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RESUMO

As técnicas de analise térmica, como a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),
Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA) sédo técnicas bem
conhecidas utilizadas na caracterizacao fisico-quimica de diferentes materiais. O
presente trabalho descreve duas diferentes aplicacbes das analises térmicas: fraudes
de alimentos e estudo de pré-formulagdo farmacéutica. Na primeira aplicagdo, em
fraude de alimentos, foi realizado o estudo da detecg¢ao de adulteragdo do café por
milho. As fraudes em café moido tém a finalidade de gerar mais lucro, mas também
afeta a sua qualidade e altera suas propriedades nutricionais. Neste caso a
adulteragcdo do café por milho foi detectada e quantificada utilizando DSC e
Espectroscopia no Infravermelho juntamente com modelos PCA (Analise de
Componentes Principais) e PLS (Quadrados Minimos Parciais). O nivel de
adulteracao utilizada foi de 0,5 a 40% (m/m). Os modelos PCA foram capazes de
diferenciar amostras adulteradas de ndo adulteradas, inclusive em niveis inferiores a
1% (m/m) de adulterante. Os modelos PLS apresentaram boa correlacdo entre os
valores previstos e de referéncia, com RMSECV (Erro quadratico médio de validagéo
cruzada) inferior a 3,5% para o modelo construido com os dados de DSC, e 2,7% para
o modelo com dados de Espectroscopia no Infravermelho. A segunda aplicagao
envolve estudos de pré-formulagao farmacéutica, tendo como alvos os farmacos
besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila. Ambos sdo medicamentos anti-
hipertensivos que podem ser administrados isoladamente, em monoterapia, ou em
associacao farmacéutica. No desenvolvimento de um novo medicamento é necessario
o conhecimento de propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos excipientes
envolvidos, e a estabilidade da formulacao, a fim de que o novo medicamento nao
tenha suas propriedades e caracteristicas alteradas ao longo do tempo, garantindo a
seguranga, eficacia e qualidade do produto. Primeiramente, os dados obtidos por DSC
foram utilizados para determinar os parametros termocinéticos e termodinéamicos dos
farmacos, e realizar o estudo de compatibilidade farmaco-excipiente, pela analise de
misturas binarias 1:1 (m/m) dos farmacos e excipientes. Por FTIR com aquecimento
foram analisadas misturas binarias 1:1 (m/m) dos farmacos e excipientes, e misturas
ternarias 1:1:1 (m/m) contendo os farmacos anlodipino e olmesartana, e excipientes.

Misturas binarias de cada farmaco com os excipientes na proporgéo 1:1 (m/m), e



misturas ternarias, contendo os farmacos: besilato de anlodipino e olmesartana
medoxomila, e excipientes na proporc¢ao 1:4:5 (m/m/m), foram analisadas por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) logo apds o seu preparo e apos serem
armazenadas em camara de estabilidade a 40+1 °C e 75t5% de umidade relativa
(UR) por 3 e 6 meses, e a 401 °C a seco por 3 e 6 meses, com a finalidade de
confrontar os resultados obtidos por DSC e FTIR. Os excipientes testados foram
amido pre-gelatinizado, celulose, croscarmelose soédica, estearato de magnésio,
alcool polivinilico, diéxido de titanio, talco, polivinilpirrolidona, lactose e
polietilenoglicol. De acordo com os resultados obtidos por DSC, FTIR com
aquecimento e HPLC foi possivel observar que as condi¢gdes de armazenamento sdo
cruciais para a estabilidade da formulagdo. Sendo que em todos os casos o anlodipino
se mostrou incompativel com o amido, a olmesartana com o PVP e lactose, e a
associacdo farmacéutica com amido, celulose, croscarmelose, estearato de

magnésio, alcool polivinilico, PVP, lactose e PEG.

PALAVRAS-CHAVE: Analise térmica. Anadlise Multivariada. Fraude. Café.
Preparagcdes Farmacéuticas. Besilato de Anlodipino e

Olmesartana Medoxomila.



ABSTRACT

The thermal analysis techniques such as Differential Scanning Calorimetry (DSC),
Thermogravimetry (TG) and Differential Thermal Analysis (DTA) are well-known
techniques used in the physical-chemical characterization of different materials. The
present work describes two different applications of thermal analysis: fraud in food and
pharmaceutical pre-formulation study. In the first application, in food fraud, the study
of the detection of coffee adulteration by corn was carried out. The adulteration of
ground coffee has the purpose of generate higher profits, but also affects tis quality
and changes its nutritional properties. In this case the adulteration of coffee by corn
was detected and quantified using DSC and Infrared Spectroscopy coupled to PCA
(Principal Component Analysis) and PLS (Partial Least Squares) models. The level of
adulteration used was between 0.5 to 40% (w/w). The PCA models were able to
differentiate adulterated samples from unadulterated ones, even at levels lower than
1% (w/w) of adulterant. PLS models showed a good correlation between predicted and
reference values, with RMSECV (Root Mean Square Error of Cross-Validation) lower
than 3.5% for the model constructed with DSC data, and 2.7% for the model with
infrared spectroscopy data. The second application involves pharmaceutical pre-
formulation studies with the drugs amlodipine besylate and olmesartan medoxomil.
Both of drugs are antihypertensives that can be administrated alone, in monotherapy,
or in pharmaceutical association. In the development of a new drug is required
knowledge of the physicochemical properties of the drug and excipients involved, and
the formulation stability, so that the new product does not have properties and
characteristics change over time, guaranteeing the safety, efficiency and product
quality. At first, DSC data were used to determine the thermokinetic and
thermodynamic parameters of the drugs and to perform the drug-excipient
compatibility study by analyzing binary mixtures of the drugs and excipients 1:1 (w/w).
Binary mixtures of drugs and excipients 1:1 (w/w), and ternary mixtures containing the
drugs amlodipine and olmesartan, and excipients 1:1:1 (w/w/w) were analyzed by FTIR
with heating. Binary mixtures of each drug with excipient in a proportion of 1:1 (w/w),
and ternary mixtures, containing drugs: amlodipine besylate and olmesartan
medoxomil, and excipients in a proportion of 1:4:5 (w/w/w), were analyzed by HPLC

(High Performance Liquid Chromatography) immediately after preparation and after



being stored in stability chamber at 401 °C and 75+5% of relative humity (RH) for 3
and 6 months, and at 401 °C and dry conditions for 3 and 6 months, in order to
compare the results obtained by DSC and FTIR. The excipients tested were
pregelatinized starch, cellulose, croscarmellose sodium, magnesium stearate,
polyvinyl alcohol, titanium dioxide, talc, polyvinylpyrrolidone, lactose and polyethylene
glycol. According to the results obtained by DSC, FTIR with heating and HPLC it was
possible to observe that the storage conditions are crucial for the stability of the
formulation. In all cases, amlodipine proved to be incompatible with starch, olmesartan
with PVP and lactose, and the pharmaceutical association with starch, cellulose,
croscarmellose sodium, magnesium stearate, polyvinyl alcohol, PVP, lactose and
PEG.

KEYWORDS: Thermal analysis. Multivariate Analysis. Fraud. Coffee. Pharmaceutical

Preparations. Amlodipine Besylate and Olmesartan Medoxomil.
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1 INTRODUGAO

Cada substancia possui propriedades termodinédmicas particulares, como
capacidade calorifica, entalpia e entropia. Portanto, aquecer e resfriar uma amostra
observando o seu comportamento € uma maneira simples de se estudar um material.
Métodos de analise térmica foram desenvolvidos para o estudo do comportamento
termodinamico de uma amostra, em que uma propriedade fisica € mensurada em
funcdo da temperatura ou do tempo, quando submetida a um programa de
aquecimento/resfriamento (HAINES, 2002).

