto sua biodisponibilidade) faz com que o estudo de cocristais se torne

extremamente vantajoso para as industrias e pesquisa na area farmacéutica.

1.2. Métodos de cocristalizacao

Diversos métodos para formagdo de cocristais foram descritos na literatura?,
dentre eles os mais utilizados estdo: os métodos mecanoquimicos e os métodos
assistidos por solucdo. Entretanto, outros métodos estdo sendo estudados e
desenvolvidos, destacando-se: método da fusdo, cocristalizacdo assistido por
ultrassom e cocristalizacéo utilizando fluidos supercriticos.

1.2.1. Métodos de mecanoquimicos
Os métodos mecanoquimicos baseiam-se na quebra das interacdes

intermoleculares (inclusive as ligagfes de hidrogénio) através de esforcos mecanicos,
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seguido por uma etapa de reacdo quimica. Dentre os métodos mecanoquimicos, 0s
mais utilizados para a producao de cocristais S840 por moagem pura, por moagem com
gota de solvente (SDG, do inglés solvent drop grinding) e com prensa extrusora.

A moagem pura ou moagem seca consiste na mistura dos componentes iniciais
em um pistilo ou em um moinho de bolas. Estes compostos séo submetidos a esfor¢o
fisico até a formagéo do cocristal. Friscic e Jones relataram trés diferentes tipos de
mecanismos para a formacdo do cocristal: difusdo molecular, formacdo eutética e
formacdo por meio de fase amorfa®. Tal método s6 pode ser utilizado se os
intermediarios presentes na moagem apresentarem estabilidades menores (valores
de entalpia maiores) do que os formadores inicias ou uma alta mobilidade molecular?.

A cocristalizacdo em prensa de extrusao baseia-se na adicdo dos principios
ativos em uma extrusora. As roscas da extrusora (Figura 1.5) sdo aquecidas e
rotacionadas, utilizando diferentes parametros de temperatura e rotacdo por minuto.
Nestas roscas os farmacos sdo fundidos e misturados e, quando resfriados,
cristalizam na forma do cocristal. Diversos cocristais foram obtidos utilizando este
método®. Em 2010, Dhumal e colaboradores utilizaram uma prensa extrusora com

rosca dupla para obter o cocristal de ibuprofeno-nicotinamida?.

API A API B

+

Co-cristal

FIGURA 1.5 - Tipo de rosca extrusora utilizada para reacdo em estado soélido

Os métodos mecanoquimicos geralmente sao técnicas rapidas, que nao
necessitam de solventes e podem ser facilmente controlados durante o processo.
Entretanto por utilizar temperaturas elevadas e alto esforco mecénico, a chance de
degradar o farmaco utilizado (ou o cocristal resultante) é alta.

Atualmente, uma das técnicas mais vantajosas para a formagéo de cocristais

por meios mecanoquimicos é a moagem por gota de solvente (SDG, do inglés



Capitulo 1 — INTRODUCAO 7

solvente-drop griding). Ela permite uma melhora significativa na cinética de formacgéo
do cocristal por moagem pura?’. O método consiste na adicdo de uma pequena
quantidade de solvente no meio onde ird ser realizada a moagem dos compostos.
Uma vez que ndo € necessaria a dissolucdo completa dos cristais, a formacdo dos
cocristais ocorre de maneira mais rapida?.

Shan e Jones foram os primeiros a reportarem a adicdo de pequenas
quantidades de solvente para a obtengéo de cocristais de maneira mais rapida?®. Os
autores constataram que para um dos cocristais estudados foi possivel observar o
padrao de difracédo do cocristal utilizando uma pequena quantidade de metanol em 20
minutos de moagem, enquanto que o produto desejado nao foi obtido apés uma hora

de moagem sem utilizar solvente.

1.2.2. Métodos assistidos por solucéao

Estes métodos sdo os mais utilizados para a formacdo de cocristais. Sao
realizadas em quantidades equivalentes de cada componente, como no caso da
cocristalizacéo por evaporacado do solvente ou em razGes nao equivalentes, como a
reacao de cristalizacao.

Cocristalizacdo por evaporacdo consiste na adicdo de dois ou mais
componentes em um solvente volatil que possa solubilizar todos os cristais presentes.
Com a evaporacao do solvente, alcanca-se um ambiente de supersaturacao onde
qualquer alteraco no sistema resulta na nucleacdo do cocristal®. E o0 método mais
simples, e por isso 0 mais utilizado, principalmente para a triagem de novos tipos de
cocristais®.

Em 2013, Sanphui et. al. realizaram testes de triagem utilizando o método de
evaporacgio lenta para o farmaco temozolomida®!. Os autores utilizaram diferentes
coformadores (isonicotinamida, nicotinamida, pirazinamida, 4-hidroxibenzamida,
cafeina e sacarina) e dois tipos distintos de solventes, acetona e acetonitrila. A triagem
obteve como resultado diferentes cocristais com diferentes proporcées entre o APl e
o coformador.

Entretanto, este método somente pode ser utilizado quando o cocristal
pretendido tem razdo estequiométrica equivalentes dos reagentes iniciais, i.e. a
solucéo inicial deve conter uma solugdo com concentracdo molar igual a presente no
cocristal. Quando a razdo € ndo equivalente, obtém-se a cristalizacdo de apenas um

dos componentes, enquanto o outro farmaco se encontra em solugéo®?.
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A reacéo de cristalizacao foi utilizada para contornar este tipo de problema. O
método consiste na obtencdo de uma solugdo supersaturada de um dos
componentes, seguido da adicdo do segundo reagente. O equilibrio entdo é deslocado
e 0 processo de cristalizagao do cocristal se inicia.

A Figura 1.6 mostra um diagrama de fases que diferencia o método por
evaporacdo de solvente e por reacdo de cristalizacdo. O diagrama de fases é
altamente influenciado pela solubilidade dos componentes no solvente reacional. A
Figura 1.6a representa um diagrama de fases de um cocristal sintetizado por
evaporacao lenta. Os componentes A e B possuem solubilidade semelhante no
solvente, e ao final da reacdo (dependo da quantidade de cada componente) é
possivel obter o cocristal puro (C), uma mistura entre o cocristal e um dos
componentes (Sa ou Sg) ou apenas um dos componentes puros (A ou B)?,

A Figura 1.6b representa um diagrama de fases para reacdes de
cocristalizacdo. No diagrama, os componentes A e B apresentam solubilidades
distintas no solvente reacional. Para este sistema, o0 método de evaporacao lenta
resultara em uma precipitacédo Unica de apenas um dos componentes (B, por exemplo)

ou uma mistura entre o cocristal e apenas um componente (Sg)*.

a) Solvente b) Solvente

B
FIGURA 1.6 — Diagrama de fases para a formacé&o de cocristais a partir de compostos

com: (a) mesma solubilidade, (b) solubilidade diferente.

O ideal é alterar o estado para uma regidao de supersaturacdo do componente

A, e em seguida, adicionar o componente B a mistura reacional, assim alterar a rota
sintética (---) levando a formagdo do cocristal (C). Rodriguez-Hornedo et. al.

compararam os métodos de reagcdo de cristalizacdo e evaporagdo lenta para o

cocristal de carbamazepina-nicotinamida. Os autores utilizaram a espectroscopia
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Raman para acompanhar a cristalizagédo do produto, e observaram que utilizando o
método de evaporacdo lenta, onde adigcbes equimolares dos reagentes foram
adicionadas em etanol, o cocristal foi formado em 3 horas. Entretanto, utilizando uma
solucéo praticamente saturada de nicotinamida, ocorreu a formagéo do cocristal em 3
minutos®,

Ambos os métodos descritos apresentam uma dificuldade de serem realizadas
em larga escala, principalmente se o API utilizado apresenta um forma polimorfica
mais estavel do que o cocristal desejado. Para a formacdo de cocristais em grande
quantidade, utiliza-se o método de resfriamento, ou também chamado de reacdo em
suspens&o®’. Em um reator, adiciona-se o solvente e os componentes formadores do
cocristal. O reator € aquecido até a dissolucéo de grande parte dos reagentes. Quando
solubilizados, estes farmacos interagem entre si e precipitam na forma do cocristal.
Passado um tempo de reacdo, ha a presenca de um equilibrio entre os reagentes
solubilizados e o cocristal precipitado. Nesta etapa, a reacdo passa por um processo
de resfriamento em que todo o API solubilizado € cocristalizado®.

Este método utiliza o principio da reacdo de cristalizacdo, porém com o
aumento de temperatura para forcar a formacdo do cocristal, 0 que ocasiona a
diminuicdo do tempo de reacdo. Outra vantagem deste método € a possibilidade de
utilizar analises espectroscoépicas in situ para obter informacdes sobre o processo de
cristalizac&o e as interagbes quimicas presentes no processo®.

Nesta dissertacdo, utilizou-se reacfes em suspensdo para a formacdo do
cocristal e o seu monitoramento utilizando a espectroscopia Raman e técnicas

guimiomeétricas.

1.2.3. Métodos assistidos por fluido supercritico

Fluidos supercriticos sdo amplamente utilizados como solvente para extracao
de diversos analitos® e como fase mdvel em cromatografia liquida®. Na area
farmacéutica, seu uso deve-se principalmente ao controle do tamanho e da morfologia
dos cristais farmacéuticos, sendo utilizado até mesmo como indutor de transformacao
polimérfica®.

Diferentes métodos foram desenvolvidas para a utilizacdo de fluidos
supercriticos como solvente em reacao de cocristalizacdo. Entretanto, a maioria delas
utiliza o fluido supercritico como um anti-solvente, utilizando a baixa solubilidade dos

compostos farmacéuticos em CO». Assim, os APIs séo solubilizados em um solvente
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comum, e em seguida adiciona-se o fluido supercritico em alta quantidade. Essa
rapida mudanca de polaridade no meio faz com que ocorra a precipitacdo dos
cocristais.

Os dois métodos mais comuns para a cocristalizacdo por anti-solvente
utilizando fluidos supercriticos sdo: a SAS (anti-solvente supercritico, do inglés,
supercritical anti-solvent) e a GAS (anti-solvente a gas, do inglés, gas anti-solvent).

Na SAS, a solucao contendo os APIs é pulverizada em um vaso de alta pressao
contendo CO: supercritico. O solvente organico se difunde pelo fluido supercritico
causando uma supersaturacdo do sistema e posteriormente a precipitacdo dos
cristais*®. Em 2009, Padrela et. al. utilizaram um sistema de SAS para a formac&o de
cocristais de indometacina-sacarina. Os cristais foram obtidos com um alto grau de
pureza e um elevado tamanho de particula®.

A GAS apresenta um procedimento parecido com a SAS. Entretanto, neste
método o fluido supercritico € adicionado a solucdo contendo o solvente organico e
0s APIs. O CO: é dissolvido no solvente liquido causando uma rapida expansao da
parte organica, diminuindo a solubilidade do solvente e gerando a formacdo dos
cocristais®?. Ober e Gupta utilizaram este método para a cocristalizar itraconazol e
acido succinico. Este cocristal apresentou uma taxa de dissolugcdo maior do que

quando formado por cocristaliza¢cdo mediante solugéo®.

1.3. Farmacos

No estudo desta dissertacéo, foram utilizados dois principios ativos, classificados
como grupo Il no sistema de classificacdo BCS, e um farmaco coformador do grupo |,
com o objetivo de melhorar as caracteristicas de solubilidade e biodisponibilidade dos
farmacos da classe Il. Portanto, os farmacos utilizados no trabalho foram a
carbamazepina e o ibuprofeno como APIs pouco soliveis e com baixa

biodisponibilidade; e a nicotinamida como coformador.

1.3.1. Carbamazepina
A carbamazepina (CBZ) [Ci1sH12N2O — 5H-Dibenzo(b,f)azepina-5-carboxamida]
(Figura 1.7) é um importante principio ativo utilizado para o tratamento de epilepsia e

de neuralgia do trigémeo. Apesar de ser utilizada como medicamento por mais de 30
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anos, a carbamazepina € um farmaco com baixa solubilidade e o tratamento com este

medicamento envolve altas doses*.

FIGURA 1.7 — Estrutura quimica da molécula de carbamazepina

A carbamazepina apresenta oito formas polimoérficas conhecidas e outras formas
pseudopolimorfas ja foram reportadas na literatura. Dentre as oito formas polimorficas,
quatro delas ja foram bem caracterizadas: a forma | (triclinica), forma Il (trigonal) e
formas Ill e IV (ambas monoclinicas)®. A forma Ill é a forma mais estavel
termodinamicamente, porém em condi¢cfes normais pode ser hidratada pela umidade
do ambiente. A carbamazepina quando hidratada apresenta caracteristicas de
dissolucéo e solubilidade menores do que sua forma anidra“.

O grupo carboxiamida presente na estrutura da molécula pode apresentar
interacdes quimicas contendo uma ligacéo de hidrogénio e formar dimeros em todas
as suas formas polimérficas?’. Este sinton presente no grupo carboxiamida também é
utilizado para se combinar com diversos outros farmacos realizando sintons para a

formacé&o de cocristais farmacéuticos.

1.3.2. Ibuprofeno
O ibuprofeno (IBP) [C13H1802 — é&cido (RS)-2-(4-(2-metilpropil)fenil)propanoico]
(Figura 1.8) é um anti-inflamatério ndo esteroidal largamente utilizado como
antipirético, agente analgésico e no tratamento de artrites. Ele apresenta um carbono
assimétrico, podendo assumir duas formas Opticas diferentes. Geralmente, o processo
de separacao de espécies quirais sdo métodos caros e dificeis de serem realizados.
Por isso, o ibuprofeno comercializado € uma mistura racémica (R/S), sendo que

apenas o enatibmero (S) € biologicamente ativo.
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FIGURA 1.8 — Estrutura quimica da molécula de Ibuprofeno

Por ser um composto apolar e hidrofobico, o ibuprofeno possui baixa solubilidade
em sistemas aquosos, e por tanto, baixa biodisponibilidade*®. Entretanto, uma vez
solubilizado o ibuprofeno, é rapidamente absorvido pelo corpo. Logo, o farmaco é
classificado como tipo Il pela BCS, categoria que enquadra farmacos com baixa
solubilidade e alta permeabilidade®.

O grupo carboxilico do ibuprofeno possibilita ligacdes heterosinton com outros

farmacos que apresentam agrupamentos amida ou nitrogénios aromaticos®°.

1.3.3. Nicotinamida
Nicotinamida (NCT) [CeHeN2O — piridina-3-carboxamida] (Figura 1.9) ou
niacinamida é a amida produzida in vivo a partir do acido nicotinico (vitamina B3). E
uma molécula do grupo das vitaminas B que apresenta alta solubilidade em agua.
Este farmaco € bastante utilizado em sistemas bioquimicos para a formacao de NAD
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) e NADP (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

Fosfato) que séo utilizados como coenzimas de diversas reagées bioquimicas®?.

FIGURA 1.9 — Estrutura quimica da molécula de nicotinamida

O grupo amida, em sua estrutura, possibilita a formacdo de uma ligacéo
homosinton na amida da carbamazepina e uma ligagdo heterosinton no grupo
carboxilico do ibuprofeno®. A nicotinamida atuard como formadora do esqueleto
molecular de cada cocristal, aumentando a solubilidade dos principios ativos em

estudo.
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1.4. Cocristal de Carbamazepina-Nicotinamida

A carbamazepina € um farmaco com baixa solubilidade em &agua, além de
apresentar 8 formas polimérficas bem conhecidas®:. O grupo carboxamida presente
na molécula da carbamazepina forma interacdes do tipo homosinton gerando dimeros
nos cristais da molécula.

Portanto, torna-se possivel o uso de intera¢gdes do tipo homosinton e heterosinton
no grupamento carboxamida com outras moléculas organicas que apresentam alta
solubilidade em agua com o intuito de melhorar as propriedades dissolutivas deste
principio ativo. Os coformadores mais estudados s&o a sacarina e a nicotinamida,
sendo que para cada coformador foi possivel observar uma taxa de solubilidade de
2,6 e 152 vezes maior do que para o API puro, respectivamente?8,

No motivo cristalografico do cocristal de carbamazepina-nicotinamida, € possivel
observar a presenca de um dimero da carbamazepina envolto por dimeros da
nicotinamida (Figura 1.10). A carbamazepina se organiza na forma de barco e o cristal

apresenta um motivo cristalografico com estrutura monoclinica®.

FIGURA 1.10 — Cocristal de carbamazepina-nicotinamida (CBZ-NCT)

Os métodos mais utilizados para a formacéo deste cocristal séo:
e evaporacdo lenta, utlizando como solventes: DMSO: metanol®,
acetonitrila, etanol®;
e reacdo de cristalizacdo, utilizando os solventes: etanol®-8, 2-propanoal,
acetato de etila®*, agua®®®° e metanol®?;
e método da cristalizacdo por fusdo acompanhada por microscopia 6tica®?

(hot stage);
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e SDG acompanhado por um microscopio oOptico, utlizando diversos
solventes organicos tais como: agua, cloroférmio, etanol, acetato de etila e
2-propanol®®;

e e por métodos mecanoquimicos: utilizando um pistilo?®®3, moinho de

bolas®, criomoagem®® e utilizando uma extrusora mecanica?6.6°,

Dentre os polimorfos da carbamazepina, a forma dihidratada € uma das mais
probleméticas para a industria farmacéutica, pois apresenta uma menor taxa de
dissolucdo. Esta forma polimorfica pode ser facilmente obtida com pequenas
qguantidades de Aagua®®. Assim, varios estudos, tentaram monitorar a reacdo de
formacé&o de cocristais de carbamazepina em agua. Em 2006, Rodriguez-Hornedo e
colaboradores estudaram a reacdo de cristalizacdo da carbamazepina-nicotinamida
por conversao em suspensao, utilizando etanol e agua como solvente a temperatura
ambiente. Com uma sonda de Raman, os autores obtiveram perfis de formacao do
cocristal acompanhando o deslocamento de pico referente ao espectro de
carbamazepina pura®®.

Mais tarde, Rodriguez-Hornedo et.al. estudou a degradacéo do cocristal de
CBZ-NCT mediante estocagem em altas temperaturas. Os autores observaram que,
na presenca de um agente deliquescente (DCPD — CaHPO4H20) em comprimidos
gue continham nicotinamida e carbamazepina puros, formou-se espontaneamente
cocristais apés um periodo de 22 dias (temperatura = 40 °C)®. A 4gua formada pela
desidratacdo do DCPD atua como solvente na formacdo dos cocristais. O mesmo
teste a 60 °C mostrou a formacado de cocristal em apenas 12 horas. Afirmando, a alta
estabilidade dos farmacos na forma de cocristais. Entretanto, mesmo sendo possivel
acompanhar a reacdo e obter diferentes mecanismos de formacado, os autores nao

obtiveram um alto rendimento da reacdo quando realizada em agua.

1.5. Cocristal de Ibuprofeno-Nicotinamida

O ibuprofeno é um farmaco anti-inflamatorio ndo-esteroidal de classe Il (de acordo
com a BCS) que apresenta baixa solubilidade em agua®’. A adicdo de moléculas
sollveis em agua no arranjo cristalino do ibuprofeno é uma alternativa para melhorar

sua solubilidade, e portanto, a biodisponibilidade deste farmaco®®.



Capitulo 1 — INTRODUCAO 15

7

Um cocristal que apresenta diversos estudos na literatura € o cocristal de
ibuprofeno-nicotinamida. A parte central de cada motivo cristalografico € um dimero
da nicotinamida, na qual hd uma ligacdo homosinton entre as amidas de cada
molécula de nicotinamida. O ibuprofeno realiza uma ligacao heterosinton entre o acido
carboxilico e o anel piridinico da nicotinamida®® (Figura 1.11).

O ibuprofeno € um principio ativo que se apresenta em duas formas
enantioméricas, sendo que apenas a sua forma levogira (ibuprofeno-S) é bioativo.
Cada enantiomero do ibuprofeno apresenta uma estrutura cristalina diferente. Este
padrdo se repete quando cocristalizada com a nicotinamida, ou seja, o cocristal de
ibuprofeno-nicotinamida apresenta um polimorfismo estrutural®®-°. A forma racémica
do ibuprofeno (R/S) apresenta-se na forma ortordmbica, enquanto que a forma S

demonstra uma estrutura cristalina tipicamente monoclinica®.

H H CHsy
/
H= — 0
(e} H CH;
N I\
H5C — —H -
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H/
CHj; O/H
CHj

4
- "
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FIGURA 1.11 — Cocristal de ibuprofeno-nicotinamida (IBP-NCT)

Alguns estudos demostraram que a interacdo de moléculas de nicotinamida no
motivo cristalografico do ibuprofeno altera a biodisponibilidade e estabilidade
mecanica deste principio ativo’l. Testes de solubilidade demonstraram que a
solubilidade do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida (IBP-NCT) é 7,5 vezes maior do
gue a solubilidade do cristal de ibuprofeno puro’?, aumentando de maneira efetiva a
solubilidade de um principio ativo de classe II.

Os métodos mais utilizados para a formacao deste cocristal sdo através de:
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e evaporacdo lenta, utilizando como solventes: acetonitrila®®,
nitrometano®, acetato de metila®®, acetona®?, etanol®? e metanol®?;

e evaporacéo forcada com um rotoevaporador’

e método de cristalizacéo por fusdo acompanhada por microscopia 6tica®?;

e e por métodos mecanoquimicos: utilizando um pistilo®8, moinho de bolas®®

e utilizando uma extrusora mecéanica?6:°,

A partir do cocristal formado, as técnicas de estado solido utilizadas para a
caracterizacdo do material sdo: analise termogravimétrica (TGA)’, calorimetria
exploratoéria diferencial (DSC)?%5%72, difracdo de raios X (DRX) em p§26:526872 e de
monocristal®?%8, infravermelho médio (IR)®®7172 e préximo (NIR)%, ressonancia
magnética nuclear (NMR) de estado s6lido’®"2, microscopia Optica®® e microscopia
eletrénica de varredura?®.

O primeiro trabalho reportado usando cocristais de ibuprofeno-nicotinamida
voltado para o monitoramento de reacgdes foi desenvolvido por Kelly et. al.%>. Os
autores realizaram um monitoramento off-line, usando espectroscopia NIR, da
formacéo de cocristais de nicotinamida e ibuprofeno utilizando o método de prensa
extrusora com aquecimento. Os autores obtiveram altos niveis de pureza do produto
(chegando a 99%) alterando variaveis como velocidade de rotacdo e aumento de
temperatura da extrusora®. Anteriormente, os autores ja haviam demonstrado as

propriedades do cocristal obtido a partir da técnica de prensa extrusora?®.

1.6. Métodos de caracterizagao

Devido a grande quantidade de formas cristalinas que sdo obtidas a partir de
um anico produto cristalino, torna-se necessario o estudo destes cristais no estado
sélido. Por isso, ndo é possivel a utilizacdo da técnica analitica mais utilizada no
ambito farmacéutico, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, high
performance liquid chromatography), uma vez que ao solubilizar estes compostos,
perde-se toda a informacao estrutural atrelada ao composto.

Desta maneira, a caracterizacdo destes produtos farmacéuticos fica restrita a
técnicas analiticas do estado sélido, onde a amostra ou a matriz analisado apresenta-

se no estado sélido. Diversos métodos podem ser utilizados para tal fim, onde
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geralmente, emprega-se uma combinac¢do de técnicas para a confirmacdo e maior
compreensao das propriedades dos compostos obtidos.

Diversos métodos de caracterizacdo séo utilizados para a caracterizacdo de
cocristais farmacéuticos, tais como: TGA’3, DSC’4, DRX em p6’® e de monocristal’®,
MIR"?, NIR"8, espectroscopia Terahertz’®, espectroscopia Raman®, RMN de estado
solido®, microscopia Optica®, microscopia eletronica de varredura (MEV)® e
microscopia eletronica de transmissdo (MET)3.

Na presente dissertacdo serdo utilizadas as técnicas de difracdo de raios-X,

calorimetria exploratoria diferencial, infravermelho médio e a espectroscopia Raman.

1.6.1. Difragcéao de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X é uma das técnicas mais utilizadas para a determinacao
de diferentes estruturas cristalinas. Esta técnica consegue distinguir de maneira facil
a presenca de um novo motivo cristalogréfico, seja este, um polimorfo, solvato, sal ou
cocristal. E um método de analise ndo-destrutivo e que apresenta padrdes de difracéo
Unicos para cada estrutura. Porém, € uma metodologia que demanda certo tempo de
analise sendo mais dificil sua implementacdo em sistemas de PAT. Além disso, a
analise quantitativa s6 pode ser realizada com adi¢cdo de padrao interno ou andlise de
misturas, e seus dados apresentam problemas de orientacéo preferencial dos cristais
gue dificulta a andlise quantitativa.

O fendmeno de difracdo ocorre quando a radiacdo emitida colide com
obstaculos organizados de tamanho proximo ao comprimento de onda emitido. Os
raios-X gerados na analise de difratometria apresentam comprimentos de onda na
faixa de 0,5 — 2,5 A. Como os cristais analisados apresentam uma distancia
interatbmica de mesma ordem do comprimento de onda, é possivel observar o
fendbmeno da difracéo®.

Quando o feixe de raios-X incide na superficie de um cristal, parte do feixe é
espalhado e parte penetra na segunda camada de atomos. Na segunda camada,
novamente, uma parte do feixe € espalhada e uma parte penetra a terceira camada
de atomos, e assim por diante®. Considerando, apenas a quantidade de radiacéo
espalhada pelos cristais, como na Figura 1.12 é possivel compreender de maneira

eficaz o fendmeno da difragdo e como ela implica na formag&o de um difratograma.
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FIGURA 1.12 - Plano de difracdo, de um equipamento de raios-X

O feixe de raio-X espalhado pelos atomos forma um angulo 8, com o atomo e

com o feixe incidente. A distancia entre dois atomos, onde o feixe ira espalhar é d'.

Para que o fenbmeno da difracdo ocorra, os feixes terdo que ser espalhados por dois

planos subsequentes (A e C). Ou seja, se a diferenga entre seus caminhos 6pticos (d)
for um numero inteiro (n) do comprimento de onda irradiado (A):

§d=nl (1.1)

Entdo, havera superposicao construtiva e um feixe do raio-X sera observado.

Entretanto, se n for diferente de um namero inteiro (A e B), havera uma superposicao

destrutiva, e ndo sera possivel observar um feixe do raio-X?".

A distancia entre os caminhos oOpticos sera:
5 = SR+ RP = 2RP (1.2)

Assim, por trigonometria e as equacdes 1.1 e 1.2, € possivel observar que:

® _ DR sin6

5= sin

6§ =2d'sin@

nA = 2d'sin 6 (1.3)

A equacéo 1.3, conhecida como lei de Bragg, € a equacao que rege a difracao
de raios-X, e a partir dela, é possivel determinar a estrutura cristalografica da amostra,
onde o parametro d’ é dependente de valores inteiros h, k e | que descrevem
espacialmente a célula unitaria. Estes valores sdo conhecidos como indices de Miller
e a combinacéo deles descrevem o tipo de face cristalografica do cristal®.

Assim, o equipamento de difragéo de raios-X ndo mede as linhas de difracéo,

mas a quantidade de fétons difratados pela amostra em determinado angulo, onde
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este angulo ocorre entre a fonte de raios-X e o detector. A Figura 1.13 apresenta uma

representacdo esquematica do tipo mais comum de difratdmetro de raios-X.

Detector

FIGURA 1.13 — Representacédo basica de um equipamento de DRX

Os raios-X gerados na fonte séo incididos na amostra presente no centro do
equipamento, dependendo do arranjo cristalino e da organizacdo dos cristais
presentes no amostrador, a radiacao incidente € difratada para diversos angulos. Os
fétons difratados no angulo 26, que chegam ao detector, sdo convertidos em sinal
coletado representado pela intensidade no difratograma.

Para realizar a varredura dos angulos difratados, € necessario uma mudanca
na posicao do detector, ou da fonte de raios-X. O goniémetro € um componente central
do difratbmetro de raios-X que é responsavel por alterar o angulo de difracdo. Hoje
em dia, existem equipamentos com multicanal, onde varios detectores sao

posicionados em diferentes angulos de difracéo.

1.6.2. Calorimetria exploratério diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial € um método de caracterizacédo baseado
no calor de reacdo envolvido em diferentes eventos térmicos. Para a industria
farmacéutica, o DSC é utilizado principalmente para obter as temperaturas de fusdes
dos principios ativos e assim determinar o seu grau de pureza. E uma técnica que
pode ser usada para obter dados tanto qualitativos quanto quantitativos, uma vez que
o calor de reacdo € diretamente proporcional a massa do composto analisado.
Entretanto, por ser uma técnica destrutiva, os eventos de fusédo atrapalham de forma
significativa a analise de misturas, principalmente quando a mistura é constituida pelo
mesmo composto em estruturas cristalinas diferentes.

Além do DSC, outras andlises térmicas sdo bastante utilizadas para analises
farmacéuticas, entre elas: o DTA (do inglés, Differential Thermal Analysis), que mede

a variacdo de temperatura da amostra em relacdo ao material de referéncia e a HSM
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(do inglés, Hot-stage microscopy) que acompanha as mudancas morfologicas da
amostra®.

O equipamento utilizado para andlises de calorimetria diferencial apresenta
dois arranjos mais comuns: o DSC por fluxo de calor e por compensacao de poténcia.
Porém, ambos tém como finalidade medir variacdes de entalpia ocorridas no processo
de aquecimento ou resfriamento da amostra.

Os dois equipamentos sao bem similares, com a Unica diferenca no arranjo do
aquecedor. Nos equipamentos de compensacao de poténcia, utiliza-se aquecedores
elétricos (fornos) individuais para a amostra e a referéncia (Figura 1.14a). Enquanto,
nos equipamentos de fluxo de calor € um arranjo mais simples, onde a referéncia e a

amostra encontram-se no mesmo forno (Figura 1.14b)%°1,

Amostra Referéncia Amostra Referéncia
a) b)

FIGURA 1.14 — Representacdo esquematica da célula de aquecimento das duas

configuracdes de DSC: a) Por compensacao de poténcia e b) por fluxo de calor

No DSC por compensacéao de calor, a diferenca de temperatura entre a amostra
e a referéncia € mantida a zero variando a quantidade de poténcia necessaria para
manter a diferenca de temperatura. A poténcia medida é referente as mudancas da
entalpia ou capacidade calorifica que a amostra sofre em diferentes temperaturas®?.

No DSC por fluxo de calor, a referéncia e a amostra encontram-se em uma
placa metalica com alta condutividade térmica, que possibilita um bom fluxo de calor
entre a amostra e a referéncia. As mudancas ocorridas ha amostra geram uma
diferenca de temperatura entre os amostradores, que resulta em uma diferenca no
fluxo de calor, captados por termopares localizados abaixo dos amostradores. Um
aumento no fluxo de calor é referente a um evento exotérmico, e uma diminuicao é
referente a um evento endotérmico®:.

Os equipamentos por fluxo de calor apresentam maior sensibilidade, sendo
mais utilizados para analises quantitativas e para caracterizacdo de novos materiais.
Enquanto o DSC por compensacéo de poténcia gera respostas em menos tempo e
com maior resolugédo, tornando-se um equipamento apropriado para estudos

cinéticos®®.
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A Figura 1.15 apresenta algumas das mudancas na linha de base e picos
caracteristicos das curvas de DSC. Eventos térmicos que geram mudanc¢as na curva
podem ser transicdes de primeira ou segunda ordem. Eventos de primeira ordem
geram picos na curva e podem ser endotérmicos (fusdo, perda de massa, dessorcdo
ou reducéo) ou exotérmicos (cristalizacao, polimerizacao, cura, oxidacado, degradacao
oxidativa e adsorcao). As transi¢des de segunda ordem caracterizam-se pela variacéo
de capacidade calorifica do material e geram um deslocamento da linha de base como

a transic¢ao vitrea.

]

-~ o Cross-linkin
= c Cristalizagdo ?
o] @

LS

)
o

3 Transigao Oxidagao

= Vitrea

[N

Temperatura

FIGURA 1.15 - Representacdo esquematica de uma curva de DSC genérica

demonstrando os principais eventos térmicos detectados pelo equipamento

1.6.3. Espectroscopia de infravermelho médio (MIR)

A espectroscopia do infravermelho, assim como a Raman, apresenta uma
grande quantidade de informacdo devido as ligacBes e interacbes quimicas. E um
método de andlise rapido, ndo destrutivo e quando acoplada ao acessorio reflectancia
total atenuada (ATR, do inglés attenuated total reflectance) ndo necessita de preparo
da amostra. Em contrapartida, analises por pastilhas de KBr podem induzir a
transformac@es polimorficas ou outras transformacdes no estado solido.

No espectro eletromagnético, a regido do infravermelho apresenta
comprimentos de onda maiores do que a regido ultravioleta (800 nm) e menores do
gue a regiao de micro-ondas (1 mm). A regido do infravermelho pode ser subdividida
em trés diferentes regides do espectro, de acordo com o tipo de transi¢do mais usual
de cadaregiéo.

O infravermelho proximo (NIR, do inglés near infrared) apresenta vibracdes

harmbnicas e sobretons, e estd contido na regido de 800 nm até 2500 nm, ou em
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numero de onda de 14000 cm* até 4000 cm™. O infravermelho médio (MID, do inglés
mid infrared), compreendido entre 2,5 — 25 um, ou 4000 até 400 cm?, nesta regido é
possivel observar movimentos do tipo vibracional e vibracional-rotacional. Na regido
de 25 — 1000 pm, € possivel observar majoritariamente movimentos do tipo rotacional
e vibracional de compostos inorganicos, essa regiao é conhecida como infravermelho
distante (FAR, do inglés far infrared)®2.

O infravermelho proximo, por ser obtido a partir de vibracdes harmdnicas e
sobretons, apresenta informacfes quimicas de uma forma n&o diretamente
interpretavel, sendo necessaria a utilizacdo de métodos quimiométricos no tratamento
dos dados. Assim, o NIR tém sua maior aplicacdo em andlises quantitativas. O
infravermelho distante apresenta uma gama de aplicacdes em sistemas inorganicos,
uma vez que movimentos de estiramento e deformacdo de complexos metalicos
ocorrem abaixo de 650 cm.%

O infravermelho médio € a regido com muitas aplicacdes quimicas, tanto para
analises qualitativas na identificacéo e elucidacéo de estruturas, quanto para analises
guantitativas de diversos compostos organicos. Os movimentos vibracionais mais
comuns na regiao do infravermelho médio sdo os movimentos de deformacéo e de
estiramento. As vibracdes de estiramento ocorrem na regido de menor energia do
espectro infravermelho, e as vibractes de deformacéo na regido mais energética. A
Figura 1.16 apresenta os movimentos vibracionais da agua e a diferenca entre

movimentos de deformacéo e de estiramento®.
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FIGURA 1.16 — Movimentos vibracionais de estiramento e de deformacdo da molécula
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Atualmente, duas configuracdes de equipamentos de infravermelho séo
comumente encontradas: equipamentos dispersivos e equipamentos com
transformada de Fourier (FT-IR, do inglés Fourier Transform Infrared). Os
equipamentos dispersivos apresentam uma instrumentacdo Optica mais simples,
porém os espectrometros com transformada de Fourier possibilitam a aquisicdo de
varios espectros em um curto intervalo de tempo, melhorando a raz&o sinal/ruido do

equipamento e também a resolucéo espectral®.

Fonte Monocromador

|

lo Amostrador I

Detector

FIGURA 1.17 — Representacdo esquematica de um equipamento de Infravermelho

dispersivo

A Figura 1.17 apresenta um espectrometro de infravermelho dispersivo. O
equipamento consiste em quatro componentes basicos: a fonte de radiacéo, a célula
de amostragem, o monocromador e o detector. Alguns equipamentos sdo munidos de
um feixe duplo com o intuito de diminuir possiveis interferéncias, como COz e H20.

A fonte consiste em um sélido inerte que € aquecido eletricamente a
temperaturas de 1000 a 1800 °C, gerando radiacdo no infravermelho. Esta radiacao
entra em contato com a amostra, parte da radiacdo € absorvida pelos movimentos
vibracionais das moléculas do analito, e a parte ndo absorvida passa por um
monocromador. O monocromador é o componente que difere os equipamentos
dispersivos, dos equipamentos com transformada de Fourier. Nos equipamentos
dispersivos, 0 monocromador é composto por uma rede de difracdo e filtros com
seletores de comprimentos de onda. A rede de difracdo varia lentamente o
comprimento de onda da radiacédo que chega ao detector, possibilitando obter valores
de absorbancia relativos ao espectro de infravermelho para cada comprimento de
onda separadamente, porém com um alto tempo de analise?®.

A Figura 1.18 apresenta um espectrémetro de infravermelho com transformada
de Fourier. Os equipamentos de FT-IR apresentam, como grande desvantagem, o fato
de possuirem uma mecanica o6tica mais complexa e menos robusta do que os

equipamentos dispersivos (somente um espelho se movimenta durante a analise),
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além de fornecer espectros em menos de um segundo. Esse aumento na velocidade
de varredura do espectro € possivel gracas ao interferometro de Michelson. O
interferébmetro é construido por dois espelhos, um mével e outro fixo, € um divisor de
feixes. A radiagdo proveniente da fonte atinge o divisor de feixe e € parcialmente
dirigida para os dois espelhos. O espelho mével se move com velocidade constante
fazendo com que haja flutuagdes na poténcia da radiacao emitida. Os feixes dos dois
espelhos sdo recombinados com diferentes padrdes de maximos e minimos como
resultado obtém-se um interferograma. O interferograma € decodificado em um

espectro de transmitancia realizando-se a transformada de Fourier®’ .

Interferometro
de Michelson

Amostrador 1

Detector

Fonte

FIGURA 1.18 — Representacdo esquematica de um equipamento de Infravermelho

com transformada de Fourier

Em ambas configuracdes de equipamentos, é possivel coletar informacéao
espectral para amostras sélidas, liquidas e gasosas. Para analises em estado solido,
0s dois métodos principais de analise sao por pastilhas de KBr e acessorio de

refletancia total atenuada (Figura 1.19).

KBr ATR

FIGURA 1.19 - Principais sistemas de compartimento de amostra utilizado em

equipamentos de infravermelho médio

Vidros e plasticos absorvem em quase toda a regido do espectro infravermelho,
assim, os amostradores utilizados como suporte para a amostra devem ser feitos de
substancias ibnicas, como por exemplo o brometo de potassio. Embora seja um

método barato, demanda tempo de preparo, e mais especificamente em produtos
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farmacéuticos é possivel ocorrer reaces de estado sélido ao prensar a amostra,
levando a uma informacao espectral equivocada.

Uma alternativa para evitar o preparo da amostra € o uso do acessério de
reflectancia total atenuada (ATR, do inglés attenuated total reflectance). Um acessorio
de ATR opera medindo as mudangas que ocorrem em um feixe infravermelho refletido
internamente num cristal, quando o0 mesmo entra em contato com uma amostra. A
radiacdo no infravermelho é refletida internamente no cristal do acessorio, formando
uma onda evanescente entre o cristal e a amostra. Parte da energia evanescente é
absorvida pelas moléculas da amostra, resultando no espectro de absor¢cdo no

infravermelho, similar ao obtido por pastilha de brometo de potassio®.

1.6.4. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica espectroscopica comumente usada
para identificar arranjos cristalogréaficos de diversos principios ativos. E uma técnica
rapida, ndo destrutiva, além de apresentar uma grande quantidade de informacao
guimica e limites de detecc&o mais baixos do que o DRX e o DSC, sendo utilizada em
amostras reais de comprimidos devido principalmente ao seu poder de penetracéo do
laser na amostra. Entretanto, uma limitagdo ocorre para amostras que apresentam
fluorescéncia e amostras com cores intensas.

Quando a radiacdo interage com a matéria, os fotons sdo absorvidos ou
espalhados pelo material. Quando h&a absorcédo, a energia contida no féton leva a
molécula a um estado eletrénico-vibracional-rotacional maior que o seu estado basal
e esta retorna ao estado fundamental através de fendbmenos como: relaxamento néo-
radiativo, fluorescéncia e/ou fosforescéncia®®. Quando a radiacéo é espalhada, a luz
incidente colide com a matéria e dispersa (espalha) em dois tipos de espalhamentos
podem ocorrer, o espalhamento elastico e o espalhamento inelastico.

O espalhamento elastico ocorre quando os fétons espalhados apresentam a
mesma energia e, portanto, o mesmo comprimento de onda que os fotons incididos.
Este tipo de espalhamento é conhecido como espalhamento Rayleigh. Entretanto,
uma pequena parte dos fétons pode apresentar uma energia maior ou menor em
relacdo ao foton incidente. Este fendmeno é denominado espalhamento Ramani,

O fendbmeno de espalhamento Raman foi primeiramente previsto por Smekal
em 1923 19 e comprovado teoricamente por Kramers e Heisenberg em 1925 102103,

Mas somente em 1928, Chandrasekara Venkata Raman observou experimentalmente
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o efeito que receberia seu nome'®. A Figura 1.20 representa os dois tipos de

espalhamento mais comuns, o espalhamento Rayleigh e o espalhamento Raman.
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FIGURA 1.20 — Representacdo do espalhamento Rayleigh e os espalhamentos

inelasticos: Stokes e 0 Anti-Stokes

O espalhamento Rayleigh € o mais comum e ocorre com maior frequéncia
enquanto o espalhamento Raman ocorre em menos de 0,0001% dos fotons
irradiados?%. Dentro do espalhamento Raman, é possivel observar um decréscimo na
energia do foton espalhado, conhecido com espalhamento Stokes, ou um aumento da
energia do foton, o espalhamento Anti-Stokes.

O espalhamento Stokes ocorre a partir da interacao entre a radiacdo emitida e
a molécula que se encontra no estado basal, enquanto o espalhamento Anti-Stokes
ocorre pela interacdo entre a radiacdo e uma molécula no estado excitado. Como a
maioria das moléculas estao presentes no seu estado basal nas condicbes ambientes
de temperatura, a ocorréncia do espalhamento Stokes é muito maior do que a Anti-
Stokes, e por isso é o mais utilizado na espectroscopia Raman.

A espectroscopia Raman € baseada no espalhamento inelastico entre os fotons
emitidos pela fonte de radiacéo e a molécula analisada. Mesmo em moléculas onde é
possivel observar uma excitacdo vibracional, o efeito Raman ocorre a partir da
variacdo do momento de dipolo da molécula a partir do campo elétrico induzido pela
radiacdo monocromatical®.

A radiacdo espalhada produz uma oscilacdo no dipolo induzido da molécula.
Este dipolo induzido resulta em uma alteracdo na polarizabilidade da molécula, ou
seja, na capacidade de deformacéo da nuvem eletrdnica da molécula a partir de um
campo eletromagnético. As ligacdes (ou interacfes) quimicas que sofrem mudancas

na sua polarizabilidade séo tidas como regifes ativas no espectro Raman®3,
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Logo, para que uma ligacdo quimica seja ativa na espectroscopia Raman, é
necessario que a radiacéo incidente realize uma mudanca na polarizabilidade da
molécula. Diferente da espectroscopia no infravermelho, este efeito pode ocorrer tanto
em moléculas heteronucleares quanto em moléculas homonucleares, uma vez que 0
efeito de polarizabilidade ocorre em ambos os casos.

No espalhamento Stokes, o féton irradiado de energia hvo doa parte de sua
energia para a molécula na qual colide. Assim, a energia do féton é reduzida para
h(vo-v). O espalhamento Anti-Stokes ocorre de maneira analoga, porém com um
aumento energético. O foton espalhado recebe parte da energia da molécula e
apresenta um aumento na sua energia h(vo+v). A diferenga de energia entre o foton
incidente e o espalhado resulta da origem ao deslocamento Raman, sendo essa
diferenca de energia relativa a transicdes de niveis vibracionais moleculares,
normalmente entre 100 e 4000 cm™.

Portanto, as bandas e picos espectrais obtidos pelo espalhamento Raman séao
sempre deslocados por uma frequéncia constante. Deste modo, cada molécula
apresenta um espectro Raman unico, que permite a identificacdo de modos
vibracionais da molécula, que podem ser consideradas sua “impressao digital”*°”.

Assim como o infravermelho, o Raman apresenta duas configuracdes basicas
de equipamento, o Raman dispersivo e com transformada de Fourier (FT-Raman). As
vantagens e desvantagens de cada equipamento sdo as mesmas descritas
previamente para o MIR. Entretanto, devido a espectroscopia Raman utilizar radiacao
de 200 a 1064 nm na amostra, instrumentos que utilizam dispersédo sdo mais comuns,
pois possibilitam um maior espalhamento Raman, sendo que o FT-Raman é utilizado
somente com lasers acima de 1000 nm.

Um equipamento Raman consiste em lasers como fonte de excitacdo do
espalhamento Raman, um monocromador ou interferémetro (dependendo do tipo de
equipamento), a célula de amostra e um detector. O tipo de detector e a 6tica utilizada
no equipamento depende do tipo de laser empregado na fonte®3.

Os lasers utilizados como fonte de excitacdo na espectroscopia Raman variam
do ultravioleta (UV) até o infravermelho préximo. A quantidade de fotons espalhados
de maneira inelastica variam a quarta poténcia em relacédo a energia da fonte. Lasers
na regido do UV-visivel, geralmente constituidos de ions argdnio ou de cripténio,

geram um grande espalhamento Raman. Porém, como sdo muito energéticos, podem



Capitulo 1 — INTRODUCAO 28

promover a excitacdo eletrénica da molécula analisada e produzir fluorescéncia de
fundo, um dos principais problemas da espectroscopia Raman®.

Em contra partida, lasers na regido do infravermelho préximo, como laser de
diodo ou de itrio-aluminio-garneto (Y3AlsO12) dopado com neodimio (Nd:YAG),
apresentam menor quantidade de espalhamento Raman, mas n&o apresentam
emissoOes significativas de fluorescéncia de fundo. Outra vantagem deste tipo de laser
€ a possibilidade de aplicar uma alta poténcia na amostra (acima de 300 mW) sem
gue haja a degradacdo da mesma, desde que essa néo absorva a radiagéo incidida'®,

Laser

Diodo

Parte 6tica

Rede de

Detector difragéo

()

FIGURA 1.21 — Representacdo esquematica de um equipamento de espectroscopia

Raman dispersivo com sonda.

Um acessorio bastante utilizado na espectroscopia Raman, é a microssonda.
Com a microssonda, é possivel obter espectros Raman em sistemas de reacéo,
analises de campo e produtos comerciais, sem a necessidade de se retirar o produto
da embalagem. Geralmente, 0s equipamentos com sonda Ssao instrumentos
dispersivos, pois a rede de difracdo ocupa menos espaco do que o interferémetro de
Michelson, tornando-se um equipamento menor e portatil'®. A Figura 1.21 apresenta

a configuracdo de um equipamento dispersivo com sonda.

1.7. Tecnologia Analitica em Processo (PAT)

Nas industrias farmacéuticas, as técnicas de analise de farmacos, inclusive as
técnicas de estado sélido, sdo empregadas no sistema de batelada, onde ao final de

7

cada etapa do processo o produto farmacéutico é avaliado. Entretanto, fatores
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externos e variaveis do sistema podem resultar em falhas no processo, necessitando
de um reprocessamento do produto e um maior tempo de batelada.

Como alternativa a esses processos, foi desenvolvida a tecnologia analitica em
processos (do inglés, Process Analytical Technology, PAT), que consiste em analises
quimicas ou fisicas dos materiais realizadas durante a corrente do processo, utilizando
analisadores pontuais®. A agéncia americana de administracdo de drogas e
alimentos (do inglés, United States Food and Drug Administration, US. FDA) lancou,
em 2004, um guia para indastrias farmacéuticas aconselhando o uso e
desenvolvimento de ferramentas do PAT em seus processos industriais**°.

O uso destas ferramentas analiticas de processo é cada vez mais utilizado e
estudado em diversas etapas dos processos farmacéuticos, entre elas estédo: etapas
de cristalizagdo!1?, perfil de dissolugdo'?, liberacédo controlada'* e formacéo de
principios ativos!'®, compresséo e formacdo de comprimidos?!?®.

De acordo com o guia da FDA, a principal manufatura nas industrias
farmacéuticas € baseada no processo em batelada, com coletas regulares dos
materiais para certificacdo da qualidade dos produtos!!’. Entretanto, novas
tecnologias para controle de qualidade e de processos sédo desenvolvidas a cada
dia''8. O guia de aconselhamento da FDA tem como intuito incentivar a utilizacéo e o
desenvolvimento destas tecnologias no ambito das indlstrias farmacéuticas*'’.