As técnicas de analises térmicas, como a Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e Termogravimetria (TG) sdo técnicas bem conhecidas utilizadas na
caracterizagao fisico-quimica de materiais. Poucos sao os estudos que descrevem a
aplicagao destas técnicas na detecgao e quantificacdo de analitos.

As analises térmicas podem ser empregadas em detecgao de diferentes tipos
de fraudes, desde a identificacdo de falsificacdo, por exemplo na diferenciacdo de
pelos naturais e sintéticos, segundo Tonetti et al. (2015), até a quantificacdo de
adulterantes adicionados em produtos de diferentes naturezas, como mel, 6leos
vegetais e diesel (CORDELLA et al., 2003; DAHIMI et al., 2014; MANSOR; MAN,;
SHUHAIMI, 2012; MARIKKAR et al., 2002; MOHAMMED; MARIKKAR; RANA, 2014;
TOMASZEWSKA-GRAS, 2012; TORRECILLA et al.,, 2011; WETTEN et al., 2014,
2015).

A aplicacéo das analises térmicas em estudos de estabilidade de farmacos e
medicamentos esta fundamentada no fato de que a analise de um sdlido puro
(farmaco ou excipiente) fornece curvas termoanaliticas caracteristicas das quais
podemos extrair informacdes como a temperatura de fusdo, entalpia de mudanca de
fase e temperatura de decomposicao. No caso da analise de uma mistura de sélidos
(medicamento) pode ocorrer interagao entre as substancias que causam alteragdes
nas propriedades fisico-quimicas do farmaco, as quais sdo reveladas nas curvas
termoanaliticas. O estudo destas interagdes sao importantes por elas interferirem na
qualidade, seguranca e eficacia do produto final (BROWN, 2001; GIRON, 1998; PANI
et al., 2012).
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O presente trabalho teve como objetivo central aplicar as analises térmicas na
deteccao da adulteracao do café por adicao de milho e no estudo de pré-formulacao

farmacéutica do besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir sera apresentada uma reviséo bibliografica a respeito dos principais

conceitos e técnicas abordados neste trabalho.

2.1 ANALISE TERMICA

De acordo com a ICTAC (Confederagao Internacional de Analise Térmica e
Calorimetria - International Confederation of Thermal Analysis and Calorimetry),
"Analise Térmica € o estudo das relagcbes entre uma propriedade da amostra e sua
temperatura, enquanto a amostra é aquecida ou resfriada de maneira controlada"
(BROWN; GALLAGHER, 2007; IONASHIRO, 2005). Definicdo esta que é adotada
pela ABRATEC (Associacao Brasileira de Analise Térmica e Calorimetria).

Assim, a Analise Térmica € “um grupo de técnicas nas quais uma propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo € medida como fungao da
temperatura, enquanto a substéncia é submetida a um programa controlado de
temperatura” (IONASHIRO, 2005). A Tabela 1 resume as técnicas termoanaliticas

mais conhecidas e as respectivas propriedades fisicas associadas.

Tabela 1 - Técnicas termoanalitcas e suas respectivas propriedades fisicas

Técnica Propriedade Uso
Termogravimetria (TG) Mudancas de massa devido a
Termogravimetria Massa interacdo com a atmosfera,

Derivada (DTG) vaporizacao e decomposicao

Analise Térmica Processos fisicos e quimicos

. . Temperatura o .
Diferencial (DTA) envolvendo variagao de energia

Calorimetria Exploratdria . Processos fisicos e quimicos

. . Entalpia . .
Diferencial (DSC) envolvendo variagdo de energia

Fonte: (BERNAL et al., 2002; CRAIG; READING, 2007; GIRON, 1998; IONASHIRO, 2005).



25

2.1.1 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)

Na TG a perda e/ou ganho de massa da amostra € monitorada em fungéo da
temperatura. Ja a DTG, nada mais € do que um arranjo matematico, onde a derivada
primeira da variagao de massa em relagao ao tempo (dm/dt) é registrada em funcao
do tempo ou temperatura com a finalidade de melhorar a resolugdo da curva TG
(GIRON, 1998).

O equipamento utilizado na analise termogravimétrica, a termobalanga, é
basicamente constituido por uma microbalanga, um forno, termopares e um sistema
de fluxo de gas. A termobalanga permite a pesagem continua da amostra em fungao
da temperatura. A Figura 1 apresenta um desenho detalhado deste instrumento.
Normalmente se utiliza aproximadamente 10 mg de amostra em cadinho de material
inerte a amostra, como alumina ou aluminio, e € indicado o uso de cadinhos com
paredes mais altas (GIRON, 1998).

Figura 1 - Esquema de uma termobalanga utilizada em equipamentos de analise
termogravimétrica

Suporte
amostra e referéncia

Sensores
Termopares

“ m Bobinas de acionamento

Balanca

Resfriamento

Fonte: Adaptado de (SCANSCI, 2015).

A Figura 2 mostra a curva TG e DTG obtida do CaC204.H20, onde é possivel
observar o processo de desidratacdo e decomposicdo em funcdo da temperatura
(CHARTOFF; SIRCAR, 2004).
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Figura 2 - Curvas TG e DTG para o oxalato de calcio
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Fonte: Adaptado de (CHARTOFF; SIRCAR, 2004).

Por meio da variacdo da massa em funcdo da temperatura é possivel obter
informacdes como processos de evaporagcdo de solvente, desidratagao, reagdes de
oxidacao, decomposicdo, combustdo, vaporizagdo/sublimagdo da amostra, entre
outros (BROWN, 2001).

2.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Analise Térmica Diferencial
(DTA)

As técnicas de DSC e DTA sao frequentemente confundidas devido a
semelhanca dos resultados obtidos, porém sao técnicas distintas. O DSC monitora as
variagdes da entalpia de uma amostra em relacdo a um material de referéncia
termicamente inerte, em funcdo da variacdo da temperatura. A DTA determina

continuamente a diferencga entre temperaturas da amostra e um material de referéncia
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termicamente inerte, a medida que ambos sao aquecidos (BERNAL et al., 2002;
HAINES, 2002).

Existem dois tipos de equipamento de DSC o primeiro € denominado de DSC
de compensacéao de poténcia e o segundo de DSC de fluxo de calor. No DSC por
compensacgao de poténcia, o cadinho contendo a amostra e o cadinho de referéncia
sdo posicionados em fornos separados, com fontes de aquecimento individuais. Ao
serem submetidos a um programa controlado de temperatura, uma poténcia elétrica
é fornecida a cada forno a fim de manter a amostra e a referéncia a mesma
temperatura. Dessa forma, ao ocorrer um evento térmico na amostra, que libere ou
absorva calor, a poténcia do forno € alterada a fim de compensar a alteragao causada
por esse evento. A diferenga entre as poténcias dos fornos € mensurada e registrada,
e um grafico da energia fornecida pelos aquecedores é formado, possibilitando
quantificar as transformagdes uma vez que a compensagao de calor é proporcional a
energia envolvida na reacdo (BERNAL et al.,, 2002; CRAIG; READING, 2007,
HAINES, 2002). Um esquema desse tipo de DSC esta representado na Figura 3.

Figura 3 - Diagrama esquematico do DSC
por compensagao de poténcia

Fonte: (CRAIG; READING, 2007).