O guia de aconselhamento apresenta algumas vantagens na implementacao
do PAT nas industrias farmacéuticas, tais como!®: entender os mecanismos
envolvidos no processo e diminuir suas chances de falha; encontrar o ponto final da
reacdo e diminuir os tempos de batelada aumentando a eficiéncia do processo;
possibilitar uma analise mais apurada no planejamento do experimento, com
informacdes precisas e seguras.

Assim, o PAT visa facilitar o desenvolvimento da tecnologia presente nos
processos de controle de qualidade e de manufatura, através do entendimento dos
processos envolvidos no sistema'?°,

Para que estes objetivos sejam compridos, algumas ferramentas tipicas do PAT
devem ser utilizadas, tais como*?*:

e Uso de ferramentas multivariadas para o desenvolvimento de experimentos

e andlise dos dados adquiridos;

e Analisadores modernos que possibilitem analises rapidas e em tempo real,
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e Ferramentas para controle de processos, como determinagao do ponto final

da reacgao ou adicado de mais reagentes no meio do processo;

e Continua melhoria no desenvolvimento e conhecimento das ferramentas

supracitadas.

O uso de uma ou mais ferramentas utilizadas no PAT levam ao aumento
significativo dos resultados obtidos no processo como: custo, eficiéncia, rendimento
ou controle de qualidade dos materiais. No presente trabalho, foram utilizadas duas
das principais ferramentas do PAT: a utilizacao de ferramentas multivariadas (a serem
explicadas de forma detalhada no capitulo 2) e analisadores de processo.

1.7.1. Ferramentas Multivariadas

Nas industrias, é necessario uma maior robustez e reprodutibilidade dos dados
e dos processos empregados, devido a alta variabilidade de condi¢des, tornando-se
necessdria a utilizacdo de sistemas automatizados!®. A utilizacdo da quimiometria
nos sistemas analiticos de processos se deu primeiramente para extrair informacdes
e diminuir os possiveis erros presentes nas analises.

Em 2012, Rodionova e Pomerantsev'?? |evantaram dados bibliograficos
relacionados a pesquisa de artigos que utilizassem ferramentas multivariadas no
ambito do PAT entre os anos de 1993 e 2011. De acordo com o0s autores, 0s métodos
guimiométricos mais utilizados como ferramenta do PAT séo: a regressao por
guadrados minimos parciais (PLS), analise por componentes principais (PCA), anélise
multivariada de imagens (MIA), e a analise de curvas multivariadas (MCR).

O PLS possibilita correlacionar dados experimentais com diferentes
propriedades dos materiais, e por isso pode ser empregada em diversos processos e
assim, obter diferentes caracteristicas dos produtos. Isto faz com que o PLS seja a
ferramenta quimiométrica mais empregada no ambito industrial. Alguns exemplos de
sua aplicacdo séo: quantificacdo de principios ativos'?®, controle de reacdes de
polimerizacdo?*, granulacdo de excipientes e farmacos'?®, interagdo entre excipiente
e principio ativo'?®,

O PCA, assim como o PLS, tem a capacidade de ser empregado em diversos
sistemas, sendo utilizado principalmente na analise exploratdria dos dados. Esta
ferramenta € bastante empregada para determinar dissimilaridades presentes em um
processo'?’. Estas dissimilaridades podem representar a presenca de interferentes

presentes no processo’?®, ou o ponto final da reacéo'?°.
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A andlise de imagens ¢é basicamente utilizada na observacdo da
homogeneidade dos materiais. Sua aplicacdo mais comum na industria farmacéutica
é a avaliacdo de géis e comprimidos!®®. Entretanto, analises de imagens geralmente
sdo associadas a outras ferramentas quimiométricas como o PCA e o MCR*3!,

A andlise de curvas multivariadas € uma importante ferramenta quimiométrica
gue possibilita obter perfis de concentragcdo da reacdo, e assim acompanhar a
transformacgdo dos substratos iniciais no produto final'32. E uma ferramenta muito
utilizada em sistemas em linha, onde € possivel obter dados dos componentes
presentes na reacdo em cada tempo de andlise e assim acompanhar a formacédo do

produto final, seja em uma reacdo quimica®®*® ou em um processo fisico34.

1.7.2. Analisadores de processos

De acordo com o guia da FDA, os analisadores de processo sao divididos em
trés categorias, a Figura 1.22 resume o0s tipos de analisadores possiveis para um
processo em batelada®®:

e At-line: S4o os analisadores que necessitam de uma amostragem, ou seja, as
aliquotas sao retiradas do processo e levadas até o equipamento de analise.
Para ser considerado um sistema “at-line”, o instrumento tem que estar préoximo
do local onde ocorre a medicao, tendo como principal vantagem a simplicidade
e robustez do equipamento a ser utilizado. Entretanto, estes analisadores
demandam um maior tempo de analise.

e On-line: Sao analisadores que se encontram fora da corrente do processo, mas
gue apresentam um sistema automatizado capaz de retirar as aliquotas do
sistema, realizar a medicao e retornar a amostra ao processo. Diferente dos
sistemas “at-line”, os sistemas “on-line” ndo necessitam da agao humana para
a amostragem do processo. No entanto, a vantagem também pode se tornar
uma limitacdo dependendo do tipo de sistema. A linha de amostragem tem que
ser apropriada para que a aliquota retirada mantenha-se intacta e apresente
uma boa representatividade do processo.

e In-line: de acordo com a FDA’, este é o tipo de amostrador ideal para ser
empregado em processos quimicos. Amostradores “in-line” realizam medidas
a partir do contato direto com a corrente do processo. Séo subdivididos em
invasivo (ocorre contato direto com a amostra) ou nao-invasivo (ndo ocorre

contato direto com a amostra) e apresentam a vantagem de obter resultados
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em tempo real sem a necessidade de se retirar uma aliquota da solugédo. Os
amostradores invasivos precisam ser resistentes, uma vez que entram em
contato direto com solucdes em altas temperaturas e pressdes elevadas. Os
amostradores néo invasivos apresentam todas as vantagens dos amostradores
invasivos com o beneficio de ndo entrar em contato com a solugao. Facilitando

a sua manutencdo e preservando a integridade da amostra presente no

Processo.
In-line
invasiva
On-line
In-line

Nido invasiva

At-line

FIGURA 1.22 — Representacédo esquematica dos diferentes tipos de analisadores de

processos segundo a classificacdo da FDA

No presente trabalho, utilizou-se como enfoque o uso de analisadores
modernos para analises in-line, aliados a ferramentas multivariadas para interpretacao
dos dados. Para isso, utilizou-se um espectrémetro Raman com uma sonda portatil e
ferramentas quimiométricas como Resolucdo Multivariada de Curvas (MCR) e
Regressdo por Quadrados Minimos Parciais (PLS) para acompanhar processos de

cocristalizacéo de principios ativos farmacéuticos.
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2. METODOS QUIOMETRICOS

2.1. Analise por Componentes Principais (PCA)

A andlise por componentes principais € utilizada quando existe colinearidade entre
as variaveis estudadas na matriz de dados, ou seja, algumas variaveis apresentam as
mesmas informacdes que outras, elas sdo correlacionadas'®®. A partir de um
determinado conjunto de dados, o PCA é capaz de conter as informacdes mais
relevantes em um numero reduzido de novas variaveis, descartando dados
irrelevantes para o sistema®®’.

O objetivo deste método é avaliar e reduzir a dimenséo dos dados originais para:
reconhecer padrdes, selecionar amostras, construir modelos de calibracdo
multivariada e obter uma visualizacéo rapida e facil de grupos e/ou anomalias. Desse
modo, torna-se desnecessaria a avaliacao de todo o conjunto de dados, o que pode
ser um trabalho mais demorado e propenso a erros sistematicos.

O método baseia-se na transformacao das coordenadas das variaveis originais de
uma matriz dados (amostras x variaveis) em um novo eixo de variaveis ortogonais, ou
seja, ndo correlacionadas.

A componente principal (PC) é o novo eixo que explica a maior quantidade de
informac&o dos dados obtidos. A Figura 2.1 ilustra a transformacdo de um conjunto
de dados que apresenta valores para trés variaveis originais: x, y e z. Esta distribuicéo
é facilmente explicada em um novo espaco de duas dimensdes formado pelas novas
variaveis (PC1 e PC2, sendo PC2 ortogonal a PC1), reduzindo o niumero de fatores
analisados de 3 para 2 sem perder informacéo relevante.
z1
PC2

B

Y

FIGURA 2. 1 — Representacéo gréafica das Componentes Principais
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O PCA obtém uma relacao entre os dados originais (X) e os dados obtidos nesta
nova dimensao de variaveis, a partir dos pesos dados por cada amostra (P) e a sua
projecao na nova dimensao de variaveis (T), de acordo com a equacao 2.1.

X=TPT+E (2.1)

Esta equacdo expressa o PCA em termos matematicos. Logo, o PCA é a

decomposicdo da matriz de dados originais, matriz X em duas novas matrizes (matriz

T e matriz PT), além de uma matriz de residuos (E), como descrito na Figura 2.2.

m d m m

i
X |=|T|xP+| E

n n n

FIGURA 2. 2 — Esquema de decomposic¢do da matriz de dados X

Sendo que X € a matriz com os dados originais, com n linhas e m colunas; T € a
matriz de escores com n linhas e d colunas (nimero de PC escolhido), PT é a matriz
transposta de pesos com m colunas e d linhas (sendo as colunas de T e as linhas de
PT ortogonais entre si, ou seja, pi'p; =0 e t'tj=0, para i #j) e E é a matriz de residuos
gue contém a fracédo da informacédo ndo modelado/explicado pelas PC*.

A matriz de pesos (matriz P) € definida pela relevancia de cada variavel em uma
dada combinacéo linear (PC). Cada elemento da matriz P € matematicamente igual
ao cosseno do angulo entre o eixo da cada variavel original e a PC. Quanto mais
préximo de = 1, maior a influéncia que a variavel tem na descricdo da componente
principal. A matriz de escores (matriz T) representa a proje¢cdo das amostras neste
novo sistema de eixos e cada amostra tera um valor de escore para cada PC139.149,
Cada coluna da matriz T representa uma componente principal. A matriz de residuos
(matriz E) € a quantidade de informacdo ndo relevante ou ndo explicada pelas
componentes principais. Geralmente em dados espectroscOpicos, a matriz de
residuos é atribuida ao ruido da anélise.

A principio, espera-se que grande parte da variancia (informacao) dos dados seja
explicada por um numero pequeno de PC. Para escolher a quantidade de
componentes principais, utiliza-se varios critérios estatisticos. Uma das técnicas mais

utilizadas é o célculo da porcentagem da variancia explicada'#!. A variancia explicada
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pela PCd é calculada a partir da equacéo 2.2, onde d é o numero de componentes
escolhidas pelo modelo:

n m 2
1- Zi:le:l(Xi,j_ ty Py )
Zin:lzzlxiz,j

VarianciaExplicada (%) =

x100 (2.2)

Onde o numerador representa a variancia explicada pela PCd e o denominador, a
variancia total dos dados. A porcentagem de variancia explicada é entdo, a razéo entre
a soma de d autovalores considerados relevantes pela soma de todos os p
autovalores.

Ha duas maneiras de se calcular o PCA. Uma € através do algoritmo iterativo
NIPALS, que determina os escores e os loadings de maneira iterativa utilizando a
regressao por minimos quadrados.

O outro método utilizado para se decompor a matriz de dados € a partir do método
numérico denominado SVD (decomposicéo por valores singulares). O SVD é uma

decomposicdo de uma matriz em matriz ortogonais, de acordo com a equacao 2.3'%2

X=USV' +E (2.3)
onde:
matriz original;
: matriz normalizada dos escores de X sujeita a UTU = I;
matriz normalizada dos loadings de X sujeitaa V'V = I;

matriz diagonal com os valores singulares;

[ ]
m ®» < © X

matriz de residuos.

A relacéo entre a equacédo 2.1 e a equacao 2.3 € dado por:
P=V (2.4)
T=US (2.5)

Os elementos na matriz S sdo ordenados de acordo com a variancia explicada de
cada componente. Os termos da diagonal de S ao quadrado sdo os autovalores da
matriz original. Esta relacdo é importante para se determinar o numero de
componentes principais significativas para o modelo.

Mesmo sendo um algoritmo com calculos complexos e demorados, a maioria dos

softwares computacionais ja apresentam a funcdo SVD contidas em seus sistemas.
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Nos dias atuais, a maioria dos calculos de PCA utilizam o SVD, e poucos usuarios
ainda utilizam o algoritmo NIPALS.

2.2. Resolucédo Multivariada de Curvas (MCR)

O MCR é baseado na decomposicéo bilinear dos dados originais, D (r x ¢) em
duas matrizes!*® (Equacdo 2.6) realizando uma deconvolucdo de espectros
sobrepostos. A resolugdo multivariada de curvas (MCR) possibilita obter perfis de
concentragcdo de cada um dos componentes presentes durante o monitoramento da
reacao a partir de uma extensao da lei de Lambert-Beer (Figura 2.3):

A = gcl > Dic=CiST+E (2.6)

Perfil de

Dados originais =
concentragao

Perfil espectral Erro

Componente n
m

Componente 1
Componente 2

Tima (min.)

Raman Shift (cm™)

FIGURA 2. 3 — Representacao esquematica do MCR-ALS em monitoramento de

reacoes

Através de métodos iterativos de regressao por quadrados minimos, é possivel
obter uma matriz correspondente a um perfil de concentracées, C (r x k) e uma outra
matriz relativa aos espectros puros, S(k x ¢) de cada um dos k-componentes presentes
na mistura. Os parametros r e ¢ sao as linhas e as colunas presentes nos dados
originais.

Para obter os perfis de concentracdo e os perfis espectrais, utiliza-se o
algoritmo de quadrados minimos alternados (ALS). Este funciona da seguinte
maneiral#4:

1. Determina-se o numero de componentes presentes na mistura (o parametro k).
Esta etapa pode ser realizada utilizando-se o SVD (decomposi¢cdo dos valores
singulares) ou pelo EFA (analise de fatores evolucionarios).

O EFA é bastante utilizado em conjuntos de dados onde existem variacdo

sequencial das informagfes quimicas presentes, como por exemplo, monitoramento
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de reagbes. O EFA realiza diversas PCA’s em sequéncia em intervalos de dados
gradualmente maiores, geralmente pela adicdo de uma linha. A analise € realizada
criando intervalos do comeco ao final do experimento (Forward EFA, EFA pra frente),
ou do final do experimento até o inicio (Backward EFA, EFA para tras).

Os autovalores obtidos a partir da execugcdo dos PCA permitem a detecgao e
localizacdo dos compostos presentes no processo. Logo, fica facil observar as regides
de concentracdes e os locais onde ndo ha a presenca do composto (Figura 2.4)43.
Estes autovalores possibilitam estimar quantos componentes estdo presentes na

mistura e os seus perfis de concentragao.

PCA\ /PCA / PCA RCA

B

©
o

log(eigenvalues)

Retention times

FIGURA 2. 4 — Exemplo de um Forward EFA (adaptado da referéncia'#®)

2. Estima-se um valor para C ou para ST

Nesta etapa € possivel estimar os valores utilizando o EFA, ou o método das
variaveis puras, sendo que o EFA s6 estima os valores para o perfil de concentracéo
C.

Assim como o EFA, o método das variaveis puras (pure) também utiliza o PCA 4>,
Entretanto, a partir dos loadings resultantes do PCA este método procura k linhas
(espectros) ou colunas (perfis de concentracdo) mais dissimilares entre si presentes
nos dados originais!4.

Uma ultima alternativa para se estimar os valores de C é a utilizagdo dos perfis

espectrais dos compostos presentes na amaostra.
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3. Tendo os valores de D e S' é possivel calcular o valor de C* 147
C*=D S(ST S)? 2.7)

Sendo S(ST S)*'a pseudo-inversa da matriz ST, também denominada S™

4. Dado D e C* é possivel calcular S™ 147
ST+ = (CT* C*)-l C™ D (28)

Sendo (CT C)'C" a pseudo-inversa da matriz C, também denominada C*

5. Calcula-se os valores originais D*, a partir das matrizes C* e S™ calculadas nas
etapas 3e 4
D*=C* S™ + E* (2.9)

6. Realiza-se um teste de convergéncia nos dados. E repete-se os passos 3 e 4 até
gue a falta de ajuste dos dados entre duas iteracdes consecutivas seja menor do
gue um valor critico (geralmente utiliza-se 10°).

A falta de ajuste é calculada pela equacéo 2.10:

n m " 2

_ Zizlzjzl(xilj_xi,j)

B noNom (2.10)
Zilej:lxij

FAj

E importante notar que o perfil de concentracdo gerado pelo MCR-ALS é
referente a um perfil relativo de concentracéo. Os valores de concentracdo dados pelo
modelo sdo dados em unidade relativa de cada espectro puro normalizado, diferente
dos valores de concentracdo encontrados por métodos de calibracédo e quantificacéo.

Uma importante vantagem do MCR-ALS é a possibilidade de aplicar diversos
tipos de restricbes em cada otimizagcdo do ALS. Estas restricbes sao condicdes
matematicas que provém de propriedades quimicas e séo utilizadas nos perfis de
concentracgdo, nos perfis espectrais e em alguns casos, em ambos. Para trabalhos de
monitoramento de reacao as restricoes mais utilizadas séo:

¢ nao-negatividade — os valores obtidos pelos perfis resolvidos devem ser

positivos. EX.: ndo existe concentragdo negativa e intensidade instrumental
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negativa (a ndo ser que o dado em questao passe por um processamento,
como primeira derivada).

e restricdo de igualdade — alguns dos elementos em um perfil (ou em partes
dele) sdo conhecidos. Ex.: espectros das substancias puras presentes nas

amostras.

2.3. Regresséo por Quadrados Minimos Parciais (PLS)

Em quimica analitica, modelos classicos univariados conseguem correlacionar
diferentes concentragdes de um analito com os sinais instrumentais de determinado
equipamento. Entretanto, quando se trata de matrizes complexas que apresentam
interferentes esta correlacao torna-se mais dificil e sujeita a erros.

Métodos analiticos que contornam estes problemas sdo objetos de estudo de
muitos trabalhos académicos, e muitos deles ja sédo incorporados em industrias e
centros de analises quimicas. As técnicas analiticas mais populares para a resolucao
de matrizes complexas ainda sdo baseadas em métodos de separacdo, como
cromatografia, ou procedimentos que necessitam de um preparo de amostra.
Entretanto, muitas dessas técnicas necessitam de longo tempo de preparo e alto custo
com insumos.

A calibracdo multivariada é uma excelente alternativa para utilizacdo com
técnicas instrumentais de baixa seletividade, com a vantagem de ndo necessitar de
um preparo de amostra, ser mais rapida e utilizar técnicas relativamente mais baratas,
como as técnicas espectroscopicas.

Os algoritmos utilizados para calibracdo multivariada exigem que haja
independéncia linear entre o nimero de colunas e o namero de linhas (sendo que o
namero de colunas é igual ao niumero de variaveis e o numero de linhas é o niumero
de amostras a serem modeladas). Para que isto ocorra, € necessario que 0 nimero
de linhas (amostras) seja maior que o numero de colunas (variaveis). Portanto para
realizar calibragbes multivariadas, algumas técnicas de compresséo e/ou selecdo de
variaveis sao geralmente utilizadas.

O PLS baseia-se na decomposi¢cdo de cada matriz (a matriz de dados X a
matriz de respostas Y) em duas matrizes menores, uma matriz de pesos PT e QT,
(para X e Y, respectivamente) e uma matriz que representa os coeficientes de

regressdo dos escores T e U. As matrizes E e F sdo os residuos que ndo sdo
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explicados pelo modelo*3®. Durante a decomposicéo, utiliza-se uma matriz de pesos

W, que contém informacdes que relacionam as matrizes X e Y.

m d m m

pT
T|X® +| E

X

T
Y:UXdQ+F

n n n

—
W
]

FIGURA 2. 5 — Representacao esquematica da decomposicédo das matrizes X e Y

no PLS

As variaveis latentes obtidas da decomposicao de X (matriz de amostras) sédo
distorcidas de modo a obter uma maior correlacdo possivel com Y (matriz de

respostas). E assim, obter curvas de calibracdo e quantificacdo dos dados.

X3

~
C

t

FIGURA 2. 6 — Representacéo gréfica da regressédo do PLS
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O SIMPLS (modificacdo do PLS inspirada estatisticamente)'*® e o NIPALS
(minimos quadrados parciais alternados n&o-iterativo)'4® sdo os algoritmos mais
comumente utilizado para se obter os coeficientes de regressédo do PLS. Ambos
apresentam certa similaridade no algoritmo, entretanto o SIMPLS € um método mais
rapido do que o NIPALS. Os passos para se realizar o algoritmo NIPALS estédo
descritos abaixo:

1. Determina-se uma estimativa inicial para o primeiro vetor (u;) da matriz U,
geralmente um vetor randomico da matriz Y. Caso se deseje modelar apenas
uma componente, u =;

2. Calcula-se o vetor de pesos para a primeira componente, e em seguida o
normaliza;

wi = XTug(us" ug)? (2.11)
w1 = wi/ ||wi| (2.12)

3. Com o vetor de pesos, é possivel calcular os escores da primeira componente
de X;
t1 = Xwy (213)

4. Calculam-se os loadings da matriz Y, e em seguida o normaliza;
g1 = YTtl(tthl)_l (214)
gz =d4/ ||qa] (2.15)

5. E por fim recalcula-se o novo vetor de escores de Y, u1*;
ur* = Y'q1(q1"qq)* (2.16)

6. Nesta etapa, repete-se os calculos dos passos 2 e 3 para se determinar o novo
vetor de pesos e wi*,0 novo vetor de escores t;*. Realiza-se o teste de
convergéncia.

Se: |t1* - t1| > valor critico (geralmente 10°°); repete-se o passo 4,5e 6

Se: |t1* - t1| < valor critico; o algoritmo seguir para a etapa 7;

7. Calculam-se os loadings da matriz X;
p1= XTtl(tthl)'l (217)



Capitulo 2 — METODOS QUIMIOMETRICOS 43

8. Somente nesta etapa, € possivel calcular o primeiro coeficiente de regressao
do modelo;
bipLs = Us"ta (2" tg)™ (2.18)

9. ApéS esta etapa, recuperam-se as matriz X e Y sem a primeira componente;
X*=X-1; plT (219)
Y*=Y - blPLS 11 qlT (220)

10. A partir deste ponto, o algoritmo retorna para o passo 1, substituindo X por X*
e Y por Y*

O algoritmo continua até que nao haja mais informacéo relevante em X acerca da
matriz Y. Uma excelente maneira para se determinar a quantidade de informacéo
relevante em X para a matriz Y é utilizando a validacao cruzada.

A validacdo cruzada € uma técnica importante para determinar o nimero de
variaveis latentes necessarias para o modelo de regressao. Separa-se uma ou mais
amostras da matriz X e se constroi o modelo de calibragdo com as amostras restantes.
Estima-se o erro do modelo prevendo as amostras que nado foram utilizadas para
calibrar, utilizando diferentes numeros de variaveis latentes.

Esse processo é repetido para todas as outras amostras até que todas tenham o
seu erro estimado. Calcula-se uma estimativa do erro médio para cada variavel latente

utilizada, seguindo a equacao 2.21:

n R 2
RMSECV = Ziﬂ(yr;_y‘) (2.21)

O numero de variaveis latentes é estimado pelo valor que oferece a menor raiz

guadrada do erro médio de validacéo cruzada (RMSECV)*,
2.3.1. IPLS

O iPLS, ou também chamado de PLS por intervalos, € uma extenséo do PLS onde
utiliza-se diferentes intervalos do conjunto de variaveis para se determinar e
selecionar aquelas que contém uma maior importancia para o modelo®°, Assim

espera-se otimizar o modelo de regresséo e facilitar a sua interpretacéo.
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O PLS por intervalos realiza modelos locais de regressdo em intervalos
equidistantes ou variaveis. O tamanho do intervalo é definido pelo usuéario. Os
intervalos séo avaliados pelo valor obtido no RMSECYV. As regifes que obtiverem os
melhores valores para a estimativa do erro sdo escolhidas pelo algoritmo.