Legenda: A — Fornos;
B — Cadinhos de amostra e referéncia;
C — Sensores de platina.

No DSC por fluxo de calor, tanto o cadinho contendo a amostra, quanto o
cadinho de referéncia sdo acondicionados no mesmo forno, de modo que a amostra
e a referéncia s&o entdo aquecidas pelo mesmo sistema de fornecimento de energia,
porém em contato com sensores de temperatura individuais. O forno € submetido a
um programa controlado de temperatura, e os sensores registram a diferenca de

temperatura entre a amostra e a referéncia, obtendo assim um sinal proporcional a
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diferenca de capacidade térmica entre a amostra e a referéncia Dessa forma, a
ocorréncia de um evento térmico na amostra que libere ou absorva calor, leva a uma
alteracao na diferenga de fluxo, que € mensurada e registrada (BERNAL et al., 2002;
CRAIG; READING, 2007). A Figura 4 apresenta um esquema de DSC por fluxo de

calor.

Figura 4 - Diagrama esquematico do DSC por fluxo de calor

Amostra Referéncia

|
AR

Fonte: (CRAIG; READING, 2007).

Legenda: A — Forno;
B — Termopares.

Apesar de fazerem medidas diferentes, os dois tipos de DSC geram resultados

semelhantes. A Figura 5 exemplifica o resultado obtido por DSC.

Figura 5 - Curva genérica de DSC
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Fonte: (BERNAL et al., 2002).

Legenda: | — mudanca de linha base;
Il e Il — picos endotérmicos;
IV — pico exotérmico.
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Na curva DSC representada na Figura 5, o evento |, que € uma mudanca de
linha base, indica uma mudanca na capacidade calorifica da amostra ou transicao
vitrea. Os eventos Il e Il sdo picos endotérmicos, que podem estar relacionados a
fusdo da amostra, desidratacdo, decomposicao ou reagdes. Ja o evento IV € um pico
exotérmico, o qual pode estar relacionado a cristalizagdo, combust&o, polimerizagéao

ou reacgoes.

Figura 6 - Diagrama esquematico de equipamento de DTA

Ta-Tr

Amostra na
temperatura Ta

Referéncia na

Aquecedor | temperatura Tr

‘\\

Fonte: (CRAIG; READING, 2007).

No equipamento de DTA tanto o cadinho contendo a amostra, quanto o cadinho
de referéncia sdo acondicionados no mesmo forno, de modo que a amostra e a
referéncia sdo entdo aquecidas pelo mesmo sistema de fornecimento de energia,
porém em contato com sensores de temperatura individuais. O forno € submetido a
um programa controlado de temperatura, e os sensores registram a diferenga de
temperatura entre a amostra e a referéncia. A Figura 6 apresenta um esquema de
equipamento de DTA (BERNAL et al.,, 2002; CRAIG; READING, 2007). Alguns
equipamentos de TG fazem o registro simultdneo da curva DTA (BERNAL et al.,
2002).

2.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A radiagao infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético

situada entre a regiao do visivel e das micro-ondas e é dividida em trés regides:
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infravermelho  proximo (NIR, do inglés, Near |Infrared) de 12820 a
4000 cm', infravermelho médio (MIR, do inglés, Mid Infrared) de 4000 a 400 cm™ e
infravermelho distante (FIR, do inglés, Far Infrared) de 400 a 33 cm-' (REICH, 2005;
SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007).

Os atomos de uma molécula nunca estao iméveis. Existem dois tipos de
vibracbes moleculares: as deformagdes angulares (FIGURA 7) e as deformacdes
axiais (FIGURA 8). A vibragdo de deformacao angular corresponde a variagbes de
angulo de ligagao, a qual pode ser internamente em um conjunto de atomos ou de um
grupo de atomos em relagdo a molécula como um todo. A vibragdo de deformacgao
axial € um movimento ritmico ao longo do eixo da ligacéo, de forma que a distancia
interatdmica aumente e diminua alternativamente. As vibragdes fundamentais nao
alteram a posi¢ao do centro de gravidade da molécula (REICH, 2005; SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRIL, 2007).

Figura 7 - Vibragdes de deformagéo angulares

(A) (8)

(Q) (D)

Fonte: Adaptado de (SILVERSTEIN et al., 2007).

Legenda: (A) Deformacao angular simétrica no plano;
(B) deformagéao angular assimétrica no plano;
(C) deformacgéo angular simétrica fora do plano;
(D) deformacao angular assimétrica fora do plano.
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Figura 8 - Vibragdes de deformagédo axiais

(A) (8)

Fonte: Adaptado de (SILVERSTEIN et al., 2007).

Legenda: (A) Deformacao axial simétrica;
(B) deformacéo axial assimétrica.

A espectroscopia no infravermelho e Raman sao técnicas fundamentadas na
interacédo da energia eletromagnética com os movimentos vibracionais dos nucleos de
uma molécula. Para absorver radiacdo infravermelha, a molécula precisa sofrer
alteracdo do momento de dipolo decorrente dos movimentos vibracionais e
rotacionais. A vibragdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia
coerente com a regido do espectro eletromagnético correspondente a radiagao
infravermelha (LARKIN, 2011; REICH, 2005; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL,
2007).

Uma vez que cada frequéncia vibracional esta relacionada a um grupo funcional
especifico, os espectros no infravermelho oferecem informacdes sobre a estrutura de
um determinado composto, como uma impresséo digital. Modificagdes no perfil do
espectro pode significar uma transicdo polimoérfica, causando modificagdes das
bandas referentes as interagbes intermoleculares, ou uma degradagao quimica,
causando modificagdes espectrais devido as alteragcdes dos grupos funcionais. Essas
técnicas também apresentam as vantagens de serem n&o destrutivas de rapida
execucao (AYALA et al., 2006).

A FTIR (Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier —
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) possui como principal vantagem a
velocidade de aquisicdo de dados, pois permite que todo o espectro seja detectado e
obtido simultaneamente empregando-se um interferdbmetro de Michelson. O registro
do sinal produzido pelo interferometro de Michelson € chamado interferograma. A
transformada de Fourier € um procedimento em que uma curva é decomposta na
soma dos termos seno e cosseno, chamada série de Fourier, no caso a transformada

de Fourier decompde uma curva nos comprimentos de onda que a compde. O
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espectro obtido é a transformada de Fourier do interferograma (HARRIS, 2015;
SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

As analises por FTIR podem ser realizadas mensurando-se a transmitancia,

refletédncia ou transflecténcia, como indicado na Figura 9 (REICH, 2005).

Figura 9 - Esquema dos tipos de medida em FTIR

Transmitancia Transfletdncia

m Refletancia

(B)
Fonte: Adaptado de (REICH, 2005).

Legenda: (A/B) Transmitancia;
(C) Refletancia;
(D/E) Transfletancia.

o
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A FTIR-ATR (Espectroscopia no Infravermelho por Refletancia Total Atenuada
- Fourier Transform Infrared Spectroscopy with Attenuated Total Reflectance) tem
como vantagem a ndo necessidade de preparo prévio da amostra, podendo posiciona-
la diretamente sobre o cristal de reflexdo (LARKIN, 2011; REICH, 2005;
SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007).
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2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo dos componentes
de uma mistura, a qual acontece pela distribuicdo dos componentes em duas fases,
fase movel e fase estacionaria, que estdo em contato. A fase moével € um liquido que
permeia a fase estacionaria a um fluxo definido e transporta a amostra ao longo do
sistema. Os componentes da amostra se distribuem entre a fase estacionaria e movel
de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, resultando em migragdes
diferenciadas destes, o que possibilita a separagdo de componentes muito
semelhantes de misturas complexas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia - High-Pressure Liquid
Chromatography) é capaz de separar misturas que contém um grande numero de
compostos similares. E uma técnica cromatografica que utiliza como fase estacionaria
uma coluna fechada de alta resolucédo e uma bomba de alta pressao para forgar a
passagem da fase movel pela coluna (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A UHPLC (cromatografia liquida de ultra performance — Ultra High-Pressure
Liquid Chromatography) possui um sistema semelhante ao do HPLC, com bombas
que sao capazes de exercer maior pressao, permitindo o uso de colunas com menor
tamanho de particula, aumentando a resolugdo e diminuindo tempo de analise
(GUILLARME; VEUTHEY ., 2012).