2.4. Rotinas utilizadas

Para realizacdo das andlises do PCA, foi utilizada a rotina SVD do software
MATLAB 2010b. As analises por MCR-ALS foram realizadas utilizando a rotina ALS
do toolbox MCR_ALS?™! disponibilizado pela universidade de Barcelona pelo Prof.
Roma Tauler. As analises por iPLS foram realizadas utilizando o toolbox PLS_toolbox
6.2da Eigenvector, disponivel para MATLAB.



CAPITULO 3 - SINTESE,
CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO
DOS COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT



Capitulo 3 — SINTESE, CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS
COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT 46

3. SINTESE, CARACTERIZAGAO E QUANTIFICAGAO DOS
COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT

3.1. Introducéo e objetivos

O interesse da industria farmacéutica por técnicas analiticas de caracterizacao
de estado solido se deu a partir da descoberta de diferentes formas cristalinas para
um mesmo principio ativo, de maneira que tais técnicas tornaram-se necessarias para
correta caracterizagdo do farmaco e desenvolvimento do medicamento. Estas
técnicas séo geralmente utilizadas quando é preciso obter informac¢des quanto a forma
cristalografica do principio ativo!®2.

Diversas técnicas analiticas do estado soélido séo utilizadas para caracterizar
cocristais: TGA53'60'71, DSC26’53’59’62’69'72, DRX em p626,52,53,56,59,60,62,68-72 e de
monocristal?®52.5368 infravermelho médio53.56:59.60.68,71.72 & proximo®®, RMN de estado
s6lido”®7?, espectroscopia Raman®66%62 microscopia Optica®>°66%62 e microscopia
eletrénica de varredura?®>57:%8,

Entretanto, apenas dois trabalhos na literatura apresentam a quantificacao de
um cocristal na presenca de seus coformadores. Em 2013, Caliandro e colaboradores
guantificaram o cocristal de carbamazepina-sacarina por infravermelho médio e
difracdo de raios-X em p6*®3. E em 2014, nosso grupo de pesquisa avaliou as
principais técnicas analiticas para a quantificacdo do cocristal de ibuprofeno-
nicotinamida®*, os resultados obtidos foram provenientes dessa dissertacdo. Tal
estudo é de grande importancia visto que é possivel a determinacdo da fracdo de
precursores que nao foi convertida em cocristal.

A maioria das técnicas instrumentais utilizadas para analitos no estado solido
nao apresentam seletividade, tais como DRX, DSC, IR e Raman; e necessitam, na
maioria das vezes, de modelos de calibracdo multivariados. Uma das ferramentas
multivariadas mais utilizadas é a regressao por quadrados minimos parciais (PLS).

Assim, o0 objetivo deste capitulo € o desenvolvimento de modelos de calibracéo
utilizando ferramentas quimiométricas multivariadas e diferentes técnicas de
caracterizacdo: DSC, PXRD, IR Raman para quantificar os cocristais de
carbamazepina-nicotinamida (CBZ-NCT) e ibuprofeno-nicotinamida (IBP-NCT) em

meio aos seus componentes formadores.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1. Sintese do cocristal “padrao” de CBZ-NCT

Para a sintese do cocristal de carbamazepina-nicotinamida seguiu-se o método
descrito por Nehm ET. AL.%°. A sintese é baseada no método de reacdo de
cristalizagdo, também chamada de método solvotérmico. Adiciona-se quantidades
equimolares dos coformadores em um solvente organico, a reacao € aquecida até a
dissolucéo total dos cristais. Com a evaporacao do solvente obtém-se o cocristal
desejado. Utilizou-se carbamazepina da marca Jubilant Life Sciences Limited,
nicotinamida da marca Aarti Drugs Limited, grau de pureza 99,82%; acetato de etila
da marca Quemis, grau P.A.

Pesou-se aproximadamente 472,6 mg de carbamazepina (2 mmol) e 244,2 mg de
nicotinamida (2 mmol) em um béquer, em seguida, adicionou-se 40 mL de acetato de
etila. A solucdo foi aquecida a 40°C e deixada sobre agitacdo magnética por 30
minutos. ApOs este periodo, os farmacos foram completamente dissolvidos. O
cocristal foi obtido quando todo o acetato de etila foi evaporado (aproximadamente 4
dias). Com o intuito de se remover todo o acetato de etila residual, o cocristal foi

deixado em estufa a 40 °C por 12 horas.

| 2 mmol de Carbamazepina | 40 mL de | 20 °C por 30 min |
2 mmol de Nicotinamida Acetato de etila P .

=

<

FIGURA 3.1 — Representacdo esquematica da sintese do cocristal CBZ-NCT

() Iolo



Capitulo 3 — SINTESE, CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS
COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT 48

3.2.2. Sintese do cocristal “padrao” de IBP-NCT

Para a sintese do cocristal IBP-NCT, seguiu-se o0 método desenvolvido por
Fris¢i¢ e Jones, e mais tarde utilizada por Berry ET. AL.52%°, O procedimento baseia-
se em solubilizar completamente os coformadores em um solvente volatil, & medida
que este evapora o cocristal é precipitado. Utilizou-se ibuprofeno da marca IOL
Chemicals and Pharmaceuticals Ltd., grau de pureza 100,29%; nicotinamida da marca
Aarti Drugs Limited, grau de pureza 99,82%; metanol da marca Quemis, grau P.A.

Pesou-se aproximadamente 618,8 mg de ibuprofeno (3 mmol) e 366,4 mg de
nicotinamida (3 mmol) em um béquer, em seguida, adicionou-se 3 mL de metanol, até
a dissolucédo total dos farmacos. O cocristal de IBP-NCT foi obtido quando todo o
metanol foi evaporado (aproximadamente 10 horas). Com o intuito de se remover todo

o metanol residual, o cocristal foi deixado em estufa a 40 °C por 12 horas.

| 3 mmolde Ibuprofeno -| 3 mL de Metanol |
3 mmol de Nicotinamida

FIGURA 3.2 — Representacdo esquematica da sintese do cocristal IBP-NCT

Os cocristais de CBZ-NCT e IBP-NCT foram caracterizados por espectroscopia
Raman, Infravermelho, Difracdo por Raios-X (DRX) e por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC). Ao caracterizar os produtos obtidos, observou-se apenas as formas
cristalinas dos cocristais. Assim, estes foram utilizados como “padrao analitico”
durante as andlises de quantificacéo, ou seja, estes produtos seriam 0s compostos de

referéncia na andlise quantitativa do cocristal em meio aos seus coformadores.
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3.2.3. Quantificagdo dos cocristais em meio aos precursores

Para determinar os pontos da curva de calibracdo em cada uma das técnicas,
realizou-se um planejamento de misturas com trés componentes (farmaco,
coformador e cocristal) para a carbamazepina e para o ibuprofeno. O planejamento
de misturas fornece 6 niveis de variacdo (contando com a mistura padréo) para cada
componente, utilizando somente 10 experimentos. A Figura 3.3 ilustra o planejamento
de misturas utilizado para os cocristais de carbamazepina e de ibuprofeno, onde

variam as quantidade de cada um dos componentes de 0 a 100%, de modo que:

50 mg (para o Raman e IR)
X1+ X2+ Xz= 10 mg (para o DSC)
200 mg (para o DRX)

API (X,)
100:0:0

67:16:16
@

50:0:50 50:50:0
(]

33:33:33
@ @

16:16:67 16:67:16

0:50:50
() 0:100:0
Cocristal (X;) Nicotinamida (X,)

FIGURA 3.3 — Representacdo esquematica do planejamento de misturas para a curva
de calibracao dos cocristais de CBZ-NCT e IBP-NCT

A Tabela 3.1 apresenta a composicdo de cada amostra de acordo com o

planejamento ternario para cada cocristal.
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TABELA 3. 1 - Tabela de calibragao utilizada no PLS para os cocristais de CBZ-NCT
e IBP-NCT

Expl Exp2 Exp3 Exp4 Exp5 Exp6 Exp7 Exp8 Exp9 Exp 10

CBZou IBP (%) |10000 00 0,0 50,0 50,0 00 66,7 16,6 16,6 33,3
Nicotinamida (%)| 0,0 1000 0,0 50,0 0,0 50,0 16,6 66,7 16,6 33,3
Cocristal (%) 00 00 11000 0,0 50,0 500 16,6 16,6 66,7 33,3

Para a etapa de validagéo preparou-se cinco amostras com massas distintas
das amostras de calibracao, respeitando a massa final para cada equipamento, como
apresentado na figura 3.3. Tanto na etapa de calibragdo quanto nas etapas de
validacéo, utilizou-se as massas reais pesadas para cada amostra como valor de

resposta

3.2.4. Espectroscopia Raman

Utilizou-se um espectrometro i-Raman da B&W Tek modelo BWS 415-785H,
laser vermelho de 785 nm, com resolucgédo espectral de 3,5 cm™. Os espectros foram
realizados com tempo de aquisicdo de 60 s, de 100 a 70 % de poténcia para o laser,
lente objetiva de 20x e intervalo de 285 a 1708 cm™ (Raman Shift).

Para a analise por espectroscopia Raman, utilizou-se um molde evacuavel de
pastihamento para prensar cada amostra, as amostras foram prensadas
manualmente de modo a se evitar transformacfes de fase no cocristal e seus
precursores. Com as amostras prensadas, é possivel obter espectros mais bem
resolvidos e de maior intensidade. Isto ocorre porque nas amostras prensadas existe
uma maior quantidade de cristais em uma area menor, assim aumenta-se a ocorréncia
de espalhamentos Raman na regido onde o laser é incidido. Realizaram-se dez
medidas de pontos aleatérios de cada amostra com o intuito de se obter uma maior

representatividade da mesma.

3.2.5. Infravermelho Médio (IR)

O infravermelho utilizado foi um Varian modelo 660 FT-IR. As medidas foram
feitas em refletancia, utilizando um acessorio de refletancia total atenuada (ATR).
Realizou-se 64 scans com um intervalo de nimero de onda de 600 — 3500 cm?, e

resolucdo espectral de 2,0 cm™.
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As amostras utilizadas tanto na etapa de calibracdo quanto na de validacéo
foram feitas em triplicatas reais. Para a etapa de calibracdo, seguiu-se a mesma
relacdo de concentracao utilizada para a calibragdo com o Raman. Na validacgao,
preparou-se 5 amostras com quantidade aleatérias de cada um dos componentes.

As Tabelas 3.2 e 3.3 ilustram os pontos de validacdo utilizados tanto para a

espectroscopia Raman quanto para o infravermelho médio em cada cocristal.

TABELA 3.2 — Pontos de validagéo para o PLS utilizando Raman e IR para o cocristal
de CBZ-NCT

IR e Raman
Massa Teorica (ms= 50,0 mg) Porcentagem (%)
CBZ NCT CBZ-NCT CBZz NCT CBZ-NCT
1 38,1 4,5 7,3 76,4 9,2 14,4
2 20,9 6,5 22,6 41,8 12,9 45,2
3 4,0 16,8 29,1 8,0 33,7 58,3
4 19,2 20,1 10,6 38,4 40,6 20,9
5 13,2 20,3 16,5 26,5 40,6 32,9

TABELA 3.3 - Pontos de validacéo para o PLS utilizando Raman e IR para o cocristal
de IBP-NCT

IR e Raman
Massa Teorica (ms= 50,0 mg) Porcentagem (%)
IBP NCT IBP-NCT IBP NCT IBP-NCT
1 15,0 32,9 2,1 30,0 65,8 4,2
2 24,5 12,8 12,8 49,0 25,5 25,5
3 10,4 28,0 11,6 20,7 56,1 23,2
4 4,5 30,3 15,2 9,1 60,6 30,3
5 16,7 26,9 6,4 33,3 53,8 12,8

3.2.6. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
O DSC utilizado foi um Shimadzu DSC-60 com velocidade de varredura de
10°C/min, atmosfera de hélio (vazdo 30 mL/minuto) e uma faixa de varredura de 110

°C até 200 °C para o cocristal com carbamazepina, e de 50 °C até 160 °C para o
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cocristal com ibuprofeno. Cada uma das amostras da curva de calibragéo e validacéo
analisadas consistia de uma massa de 2 a 4 mg para o planejamento do CBZ-NCT e
de 4 a 6 mg para componentes da mistura do planejamento IBP-NCT.

Realizaram-se triplicatas reais para cada uma das amostras utilizadas nas
etapas de calibragéo e validacdo. Utilizando a relagéo entre a massa analisada e o
calor liberado na andlise, todos os termogramas foram normalizados para massa igual
a 1,0 mg.

As Tabelas 3.4 e 3.5 ilustram os pontos de validagéo utilizados para o DSC em

cada cocristal.

TABELA 3. 4 - Pontos de validacéo para o PLS utilizando o DSC para o cocristal de
CBZ-NCT

DSC
Massa Teorica (ms= 10,0 mg) Porcentagem (%)
CBz NCT CBZ-NCT CcBz NCT CBZ-NCT
1 53 2,0 2,7 55,1 19,5 25,4
2 1,1 3,9 5,0 11,9 39,1 48,9
3 3,3 1,1 5,6 29,5 11,9 58,6
4 1,5 6,2 2,3 15,0 60,2 24,7
5 4,1 4,1 1,8 39,7 41,9 18,5

TABELA 3. 5 - Tabela de validacao para o PLS utilizando o DSC para o cocristal de
IBP-NCT

DSC
Massa Teorica (ms= 10,0 mg) Porcentagem (%)
IBP NCT IBP-NCT IBP NCT IBP-NCT
1 6,8 0,4 2,7 68,7 4,4 26,9
2 1,5 1,2 7,5 14,5 11,5 74,0
3 34 1,4 4,9 34,7 14,7 50,6
4 0,4 51 4,5 4,0 50,8 45,2
5 4,4 4,5 1,1 43,9 44,9 11,2
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3.2.7. Difracéo de raios-X (DRX)

Para a analise de DRX, utilizou-se um difratbmetro de raios-X Multiflex da
Rigaku com comprimento de onda de 0,154 nm fonte de Cu, 40 kV de voltagem e
corrente de 30 mA. As amostras foram analisadas de 5° até 45° (2°0) com velocidade
de 0,2°/minuto, e passo de 0,02°.

As Tabelas 3.6 e 3.7 ilustra os pontos de validagao utilizados para o DRX em

cada cocristal.

TABELA 3. 6 - Pontos de validag&o para o PLS utilizando o DRX para o cocristal de
CBZ-NCT

DRX
Massa Teodrica (ms= 200,0 mg) Porcentagem (%)
CBZ NCT CBZ-NCT CBZz NCT CBZ-NCT
1 29,6 39,6 130,8 14,8 19,8 52,7
2 1247 20,7 54,6 62,3 10,4 19,8
3 10,1 180,6 9,3 51 73,8 4,6
4 3,7 81,1 115,2 1,8 40,6 57,6
5 88,4 441 67,5 442 22,0 33,8

TABELA 3. 7 - Pontos de validacéo para o PLS utilizando o DRX para o cocristal de

IBP-NCT
DRX
Massa Teorica (ms= 200,0 mg) Porcentagem (%)
IBP NCT IBP-NCT IBP NCT IBP-NCT

1 61.7 56.7 81.7 30.8 28.4 40.8
2 80.8 46.9 72.1 40.4 23.5 36.1
3 90.1 87.3 22.6 45.1 43.7 11.3
4 15.2 63.2 119.8 7.7 31.9 60.4
5 135.0 30.4 34.7 67.5 15.2 17.4

3.2.8. Métodos Quimiométricos

Para a quantificacao, utilizou-se a rotina do iPLS disponivel no PLS toolbox 6.2

da Eigenvector disponivel para o Matlab R2010a. As amostras foram normalizadas
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pela &rea, e utilizou-se a média das triplicatas para realizar as andlises. Foram
utilizados diferentes tipos de pré-tratamento para os dados, de acordo com a técnica

empregada.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Caracterizacao do cocristal de carbamazepina-nicotinamida (CBZ-
NCT)
O co-cristal de carbamazepina-nicotinamida formado pela reagdo de
cristalizacdo em acetato de etila foi caracterizado por DSC (Figura 3.4), DRX (Figura
3.5), espectroscopias Raman (Figura 3.6) e infravermelho médio (Figura 3.7).

Endo

| —— Carbamazepina

| —— Nicotinamida

—— Cocristal

| —— Carbamazepina:Nicotinamida 1:1

i i i i i i i
120 130 140 150 160 170 180 190
Tempertaura (°C)

FIGURA 3.4 — Curvas de DSC do cocristal, seus substratos e uma mistura fisica de

seus coformadores

A Figura 3.4 apresenta as curvas de DSC para a carbamazepina, nicotinamida,
o cocristal e uma mistura fisica de carmabazepina:nicotinamida 1:1 (m/m). A curva da
carbamazepina demonstra uma leve um pico por volta de 164 °C proveniente de uma

transicdo cristalina, provavelmente uma transicdo polimorfica para a forma | que
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apresenta uma temperatura de fusdo de 192 °C. A nicotinamida apresenta um sinal
endotérmico em 131 °C referente ao seu ponto de fuséo.

O cocristal apresenta uma temperatura de fusdo intermediaria entre os seus
coformadores, em 162 °C. Corroborando para a formacdo de uma nova estrutura
cristalina. A diferenca no perfil da curva de DSC entre o cocristal e a mistura fisica
demonstra as diferentes propriedades deste cocristal. Na curva da mistura fisica, €
possivel observar primeiramente a fuséo da nicotinamida por volta de 129 °C, seguida
por uma fusdo em 155 °C, e por fim, é possivel notar o pico de fusao referente a uma
formacéo in situ do cocristal em 162 °C. Os dados obtidos pelo DSC apresentam-se

em concordancia com os valores apresentados na literatura®%64,

: ; | — Carbamazepina DH
— Nicotinamida
—— Cocristal

— Carbamazepina:Nicotinamida 1:1

5 10 15 20 25 30 35 40 45
2°0

FIGURA 3.5 - Difratograma de raios-X do cocristal e de seus substratos e uma

mistura fisica de seus coformadores

A Figura 3.5 mostra os difratogramas do cocristal de carbamazepina-
nicotinamida assim como os de seus coformadores. Observando o padrao de difracao
do cocristal, foi possivel verificar a formacédo de um novo motivo cristalografico, uma
vez que seu difratograma se mostra diferente do difratograma obtido pela mistura
fisica de carbamazepina:nicotinamida 1:1 (m/m). Os principais picos de difracdo do

cocristal apresentam se em: 6,70; 8,92; 10,26; 13,40 e 20,50 2° 8. Enquanto que para
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os seus coformadores os picos de difracdo mais intensos apresentam-se em angulos
diferentes.

A nicotinamida apresenta picos de difracdo em: 11,34; 14,80; 19,06; 19,54,
19,92 e 22,24 2°0. Para a carbamazepina dihidratada apresenta seus picos em: 6,08;
8,84; 12,22; 15,12; 18,42; 18,88; 19,44; 24,12 e 24,68 2°6. Os difratogramas

observados sdo concordantes com os dados encontrados na literatura.

—— Carbamazepina DH
— Nicotinamida
—— Cocristal

Carbamazepina:Nicotinamida 1:1

WA

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm™)

FIGURA 3.6 — Espectros Raman do cocristal e de seus substratos e uma mistura

fisica de seus coformadores

A Figura 3.6 apresenta o espectro Raman da carbamazepina, da nicotinamida,
do cocristal e de uma mistura fisica 1:1 dos coformadores do cocristal. O espectro
Raman do cocristal apresenta picos caracteristicos comuns ao espectro da
carbamazepina, porém algumas regides possibilitam caracterizar e diferenciar o seu
espectro das formas polimérficas da carbamazepina. Na regido espectral de 1550 —
1630 cm, referentes as vibracdes de estiramento C=C e deformacéo N-H de amidas
secundarias?®®, é possivel observar uma maior intensidade do pico em 1599 cm™
referente a deformacdo N-H presente na molécula de carbamazepina e na molécula
de nicotinamida, e responsavel pela interacdo do tipo homosinton existente entre o0s

dimeros das moléculas de carbamazepina e nicotinamida do cocristal. Referente ao
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espectro da nicotinamida, a alteracdo mais evidente é o desaparecimento do pico em
1676 cm?, caracteristico de estiramento C=0O de amidas'®®. Este desaparecimento
ocorre devido a ligacdo homosinton que ocorre entre as moléculas de nicotinamida e
de carbamazepina presentes no arranjo do cocristal.

Outra regido caracteristica do cocristal encontra-se em 1036 cm?, indicativo de
uma respiracdo assimétrica de anel aromatico com heteroatomo*®’. No espectro da
carbamazepina é possivel observar dois picos referentes a vibra¢des do anel central
de 7 membros, que possui o carbamato, na regido de 1044 cm™ e 1028 cm™ . Na
nicotinamida, é possivel observar apenas um pico na regido de 1041 cm* originado
da respiracdo do anel piridinico, sendo este o pico mais intenso da molécula. Porém
no cocristal, além dos picos presentes na molécula da carbamazepina, um terceiro
pico é observado em um comprimento de onda intermediario, em 1036 cm, sendo
este, um dos picos mais intensos e também seletivo para o cocristal. Os espectros

obtidos mostraram-se de acordo com os reportados na literatura>6.°,

—— Carbamazepina DH

— Nicotinamida

—— Cocristal i

Carbamazepina:Nicotinamida 1:1 |
1 |

1 I i 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm{'1}

FIGURA 3.7 — Espectro infravermelho do cocristal e de seus substratos e uma mistura

fisica de seus coformadores

A Figura 3.7 apresenta 0s espectros de absor¢céo na regido do infravermelho

médio para o cocristal e seus coformadores. O espectro infravermelho da mistura



Capitulo 3 — SINTESE, CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS
COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT 58

fisica de carbamazepina:nicotinamida 1:1 é o que mais se assemelha ao espectro do
cocristal. Ou seja, das técnicas analiticas utilizadas para caracterizar e quantificar o
cocristal, o infravermelho € o que apresenta menor diferenca entre os perfis
espectrais. Apenas alguns deslocamentos de picos na regido do fingerprint e o
deslocamento dos picos em 1657 cm? e 1680 cm?, relativos a estiramento C=0 de
amidas®, diferenciam o espectro do cocristal do espectro de seus coformadores.
Porém, quando se compara o espectro do cocristal com o0 espectro da mistura fisica
de seus coformadores, ndo é possivel observar discrepancias mesmo nas regiées
citadas. Mostrando que o infravermelho médio néo fornece informacéo suficiente para
distinguir a mistura fisica do arranjo cristalino misto. Os espectros obtidos foram

concordantes com os reportados na literatura®3°,

3.3.2. Quantificagdo do cocristal de carbamazepina-nicotinamida (CBZ-
NCT)
3.3.2.1. Infravermelho médio

Os espectros obtidos em triplicata durante as etapas de calibragcéo e validacao
foram normalizados pela area com o intuito de se atribuir a mesma importancia para
cada amostra, em seguida realizou-se a média das replicatas e por fim, utilizou-se o
algoritmo iPLS com diferentes pré-tratamentos e diferentes intervalos de variaveis
com o objetivo de obter os menores erros de calibracdo e previsdo em cada modelo.

A escolha das variaveis latentes foi baseada utilizando o menor valor da raiz
guadrada do erro quadratico médio de validacdo cruzada (RMSECYV, do inglés root
mean square error of cross validation). As Figuras de 3.8 a 3.10 apresentam a raiz
guadrada do erro quadratico médio de validacdo (RMSEC, do inglés root mean square
error of calibration) e RMSECYV para os trés componentes em cada um dos modelos.
Os menores valores de RMSECV foram obtidos quando utilizou-se trés variaveis
latentes no modelo. Este fato ja era esperado, uma vez que o modelo de calibracdo é
composto por 3 componentes: carbamazepina, nicotinamida e cocristal. Portanto, para
todos os modelos utilizou-se apenas 3 variaveis latentes. O modelo 1 foi atribuido ao
conjunto de dados que apresentou as melhores condicfes para a quantificacdo da
carbamazepina, o modelo 2 foi ajustado com os menores erros de predicdo para a
nicotinamida e o modelo 3 foi escolhido com base nos menores erros de quantificagao

do cocristal. Os modelos utilizados apresentam-se nas tabelas de 3.8 a 3.10.
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FIGURA 3.8 — Representacéao gréafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada
variavel latente do modelo 1
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FIGURA 3.9 — Representacéo gréfica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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FIGURA 3.10 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para

cada variavel latente do modelo 3

E possivel avaliar o poder de predicdo do modelo analisando o grafico de
valores de concentracdo real contra os valores de concentracdo estimados pelo
modelo, Figura 3.11. Apenas o0 modelo 2 apresentou uma boa linearidade e baixa
dispersdo dos dados em relacdo a reta ajustada para a quantificacdo de nicotinamida,
todos os outros modelos mostraram-se ineficazes para a predi¢éo correta dos valores
de calibracdo e de validacdo deste analito. Para os demais analitos, cocristal e
carbamazepina, nenhum modelou conseguiu prever os valores reais de concentracao
de maneira eficaz, apresentando uma grande dispersédo dos dados em relacéo a reta

ajustada.
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As tabelas de 3.8 a 3.10 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos
de PLS utilizando o infravermelho. Os valores de raiz quadrada do erro quadrético
médio dos erros de predicdo (RMSEP, do inglés root mean square error of prediction)
e RMSECV permitem estimar a eficiéncia do modelo quanto a predi¢céo e a validacao,
respectivamente. Quanto menor os valores de RMSECV e RMSEP, menor é o erro do
modelo para quantificar aquela substancia.

O menor erro de validacédo cruzada e de predicdo para a carbamazepina foi
obtido nas condi¢bes do modelo 1, com valor de RMSECV de 20% e valor de RMSEP
de 19%, isto quer dizer que em 50 mg de uma mistura com carbamazepina,
nicotinamida e cocristal, o erro médio de previsao é de 9,5 mg, um erro bastante
elevado até mesmo na quantificacéo de cristais. O modelo 3 foi aquele que melhor se
ajustou para o cocristal. Os valores obtidos foram 34,5% para o RMSECYV e 9,2% para
RMSEP. Como observado pelos gréaficos de concentracdo real x concentracéo
estimada, o PLS néo pode diferenciar eficientemente a o cocristal dos farmacos
utilizados como coformadores.

O modelo 2 foi 0 que apresentou 0s menores erros para a nicotinamida. Os
valores de RMSECV e RMSEP foram 9,7% para ambos 0s parametros. Mesmo com
os elevados valores de erros, os valores obtidos no modelo 2 para a nicotinamida
foram os melhores resultados obtidos empregando-se a técnica de infravermelho

médio na quantificacdo do cocristal e de seus coformadores.

TABELA 3.8 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracéo

MODELO 1 IR Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 14,0 5,2 18,7
RMSECV (%) 19,9 7,6 25,8
RMSEP (%) 19,1 12,4 11,1
Rz calibracéo 0,81 0,97 0,65
R2 CV 0,61 0,95 0,40
R2 predicéo 0,62 0,34 0,78
Pré-processamento Normalizar + 12Derivada
Tamanho do intervalo 35
Variaveis incluidas 420 variaveis

(902—-934 969-1036 1138-1171 1307-1339 2083-
Regido do espectro 2116 2150-2183 2285-2318 23532385 24542487
2825-2858 3095-3128) cm™
Variaveis Latentes 3
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TABELA 3.9 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 IR Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 8,9 6,6 12,4
RMSECYV (%) 14,9 9,7 19,9
RMSEP (%) 23,3 9,7 23,6
R2 calibracéo 0,92 0,96 0,85
Rz CV 0,79 0,91 0,61
R2 predicéao 0,77 0,60 0,46

Pré-processamento

Tamanho do intervalo

Variaveis incluidas
Regi&o do espectro

Variaveis Latentes

Normalizar + 12 derivada

10

130 variaveis

(1143-1151 1837-1846 1953-1961 2049-2077
2107-2116 2271-2279 2290-2308 2367-2376 2387—
2395 2936-2954) cm*!

TABELA 3.10 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibragcéo

MODELO 3 IR Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 14,6 11,1 22,7
RMSECYV (%) 26,3 17,2 34,5
RMSEP (%) 18,8 16,4 9,2
Rz calibracéo 0,79 0,88 0,49
Rz CV 0,37 0,73 0,13
R2 predicéao 0,43 0,10 0,84
Pré-processamento Normalizar

Variaveis Latentes

3

Sem iPLS

Os altos valores de erros de validacdo cruzada e de predicdo para o

infravermelho eram esperados, uma vez que existe pouca dissimilaridade entre os

espectros do cocristal do espectro da mistura fisica e de seus componentes. Avaliando

a Figura 3.7 é possivel observar que o0 espectro da mistura fisica 1:1 de

carbamazepina e nicotinamida, e o espectro do cocristal apresentam 0s mesmos picos

e com intensidades relativas bastante semelhantes. E possivel observar, inclusive,

picos e bandas caracteristicos do cocristal no espectro infravermelho da mistura fisica,

demonstrando que a espectroscopia no infravermelho médio néo possibilita identificar

e quantificar de maneira eficiente o cocristal de carbamazepina-nicotinamida na

presenca de seus coformadores.
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3.3.2.2. Calorimetria exploratoria diferencial

Para a constru¢do dos modelos de calibracédo e de validacdo, os calores de
fus@o envolvidos durante a analise foram normalizados para 1 miligrama de massa,
i.e., cada ponto coletado pelo equipamento de DSC foi divido pela massa total pesada
para a andlise, sendo posteriormente, realizada a média das triplicatas da analise.
Como o modelo era baseado em uma mistura terndria, escolheu-se o melhor modelo
para cada componente resultando em trés melhores modelos: o modelo 1 referente
aos melhores resultados obtidos na quantificacdo de carbamazepina, o modelo 2
referente a nicotinamida e o modelo 3 ao cocristal.

A escolha das variaveis latentes foi baseada nos menores valores de RMSEC
e RMSECYV para cada componentes presentes na mistura. As Figuras de 3.12 a 3.14
apresentam o RMSEC e RMSECV para os trés componentes em cada modelo.
Observando as Figuras 3.12 a 3.14 é possivel observar que a capacidade de previséo
dos modelos nao sofre qualquer aprimoramento quando se utiliza mais do que 3
variaveis latentes, portanto foram escolhidas 3 variaveis latentes para os modelos 1,
2 e 3 utilizando o DSC.

45
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404 & * RMSECV Nicotinamida |
\ 4 RMSECV Cocristal
3 ———RMSEC Carbamazepina
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FIGURA 3.12 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECV para cada

variavel latente do modelo 1
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FIGURA 3.13 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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FIGURA 3.14 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3
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Os modelos mostraram uma baixa linearidade e alta dispersédo dos dados em
relacéo a reta ajustada (Figura 3.15). E possivel observar que as curvas com melhor
linearidade e baixa dispersdo dos dados sdo as curvas de quantificacdo da
nicotinamida. A nicotinamida é o primeiro componente da mistura a apresentar um
ponto de fusdo, isso faz com que os seus eventos térmicos ndo sejam influenciados
de maneira direta pelos eventos térmicos dos outros compostos presentes na mistura,
fazendo com que os dados apresentem melhor linearidade com a quantidade de
nicotinamida presente na mistura. Isto significa que para a nicotinamida existe uma
pequena variacdo entre os valores reais e o0s valores estimados pelo modelo, porém,
0s modelos apresentados ndo demonstram um desempenho superior em relacdo aos
modelos obtidos por infravermelho médio, tornando o DSC uma técnica pior do que o
infravermelho para a quantificagdo do cocristal de carbamazepina-nicotinamida.

As tabelas de 3.11 a 3.13 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos
de PLS utilizando o DSC. O modelo 1 foi o que melhor apresentou valores para o
carbamazepina com valores de RMSEP de 9,8%. O modelo 2 apresentou os melhores
valores para a nicotinamida, RMSEP de 6,7%. E por fim o modelo 3 apresentou valor
de RMSEP para o cocristal de 9,3%. Todos os modelos apresentaram valores de
RMSEP menores do que 10% para no minimo um componente da calibragao,
entretanto os valores de RMSECYV foram bem altos, préximos de 20%, indicando que,
embora as amostras de predicao terem se ajustado no modelo com pouca diferenca
entre os valores reais e os valores preditos, alguns pontos da calibracdo ndo foram
bem preditos na etapa de validagcéo cruzada, principalmente as amostras com apenas
um componente.

Este fato se deve principalmente a alteracdo no perfil de fusdo observada nas
amostras que apresentam uma mistura, como por exemplo, a mistura fisica de
carbamazepina:nicotinamida (Figura 3.4). Os eventos térmicos de menor temperatura
alteraram de maneira significativa os eventos térmicos posteriores, impossibilitando a

calibracdo simultanea de todos os componentes.
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TABELA 3.11 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracdo

MODELO 1 DSC Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 12,5 8,8 8,5
RMSECYV (%) 18,1 16,5 18,8
RMSEP (%) 9,8 6,8 12,3
R2 de calibracédo 0,84 0,92 0,92
Rz de CV 0,66 0,75 0,69
R2 de predicao 0,62 0,86 0,44
Pré-processamento Normalizar + 12 Derivada
Tamanho do intervalo 275
Variaveis incluidas 550 variaveis
Regido da curva de DSC (138,37-142,79 147,24-151,65) °C
Variaveis Latentes 3

TABELA 3.12 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 DSC Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 21,3 7,5 18,3
RMSECYV (%) 39,9 20,7 26,3
RMSEP (%) 14,5 6,7 19,8
Rz de calibragao 0,54 0,94 0,66
Rzde CV 0,27 0,57 0,30
R2 de predigéo 0,60 0,95 0,18
Pré-processamento Normalizar
Variaveis Latentes 3

Sem iPLS

TABELA 3.13 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibracéo

MODELO 3 DSC Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 21,6 13,9 13,1
RMSECV (%) 28,8 16,8 19,3
RMSEP (%) 23,2 17,3 9,3
Rz de calibragao 0,52 0,78 0,82
R2de CV 0,27 0,71 0,63
Rz de predicéo 0,59 0,83 0,85
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 150
Variaveis incluidas 750 variaveis

(130,66-133,07 152,46-157,31 176,96-179,44
184,37-186,81) °C
Variaveis Latentes 3

Regido da curva de DSC

Apesar dos modelos de calibragdo apresentarem erros de predicdo menores

gue 10%, apenas para a nicotinamida, € possivel observar um aumento na variancia
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explicada (R? > 0,90), e os erros referentes as amostras de calibracdo foram altos,
demonstrando que a calorimetria exploratéria diferencial € uma técnica analitica que
nao apresenta bons resultados para a quantificagdo do cocristal de carbamazepina-

nicotinamida em meio aos seus coformadores.

3.3.2.3. Difracéo de raios-X em po6 (DRX)

As intensidades dos difratogramas de raios-X séo influenciadas pelo tamanho
do cristal, assim os difratogramas foram normalizados pela area de modo que todos
os picos difratados obtivessem a mesma intensidade relativa. Usou-se a média das
triplicatas das andlises para construir os modelos de calibracdo e de valida¢do. Foram
testados diferentes tipos de pré-processamento com diferentes intervalos do
difratograma, com o intuito de se obter modelos com menor diferenga entre os valores
reais e previstos pelo modelo.

A partir dos dados obtidos, foram selecionados trés modelos que poderiam ser
utilizados para quantificar pelo menos um dos componentes presentes na mistura,
sendo o modelo 1 responsavel por quantificar a carbamazepina, o modelo 2 a
nicotinamida e o modelo 3 o cocristal.

As Figuras de 3.16 a 3.17 apresentam os valores de RMSEC e RMSECYV para
os trés componentes em cada um dos modelos, € possivel observar que a partir de
trés variaveis latentes nenhuma variancia significativa € adicionada ao modelo
alcancando-se um patamar, portanto, para todos os modelos utilizou-se apenas 3

variaveis latentes como era de se esperar para um sistema ternario.
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FIGURA 3.16 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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FIGURA 3.17 — Representacéo grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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FIGURA 3.18 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3

A Figura 3.19 apresenta os graficos de valores de concentracao real contra 0s
valores de concentracdo preditos pelos respectivos modelos para cada analito. Para
a carbamazepina, os modelos apresentaram uma boa concordancia entre os valores
reais de concentracdo e os valores estimados. Para o cocristal, apenas o modelo 1
apresentou uma baixa disperséo dos dados de calibracdo e de validacao, com valores
de variancia explicada préximos de 0,95. Entretanto, 0 modelo ndo possibilitou um
bom ajuste das amostras de predicdo, com RMSEP de 14,0%, indicativo de um
possivel sobreajuste dos dados para o cocristal.

As tabelas 3.14 a 3.16 apresentam os dados resumidos obtidos pelos modelos
PLS. O modelo 1 apresentou valores de RMSECYV igual a 10,7% e RMSEP 3,3% para
a carbamazepina. Para a nicotinamida, o modelo com melhor ajuste foi o modelo 2,
com RMSECV de 17,2% e RMSEP de 6,7% e 0 modelo 3 apresentou o melhor ajuste
para o cocristal, com valor de RMSECV de 18,4% e RMSEP de 5,4%.
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A difratometria de raios-X sofre alta interferéncia devido ao tamanho do cristal

e sua orientacao preferencial, fatores que influenciam de maneira significativa nos

resultados esperados para a quantificacéo de cristais. Diferentes sinteses e diferentes

analistas podem favorecer os problemas de tamanho do cristal e orientacéo

preferencial, respectivamente, diminuindo a reprodutibilidade e confiabilidade dos

dados obtidos nesta técnica.

TABELA 3.14 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracdo

MODELO 1 DRX Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 6,4 3,2 4,3
RMSECV (%) 10,7 5,1 7.1
RMSEP (%) 3,3 9,4 14,0
R2 de calibracédo 0,96 0,99 0,98
R2de CV 0,88 0,98 0,95
R2 de predicao 0,99 0,94 0,94
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 15
Variaveis incluidas 60 variaveis

Regido do difratograma

Variaveis Latentes

2°0

3

(19,10-19,38 26,90-27,18 38,90-39,18 41,00-41,28)

TABELA 3.15 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 DRX Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 11,0 8,9 11,0
RMSECYV (%) 28,8 17,2 31,4
RMSEP (%) 14,1 6,7 20,3
Rz de calibragao 0,88 0,93 0,89
Rz de CV 0,22 0,72 0,16
Rz de predicéo 0,92 0,99 0,77

Pré-processamento
Variaveis Latentes

Normalizar + 12 derivada

3

Sem iPLS

TABELA 3.16 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibracéo

MODELO 3 DRX Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 6,3 8,9 12,8
RMSECYV (%) 7,7 14,5 18,4
RMSEP (%) 7,2 18,4 59
R2 de calibragdo 0,96 0,92 0,85
Rz de CV 0,94 0,79 0,73
R2 de predicéo 0,95 0,96 0,96
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Pré-processamento Normalizar + 12 derivada
Tamanho do intervalo 40
Variaveis incluidas 240 variaveis

(4,80-6,58 11,40-12,18 16,20-17,84 36,20-36,98
40,20-40,98) 2°6
Variaveis Latentes 3

Regido do difratograma

Apesar dos baixos valores de predicdo do modelo, os valores de validagéo
cruzada ndo foram baixos os suficiente para utilizar a difratometria de raios-X como
técnica analitica de estado sdlido na quantificacdo do cocristal de
carbamazepina:nicotinamida. Os dados apresentaram uma melhora em relagéo as
técnicas de infravermelho meédio e calorimetria diferencial de varredura, entretanto ndo
foram satisfatérios para utilizar esta técnica como analise de rotina em industrias

farmacéuticas devido aos altos erros estimados nas etapas de calibragéo e validacao.

3.3.2.4. Espectroscopia Raman

Devido a diferencas de espalhamento Raman existentes entre os tipos de
moléculas analisadas, normalizaram-se os espectros pela area de modo que todos
obtivessem a mesma intensidade relativa, ou seja, a mesma importancia para o
modelo de calibracdo. Utilizou-se o algoritmo iPLS de selecdo de variaveis para
determinar diferentes intervalos espectrais que fornecessem maior informacéo
espectral linear relativa a cada analito.

Para a construcao dos modelos de calibracdo e de validacdo, usou-se a média
de 10 espectros coletados em pontos aleatdrios para uma mesma amostra, em
seguida realizou-se a média das triplicatas reais destas amostras. Testou-se
diferentes tipos de pré-processamentos e escolheu-se trés modelos de previsdo, um

para cada componente presente no planejamento ternario.
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FIGURA 3.20 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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FIGURA 3.21 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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FIGURA 3.22 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3

A escolha das variaveis latentes foi realizada, levando em consideracdo os
graficos de valores de RMSEC e RMSECV de cada um dos componentes para
diferentes variaveis latentes (Figuras 3.20 a 3.22). Pela Figura 3.20, é possivel
observar que a partir de 3 variaveis latentes os valores de RMSEC e RMSECV néo
variam de maneira significativa. Logo, a capacidade de previsdo ndo € melhorada
guando se utiliza mais do que 3 variaveis latentes. Este critério foi utilizado para os
modelos 2 e 3 (Figura 3.21 e 3.22, respectivamente).

A Figura 3.23 apresenta os graficos de valor real contra valor predito para cada
modelo e cada analito. Apenas observando a Figura 3.23, € aceitavel observar que os
modelos construidos a partir dos dados obtidos por espectroscopia Raman
apresentaram o melhor ajuste de dados. Os modelos selecionados apresentam uma
alta linearidade e baixa dispersdao dos dados, indicando que ha uma pequena
diferenca entre os valores de concentracao preditos pelos modelos e os valores reais
contidos em cada amostra.

As tabelas de 3.17 a 3.19 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos

de PLS utilizando a espectroscopia Raman. O modelo 1 foi 0 que apresentou 0s
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melhores valores para a quantificagdo de carbamazepina, com valores de RMSECV
e RMSEP de 1,8% e 2,5% respectivamente. O modelo 2 foi o que melhor apresentou
valores para a nicotinamida. Os valores de RMSECV e RMSEP foramde 1,3% e 4,1%
respectivamente. E o modelo 3 foi aquele que melhor se ajustou para o cocristal. Os
valores obtidos foram 2,0% para o RMSECV e 3,5% para RMSEP.

Os resultados mostraram que € possivel quantificar o cocristal de
carbamazepina-nicotinamida e seus coformadores a partir de uma mistura ternéria
destes componentes utilizando a espectroscopia Raman. Enquanto as outras técnicas
analiticas de estado sélido demonstraram erros de previsao préximos de 10% e erros
de validacdo cruzada de 15% na maioria dos casos, os modelos utilizando a
espectroscopia Raman apresentaram valores de RMSEP e o RMSECV menores que
5% sendo valores suficientemente baixos para a quantificacdo de cristais. O Raman
mostrou-se a técnica mais precisa, seguida pelo DRX, espectroscopia no
infravermelho médio, e por fim o DSC.
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TABELA 3.17 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracéo

MODELO 1 Raman | Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 15 1,1 1,2
RMSECYV (%) 1,8 1.4 1,6
RMSEP (%) 2,5 7,9 4,6
R2 de calibracédo 0,99 0,99 0,99
Rz de CV 0,99 0,99 0,99
R2 de predicao 0,99 0,88 0,94
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 15

Variaveis Incluidas
Regi&o do espectro

Variaveis Latentes

135 variaveis

(785-808 835-858 884-891 982-1004
1100-1122 1170-1191 1328-1349 1647-

1666 1688-1706) cm™
3

TABELA 3.18 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracdo

MODELO 2 Raman | Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 1,4 0,9 1,3
RMSECYV (%) 1,8 1,3 1,8
RMSEP (%) 9,0 4,1 5,6
Rz de calibragao 0,99 0,99 0,99
Rzde CV 0,99 0,99 0,99
R2 de predicao 0,97 0,95 0,96
Pré-processamento Normalizar

Tamanho do intervalo
Variaveis incluidas

Regido do espectro

Variaveis Latentes

20
220 variaveis

3

(355-426 500-534 606-639 810-875 909-940 1131-
1191 1343-1370 1681-1706) cm™

TABELA 3.19 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibracéo

MODELO 3 Raman | Carbamazepina Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 1,6 1,1 1.4
RMSECYV (%) 2,1 1,4 2,0
RMSEP (%) 5,1 8,2 3,5
Rz de calibracéo 0,99 0,99 0,99
Rz de CV 0,99 0,99 0,99
Rz de predicéo 0,97 0,93 0,96

Pré-processamento
Tamanho do intervalo
Variaveis incluidas
Regido do espectro
Variaveis Latentes

Normalizar + 12 derivada

40
160 variaveis

3

(355-426 777-907 1100-1161) cm™*




Capitulo 3 — SINTESE, CARACTERIZACAO E QUANTIFICACAO DOS
COCRISTAIS DE CBZ-NCT E IBP-NCT 80

3.3.3. Caracterizacao do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida (IBP-NCT)

O cocristal de ibuprofeno-nicotinamida sintetizado foi caracterizado por DSC
(Figura 3.24), DRX (Figura 3.25), Raman (Figura 3.26) e infravermelho médio (Figura
3.27).

A Figura 3.24 apresenta a curva de DSC do cocristal e de seus precursores. O
cocristal apresentou um sinal endotérmico em 92 °C referente ao seu ponto de fuséo,
um valor diferente da temperatura de fusdo de seus coformadores. O ibuprofeno
apresentou um sinal endotérmico em 75 °C e a nicotinamida em 131 °C, ambos sdo
0s sinais respectivos aos pontos de fusdo dos compostos puros. Os resultados estéao
de acordo com os dados da literatura6:6%-72,

A analise da mistura fisica 1:1 (m/m) de ibuprofeno e nicotinamida mostrou a
fusdo do ibuprofeno em 72° C, e, em seguida ocorreu a formacgao in situ do cocristal,
comprovado pelo ponto de fusdo em 89,6 °C. Pela curva de DSC, é possivel observar

o nivel da pureza, uma vez que apenas um ponto de fusdo € observado.

Endo

. | —— Ibuprofeno

: | —— Nicotinamida
—— Cocristal
— Ilbuprofeno:Nicotinamida 1:1

60 7.0 80 90 100 110 120 1 30 140
Temperatura (°C)

FIGURA 3.24 — Curvas de DSC do cocristal, de seus substratos e de uma mistura

fisica dos substratos

A Figura 3.25 apresenta o difratogramas do cocristal e seus coformadores.

Analisando o difratograma, percebe-se que pelos padrdes de difragdo do cocristal ndo
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existem outras formas cristalinas além daquela referente ao cocristal de ibuprofeno-
nicotinamida. O ibuprofeno apresenta picos de difracdo caracteristicos em: 6,06;
12,22; 13,86; 14,60; 16,54; 17,60; 18,80; 19,32; 20,06 e 22,24 2°6. Para a
nicotinamida os picos de difracdo mais significativos sao: 11,34; 14,80; 19,06; 19,54;
19,92 e 22,24 2°6. Enquanto o cocristal apresenta picos diferentes dos seus
coformadores iniciais: 9,50; 12,66; 15,82; 16,24; 16.94; 17,72; 18.98; 21,76; 25,36 e
35,08 2°0. Sendo os mais caracteristicos os picos em 9,50 2°60 e 12,66 2°6,
confrmando uma nova estrutura cristalografica. Os difratogramas obtidos

apresentaram-se de acordo com os reportados na literatura?6:52:68-72,

: — |lbuprofeno
— Nicotinamida
——Cocristal

— Ibuprofeno:Nicotinamida 1:1

5 10 15 20 25 30 35 40 45
2°0

FIGURA 3.25 - Difratograma do cocristal e de seus substratos e de uma mistura fisica

dos substratos

A Figura 3.26 apresenta o espectro Raman do cocristal e de seus
coformadores. No espectro da nicotinamida, a alteracdo mais evidente é o
deslocamento do pico em 788 cm™ , referente a deformacéo angular do grupo NH: e
o deslocamento do pico em 1391 cm™ do estiramento C-N-H®®, Estas mudancas sédo
devido a ligacdo homosinton que ocorre entre duas moléculas de nicotinamida

presentes no arranjo do cocristal. Na regido de 1570 — 1630 cm™ observa-se
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deslocamentos nos picos da nicotinamida. Esta é a regido de estiramentos do anel
piridinico, onde a molécula de ibuprofeno realiza a ligacdo heterosinton do cocristal.
O espectro do ibuprofeno apresenta diversos picos que s&o mantidos no
espectro do cocristal, principalmente na regido de 900 — 1500 cm?, caracteristica de
vibragdes CH, e CH3'%. Entretanto, é possivel diferenciar o espectro do ibuprofeno
do espectro do cocristal em duas regides especificas na regido de 820 — 850 cm™ e
na regido de 746 cm?. Em 820 — 850 cm, ocorre um deslocamento dos picos
referentes ao estiramento C-H do anel aromatico, sendo o pico 833 cm™, o mais
evidente para o ibuprofeno®’. O pico em 746 cm é referente ao estiramento C=0 e
estiramento C-H de aromaticos do ibuprofeno®’ ndo sédo observados no espectro do
cocristal, sendo este um pico seletivo para o ibuprofeno e que garante a pureza do

cocristal.