Em geral os equipamentos de HPLC e UHPLC sao constituidos por reservatorio
da fase movel, sistema de bombeamento, injetor de amostra, coluna e detector.
Existem varios tipos de detector, dentre eles podemos citar o UV (ultravioleta),
fluorescéncia, indice de refragao, eletroquimico, espectrometria de massas e corona
CAD (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

O detector UV é, em geral, equipado com fonte de filamento de tungsténio com
monocromadores capazes de selecionar comprimentos de onda, possibilitando
detectar varias espécies, a medida que sao eluidas na coluna. A maioria dos farmacos
sdo moléculas cromdforas, e por isso apresentam absorbéancia na regiao do UV. A
analise utilizando detector UV é simples, porém nao € capaz de diferenciar espécies
co-eluentes (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).



34

Figura 10 - Diagrama esquematico do detector CAD
Nebulizador
Eluente do HPLC 3

. Tubo de secagem
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Coletor de carga
Eletrémetro

| S 3 - %
° \ — P QAgulha de descarga
‘- Amara de transferéncia de carga

Registro do sinal

Gas inerte (Nz2)

Fonte: Adaptado de (THERMO SCIENTIFIC, 2012).

O detector CAD é considerado uma nova tecnologia que possui como principal
caracteristica ser um detector universal para todos os tipos de analitos ndo volateis.
A resposta pode variar de acordo com a composi¢cao da fase movel, sendo que ha
restricdes no uso de solugao tampao, estas ndo podem ser salinas e o solvente deve
ser volatil. O CAD é um detector independente da estrutura quimica, propriedades
Oticas e da capacidade de ionizacdo dos analitos, produzindo resposta semelhante
para diferentes compostos, o que possibilita a quantificagdo mesmo quando ndo ha a
disponibilidade de padrdo, pois o detector mede a quantidade de carga que é
proporcional a quantidade de analito. O sistema CAD, mostrado na Figura 10, é
composto por nebulizador, que tem a finalidade de remover goticulas de grande
dimenséo; tubo de secagem; camara de transferéncia de carga, também chamada de
camara de reagao, onde ocorre a colisdo das particulas com o gas N2 ionizado; agulha
de descarga, responsavel por ionizar o gas Nz; e célula de detec¢cao (ALMELING,;
ILKO; HOLZGRABE, 2012; VEHOVEC; OBREZA, 2010).
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2.4 ANALISE MULTIVARIADA

O principal objetivo da quimica analitica quantitativa & determinar a
concentracdo de uma ou mais espécies presentes no meio. Quando se utilizam
técnicas instrumentais de analise, a concentracdo € determinada indiretamente por
meio de uma relagdo com os valores de determinadas propriedades fisico-quimicas
do sistema de interesse, essa pratica é conhecida como calibragio. A calibragao pode
ser definida como uma série de operagcbes matematicas que estabelecem, sob
determinadas condigdes, uma relagdo entre as medidas instrumentais e valores da
propriedade de interesse (concentracdo de determinada espécie) (BRERETON,
2003).

Com o avango da instrumentacado e automagado dos métodos analiticos, uma
grande quantidade de dados comegou a ser gerada muito rapidamente. Com a
possibilidade de adquirir uma vasta quantidade de dados de forma rapida e com o
minimo esforgo, surge o obstaculo de como analisar todos os dados adquiridos e
extrair o maximo de informacdes relevantes, para isso os quimicos comegaram a fazer
uso de métodos matematicos e estatisticos (SENA; TREVISAN; POPPI, 2005). Assim
foi criada uma nova area da quimica analitica, a quimiometria. A quimiometria pode
ser definida como a aplicacdo de métodos matematicos e estatisticos para a analise
de dados quimicos de forma a extrair uma maior quantidade de informacdes e
melhores resultados analiticos (OTTO, 2007; SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).

Entre os métodos de calibragcao existentes, com certeza, os mais conhecidos
sao os métodos univariados, também chamados de calibragdo de ordem zero. Neste
caso, tem-se apenas uma medida instrumental por amostra, ou seja, apenas um
escalar para cada amostra. Os modelos univariados s&o de facil aplicacéo e validacao,
porém sao de restrita aplicagao, pois ndao sao livres de interferentes que possam
provocar desvios entre resposta analitica e a concentracdo (FERREIRA et al., 1999;
SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).

Nos métodos de calibragcdo multivariada, duas ou mais medidas instrumentais
sao relacionadas com a propriedade de interesse. Métodos de calibracdo de primeira
ordem utilizam um vetor de dados para cada amostra, enquanto os de segunda ordem
utilizam uma matriz de dados por amostra. Em situagdes onde a determinagao de um

analito é dificultada ou impedida devido a presenca de interferentes, o uso de
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calibragao multivariada permite a modelagem desses interferentes junto com o analito
de interesse. As vantagens potenciais da determinacéo direta sdo rapidez, redugcao
de uso de reagentes, baixo custo e simplificagdo no preparo da amostra, diminuindo
as possibilidades de erro causadas pela manipulagdo. Tornaram-se possiveis a
determinacgao simultédnea direta de varios principios ativos em um mesmo produto
farmacéutico e a determinacdo de farmacos em amostras complexas, tais como
plasma, soro e urina, sem necessidade de separagdo prévia dos constituintes
(FERREIRA et al., 1999; RAVN, C.; SKIBSTED, E.; BRO, 2008; SENA; TREVISAN;
POPPI, 2005).

2.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA (Analise das Componentes Principais - Principal Component Analysis)
tem como objetivo reduzir o numero original de variaveis de um conjunto de dados
sem ocasionar em perda de informagdes relevantes. A PCA agrupa os individuos
segundo suas variancias, ou seja, segundo seu comportamento dentro da populagéao,
representado pela variacdo do conjunto de caracteristicas que define o individuo
(BRERETON, 2003; OTTO, 2007).

Na PCA uma matriz X é decomposta em duas matrizes: a matriz de escores
Tm x A) € matriz transposta de pesos Pnxa) , onde A é o numero de componentes
principais (PCs), como mostrado no esquema da Figura 11. Uma importante
caracteristica € que as PCs sao ortogonais entre si (BRAGA, 2004; SENA; TREVISAN;
POPPI, 2005).

Figura 11 - Representacdo esquematica da decomposicdo em componentes
principais por PCA
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Fonte: Adaptado de (BRAGA, 2004).
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Nesse processo, € necessario achar o numero correto de componentes
principais, o que normalmente é feito usando um procedimento chamado validagao
cruzada (Cross Validation), no qual o erro minimo de previsdao é determinado
(BRERETON, 2003; SENA; TREVISAN; POPPI, 2005).