: : : —— |Ibuprofeno
— Nicotinamida
—— Cocristal

— Ibuprofeno:Nicotinamida 1:1

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm'1)

FIGURA 3.26 — Espectro Raman do cocristal e de seus substratos

A Figura 3.27 apresenta os espectros na regido do infravermelho médio para o
cocristal e seus coformadores. No infravermelho médio, assim como ocorre com 0
cocristal de carbamazepina-nicotinamida, o espectro da mistura fisica de
ibuprofeno:nicotinamida 1:1 é bastante semelhante ao espectro do cocristal. Assim, o

infravermelho é a técnica que menos fornece informacao para caracterizar o produto,
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e ainda, fornece pouca informacgéo Util ao modelo na calibragdo para quantificar o
cocristal. Apenas alguns deslocamentos de picos na regido do fingerprint e o
aparecimento de duas bandas de baixa intensidade em 1950 cm™ e 2500 cm
diferenciam o espectro do cocristal do espectro misto de seus coformadores.

T T

— Ibuprofeno
—Nicotinamida
—— Cocristal
— Ibuprofeno:Nicotinamida 1:1 _
I I I i i
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm('1]

FIGURA 3.27 — Espectro infravermelho do cocristal e de seus substratos

3.3.4. Quantificacdo do cocristal de IBP-NCT por PLS
3.3.4.1. Infravermelho médio

Devido a diferencas de intensidade e deslocamento de linha de base ocorrida
durante as andlises, normalizaram-se 0s espectros pela area de modo que todos
obtivessem a mesma intensidade relativa, ou seja, a mesma importancia para o
modelo de calibragdo. Com o intuito de se ajustar um modelo com melhor
concordancia entre os dados de validacéo e de calibracéo, utilizou-se o algoritmo iPLS
de selecédo de varidveis para selecionar as partes mais importantes do espectro de
modo a obter modelos com menor quantidade de variaveis e com menores erros.

Entretanto, para o infravermelho, a diferenca espectral entre os espectros dos
substratos iniciais e do cocristal € muito pequena. Por isso, um dos pré-tratamentos

utilizados foi a primeira derivada dos espectros. A primeira derivada tornou mais nitido
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0s sinais caracteristicos de cada componente, porém também causou um aumento na
intensidade dos ruidos.

Foram construidos e testados modelos de calibragdo utilizando todo o espectro,
todo o espectro derivado e diferentes faixas de espectrais do espectro e do espectro
derivado. Para a construgcdo do modelo de calibracdo, foi utilizada a média das
triplicatas da analise com o intuito de minimizar os erros instrumentais, erros de
pesagem e erros de amostragem. Como o modelo era baseado em uma mistura
ternaria de trés componentes (ibuprofeno, nicotinamida e cocristal), escolheram-se os
trés melhores modelos, um para cada componente presente na mistura.

A escolha das variaveis latentes foi baseada na menor raiz quadrada do erro
guadratico médio de validacdo cruzada (RMSECV). As Figuras de 3.28 a 3.30
apresentam os valores de RMSEC e RMSECYV para os trés componentes em cada
um dos modelos. A partir dos dados de RMSECYV, é possivel observar que para todos
0s modelos a partir da terceira variavel latente, ou o valor de RMSECV aumenta ou
alcanca um patamar, onde ndo ha variacéo significativa no erro. Portanto, para todos
0os modelos utilizou-se apenas 3 variaveis latentes. Os modelos utilizados sé&o

apresentados nas tabelas de 3.20 a 3.22.

—&— RMSECYV Ibuprofeno
40 - —e— RMSECYV Nicotinamida
—&— RMSECYV Cocristal
—— RMSEC lbuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30 - —— RMSEC Cocristal .
w
2
= 20 -
10
0 | I I I | |

Variavel Latente

FIGURA 3.28 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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Uma maneira de se avaliar o modelo é partir dos gréficos de valores de
concentragao real contra os valores de concentragéo estimados pelo modelo do PLS,
Figura 3.31. Para o ibuprofeno, os modelos apresentaram boa linearidade e baixa
disperséo dos dados em relacdo a reta ajustada. Isto significa que para o ibuprofeno
nao houveram variagdes significativas entre os valores reais e 0s valores estimados
pelo modelo, ou seja, o erros do modelo foram pequenos. Entretanto, para a
nicotinamida e o para o cocristal ha grande dispersao dos dados em relagéo a reta
ajustada.

—a— RMSECYV lbuprofeno
40 - &— RMSECV Nicotinamida
—a&— RMSECV Cocristal
—O0— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30 —— RMSEC Cocristal
w
2
= 20
10
0 T T T » T T T d | Y T

1 2 3 4 5 6
Variavel Latente

FIGURA 3.29 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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—e— RMSECYV Nicotinamida
40 - —a— RMSECYV Cocristal
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FIGURA 3.30 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3
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Através da Figura 3.31, € possivel observar que o modelo PLS utilizando os
espectros na regido do infravermelho confunde a concentracdo de nicotinamida e de
cocristal. As amostras de validacdo de todos os modelos para a nicotinamida
demonstram uma concentracdo estimada menor do que a concentracdo real, e para
0 cocristal, os modelos apresentam uma concentracdo estimada maior do que a
concentracdo real. Isto se deve principalmente a semelhanca espectral entre o
cocristal e a nicotinamida.

As tabelas de 3.20 a 3.22 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos
de PLS utilizando o infravermelho. O modelo 1 foi 0 que melhor apresentou valores
para o ibuprofeno. Os valores de RMSECV e RMSEP foram 9,0% e 5,4%
respectivamente. Isto significa que os valores de concentracdo para a etapa de
calibracéo tiveram um erro médio de 9% e 5,4% para as amostras de validacao. Estes
valores apresentaram-se muito bons principalmente se considerar a massa das
amostras analisadas. Em 50 mg de uma mistura com ibuprofeno, nicotinamida e
cocristal, o erro médio de previsdo nao passa de 2,7 mg.

O modelo 2 foi 0 que apresentou os melhores valores para a determinacao de
nicotinamida. Os valores de RMSECV e RMSEP foram 24,1% e 11,8%
respectivamente. E o modelo 3 foi aquele que melhor se ajustou para o cocristal. Os
valores obtidos foram 23,5% para o RMSECYV e 28,5% para RMSEP. Como observado
pelos gréaficos de concentracédo real por concentracdo estimada, o PLS ndo pode
diferenciar eficientemente a nicotinamida do cocristal, portanto seria de se esperar

gue os erros médios para esses componentes fossem maiores.

TABELA 3.20 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracéo

MODELO 1 IR Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 6,3 12,7 16,5
RMSECV (%) 9,0 15,9 21,1
RMSEP (%) 5,4 43,2 42,3
Rz calibracéo 0,96 0,84 0,73
R2 CV 0,92 0,75 0,56
R2 predicéo 0,95 0,38 0,45
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 25
Variaveis incluidas 50 variaveis
Regido do espectro (1033,67-1079,96 1756,85-1803,14) cm*
Variaveis Latentes 3
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TABELA 3.21 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 IR Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 4,6 17,1 16,1
RMSECYV (%) 7,4 24,1 20,5
RMSEP (%) 5,8 11,8 33,7
Rz calibracao 0,98 0,71 0,74
Rz CV 0,95 0,51 0,58
R2 predicéao 0,89 0,62 0,40
Pré-processamento Normalizar + 12 derivada
Tamanho do intervalo 50
Variaveis incluidas 250 variaveis

.~ (599,77-694,26 1178,31-1272,81 2238,98-2429,90)
Regido do espectro ot
Variaveis Latentes 3

TABELA 3.22 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibragcéo

MODELO 3 IR Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 6,2 14,4 17,9
RMSECYV (%) 9,1 18,0 23,5
RMSEP (%) 6,8 32,6 28,5
Rz calibracéao 0,96 0,79 0,68
Rz CV 0,92 0,68 0,46
R2 predicéo 0,88 0,72 0,47
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 40
Variaveis incluidas 40 variaveis
Regiéo do espectro (908,32 — 983,53) cm'?
Variaveis Latentes 3

3.3.4.2. Calorimetria exploratéria diferencial

Os calores de fusdo envolvidos durante a analise sdo diretamente
proporcionais a quantidade de massa utilizada. Por isso, normalizaram-se as curvas
de DSC para 1 miligrama de massa.

Grande quantidade de dados foram gerados para cada curva de DSC (4900
pontos por curva), por isso utilizou-se o algoritmo iPLS para diminuir a quantidade de
variaveis presentes no modelo e assim melhorar sua robustez e precisdo. Foram
construidos e testados modelos de calibracéo utilizando toda a curva e com diferentes
faixas para a curva de DSC. Para a construgcdao do modelo de calibracdo e de
validacao, foi utilizada a média das triplicatas da andlise. Assim, os erros relativos a
pesagem, erros instrumentais e erros de amostragem seriam minimizados. Como o

modelo foi baseado em uma mistura ternéria, escolheu-se um conjunto de dados
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recuperados pelo PLS para cada analito presente na mistura resultando em trés
melhores modelos, um para cada analito.

A escolha das variaveis latentes foi baseada nos menores valores de RMSEC
e RMSECYV para cada um dos componentes presentes na mistura. As Figuras de 3.32
a 3.34 apresentam o RMSEC e RMSECYV para os trés componentes em cada modelo.
Pela Figura 3.32 é possivel observar que a partir de 5 variaveis latentes os valores de
RMSEC e RMSECYV néo variam de maneira significativa ou entdo aumentam de forma
brusca. Logo, a capacidade de previsdo nao é melhorada quando se utiliza mais do
que 5 variaveis latentes. Este critério foi utilizado para os modelos 2 e 3 (Figura 3.33
e 3.34, respectivamente).

Os modelos selecionados apresentam-se nas tabelas 5 a 7. Para o modelo 1
utilizou-se 5 variaveis latentes, 4 variaveis latentes para o modelo 2 e 3 variaveis

latentes para o modelo 3.

—a— RMSECV |buprofeno
40 - —e— RMSECYV Nicotinamida
—aA— RMSECYV Cocristal
—— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30— —A— RMSEC Cocristal
7
E 20—'
04
10
0

1 ! 1 ' 1 ! I ;
1 2 3 4 5 6
Variavel Latente

FIGURA 3.32 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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—e— RMSECV Nicotinamida
40 4 —aA— RMSECYV Cocristal
——— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
—4— RMSEC Cocristal
30
T}
7}
%
20
10

Variavel Latente

FIGURA 3.33 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2

—a— RMSECYV |buprofeno
40 - —e— RMSECV Nicotinamida
—&— RMSECYV Cocristal
—— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30 —— RMSEC Cocristal
w
2
= 20
10
0 T T T T T T

Variavel Latente

FIGURA 3.34 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3
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Como se trata de um modelo de misturas ternario, esperava-se que com
apenas trés variaveis latentes o modelo poderia prever os componentes de maneira
precisa. Entretanto, para os modelos de calibracdo 1 e 2 foram necesséarias uma maior
guantidade de variaveis latentes. Isso se deve a formacao in situ do cocristal e a fusédo
antecipada da nicotinamida ocorrida durante alguns dos experimentos. No
experimento 4, por exemplo, embora contenha apenas nicotinamida e ibuprofeno na
analise, a curva de DSC mostra uma formacdao in situ do cocristal ocorrendo apés a
fusé@o do ibuprofeno (Figura 3.24).

Pelo grafico de valores de concentracdo real contra os valores de concentracao
preditos pelo PLS foi possivel estimar a qualidade do modelo (Figura 3.35). Os
modelos apresentados mostraram boa linearidade, com pequenas variacdes entre 0s
valores reais e os valores estimados pelo modelo, apresentando melhores que
aqueles obtidos utilizando infravermelho médio.

As tabelas de 3.23 a 3.25 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos
de PLS utilizando o DSC. O modelo 1 foi o que apresentou os melhores valores para
a determinacéao do ibuprofeno. Os valores de RMSECV e RMSEP foram 17,0% e 4,4%
respectivamente. O modelo 2 apresentou os melhores valores para a determinacéo
de nicotinamida, com RMSECYV de 22,1% e RMSEP de 5,8%. E por fim o0 modelo 3 foi
aquele que melhor se ajustou para quantificar o cocristal, utilizando os dados obtidos
pelo DSC. Os valores obtidos foram 11,4% para o RMSECV e 7,3% para RMSEP.

Os valores de erros de predicdo para os modelos ndo passaram de 10%,
demonstrando uma melhora em relacdo aos dados obtidos pelo infravermelho.
Enquanto no infravermelho apenas o ibuprofeno foi bem predito, para o DSC todos os

trés componentes apresentaram baixos erros de predi¢do para a etapa de validacao.
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Apesar dos modelos de calibragcdo conseguirem explicar mais de 90% dos

dados para cada um dos componentes (R? de predicdo do modelo 1 para o ibuprofeno

= 0,96, R? de predicdo do modelo 2 para a nicotinamida = 0.93, R2 de predicao do

modelo 3 para o cocristal = 0.93), os erros de validacdo cruzada referentes a amostras

de calibracdo ainda foram altos. Valores de RMSECV acima de 15% mostram que a

curva de calibracao utilizada nao foi precisa, e ainda n&o poderia ser utilizada como

metodologia para quantificar os cocristais e seus coformadores.

TABELA 3.23 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibragéo

MODELO 1 DSC Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 3,9 5,1 7,4
RMSECV (%) 17,0 14,4 16,4
RMSEP (%) 4.4 13,4 13,9
R2 de calibracédo 0,99 0,97 0,95
Rz de CV 0,73 0,85 0,75
R2 de predigéo 0,96 0,49 0,58
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 300

Variaveis incluidas

Regido da curva de DSC

Variaveis Latentes

1800 variaveis

5

(66,92-75,26 81,72-86,65 91,69-96,19 111,26-116,14
130,71-135,55) °C

TABELA 3.24 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 DSC Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 115 10,1 6,8
RMSECYV (%) 23,4 22,1 13,6
RMSEP (%) 5,1 5,8 7,5
Rz de calibragéo 0,87 0,90 0,95
Rz de CV 0,46 0,53 0,82
Rz de predicéo 0,96 0,93 0,91
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 400

Variaveis incluidas

Regido da curva de DSC

Variaveis Latentes

2000 variaveis

(74,27-81,70 88,30-94,82 101,43-121,03) °C

4
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TABELA 3.25 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibragéo

MODELO 3 DSC Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 14,1 9,2 9.3
RMSECYV (%) 23,7 19,2 11,4
RMSEP (%) 5,2 9,5 7,3
R2 de calibracédo 0,80 0,92 0,91
Rz de CV 0,47 0,63 0,87
R2 de predicao 0,96 0,75 0,93
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 200
Variaveis incluidas 1200 variaveis

n (65,28-68,56 71,84-74,31 88,30-91,67 107,96-
Regi&o da curva de DSC 117,77) °C
Variaveis Latentes 3

3.3.4.3. Difragao de raios-X em po (DRX)

Devido a diferengas de intensidade do difratograma, estes foram normalizados
pela area de modo que todos os picos difratados obtivessem a mesma intensidade
relativa. Assim como nos modelos anteriores, utilizou-se o algoritmo iPLS de selecao
de variaveis para determinar as regides mais importantes do difratograma, e assim ter
um modelo de previsdo com melhor concordancia entre os dados reais e previstos.

Foram realizados modelos de calibragdo e de validacdo utilizando os
difratogramas derivados e em seguida normalizados e os difratogramas apenas
normalizados. Para alguns modelos, utilizou-se todo o difratograma e para outros,
diferentes faixas da regido analisada, tanto para o difratograma normalizado quanto
para o difratograma derivado. Usou-se a média das triplicatas das analises para
construir os modelos de calibracdo e de validacéo, sendo escolhidos os trés melhores
modelos que poderiam ser utilizados para quantificar pelo menos um dos
componentes presentes na mistura.

Para determinar a quantidade de variaveis latentes necessarias para o modelo,
utilizou-se os valores de RMSECV e RMSEC. As Figuras de 3.36 a 3.38 apresentam
0 RMSEC e RMSECV para os trés componentes em cada um dos modelos,
apresentados nas tabelas 3.26, 3.27 e 3.28. Assim como no modelo do infravermelho,

foram necessarias apenas trés variaveis latentes para criar os trés modelos propostos.
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FIGURA 3.36 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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FIGURA 3.37 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2
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FIGURA 3.38 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3

A Figura 3.39 apresenta os graficos dos valores de concentracédo real contra os
valores de concentracéo estimados pelo modelo. Para as componentes ibuprofeno e
nicotinamida, os modelos apresentaram uma boa concordéancia entre os valores reais
de concentracdo e os valores estimados. Para o cocristal, apenas o modelo 3
apresentou baixa dispersdo dos dados de calibracdo e de validacdo. Ainda que
valores aceitaveis de RMSECV e RMSEP (11,4% e 7,3%) fossem apresentados, a
porcentagem de variancia explicada de 84% deixou a desejar (R2 = 0.84).

As tabelas 3.26 a 3.28 apresentam os dados obtidos pelos modelos PLS de
forma resumida. O modelo 1 apresentou valores de RMSECYV igual a 7,2% e RMSEP
4,2% para o ibuprofeno, com Rz de 0.98. Para a nicotinamida, o modelo com melhor
ajuste foi o modelo 2, com RMSECYV de 8,4% e RMSEP de 4,6%, com R2 de 0.94.
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Ambos os modelos 1 e 2, podem ser utilizados como uma metodologia para
guantificar ibuprofeno ou nicotinamida na presenca do seu cocristal. Entretanto, o
modelo do cocristal ainda possui valores baixos para a variancia explicada, sendo
necessario melhorar o modelo de quantificacdo para este componente. A técnica de
difracdo de raios-X mostrou-se uma técnica passivel de ser utilizada para quantificar
os coformadores do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida na presencga de seu cocristal,
desde que as andlises sejam realizadas por apenas um analista, e com os cristais
resultantes da mesma sintese. Do contrario, fatores como orientagdo preferencial e

tamanho de cristal poderiam alterar a qualidade dos dados.

TABELA 3.26 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracéo

MODELO 1 DRX Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 4,0 6,0 7.7
RMSECYV (%) 7,2 9,6 11,2
RMSEP (%) 4,2 8,5 30,9
Rz de calibragao 0,98 0,97 0,94
Rzde CV 0,95 0,91 0,88
R2 de predigéo 0,98 0,78 0,82
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 35
Variaveis incluidas 175 variaveis
Regido do difratograma (5-5,68 6,40-7,08 10,60-11,28 20,40-21,08 39,30-

39,98) 2°6
Variaveis Latentes 3

TABELA 3.27 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 DRX Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 5,8 4,6 55
RMSECYV (%) 9,6 8,4 8,9
RMSEP (%) 4,2 2,4 23,9
Rz de calibracéo 0,97 0,98 0,97
Rz de CV 0,91 0,93 0,93
Rz de predicéo 0,96 0,94 0,67
Pré-processamento Normalizar
Tamanho do intervalo 25
Variaveis incluidas 400 variaveis

(5-5,48 11,00-11,48 13,50-13,98 20,50-21,48 28,00-
28,48 29,00-29,48 30,00-30,48 32,00-32,48 33,00-
33,48 34,00-34,48 35,50-35,98 37,50-37,98 39,00-

39,48 40,00-40,48 43,00-43,48) 2°6

Regido do difratograma
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Variaveis Latentes \ 3

TABELA 3.28 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro terceiro de calibracao

MODELO 3 DRX Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 14,1 9,2 9,3
RMSECYV (%) 23,7 19,2 11,4
RMSEP (%) 5,2 9,5 7,3
R2 de calibragédo 0,97 0,98 0,97
Rz de CV 0,83 0,75 0,92
R2 de predicao 0,96 0,97 0,84
Pré-processamento Normalizar + 12 derivada
Tamanho do intervalo 15
Variaveis incluidas 555 variaveis

(6,50-6,78 7,40-7,98 8,60-8,88 9,80-10,98 11,30-
11,88 13,10-13,68 20,60-21,48 23,60-24,18 26,30-
26,58 29,60-29,88 30,50-30,78 31,40-31,68 32,60-
33,18 34,10-34,38 35,30-35,88 36,20-36,78 38,90-
39,18 39,50-40,08 40,40-41,28 41,90-42,48 43,10-

43,38) 2°6
Variaveis Latentes 3

Regiéo do difratograma

3.3.4.4. Espectroscopia Raman

Moléculas polarizaveis, como a nicotinamida, apresentam maior espalhamento
Raman que as moléculas pouco polarizaveis, como o ibuprofeno. Devido a diferencas
de intensidade presentes nos espalhamentos e deslocamentos de linha de base
ocorrida durante as analises, normalizaram-se 0s espectros pela area de modo que
todos obtivessem a mesma importancia para o modelo de calibracdo. Utilizou-se o
algoritmo iPLS de selecdo de variaveis para determinar diferentes intervalos
espectrais com o intuito de se obter um modelo de previsdo mais preciso

Desenvolveu-se os modelos a partir do espectro inteiro, do espectro derivado
e de diferentes faixas do espectro e do espectro derivado. Para a constru¢cdo dos
modelos de calibracao e de validacéo, usou-se a média de 10 espectros coletados em
pontos aleatorios de uma mesma amostra, em seguida realizou-se a média das
triplicatas reais destas amostras e foram gerados trés modelos de previsdo, um para
cada componente presente no planejamento ternario.

A escolha das variaveis latentes baseou-se nos menores valores de RMSEC e
RMSECYV para cada um dos componentes. As Figuras de 3.40 a 3.42 apresentam o

RMSEC e RMSECYV para os trés modelos de previsdo. Apenas trés variaveis latentes
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foram suficientes para explicar todos os modelos. Os melhores modelos obtidos
apresentam-se nas tabelas 3.29 a 3.31. A capacidade de previsdo dos modelos nao

sofre qualquer aprimoramento quando se utiliza mais do que 3 variaveis latentes.

—a— RMSECYV Ibuprofeno
40 - —e— RMSECV Nicotinamida
\ —A— RMSECYV Cocristal
—0— RMSEC lbuprofeno
—O0— RMSEC Nicotinamida
30 —— RMSEC Cocristal
7
E 20_
(14
10
0 | O &, —0

Variavel Latente

FIGURA 3.40 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 1
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—a— RMSECYV Ibuprofeno
—e— RMSECV Nicotinamida
40 —a— RMSECYV Cocristal
—O— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30 4 —~— RMSEC Cocristal
w
7]
= 20 -
(1
10
0 -

1 2 3 4 5 6
Variavel Latente
FIGURA 3.41 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 2

—a— RMSECYV lbuprofeno
—e— RMSECYV Nicotinamida
40 —a— RMSECYV Cocristal
—0— RMSEC Ibuprofeno
—0— RMSEC Nicotinamida
30 4 —4— RMSEC Cocristal
LU
(7]
= 20 -
4
10
04

1 2 3 4 5 6
Variavel Latente

FIGURA 3.42 — Representacao grafica dos valores de RMSEC e RMSECYV para cada

variavel latente do modelo 3
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As tabelas de 3.29 a 3.31 apresentam os dados resumidos para os 3 modelos
de PLS utilizando a espectroscopia Raman. O modelo 1 foi o que melhor apresentou
valores para a quantificacdo do ibuprofeno. Os valores de RMSECV e RMSEP foram
3,71% e 4,41% respectivamente. O modelo 2 foi 0 que apresentou os melhores
valores para a determinacdo de nicotinamida. Os valores de RMSECV e RMSEP
foram 1,39% e 3,64% respectivamente. E o0 modelo 3 foi aquele que melhor se ajustou
para a quantificacéo do cocristal. Os valores obtidos foram 3,50% para o RMSECV e
1,68% para RMSEP.