2.4.2 Regressao por Quadrados Minimos Parciais (PLS)

O método de regressdo PLS (Quadrados Minimos Parciais - Partial Least
Squares) € o método mais robusto e utilizado em regressdes de dados multivariados.
Os modelos PLS nao requerem o conhecimento exato de todos os componentes
presentes nas amostras, porém esta informacdo pode ajudar na construgcdo e
interpretacdo do modelo. Os dados para a construcdo do modelo PLS sao
organizados em dois blocos: a matriz X, com os vetores de respostas instrumentais,
e a matriz Y, com os vetores referentes as propriedades de interesse. As matrizes X
e Y sdo decompostas simultaneamente (FIGURA 12) em uma soma de h variaveis
latentes, como nas Equacgdes de 1 a 4 (BRAGA, J. W. B.; POPPI, 2004; ROCHA et
al., 2011; SENA; TREVISAN; POPPI, 2005):

X=TP'+E (1)
X=2tph+E (2)
Y=UQ +F (3)
Y=2unqh+F 4)

onde T e U sdo as matrizes de escores das matrizes X e Y, respectivamente;
P e Q sao as matrizes dos pesos das matrizes X e Y, respectivamente; e E e F sdo os
residuos dos conjuntos X e Y, respectivamente, que correspondem aos dados que

nao puderam ser modelados.
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Figura 12 - Representacédo esquematica da decomposi¢do em variaveis latentes das
matrizes X e Y para o modelo PLS
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Fonte: Adaptado de (BRAGA, 2004).

A correlagao entre os dois blocos X e Y é simplesmente uma relacéo linear

obtida pelo coeficiente de regressao linear, tal como descrito na Equacao 5:

Un = bn th (9)

para h variaveis latentes, sendo que os valores de bnsdo agrupados na matriz
diagonal B, que contém os coeficientes de regressao entre a matriz de escores U de
Y e a matriz de escores T de X.

A melhor relagéo linear possivel entre os escores desses dois blocos é obtida
através de pequenas rotagdes das variaveis latentes dos blocos de X e Y.

A matriz Y pode ser calculada de un,

Y=TBQ +F (6)

e a concentragdo de novas amostras prevista a partir dos novos escores, T,

substituidos na Equacéo 7:

Y=TBQ (7)

Nesse processo, € necessario achar o melhor numero de variaveis latentes, o

gue normalmente é feito usando um procedimento chamado validagao cruzada (Cross
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Validation), no qual o erro minimo de previsdo é determinado (SENA; TREVISAN;
POPPI, 2005).

A decomposicao das Equacodes 2 e 4 pode ser feita por diversas formas, tais
como pelos algoritmos NIPALS (Nonlinear Interactive Partial Least Squares) ou
SIMPLS (Straighforward Implementation of a Statiscally Inspired Modification of the
PLS) (DE JONG, 1993; GELADI, P.; KOWALSKI, 1986). Geralmente, o algoritmo
SIMPLS é utilizado em conjunto com o PLS. Desta forma, o método PLS é o mais
empregado método para regressao multivariada, mostrando-se eficiente em conjuntos
de dados onde ha muitas variaveis e estas com alta correlacdo acrescida de ruido
aleatério. O método tem sido empregado em diversas areas de pesquisa e
tecnoldégicas, como quimica analitica, ecologia, agricultura, ciéncia dos alimentos,
medicina e industrial (RAVN, C.; SKIBSTED, E.; BRO, 2008).

O desempenho dos modelos construidos € avaliado pelos valores do
coeficiente de determinagdo (R?) e do erro quadratico médio (RMSE) dos residuos,

definido como:

RMSE = \/M (8)
n

onde y; é o valor de referéncia, y; € o valor previsto e n € o numero de amostras. RMSE

(Root Mean Square Error) pode ser denominado erro quadratico médio de calibragao

(RMSEC), erro quadratico médio de validagao cruzada (RMSECV) e erro quadratico

médio de previsdo (RMSEP).

2.4.3 Resolugao de Curvas Multivariadas (MCR)

O MCR (Resolucao de Curvas Multivariadas - Multivariate Curve Resolution)
pode ser definido como um modelo que tem como objetivo descrever a evolugao de
medidas experimentais de amostras multicomponentes através da contribuicdo de
seus componentes puros. O principal objetivo da resolugdo de curvas é a

determinacgao de informagdes qualitativas. Porém, um modelo ideal deve ser capaz
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de fornecer informagdes qualitativas e quantitativas (DE JUAN, A.; TAULER, 2006;
TAULER, R.; SMILDE, A.; KOWALSKI, 1995).

Diferente de outros métodos, o MCR n&o depende de uma curva de calibracao,
relacionando o espectro (X) com as concentragdes (Y) dos componentes de interesse.
No MCR apenas sao fornecidos os espectros puros dos componentes da amostra e,
com a imposi¢cdo de algumas restricdes, pode-se obter as concentragcdes dos
constituintes cujos espectros puros forem fornecidos (DE JUAN, A.; TAULER, 2006).

Matematicamente o método MCR é baseado na Equacao 9 (JAUMOT et al.,
2005):

D=CS"+E 9)

onde, em medidas espectroscopicas, D contém os espectros medidos das amostras,
C as concentragdes relativas e ST os espectros puros recuperados de cada
constituinte, sendo estes baseados nos espectros puros previamente fornecidos na
construgcéo do modelo, o T sobrescrito significa a transposta da matriz S. E é a matriz
de residuos nao explicados pelo modelo e, idealmente, deve ser proximo ao erro
experimental (JAUMOT et al., 2005).

O MCR-ALS (Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares) resolve
a Equacédo 9 utilizando o algoritmo de Quadrados Minimos Alternados (ALS),
calculando a concentragédo C e recuperando os espectros puros ST, de forma a se
ajustarem a matriz D de dados experimentais da amostra. Durante a otimizag&o por
ALS algumas restricbes podem ser impostas, como a nao negatividade,
unimodalidade e balango de massa. A convergéncia é alcangada quando pelo menos
dois ciclos de interacdo consecutivos nao apresentam diferencga significativa de desvio
padrdao dos residuos entre os dados experimentais e os calculados pelo ALS (DE
JUAN, A.; TAULER, 2006; JAUMOT et al., 2005).

As figuras de mérito do procedimento de otimizagdo sao porcentagem da falta
de ajuste (LOF — Lack of Fit — Equagao 10), porcentagem da variancia explicada (R?
— coeficiente de determinagao entre os espectros puros e espectros recuperados —
Equacgéo 11) e o desvio padrao dos residuos em relagdo aos dados experimentais
(Equacéo 12) (JAUMOT et al., 2005).
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. @2
LOF(%) = 100 |25 (10)
Yijdi

2 2
Rz = 20 % ~ 2y ¢y (11)
Xijdf;
o2
o= 2ij &) (12)
Niinhas — Ncolunas

onde d;; sdo os elementos da matriz D e e;; sdo os residuos da diferenga entre os

valores experimentais e os recuperados pelo MCR-ALS, njjnnas © Neotunas NUMero de
linhas e colunas da matriz D (JAUMOT et al., 2005).

O MCR-ALS permite a analise simultanea de varias amostras. A Equagao 9
pode ser expandida permitindo que varias amostras sejam analisadas

simultaneamente, como mostra a Equacao 13 (JAUMOT et al., 2005):

D! c?t E!
D2 =|c?|ST + |E? (13)
D" c" E™

2.4.4 Métodos de pré-processamento

Antes de construir os modelos de regressao, faz-se necessario a utilizagao de
métodos de pré-processamento para muitos conjuntos de dados. Os métodos de pré-
processamento tém como objetivo linearizar as respostas das variaveis e remover
fontes de variancia que n&o sao de interesse na analise. A linearizagao dos conjuntos
de dados é importante, pois os modelos, em geral, requerem que os dados sejam
lineares, além das respostas lineares serem mais faceis de modelar que as néao
lineares. Ao realizar uma calibracdo, quanto maior a relagao sinal-ruido melhor, pois
isto permite extrair as menores caracteristicas do conjunto de dados, assim os

métodos de pré-processamento também tém o objetivo de intensificar os sinais de
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interesse e minimizar os ruidos. Logo, pré-processamento €, em geral, a modificagao
de dados feita antes de construir um modelo ou de outra forma de analisar esses
dados (HANSEN, 2001; WISE, B. M., 2006).

Neste trabalho foram utilizados os métodos de pré-processamento derivada e
SNV (Variavel Normal Padronizada - Standard Normal Variate), combinados com
autoescalamento e centragem na meédia ou sem nenhum tipo de dimensionamento.

As derivadas sdo comumente utilizadas para remover sinais e alteragdes da
linha base sem importancia quimica. Como podemos ver na Figura 13 a primeira
derivada removeu a variagao da linha de base. A segunda derivada acentua as
caracteristicas de maior frequéncia. As variagdes restantes sdo devido as diferengas
quimicas entre as amostras. Um importante aspecto das derivadas € que elas nao
afetam as relagdes lineares entre os dados, isso porque as derivadas sao operadores
lineares (WISE, B. M., 2006).

Figura 13 - Efeito da primeira e segunda derivada em espectros
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Fonte: Do autor.

Legenda: (A) Espectros FTIR-ATR do besilato de anlodipino;
(B) primeira derivada dos espectros;
(C) segunda derivada dos espectros.

O SNV é uma normalizagdo ponderada. O SNV calcula o desvio padrao de
todas as variaveis para uma dada amostra, e todos os dados desta amostra séo

normalizados por este valor, de modo que o desvio padrao dessa amostra seja unitario
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(s = 1). Essa normalizacédo é ponderada considerando os valores de cada amostra
individualmente (WISE, B. M., 2006).

Na centragem na média, a média de cada variavel é calculada e entdo subtraida
de todos os valores do conjunto de dados da variavel em questdo. No
autoescalamento, a centragem na média é seguida pela divisdo dos conjuntos de

dados de cada variavel pelo seu respectivo desvio padrao (WISE, B. M., 2006).
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3 APLICAGAO 1: DETERMINAGAO DA ADULTERAGAO DE CAFE POR MILHO

O café torrado e moido tem sido alvo de adi¢ao fraudulenta de produtos. Dessa
forma a determinagao de adulterantes possui importancia em niveis econdmicos e
nutricionais. Nesta primeira aplicagdo, o DSC foi empregado na detecgdo e na
quantificacdo da adulteracdo de café por milho, juntamente com analises
quimiométricas (PCA e PLS). A espectroscopia no infravermelho associada a analise

PCA e PLS também foi empregada.

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A bebida do café & consumida por todo o mundo por ser considerada um
simbolo de hospitalidade, além de possuir sabor agradavel e propriedades
estimulantes, o que o torna um produto internacional (GARCIA et al., 2009). De acordo
com a ICO (Organizagao Internacional do Café - International Coffee Organization),
o consumo mundial de café foi de aproximadamente 150 milhdes de sacas, o que
equivale a 9 milhdes de toneladas, em 2014, e a estimativa era de um aumento anual
de 2,3 % (ABIC, 2014). O Brasil é o lider mundial em exportacdo de café. Em 2015 o
Brasil exportou 36,32 milhdes de sacas, de 60 kg cada, um aumento de 2,7% em relagao
a 2014, com uma receita de US$ 6,15 bilhdes apenas em exportagdes, de acordo com o
CECAFE (Conselho dos Exportadores de Café do Brasil) (CECAFE, 2016). A estimativa
da producdo mundial em 2016 foi de 155,7 milhdes de sacas (USDA, 2016).

Devido a importancia econémica do café, o café torrado e moido tornou-se alvo de
adulteragdes através da mistura de produtos de menor valor agregado e que possuem
caracteristicas fisicas semelhantes apds serem torrados € moidos, como cascas e galhos
de café, milho, arroz, cevada, centeio e agucar caramelizado. No entanto, as adulteragdes
nao apenas geram maiores lucros pra os comerciantes, mas também a perda de
qualidade (odor e sabor) e alteragdes no valor nutricional do produto, sendo, inclusive,
perigoso em casos de doengas alimentares (BOSQUE-SENDRA et al., 2012; MAPA,
2010; REIS; FRANCA; OLIVEIRA, 2013a).



45

A Instrucdo Normativa N°16, de 24 de maio de 2010 do MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) tem como objetivo garantir a qualidade do café
torrado e moido, e preconiza que o nivel maximo de impurezas (casca, paus, sedimento,
residuos do cafeeiro, detritos vegetais ndo oriundos do cafeeiro, sementes de outras
espécies, etc.) é de 1% (m/m) (MAPA, 2010).

Algumas técnicas analiticas utilizadas na analise de adulteracdes em café séo a
cromatografia gasosa (GC) (JHAM et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009) e cromatografia
liquida (LC) (GARCIA et al., 2009; JHAM et al., 2007), eletroforese (NOGUEIRA; DO
LAGO, 2009), microscopia (AMBONI; FRANCISCO; TEIXEIRA, 1999) e
espectroscopia no infravermelho (BRIANDET; KEMSLEY; WILSON, 1996; PIZARRO;
ESTEBAN-DIEZ; GONZALEZ-SAIZ, 2007; REIS; FRANCA; OLIVEIRA, 2013a, 2013b;
TAVARES et al., 2012). Estes métodos requerem processamento das amostras para
a analise, a qual € uma etapa critica.

As analises térmicas, como o DSC, apresentam potencial para detectar
adulterantes pois € uma técnica que permite determinar a pureza e pode fornecer
informacgdes quantitativas sem a necessidade de um preparo elaborado da amostra
(DAHIMI et al., 2014). A DSC foi empregada com sucesso pra detectar e/ou quantificar
adulterantes em azeite de oliva extra virgem (TORRECILLA et al., 2011; WETTEN et
al., 2015), 6leo de canola (MARIKKAR et al., 2002; MOHAMMED; MARIKKAR; RANA,
2014), 6leo de coco (MANSOR; MAN; SHUHAIMI, 2012), éleo de semente de girassol
(WETTEN et al., 2014), mel (CORDELLA et al., 2002, 2003), manteiga
(TOMASZEWSKA-GRAS, 2012), fibras de pelo animal (TONETTI et al., 2015) e
gordura animal (DAHIMI et al., 2014). Por exemplo, o estudo conduzido por Jafari M.,
Kadivar M. e Keramat J. comparando os métodos GC, RMN (Ressonéncia Magnética
Nuclear) e DSC para detectar adulteragéo de azeites de oliva iranianos, mostrou que
a tradicional analise por GC pode ser complementada, ou até substituida por técnicas
como RMN ou DSC (JAFARI; KADIVAR; KERAMAT, 2009).