Os modelos analisados apresentaram erros médios de validacdo cruzada e de
previsdo menores que 5%. Todos os modelos mostraram-se eficazes como uma
metodologia padrédo para quantificar misturas de ibuprofeno, nicotinamida e o

cocristal.
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TABELA 3.29 - Resumo dos dados obtidos pelo primeiro modelo de calibracdo

MODELO 1 Raman | Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 2,6 1,3 4,2
RMSECYV (%) 3,7 2,0 6,2
RMSEP (%) 4,4 4,4 3,5
R2 de calibracédo 0,99 0,99 0,98
Rz de CV 0,99 0,99 0,96
R2 de predicéao 0,99 0,99 0,94
Pré-processamento Normalizar + 12 derivada

Tamanho do intervalo
Variaveis Incluidas
Regi&o do espectro
Variaveis Latentes

35
105 variaveis

3

(410-471 777-833 1061-1114) cm*

TABELA 3.30 - Resumo dos dados obtidos pelo segundo modelo de calibracao

MODELO 2 Raman Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 1,5 1,0 2,2
RMSECV (%) 2,1 1,4 2,8
RMSEP (%) 6,6 3,6 4,6
Rz de calibragao 0,99 0,99 0,99
Rzde CV 0,99 0,99 0,99
R2 de predigéo 0,96 0,99 0,82
Pré-processamento Normalizar + 12 derivada
Tamanho do intervalo 10

Variaveis incluidas 80 variaveis

Regido do espectro

Variaveis Latentes

3

(410-426 958-972 1069-1083 1501-1528 1544-1556
1599-1611 1694-1706) cm™

TABELA 3.31 - Resumo dos dados obtidos pelo terceiro modelo de calibracéo

MODELO 3 Raman Ibuprofeno Nicotinamida Cocristal
RMSEC (%) 1,3 1,2 2,5
RMSECYV (%) 1,9 1,9 3,5
RMSEP (%) 6,1 4,8 1,7
Rz de calibracéo 0,99 0,99 0,99
Rz de CV 0,99 0,99 0,99
Rz de predicéo 0,99 0,98 0,97
Pré-processamento Normalizar

Tamanho do intervalo
Variaveis incluidas
Regido do espectro
Variaveis Latentes

30
120 variaveis

3

(606-656 958-1004 1053-1099 1416-1457) cm™*
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Os resultados mostraram que é possivel quantificar o cocristal de ibuprofeno-
nicotinamida e seus coformadores a partir de uma mistura ternaria destes
componentes, utilizando a espectroscopia Raman. Apesar dos modelos utilizando
difracdo de raios-X mostrarem bons resultados para o RMSEP e o RMSECV a
espectroscopia Raman foi a Unica a gerar modelos capazes de prever de maneira
eficiente a concentragcdo de cocristal presente em cada amostra de validacdo. A
difracdo de raios-X apresentou bons resultados, pois todas as andlises foram feitas
com os produtos originarios de uma mesma sintese, e as analises foram realizadas
por um unico analista. Caso contrario, a orientacdo preferencial dos cristais e o
tamanho dos mesmos poderiam aumentar o erro presente na quantificacdo. Estes
fatores, apesar de influenciarem os dados da espectroscopia Raman, ndo alteram de
maneira significativa o espectro, fazendo com que esta técnica seja a mais robusta

entre os métodos testados.

3.4. Conclusao

Foram realizadas analises quantitativas dos cocristais de carbamazepina-
nicotinamida e ibuprofeno-nicotinamida por diferentes técnicas analiticas do estado
solido.

Para o cocristal de carbamazepina-nicotinamida, as técnicas DSC,
infravermelho médio e DRX ndo apresentaram modelos quimiométricos bons o
suficiente para utilizar estas técnicas como métodos de analise quantitativa, com erros
de validacéo cruzada altos, acima de 10% na maioria dos casos.

Com o uso da espectroscopia Raman foi possivel obter modelos de previsao
de maneira rapida e precisa para a quantificacdo do cocristal em meio aos seus
coformadores. Os modelos obtidos mostraram erros de predicdo proximos a 8%. A
espectroscopia Raman se mostrou a técnica preferencial para a quantificacdo do
cocristal de carbamazepina-nicotinamida, podendo ser utilizada em analises de
rotinas em industrias farmacéuticas.

Para o cocristal de ibuprofeno-nicotinamida, o DSC e o infravermelho médio
nao se mostraram eficientes. Os valores de erros médios para a previsdo destes
modelos foi por volta de 15%. As técnicas que apresentaram melhores resultados

foram a difracdo de raios-X e a espectroscopia Raman. Ambas as técnicas podem ser
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utilizadas para se determinar rendimentos de reagdes do cocristalizagéo do cocristal
de ibuprofeno-nicotinamida.

O DRX aliado ao iPLS possibilitou prever de forma eficaz as concentracdes de
ibuprofeno e nicotinamida presentes na mistura. A espectroscopia Raman em
conjunto com o modelo multivariado do iPLS conseguiu prever de maneira rapida e
precisa as concentracdes do cocristal e de seus coformadores inicias. Os modelos
ajustados apresentaram erros relativos menores do que 5% para a previsao das

concentragoes.
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4. MONITORAMENTO IN SITU DO COCRISTAL DE
CARBAMAZEPINA-NICOTINAMIDA

4.1. Introducéo e Objetivos

O cocristal de carbamazepina-nicotinamida é um cocristal amplamente
estudado na literatura utilizando diversos métodos de sintese. Este cocristal foi um
dos primeiros a serem produzidos por reacdo de cristalizagcdo, sendo reportadas
sinteses utilizando Agua como solvente da reagdo®¢%°. Entretanto nenhum relato na
literatura demonstrou uma rota sintética em meio aquoso com conversao total dos
reagentes iniciais em sua forma de cocristal.

Um dos primeiros trabalhos utilizando quimiometria aplicada a cocristais foi feito
com o cocristal de carbamazepina-nicotinamida. Chieng et al. utilizou trés formas
polimorficas da carbamazepina (forma I, forma Ill e hidratada) e para cada uma das
formas adicionou com o principio ativo nicotinamida em um moinho de bolas, que foi
agitado por 60 minutos®*. Utilizando a analise de componentes principais, foi possivel
observar a cinética de formacao do cocristal, tendo como material de partida diferentes
polimorfos. A carbamazepina dihidratada foi o polimorfo que apresentou maior
velocidade de formacao, seguido pela carbamazepina | e por fim, a carbamazepina
1.

Desta forma, buscou-se utilizar a quimiometria como ferramenta do PAT para
monitorar a reacdo de formacédo do cocristal de carbamazepina-nicotinamida em meio
aquoso, possibilitando assim uma rota sintética com andalise em tempo real, e a
utilizacdo de um solvente ambientalmente correto, além da identificacéo do ponto final
da reacéo, possibilitando um maior controle da reacéo, diminuindo o tempo de reciclo

e aumentando a eficiéncia do processo.

4.2. Parte Experimental

Em todas as sinteses utilizou-se: carbamazepina da marca Jubilant Life
Science Limited, a nicotinamida da marca Aarti Drugs Limited , grau de pureza
99,82%, acetato de etila marca Quemis, grau PA, e agua ultrapura com resistividade

superior a 18 mQ-cm produzido por um sistema Milli-Q (Millipore ®).
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Para o monitoramento in-line, utilizou-se um espectrdbmetro Raman da B&W
Tek modelo i-Raman BWS 415-785H, laser vermelho de 785 nm, com resolucéo
espectral de 3,5 cml. Os espectros foram realizados utilizando uma sonda de fibra
Optica posicionada acima do local onde iria ocorrer a reacdo, como apresentado na
Figura 4.1. O tempo de aquisicdo de cada espectro foi de 120 segundos, sendo este
também, o intervalo de tempo entre cada espectro. A poténcia do laser foi de 224 mW
e o intervalo espectral foi de 216 a 1652 cm* (Raman Shift).

FIGURA 4.1 - a) Esquema d montagem usado para o monitoramento da sintese do

cocristal b) Fotografia do sistema de reacao.

4.2.1. Sintese cocristal de CBZ-NCT em agua

Pesou-se aproximadamente 472,5 mg de carbamazepina (2 mmol) em um
béquer. Em outro recipiente, pesou-se 244,3 mg de nicotinamida (2 mmol), e foram
adicionados 1,5 mL de H20O ultrapura, obtendo-se uma solugéo de nicotinamida de
1,33 mol/L que foi adicionada ao béquer contendo a carbamazepina previamente
pesada. A reacao foi aquecida em diferentes tempos utilizando uma placa aguecedora
da IKA modelo C-MAG HS 7, com agitagdo magnética e um termopar (Figura 4.2).

O primeiro espectro do monitoramento € referente ao espectro do cristal de
carbamazepina (tempo = 0 h). ApGs a aquisicdo do primeiro espectro, adiciona-se a

solucdo de nicotinamida e inicia-se 0 aguecimento da reacdo. Este procedimento foi
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realizado em quatro temperaturas: temperatura ambiente (23 °C + 1°C); temperatura
de 40 °C (£ 2 °C), temperatura de 60 °C (= 3 °C) e temperatura de 80 °C (x 3 °C),
sendo o ultimo, a temperatura descrita na literatura onde ocorre a transi¢ao polimérfica
da CBZ forma dihidratada para a forma Ill. As reagOes foram monitoradas durante 5
horas, sendo trés horas de reacdo com temperatura elevada, e duas horas referentes
a etapa de resfriamento.

2 mmol de Carbamazepina 2 mmol de Nicotinamida
(472,5 mg) (244,3 mg)
I VS 1,5 mL de H,O
Il >

v N
> iy S22
L
= = aml

FIGURA 4.2 — Representacao esquematica da reacdo em meio aquoso do cocristal

de carbamazepina-nicotinamida

4.2.2. Métodos Quimiométricos

Ao final das reacdes, os dados gerados por espectroscopia Raman foram
organizados em uma Unica matriz. Os espectros foram derivados, normalizados pela
area, utilizou-se a filtragem por PCA e por fim utilizou-se o MCR-ALS. A filtragem por
PCA foi realizada apds a derivacdo dos espectros, com o intuito de realcar a
diminuicdo do ruido.

A filtragem por PCA tem como intuito diminuir o ruido sem perder informacéao
espectral. Uma matriz X € recuperada pela multiplicacdo de n escores (t,) por n
loadings (pn'), onde n € o nimero componentes principais necessarios para explicar
guase toda a matriz original. No caso do monitoramento in-line, sabe-se que trés
substancias estdo envolvidas, portanto sdo trés componentes principais. Para a
filtragem por PCA, utilizou-se 6 componentes principais para assegurar que toda a
informacé&o essencial havia sido mantida. A Figura 4.3 demonstra uma aplicacdo da
filtragem por PCA, onde grande parte dos ruidos foi minimizada apos a aplicagéo

deste algoritmo sem distorcer ou perder qualquer tipo de informagao espectral.
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Este tipo de ferramenta é utilizada em conjuntos de dados onde existem varias
amostras com pouca diferenca espectral, como por exemplo no monitoramento de

reacdo onde se observa espectros de 3 ou 4 componentes em um conjunto de mais

de 100 espectros em diferentes tempos de reacao.
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FIGURA 4.3 — Dados obtidos durante o monitoramento a) antes da filtragem por PCA

b) depois da filtragem por PCA.

Em seguida, o MCR-ALS foi utilizado nas seguintes condi¢des:

e Intervalo espectral: 500 — 1666 cm™

e Duas componentes;

e Estimativa inicial: funcdo PURE do toolbox MCR-ALS, onde o algoritmo
encontra os n espectros mais distintos entre si presentes no conjunto de dados,
onde n é o numero de componentes utilizados na rotina;

e Nao negatividade na concentragao;

4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Reacdo atemperatura ambiente

Durante a primeira reacao, realizada a temperatura ambiente, obteve-se 151
espectros durante um periodo de 5 horas de reacdo. Ao final da reacdo, estes
espectros foram organizados na forma de uma matriz com 151 linhas e 751 colunas,

referentes aos comprimentos de onda utilizados na deconvolugdo espectral. Os
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espectros foram pré-tratados utilizando-se a primeira derivada, normalizacao pela
area e filtragem por PCA utilizando as 6 primeiras componentes principais.

A Figura 4.4 apresenta alguns espectros obtidos durante o monitoramento da
reacdo a temperatura ambiente. As regides que apresentam uma mudan¢ca mais
significativa estdo em 550 cm?, 700 cm?, 1020 cm* e 1600 cm. Todos os espectros
obtidos apresentam um perfil espectral similar ao da carbamazepina devido ao fato
desta molécula possuir um espalhamento Raman mais intenso do que a molécula de
nicotinamida, além disso, a carbamazepina esteve presente no estado sélido durante
todo a reacao, enquanto a nicotinamida apresentava-se em uma solucao diluida.

No inicio da reacdo, observa-se apenas o espectro da carbamazepina forma
polimorfica 1ll, que é a forma comercializada do farmaco, sendo caracterizada pelo
dois picos referentes a vibracbes do anel de 7 membros da molécula (picos
caracteristicos em 1020 e 1040 cm). Ap6s 4 minutos de reagéo, o espectro obtido é
idéntico ao espectro inicial da reacéo, entretanto, com 6 minutos de reac&o o espectro
Raman obtido é referente a forma dihidratada da carbamazepina, caracterizado pela
inversdo na intensidade dos picos em 1020 e 1040 cm, além do desaparecimento do
pico em 535 cm. Ao final da reacdo, ndo ha nenhuma mudancga significativa, e o
espectro final mantém o perfil espectral da forma dihidratada da carbamazepina.

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram os perfis de concentracdo e espectrais
recuperados pelo modelo construido por MCR-ALS. O perfil de concentracdo
demonstra que na reacdo a temperatura ambiente apenas uma rapida transicao
polimorfica é possivel ser observada. Os trés primeiros espectros adquiridos para a
reacdo (tempos iguais a 0, 2 e 4 minutos) sdo referentes ao espectro da
carbamazepina presente na forma Ill. Ap6s 6 minutos de reacdo, toda a
carbamazepina presente na reacdo sofre uma transicdo polimorfica para a forma
dihidratada. A forma dihidratada possui menor solubilidade em agua que a forma lll,
impedindo que haja solubilizacdo, mesmo que parcial, do farmaco para interagir com
as moléculas de nicotinamida presentes no meio. Assim, a temperatura ambiente,

nenhum indicio de cocristal foi observado.
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FIGURA 4.4 — Espectros Raman da mistura carbamazepina-nicotinamida obtidos in-

line em quatro tempos diferentes de reacdo a temperatura ambiente

A Figura 4.6 apresenta os perfis espectrais recuperados pelo modelo. Os
espectros obtidos apresentaram perfis idénticos aos espectros puros da
carbamazepina forma lll e da carbamazepina forma dihidratada, fato esperado, uma
vez que € bem conhecido que a carbamazepina apresenta uma rapida transicao
polimorfica para suas formas hidratadas em meio aquoso, sendo este, um dos maiores
problemas da manipulacéo da carbamazepina nas industrias farmacéuticas*®.

O modelo gerado pelo MCR-ALS apresentou uma boa concordancia entre os
dados obtidos e os dados modelados, apresentando uma porcentagem de variancia
explicada de 99,65% (R2 = 0,99) e uma falta de ajuste de apenas 5,89 %.
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FIGURA 4.5 - a) Perfil de concentracdo da reacdo a temperatura ambiente e b)

Ampliacéo na faixa de tempo entre 0 a 14 minutos de reacdo
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FIGURA 4.6 — Perfis espectrais integrados e recuperados pelo modelo da reacdo a

temperatura ambiente

4.3.2. Reacdo atemperaturade 40 °C

A reacdo a 40 °C foi realizada por um periodo de 5 horas com aquisi¢do dos
espectros Raman em intervalos de 2 minutos, resultando em uma matriz com 151
espectros por 751 colunas. Os espectros foram derivados, normalizados pela area e
em seguida utilizou-se a filtragem por PCA.

A Figura 4.7 apresenta espectros adquiridos durante o monitoramento em
diferentes tempos de reacdo. Assim como 0s espectros obtidos na reacdo a
temperatura ambiente, 0os espectros observados apresentam apenas picos referentes
a carbamazepina. O espectro de 0 minutos apresenta os picos relativos a forma Ill da
carbamazepina. Com 4 minutos de reacao, é possivel observar um espectro misto
entre aforma lll e a forma dihidratada da carbamazepina, a relacéo de picos na regiao
entre 1020 cm™ e 1040 cm™* muda, de forma que a intensidade dos picos é quase 1:1,
e 0 pico duplo na regido de 530 cm™ comeca a desaparecer. Com 6 minutos de
reacdo, o espectro adquirido é praticamente idéntico ao espectro da forma hidratada,

e ao final da reacao, é possivel observar apenas o espectro puro da forma dihidratada.



Capitulo 4 — MONITORAMENTO DO COCRISTAL DE CBZ-NCT 117

i ‘ Tempo = 0 min.
2 i —— Tempo = 4 min.
i | Tempo = 6 min.
Tempo = 300 min.

-
(5}

-

i o e S

| | | |
600 800 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm™)

Intensidade Relativa

o
o

FIGURA 4.7 — Espectros Raman da mistura carbamazepina-nicotinamida obtidos in-

line em quatro tempos diferentes de reacdo a temperatura de 40 °C

Os perfis de concentragcdo e espectral recuperados pelo modelo séo
apresentados nas Figuras 4.8 e 4.9. O perfil espectral confirma a presenca de apenas
dois componentes no conjunto de dados adquiridos no monitoramento da reacédo. Um
dos componentes apresenta 0 espectro Raman idéntico ao espectro da
carbamazepina forma Ill, enquanto o outro espectro recuperado apresenta um perfil
do espectro do espectro da carbamazepina forma dihidratada.

O perfil de concentracdo mostra a rapida converséo polimérfica da forma Ill da
carbamazepina, na forma dihidratada do farmaco. Apos 8 minutos de reacéo, toda a
carbamazepina lll presente no inicio da reacdo é convertida em carbamazepina
dihidratada, impossibilitando a formacao do cocristal de carbamazepina-nicotinamida.
Os dados recuperados mostraram um bom ajuste em relacdo aos dados originais,
apresentando uma porcentagem de variancia explicada de 99,46 % com baixa falta
de ajuste, 7,38%.

Assim como na reacdo a temperatura ambiente, n&o foi possivel observar a
conversdo dos substratos iniciais no produto pretendido. Entretanto, os resultados

mostraram que a espectroscopia Raman acoplada ao MCR-ALS podem ser utilizadas
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para monitorar transicfes polimoérficas com possibilidade de informacdo em tempo

real, algo pretendido pelas industrias farmacéuticas e aconselhado pelo FDA.
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FIGURA 4.8 - a) Perfil de concentracdo da reacdo a temperatura de 40 °C e b)

Amplificagcéo na faixa de tempo entre 0 & 14 minutos de reacéo
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FIGURA 4.9 — Perfis espectrais integrados e recuperados pelo modelo da reacdo a

temperatura de 40 °C

4.3.3. Reacdo atemperatura de 60 °C

Areacdo a 60 °C foi realizada por um periodo de 5 horas e durante este periodo
de tempo foram adquiridos espectros Raman em intervalos de 2 minutos. Ao final da
reacao todos os 151 espectros foram organizados na forma de matriz. Realizou-se a
primeira derivada, normalizacdo pela area e filtragem por PCA.

A solucdo foi aquecida a 60 °C durante 3 horas. Sendo que as duas horas
restantes, a reacdo foi mantida sem nenhum tipo de aquecimento. A Figura 4.10
apresenta 4 espectros adquiridos durante o monitoramento. No inicio da reacédo, o
espectro obtido é relativo apenas a carbamazepina na forma Ill. Com 1,3 horas de
reacdo, € possivel observar uma pequena diferenca na intensidade dos picos
presentes na regido de 1000 — 1040 cm'?, entretanto essa alteragdo pode indicar tanto
a formacéo do cocristal, quanto a transicédo polimérfica para a forma dihidratada.

Com 2,5 horas de reacéo, o espectro adquirido apresenta um perfil similar ao
espectro do cocristal com a presenca de alguns picos seletivos para este cristal, tais
como o pico em 1036 cm? e a alteracdo nas intensidades relativas dos picos
presentes na regido de 750 — 800 cm™. Ao final do monitoramento, o espectro obtido

€ idéntico ao espectro do cocristal.
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FIGURA 4.10 — Espectros Raman da mistura carbamazepina-nicotinamida obtidos in-

line em quatro tempos diferentes de reacdo a temperatura de 60 °C

Os perfis de concentracdo e espectral estdo apresentados nas Figuras 4.11 e
4.12. O perfil espectral apresenta dois espectro distintos. Um espectro recuperado é
referente a carbamazepina na forma Ill e o outro espectro obtido mostra um perfil
idéntico ao espectro do cocristal de carbamazepina-nicotinamida. Observando-se o
perfil de concentracédo, € possivel observar que, a 60 °C, toda a carbamazepina
presente na reacao interage com a solucdo de nicotinamida resultando na forma de
cristal misto. No comeco da reacdo, pode-se notar observar apenas a forma pura da
carbamazepina. Com 1 hora de reacdo, nenhuma mudanca significativa do espectro
€ observada. Uma vez que nas reacdes anteriores a carbamazepina sofre uma
transicdo polimorfica com apenas 6 minutos de reacdo, a conservacao do perfil
espectral por mais de uma hora de reacao leva a crer que a 60 °C o dihidrato nao é
estavel mesmo em solucdo aquosa.

Préximo a 1,5 hora de reacao, a concentracao relativa da componente referente
a carbamazepina forma Il comeca a decair, e um aumento na intensidade relativa da
segunda componente comeca a aumentar. Apos duas horas de reacdo, toda a
carbamazepina inicial € recristalizada na forma de cocristal, ressaltando-se apenas o

espectro puro do cocristal, sendo este o ponto final da reacéo.
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Os dados apresentados pelo modelo apresentam bom ajuste, com
porcentagem de variancia explicada de 96,62 % e falta de ajuste de 14,88 %. A reacao
a temperatura de 60 °C possibilitou observar a conversao praticamente completa dos
reagentes iniciais a forma mista de cocristal, utilizando um solvente ambientalmente

correto.

4.3.4. Reagao atemperatura de 80 °C

Mesmo com uma reagdo com conversao praticamente completa a 60 °C foi
realizada uma reacao a 80 °C, pois esta temperatura € descrita na literatura como
condicdo para a transformacdo polimorfica da carbamazepina dihidratada para a
forma 1ll. Como foi observado nas reacbes a temperatura ambiente e a 40 °C, a
carbamazepina dihidratada impede a reacéo de cocristalizagdo com a nicotinamida.
Assim, utilizou-se uma temperatura de reacéo a 80 °C para avaliar 0 mecanismo de
cristalizacdo dos farmacos com o intuito de observar mais de dois componentes no
sistema.

A reacdo a 80 °C ocorreu durante 5 horas, na qual a reacdo submetida a
aquecimento por 3 horas e mais 2 horas sem aquecimento. Foram obtidos espectros
em intervalos de 2 minutos. Os dados foram organizados numa matriz e
posteriormente pré-tratados realizando-se a primeira derivada, normalizacdo pela
area e filtragem por PCA.

A Figura 4.13 apresenta 4 espectros adquiridos em diferentes tempos de
reacao durante o monitoramento. No inicio da reac¢éo, o espectro obtido €é referente a
carbamazepina na sua forma sélida comercial. Com quase 180 minutos de reacao,
notam-se diferencas entre o espectro inicial e o espectro obtido por meio mudancas
nas intensidades relativas de quatro regides do espectro, na regido de 520 — 550 cm"
1, entre 740 — 800 cm'%, na regido de 1000 — 1050 cm™ e entre 1550 — 1650 cm™.

Na regido de deformacéo fora do plano do anel aromatico, 500 — 550 cm'%, ha
um aumento na intensidade do pico em 536 cm™ quando comparado com o espectro
do inicio da reacdo. Na regido de 740 — 800 cm?, existe o surgimento de um pico, em
782 cm! e uma clara alteracdo nas intensidades relativas dos picos presentes nesta
regido. Na regido de deformacéo de C-H do anel aromatico, 1000 — 1050 cm, ha uma
mudanca no comprimento de onda de um dos picos presentes e o0 surgimento de um

ombro, indicativo de dois ou mais picos sobrepostos na mesma regiao. Entre 1550 e
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1650 cm, a relacéo entre picos é diferente da relacdo esperada para os espectros
Raman da carbamazepina forma lll, forma dihidrata e do cocristal.