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica comumente utilizada para
detectar e quantificar adulterantes em diferentes tipos de produtos, como alimentos
(ANJOS et al., 2015; BOTELHO et al., 2015; DE LA MATA et al., 2012; GALLARDO-
VELAZQUEZ et al., 2009; JAISWAL et al., 2015; JAWAID et al., 2013; QUINONES-
ISLAS et al., 2013; XU et al., 2015; ZHAO; DOWNEY; O'DONNELL, 2014), drogas
farmacéuticas (FENG; LEI; HU, 2014; ROONEY et al., 2015) e drogas de abuso
(GROBERIO et al., 2015). H4 um grande numero de trabalhos na literatura sobre
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analise de café com espectroscopia no infravermelho, em especial DRIFTS
(Espectroscopia no Infravermelho por Refletancia Difusa com Transformada de
Fourier) (BRIANDET; KEMSLEY; WILSON, 1996; PIZARRO; ESTEBAN-DIEZ;
GONZALEZ-SAlZ, 2007; REIS; FRANCA; OLIVEIRA, 2013a, 2013b; TAVARES et al.,
2012). De acordo com estes autores, em general DRIFTS fornece espectros com
maiores intensidades de absorcdo que FTIR-ATR, e por isso DRIFTS podem
apresentar resultados melhores, permitindo a completa discriminagcédo entre amostras
de café adulteradas e ndo adulteradas (REIS; FRANCA; OLIVEIRA, 2013a, 2013b).
As bandas de absor¢do na regiao do infravermelho sao referentes a vibragdes
intramoleculares e especificas da composigao e estrutura molecular, gerando dados
de alta seletividade e com potencial para detecg¢ao e quantificagao de adulterantes em
amostras de café (MAUER et al., 2009).

3.2 OBJETIVO

O principal objetivo desta aplicagao foi avaliar as técnicas de DSC e FTIR-ATR
associadas a analise quimiométrica (PCA e PLS) para detectar e quantificar as
adulterac¢des de Coffea arabica L. torrado e moido por milho.

Para este estudo, a adulteracdo por milho foi escolhida, devido ao milho ser

muito comum na regido sul de Minas Gerais e possuir baixo custo, em relagao ao café.

3.2.1 Objetivos Especificos

a) Caracterizar as amostras de café, milho e misturas binarias de café e milho
utilizando TG, DSC e FTIR-ATR;

b) Distinguir as amostras de café puro de amostras adulteradas utilizando DSC
juntamente com PCA,;

c) Quantificar a adulteracdo do café por milho utilizando DSC juntamente com
PLS;
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d) Distinguir as amostras de café puro de amostras adulteradas utilizando FTIR-
ATR juntamente com PCA;

e) Quantificar a adulteragdo do café por milho utilizando FTIR-ATR juntamente
com PLS.

3.3 DETERMINACAO DA ADULTERAGCAO DE CAFE POR MILHO EMPREGANDO
DSC

Esta etapa teve como objetivo avaliar a técnica de DSC associada a analise
quimiométrica (PCA e PLS) para detectar e quantificar as adulteragdes de Coffea

arabica L. torrado e moido por milho.

3.3.1 Materiais e métodos

A seguir serdo descritos todos os materiais, equipamentos e metodologias

empregadas nesta etapa do trabalho.

3.3.1.1 Preparo das amostras

Os gréaos de café utilizados no desenvolvimento deste trabalho séo de Coffea
arabica L. oriundos da regidao de Lavras/MG. Os graos de café foram torrados em trés
diferentes niveis: claro (235 °C por 15 minutos), médio (240 °C por 20 minutos) e
escuro (250 °C por 25 minutos), utilizando torrador de café convencional. O milho
utilizado para adulterar o café foi adquirido em mercado local e torrado a 240 °C em
mufla durante 10 minutos (até adquirir a mesma coloragdo do café torrado). A
torrefacéo do milho ocorreu em mufla a fim de evitar a contaminacgéao do torrador. Apos
a torrefacao, café e milho, foram moidos separadamente utilizando moedor de café

tradicional e peneirados (35 - 65 mesh).
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Trinta e trés misturas binarias contendo café (nos diferentes niveis de
torrefacéo) e milho foram preparadas com niveis de adulteracdo em um intervalo de
0,5 a 40 % (m/m), como mostra a Tabela 2 utilizando balanga analitica (Sartorius
CP2P). A massa total de cada mistura foi de 100 mg. Cada amostra foi armazenada
em um frasco de polietileno com tampa e homogeneizadas utilizando um agitador do

tipo vortex por 5 minutos.

Tabela 2 - Composig¢ao das amostras utilizadas para determinagao de milho em café por DSC

Amostras* Café (% (m/m)) Milho (% (m/m))
1a9 100 0

10,21 e 32 60 40
11,22 e 33 65 35
12,23 e 34 70 30
13,24 e 35 75 25
14,25 e 36 80 20
15, 26 e 37 85 15
16, 27 e 38 90 10
17,28 e 39 95 5
18,29 e 40 97 3
19, 30 e 41 99 1
20,31 e 42 99,5 0,5

Fonte: Do autor.

Nota: *Amostras 1 a 3 e 10-20: torrefagao clara; 4 a 6 e 21-31: torrefagdo média; e 7 a 9 e 32-42:
torrefagéo escura.

3.3.1.2 Calorimetria exploratéria diferencial

A anadlise por DSC foi realizada em Calorimetro DSC-7020 EXSTAR (SlI
NanoTechnology Inc.), previamente calibrado com padrao de indio. Aproximadamente
3,0 mg de cada amostra foram colocadas em cadinhos de aluminio hermeticamente
fechados e analisado sob atmosfera de N2, com fluxo de 100 mL.min"! e razédo de

aquecimento de 10 °C.min"', na faixa de temperatura entre 50 e 600 °C.
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3.3.1.3 Analise termogravimétrica

As analises termogravimétricas foram conduzidas utilizando termobalanca
TG/DTA7300 EXSTAR (Sl NanoTechnology Inc.), previamente calibrada com oxalato
de calcio, empregando os seguintes parametros: intervalo de temperatura de 25-600
°C; atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL.min"); razdo de aquecimento de 10

°C.min"; cadinhos de Al203; e aproximadamente 10 mg de amostra.

3.3.1.4 Analise quimiométrica

A analise multivariada dos dados foi conduzida utilizando o software MATLAB
versao 7.1 (MathWorks) com o pacote PLS toolbox version 5.8 (Eigenvector Co.). A
fim de diferenciar e classificar café puro de café adulterado com milho foi construido
o modelo PCA, e para quantificar a adulteragao foi construido o modelo PLS.

Primeiramente, as curvas DSC foram normalizadas pela massa de amostra
utilizada em cada analise, com a finalidade de eliminar a interferéncia devido a
variagdo da quantidade de amostra. As técnicas de pré-processamento de dados
utilizadas foram primeira derivada (Savitzky-Golay, largura da janela: 15, ordem
polinomial: 2), SNV e centragem na média. O numero 6timo de componentes
principais (PCs) foi determinado utilizando validagao cruzada “leave-one-out”.

Para analise PCA, a matriz de dados foi construida de modo que cada linha
correspondesse a uma amostra. A matriz contém 42 amostras (9 de café puro e 33 de
misturas binarias) e 20749 variaveis (correspondendo ao fluxo de calor (UW/mg) de
50 a 600 °C). Um teste de classificacdo de amostras foi realizado utilizando distancia
de Mahalanobis com método de Ward. Para estimar a porcentagem de milho presente
nas amostras o modelo PLS foi construido utilizando 22 amostras para calibracao e
11 para validacao. O numero de variaveis latentes foi escolhido por validacao cruzada

“leave-one-out’.
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3.3.2 Resultados e discussao

Amostras de café puro, milho puro (ambos torrados e moidos) e misturas
binarias de café e milho foram analisadas por DSC e suas curvas sao apresentadas
na Figura 14. Ha poucas diferengas entre as curvas DSC das amostras de café puro
nos trés niveis de torrefacdo (FIGURA 14a), portanto € esperado que o nivel de
torrefacdo nao interfira na identificacdo do café adulterado com milho. Porém, ha
diferengas visualmente nitidas entre curvas DSC de café puro e milho puro (FIGURA
14b), as quais sao importantes na identificagao deste tipo de adulteragao.