Logo ap0s o estagio de aquecimento, em 210 minutos de reacdo, 0 espectro
obtido é bem semelhante ao espectro de 170 minutos. Entretanto, observa-se uma
diminuicédo na intensidade do ombro em 1044 cm'* e um aumento do pico em 1036
cm® caracteristico do espectro do cocristal. Ao final do monitoramento, vé-se um perfil
espectral idéntico ao espectro do cocristal de carbamazepina-nicotinamida.

—— Tempo = 0 min.
25 | ——Tempo = 170 min. |

5 i Tempo = 210 min.
Tempo = 300 min.

Intensidade Relativa

] ; ; i
600 800 1000 1200 1400 1600
Raman Shift (cm™)

FIGURA 4.13 — Espectros Raman da mistura carbamazepina-nicotinamida obtidos in-

line em quatro tempos diferentes de reacdo a temperatura de 80 °C

Quando realizou-se a filtragem por PCA das outras reacdes, apenas duas
componentes principais eram significativas: uma referente ao cocristal e outra
referente a carbamazepina (dihidratada para ambiente e 40 °C e forma Ill na reacdo
a 60°C). Entretanto, na reacédo a temperatura de 80 °C, avaliou-se uma componente
a mais para o modelo (Figura 4.14). Por isso, no caso da reacdo a 80 °C, executou-

se 0 MCR com trés componentes.
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FIGURA 4.14 — Representacéo da porcentagem de variancia explicada para os dados

obtidos na reacéo a temperatura de 80 °C

Os perfis de concentracdo e espectral estdo apresentados nas Figuras 4.15 e
4.16. O perfil espectral apresenta trés espectro distintos. O primeiro espectro
recuperado é referente ao espectro puro da carbamazepina na forma lll; o segundo,
uma mistura do espectro puro do cocristal com o0 espectro da carbamazepina
amorfa®?; e o terceiro, ao espectro puro do cocristal.

No comeco da etapa de aquecimento, apenas a carbamazepina forma Il se
mantém evidente na reacdo. Apos duas horas e meia, toda a carbamazepina forma lll
foi consumida e contata-se que é uma mistura da carbamazepina amorfa e do
cocristal. Esta mistura € mantida até a etapa de resfriamento, quando a solucéo resfria
0s cristais precipitam-se na forma do cocristal, havendo converséo total.

Alguns estudos relatam que o mecanismo de cocristalizacédo da carbamazepina
em conjunto com a nicotinamida em agua ocorre primeiramente com a transformacao
de carbamazepina cristalizada (geralmente na forma Ill) para a carbamazepina
amorfa. A Ultima apresenta uma taxa de dissolu¢do e uma solibilidade maior do que
os seus polimorfos. A carbamazepina amorfa solubiliza-se na solugdo aquosa de
nicotinamida, e devido as interacdes do tipo homosinton ocorre a coprecipitacdo dos

dois fArmacos na forma de um cristal misto®2.
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Os dados apresentados pelo modelo apresentam bom ajuste, obtendo-se o
menor erro dos modelos ajustados, com porcentagem de variancia explicada de 99,51
% e falta de ajuste de 6,97 %. A reacdo a temperatura de 80 °C, assim como a reacao
de 60 °C, possibilitou uma converséo praticamente completa dos substratos iniciais

no cocristal, sendo este um fato inédito na literatura.

4.4. Conclusoes

A reacao de cocristalizacdo para a carbamazepina-nicotinamida foi realizada em
meio aquoso, utilizando a espectroscopia Raman como técnica de monitoramento
durante a reacédo e aplicando duas das principais ferramentas do PAT: o uso de
analisadores em linha e a utilizacdo de ferramentas multivariadas para o tratamento
dos dados obtidos.

Arealizacédo da reacdo em diferentes temperaturas possibilitou encontrar um ponto
otimo de sintese onde toda a carbamazepina e nicotinamida adicionadas ao inicio da
reacao foram convertidos em cocristal de carbamazepina-nicotinamida

O monitoramento Raman acoplado a ferramentas quimiométricas, como o PCA e
0 MCR-ALS, possibilitaram identificar o ponto final das reacdes e identificar o
mecanismo de cristalizacdo dos farmacos em diferentes temperaturas.

Nas reacfes a temperatura ambiente e a 40 °C, ndo houve formacao do cocristal
de carbamazepina-nicotinamida. Como a reacao foi feita em meio aquoso, ocorreu
uma transicdo polimorfica da carbamazepina adicionada a reacdo na sua forma
dihidratada, impossibilitando a formacao do cocristal.

Na temperatura de 60 °C ndo houve a formacdo de hidratos nos cristais de
carbamazepina, favorecendo a adi¢cdo de moléculas de nicotinamida, necessaria para
a formacao do cocristal. A 80 °C, foi possivel identificar a presenca da carbamazepina
na forma amorfa. Como a forma amorfa de compostos organicos apresentam uma
solubilidade maior do que a forma cristalina. Estima-se que a cocristalizacdo do
cocristal de CBZ-NCT a 80 °C, ocorre primeiramente com a transformacdo de
carbamazepina da forma Il para amorfo, que por ser mais sollvel interage mais
facilmente com as moléculas de nicotinamida presentes na solucédo, e em seguida,

gera o cocristal CBZ-NCT.
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5. MONITORAMENTO IN SITU DO COCRISTAL DE
IBUPROFENO-NICOTINAMIDA

5.1. Introducéo e Objetivos

Como objeto de estudo, utilizou-se o cocristal ibuprofeno-nicotinamida (IBP-
NCT). O cocristal de ibuprofeno-nicotinamida ja foi estudado utilizando diversas
formas de sintese, porém uma boa parte deles utiliza solventes organicos. Nao ha
relatos na literatura de formacédo deste cocristal utilizando o método de conversdo em
suspensao.

Com enfoque neste tipo de cristal, buscou-se um novo metodo de
cocristalizagdo com o objetivo de gerar residuos, seguindo-se 0s principios da quimica
verde. Dentre os 12 principios da quimica verde citados por Anastas e Warner8,
estao presentes a utilizacéo de solventes ndo-organicos e o monitoramento e controle
em tempo real de processos quimicos.

No ambito da quimica verde, o monitoramento in-line das reacfes quimicas é
essencial para se controlar e observar a presenca de subprodutos que possam ser
nocivos a saude humana. Outro fator que corrobora a utilizacao da tecnologia analitica
de processo (PAT) na quimica verde € a diminuicdo no tempo de processo. Com
menor tempo de ciclagem, pode-se obter o mesmo produto com menor consumo de

energia, o que a longo prazo beneficia tanto a industria quanto o meio ambiente.

5.2. Parte Experimental

Em todas as sinteses utilizou-se: ibuprofeno da marca IOL Chemicals and
Pharmaceuticals Ltd, grau de pureza 100,29%, a nicotinamida da marca Aarti Drugs
Limited , grau de pureza 99,82%, e agua ultrapura com resistividade superior a 18
mQ-cm proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore ®).

Para o monitoramento in-line da reacéo, utilizou-se o espectrébmetro Raman da
B&W Tek modelo i-Raman BWS 415-785H com laser vermelho de 785 nm, com
resolucdo espectral de 3,5 cmt. O tempo de aquisicdo de cada espectro foi de 120
segundos, sendo este, o intervalo de tempo entre cada espectro. A poténcia do laser

foi variada de 224mw até 320 mW e o intervalo espectral foi de 281 a 1708 cm
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(Raman Shift). A reacao foi montada seguindo o esquema apresentado na Figura 5.1
onde a sonda portétil do Raman é posicionado acima do sistema de reacdo onde se

encontra o béquer e uma chapa de aquecimento termostatizada.

5.2.1. Sintese do cocristal de IBP-NCT em 4gua

Pesou-se aproximadamente 412,5 mg de ibuprofeno (2 mmol) em um béquer.
Em outro recipiente, preparou-se uma solucdo aquosa de concentracdo préxima da
saturacgédo de nicotinamida (5,00 mol/L). Para isso, 244,3 mg de nicotinamida (2 mmol)
foram solubilizados em 400 uL de H2O ultrapura. A reacao foi aquecida utilizando uma
placa aquecedora da IKA modelo C-MAG HS 7 com agitacdo magnética e um
termopar conforme Figura 5.1.

O monitoramento foi realizado acompanhando as mudangas envolvidas nos
cristais de ibuprofeno. Portanto, a solucdo de nicotinamida é adicionada apés o
primeiro espectro de ibuprofeno ser adquirido.

Este procedimento foi realizado em trés temperaturas diferentes: ambiente (23
°C£1°C);40°C (£ 2°C) e 60 °C (= 3 °C). Para as reacdes a temperatura ambiente e
a 40 °C o monitoramento, foi realizado durante periodos de 5 e 6 horas,
respectivamente. Sendo que, para a reac¢ao de 40 °C, as duas ultimas horas da reacao
foram realizadas sem aquecimento.

Com a reacéao ocorrendo a temperatura de 60 °C, é possivel observar a total
dissolucéo do ibuprofeno em agua, e posteriormente a dissolucdo da nicotinamida.
Portanto, 0 monitoramento para esta reacdo procedeu por apenas 2 horas, tempo
suficiente para a dissolucdo de seus componentes e posterior resfriamento da reacéo

e precipitacdo dos cocristais.
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FIGURA 5.1 — Representacdo esquematica do procedimento experimental para a

reacdo em agua do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida

5.2.2. Métodos Quimiométricos

Ao final das reacdes, os dados gerados por espectroscopia Raman foram

armazenados em uma Unica matriz. Os espectros foram derivados (na maioria dos

casos), normalizados pela area e em seguida utilizou-se a filtragem por PCA e por fim

utilizou-se o MCR-ALS.

O MCR foi utilizado nas seguintes condi¢des:

e Intervalo espectral: 586 — 1137 cmt

e Trés componentes;

e Estimativa inicial: espectros puros do ibuprofeno, nicotinamida e do cocristal,

e Nao negatividade na concentragao;

e Nao negatividade no espectro (apenas para 0s casos que ndo se utilizou

espectros derivados);

e Restricdo dos espectros finais iguais aos espectros puros do ibuprofeno,

nicotinamida e do cocristal.

E possivel observar que um maior nimero de restricbes foram necessarias para

a construcao do modelo para o monitoramento do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida

guando comparado com as restricdes utilizadas no monitoramento do cocristal de
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carbamazepina-nicotinamida. Isto se deve, pois o cocristal de IBP-NCT apresentou
um conjunto de dados, mais complexa que a do cocristal de CBZ-NCT. Isto ocorre
pois, durante a sintese do cocristal de IBP-NCT o espectro do cocristal aparece
concomitante com o espectro da nicotinamida, fazendo-se necessaria a utilizacao de

restrices adicionais para uma melhor visualizagéo do sistema.

5.3. Resultados e Discussao

O espectro Raman do cocristal formado por evaporacgédo lenta (Capitulo 3) foi
utilizado como restricdo de espectro final para um dos componentes resultantes do
MCR. Esta restricdo € necessaria uma vez que no monitoramento da reacao é
observado uma deficiéncia de posto (rank). Isto ocorreu, pois 0 espectro no inicio da
reacdo é referente a uma mistura dos espectros iniciais do ibuprofeno e da
nicotinamida, e ao final da reacdo observa-se 0s espectros do cocristal com a mistura
inicial de ibuprofeno e nicotinamida. Portanto, a matriz que era para possuir posto
igual a 3 (ibuprofeno, nicotinamida e cocristal) € reduzida para posto igual a 2

(ibuprofeno + nicotinamida e cocristal).

5.3.1. Reacado atemperatura ambiente

A primeira reacdo foi realizada a temperatura ambiente. Coletou-se 301
espectros durante 5 horas. Ao final do monitoramento, obteve-se uma matriz de dados
de 301 linhas por 901 colunas. Realizou-se a primeira derivada dos espectros, em
seguida foram normalizados pela area e por fim utilizou-se a filtragem por PCA.

A Figura 5.2 apresenta espectros adquiridos durante o monitoramento em
diferentes tempos de reacdo, nos quais é possivel realizar uma analise prévia dos
dados obtidos. As regides que apresentaram mudancas mais significativas estdo em
800 cm! e entre 1025 — 1050 cm™. No inicio da reacdo, observa-se apenas o
ibuprofeno (pico caracteristico em 833 cm™) e a nicotinamida tanto no estado sdélido
(pico em 1041 cm™) quanto em solucdo (1033 cm™). Apds 0,5 hora de reacgéo, ja é
possivel observar um pico em 797 cm, caracteristico do cocristal assim como
aumento de intensidade do pico em 1033 cm?, entretanto este pico pode representar

tanto o cocristal quanto a nicotinamida em solugao. Com 2,5 horas de reacao, todo o



Capitulo 5 — MONITORAMENTO DO COCRISTAL DE IBP-NCT 132

cocristal ja foi formado. Ao final da reagdo ndo ha nenhuma mudanca significativa na

intensidade do pico do cocristal.
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FIGURA 5.2 — Espectros Raman da mistura ibuprofeno-nicotinamida obtidos in-line

em quatro tempos diferentes de reacao a temperatura ambiente

Utilizando o pico do cocristal em 797 cm™ seria possivel monitorar a sua
formacéo, utilizando um modelo univariado, relacionando a sua intensidade com um
pico caracteristico do ibuprofeno ou da nicotinamida. No entanto, muitos dos picos
apresentados no cocristal estdo presentes em seus substratos iniciais, o que
dificultaria a escolha das regifes utilizadas. Por isso, preferiu-se utilizar a ferramenta
MCR-ALS de deconvolucdo quimiométrica.

As Figuras 5.3 e 5.4 mostram os perfis de concentracdo (Ck) e espectrais (S')
recuperados pelo modelo. O perfil de concentracdo demonstra que a formacéo do
cocristal ocorre de forma rapida. Com apenas 1,2 horas, a reacao ja havia alcancado
o seu equilibrio. Estes dados também corroboram com a estabilidade termodinamica
do cocristal, pois mesmo, a temperatura ambiente, o ibuprofeno e a nicotinamida,
guando em solugéo, preferem precipitar na forma de cocristal ao invés de precipitarem
isoladamente. Como utilizou-se a constricdo de espectros finais igual ao espectro puro
de cada componente, o perfil espectral € importante apenas para identificar cada

composto no perfil de concentracdo. O modelo gerado pelo MCR-ALS apresentou
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uma boa porcentagem de variancia explicada com 91,80% dos dados sendo

explicados pelo modelo (R? = 0,92).
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FIGURA 5.3 — Perfil de concentracdo recuperado pelo modelo da reacdo a
temperatura ambiente
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FIGURA 5.4 — Perfis espectrais integrados utilizados pelo modelo da reacdo a

temperatura ambiente
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5.3.2. Reacdo com a temperatura a 40 °C

Como foi possivel observar um equilibrio de precipitacdo entre o cocristal e
seus coformadores, aumentou-se a temperatura da reagdo com o intuito de deslocar
tanto o equilibrio de precipitacdo, quanto aumentar a solubilidade dos farmacos em
agua.

A reacdo a 40 °C, foi realizada por um periodo de 6 horas com espectros
adquiridos em intervalos de 2 minutos, resultando em uma matriz com 181 espectros
por 901 colunas. Os espectros foram normalizados pela area e em seguida utilizou-se
a filtragem por PCA.

A Figura 5.5 apresenta espectros adquiridos durante o monitoramento em
diferentes tempos. No inicio da reacao, observa-se apenas o espectro do ibuprofeno
puro. Depois de 1 hora de reacdo, os picos especificos do cocristal comecam a
aparecer. Em 2,5 horas de reacéao, a relacdo entre o pico do ibuprofeno e o pico do
cocristal é quase 1:1. Ao final da reacdo (tempo = 5 horas), o pico do cocristal

apresenta uma intensidade relativa maior do que o pico do ibuprofeno e da

nicotinamida.
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FIGURA 5.5 — Espectros Raman da mistura ibuprofeno-nicotinamida obtidos in-line

em quatro tempos diferentes de reacdo a temperatura ambiente de 40 °C
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Os perfis de concentragdo e espectral recuperados pelo modelo séo
apresentados nas Figuras 5.6 e 5.7. O perfil de concentragdo mostra a rapida
conversao dos substratos iniciais para o cocristal, pois com apenas 1 hora, a reacao
j& havia quase alcancado o estado de equilibrio da reacéo. A formacdo do cocristal
ocorreu de maneira mais lenta durante o restante do periodo. No periodo de
resfriamento, ha uma grande precipitacdo de nicotinamida, enquanto parte do
ibuprofeno é solubilizado para formar o restante de cocristal. A reacdo a 40 °C mostrou
gue com 0 acréscimo na temperatura, € possivel favorecer a formacgéo do cocristal de
maneira significativa.

Assim como na reacdo a temperatura ambiente, o perfil espectral apenas
informa qual é cada espécie no perfil de concentragcdo. E o ajuste dos dados
apresentou-se melhor do que na reacdo a temperatura ambiente. Na reacéo a 40 °C,

94,2% dos dados foram explicados pelo modelo, Rz = 0,94.
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FIGURA 5.6 — Perfil de concentracdo recuperado pelo modelo da reacdo a

temperatura de 40 °C
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FIGURA 5.7 — Perfis espectrais integrados utilizados pelo modelo da reacdo a

temperatura de 40 °C

5.3.3. Reacdo com a temperatura a 60 °C

A reacao a 60 °C ocorreu durante um periodo de 6 horas com intervalos de
medida de 2 minutos entre cada espectro. Ao final da reacéo todos os 181 espectros
foram organizados na forma de matriz. Realizou-se a primeira derivada, normalizacéao
dos espectros pela area e filtragem por PCA. Apds 35 minutos de reacgdo, a solucéo
foi aguecida a 60 °C. Esta etapa de aquecimento ocorreu durante 180 minutos. Os
145 minutos finais ocorreram sem nenhum tipo de aquecimento (etapa de
resfriamento).

A Figura 5.8 apresenta 5 espectros adquiridos durante o monitoramento. No
inicio da reacado, o espectro obtido é da mistura de ibuprofeno e nicotinamida em
solucéo e na forma solida. Com 1 hora de reacédo, alguns picos assemelham-se com
picos do cocristal (797 cm™ e 1033 cm?) e outros com o espectro do ibuprofeno (regido
de CH e CHs de 900 — 1000 cm%; pico em 830 cm™* e em 743 cm!). Entretanto, estes
picos apresentam-se mais largos do que o usual para os reagentes.

Com 2 horas de reacao, os picos ficam mais resolvidos, e observa-se de forma

mais nitida os picos do cocristal. Apenas o pico mais intenso do ibuprofeno continua
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presente no espectro, porém com uma intensidade relativa muito baixa. Com 2,5
horas, os reagentes sao solubilizados por completo, e a reacao fica translicida. Os
espectros adquiridos nesta etapa tem uma intensidade muito baixa bem proxima da
linha de base. Apenas o0s picos mais intensos de cada um dos componentes da reagao
estéo evidentes nestes espectros. Ao final do monitoramento, obtém-se um espectro

idéntico ao espectro do cocristal.
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FIGURA 5.8 — Espectros Raman da mistura ibuprofeno-nicotinamida obtidos in-line

em cinco tempos diferentes de reacdo a temperatura ambiente de 60 °C

Quando realizou-se o filtragem por PCA das outras reacdes apenas duas
componentes principais eram significativas. Entretanto na rea¢céo a temperatura de 60
°C, a porcentagem de variancia explicada mostrava que quatro componentes eram
siginificativas para este caso (Figura 5.9). Por isso, no caso da reacdo a 60 °C,
realizou-se o MCR com quatro componentes, e nao foi possivel utilizar a restricdo de
espectros finais igual ao espectro puro dos componentes. Como estimativa inicial dos
espectros, utilizou-se a funcdo pure do MCR, que recupera os 4 espectros mais
diferentes nos dados originais.

Os perfis de concentracéo e espectral do ibuprofeno, nicotinamida e cocristal
IBP-NCT estao apresentados nas Figuras 5.10 e 5.11. O perfil espectral apresenta

guatro espectros distintos. Um espectro recuperado € uma mistura do espectro puro
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do ibuprofeno com o espectro da nicotinamida; outro é o espectro puro do cocristal; o
terceiro espectro recuperado é o ruido intrumental do equipamento; e por fim um
espectro misto entre o ibuprofeno e cocristal.
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FIGURA 5.9 — Representacao da porcentagem de variancia explicada para os dados

obtidos na reacéo a temperatura de 60 °C

O espectro recuperado da mistura do cocristal com o ibuprofeno apresenta
bandas largas diferentemente dos picos finos e bem resolvidos que usualmente
aparecem no espectro Raman. Na espectroscopia vibracional, bandas largas séo
caracteristicas de estruturas amorfas, que estdo comecando a cristalizar. Pois estas
apresentam um mesmo tipo de vibracdo, mas com pequenas mudancas na energia
relacionada a essas vibracdes. Uma possibilidade € que este espectro recuperado,
gue também esté presente nos dados puros do monitoramento (Figura 5.8, Tempo =
1h), possa ser referente ao espectro dos centros de nucleacdo do cocristal que
comecam a ser formados proximos aos cristais do ibuprofeno. Este fato é reforcado

pelo perfil de concentracéo recuperado pelo modelo.
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No comeco da etapa de aquecimento, apenas o ruido e 0 espectro da mistura
de cocristal e ibuprofeno ficam evidentes na reacdo. Com o passar do tempo, a
concentragado relativa do cocristal comeca a aumentar e a da mistura diminui.
Provavelmente os nucleos de formagéo do cocristal comegcam a se agregar para
formar os cristais. Com 2,2 horas de reacgéo, toda a solugcéo apresentou-se translucida.
Nesta etapa, os espectros adquiridos sdo representados basicamente pelo ruido
intrumental. Quando a solucdo é resfriada, os cristais precipitam-se na forma do
cocristal de ibuprofeno-nicotinamida, com uma conversao total.

Como nao se utilizou nenhuma restricdo dos espectros finais, o ajuste dos
dados para a reacéo a 60 °C apresentou-se melhor do que todas as outras com R2 =
0,999997 e falta de ajuste de 0.18042 %.

54. Conclusoes

A reacdo de cocristalizacdo do cocristal de ibuprofeno-nicotinamida foi
realizada utilizando uma sintese verde e ambientalmente correta. Esta reacao foi
realizada sem a adicdo de solventes organicos e com monitoramento in-line por
espectroscopia Raman.

O monitoramento in-line e a utilizacdo de ferramentas quimiométricas como o
PCA e o MCR possibilitaram a obtencdo de informacdes adicionais para a reacao,
como por exemplo, foi possivel identificar o ponto final da reacdo, compreender os
mecanismos de cristalizacdo dos farmacos e assim, realizar um planejamento
experimental mais eficaz.

Na reacdo a temperatura ambiente, foi possivel identificar o equilibrio de
precipitacdo existente entre os coformadores e o produto final, observado a formacgéao
do produto pretendido com baixa converséo. Assim, pode-se realizar um delineamento
experimental com o intuito de deslocar o equilibrio quimico envolvido.

Realizando a reacdo a 40 °C, houve uma maior conversdo do produto final,
entretanto, perfis de concentracdo relativos aos coformadores iniciais foram
identificados. A reacdo a temperatura de 60 °C possibilitou a conversao total dos
reagentes iniciais para a forma de cocristal, e 0 uso de ferramentas quimiométricas
auxiliou na compreensédo do mecanismo de cristalizagado do cocristal de ibuprofeno

nicotinamida.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Monitorar a sintese de diferentes classes de cocristais que podem apresentar:
formas polimérficas diferentes, formagédo de cocristais a partir de moléculas idnicas
(sais de cocristais) e de hidratos (solvatos de cocristais) e assim compreender 0 seus
diferentes mecanismo de cocristalizagéo

Desenvolver métodos para a quantificacdo dos cocristais utilizando outras
técnicas analiticas do estado sélido como por exemplo ressonancia magnética nuclear
de estado sdlido, espectroscopia do infravermelho proximo e espectroscopia
terahertz.

Estudar outros métodos de cocristalizacao e realizar o seu monitoramento,
como por exemplo reacdes mecanoquimicas.

Com o auxilio de técnicas como espalhamentos de raios-X de baixo angulo e
espalhamento de luz polarizada, realizar um monitoramento para avaliar o

crescimento dos cocristais em diferentes métodos de sintese.
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