Na Figura 14b é possivel observar um pico endotérmico na regiao de 65 a 80
°C (C1) presente nas curvas DSC dos trés niveis de torrefagéo. Na curva TG (FIGURA
14c) ha uma perda de massa de 1-2 % nesta regido. A temperatura e a baixa
porcentagem de perda de massa sugere que possa estar relacionado a um processo
de desidratacgao.

Os picos endotérmicos de 175 a 250 °C presentes nas curvas DSC da Figura
14b (C2, A1 e M1) sao referentes a fusao de alguns componentes como aminoacidos,
lipideos e acgucares (sacarose, glucose, frutose, arabinose, galactose, maltose e
polissacarideos presentes em todas as amostras (café, milho e misturas) (LI;
STREZOV; KAN, 2014; LIU et al., 2014).

Em temperaturas acima de 250 °C nas curvas DSC da Figura 14b ha picos
exotérmicos (C3, A2, M2 e M3), e perda de massa de aproximadamente 80%, que
geralmente envolve a ruptura de ligagdes e a liberagdo de compostos volateis. O pico
A2, na curva DSC do milho, pode ser atribuido a degradagdo do amido de milho
(PINEDA-GOIMEZ; ROSALES-RIVERA; RODRIGUEZ-GARCIA, 2012).



Figura 14 - Curvas DSC e TG das amostras de café puro, milho puro e misturas binarias
de café e milho
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Legenda: (a) Curvas DSC dos trés niveis de torrefagéo (claro, médio e escuro) nas
amostras de café puro (médias de n=3);
(b) curvas DSC do café puro, milho puro e mistura de café e milho 60:40 %
(m/m);
(c) curvas TG do café puro, milho puro e uma mistura de café e milho.
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As matrizes de escores e loading do modelo PCA foram geradas utilizando 4
componentes principais (PCs), descrevendo no total 63,00% da variancia. No grafico
de escores das trés primeiras PCs (FIGURA 15a) é possivel observar que a primeira
componente principal (PC1) & capaz de diferenciar as amostras de café puro
(amostras 1 a 9) das de café adulterado (amostras 10 a 42), e que ha uma tendéncia
relativa ao nivel de adulteragdo. Quanto maior o nivel de adulteragdo, mais distante
as amostras estdo da regido das amostras de café puro, e quanto menor o nivel de
adulteragdo, mais proximas estas amostras estdo da regido das amostras de café
puro. Na Figura 15a é possivel observar que a Terceira componente principal (PC3) é
capaz de diferenciar o nivel de torrefagdo das misturas. Torrefagcédo clara (amostras
10 a 20) estédo na regido superior do grafico, torrefagdo média (amostras 21 a 31) na
regidao do meio do grafico e torrefagdo escura (amostras 32 a 42) na regido inferior do
grafico. A analise de agrupamento foi realizada e o dendrograma obtido utilizando
distancia de Mahalanobis com método de Ward (FIGURA 15b) mostra a separagao

dos grupos de amostras de café puro e de amostras de misturas binarias.
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Figura 15 - Grafico de escores e dendrograma das amostras de café puro e café adulterado por
milho empregando DSC
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Legenda: (a) Grafico de escores do modelo PCA (PC1 x PC2 x PC3) dos dados obtidos por DSC.
Amostras 1-3: (A) café puro claro; 4-6: (&) café puro médio; 7-9: (A ) café puro
escuro; 10-20: (®) misturas de café claro e milho; 21-31: (M)misturas de café médio
e milho; e 32-42: (Y )misturas de café escuro e milho;

(b) Dendrograma da andlise de agrupamento de distancia de Mahalanobis usando
método de Ward para 9 amostras de café puro (vermelho) e 33 amostras de café
adulterado por milho (verde).

A matriz de calibragdao do modelo PLS foi composta por 22 amostras, e a matriz
de validagéao, por 11 amostras, nos trés niveis de torrefagao (claro, médio e escuro).
O modelo foi construido com 4 variaveis latentes (LVs), representando os trés

diferentes niveis de torrefagdo e o milho. A correlagao entre os valores previstos e os
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de referéncia é apresentada na Figura 16, na qual é observada concordancia

satisfatoria. Os parametros de desempenho do modelo PLS estdo na Tabela 3.

Figura 16 - Regressao PLS para determinagéo de milho em amostras de café torrado

e moido empregando DSC
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Legenda: (®) amostras de calibracao;
(V) amostras de validagéo;
(barras de erro) incerteza com 95 % de confianga.

Tabela 3 - Parametros de desempenho do modelo PLS para
estimar a concentracdo de milho em café torrado e

moido por DSC

Parametro
Variaveis latentes 4

RMSEC®@ 1,15
RMSECV®) 3,45
RMSEP®© 3,94

R? calibragéo 0,9927

R? validagao cruzada 0,9351

R? previsdo 0,9152

Fonte: Do autor.

Nota: (@) RMSEC: erro quadratico médio de calibragdo (% m/m);

(b) RMSECV: validagdo cruzada (% m/m);
(€) RMSECP: previsdo (% m/m).
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3.3.3 Conclusao Parcial

A analise por DSC juntamente com analises quimiométricas (PCA e PLS) foram
capazes de detectar a adulteracdo do café por milho mesmo em concentracbes
menores que 1% (m/m). A metodologia atende a Instrugdo Normativa n°16, de
24/05/2010 do MAPA, que preconiza que o nivel maximo de materiais estranhos no
café deve ser de no maximo 1% (m/m) para garantir a qualidade do produto. O modelo
PLS construido com os dados de DSC mostrou boa concordéncia entre os valores
previstos e os valores de referéncia, com erros quadraticos médios inferiores a 4 %.

As analises térmicas, como o DSC, sao mais aplicadas em caracterizagao do
que em analises quantitativas. Os resultados mostraram que a curva DSC é uma boa

alternativa na detecgéo de fraudes e no controle de qualidade do café.

3.4 DETERMINAGCAO DA ADULTERAGAO DE CAFE POR MILHO EMPREGANDO
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Esta etapa teve como objetivo avaliar a técnica FTIR-ATR associada a analise
quimiométrica (PCA e PLS) para detectar e quantificar as adulteragbes de Coffea

arabica L. torrado e moido por milho.

3.4.1 Materiais e métodos

A seguir serao descritos todos os materiais, equipamentos e metodologias

empregadas nesta etapa do trabalho.
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As amostras foram preparadas da mesma forma como descrito no item 3.3.1.1.

A Tabela 4 descreve a composicdo das amostras.

Tabela 4 - Composigédo das amostras utilizadas para determinagao de milho em café por FTIR-ATR

Amostras* Café (% (m/m)) Milho (% (m/m))

1a9 100 0
10a12,43a45e76a78 60 40
13a 15,46 a48 e 79 a 81 65 35
16a18,49a51e82a84 70 30
19a21,52a54 e85a87 75 25
22a24,55a57e88a90 80 20
25a27,58a60e91a93 85 15
28a30,61a62e94 a96 90 10
31a33,64a66e97a99 95 5
34 a36,67a69e 100a 102 97 3
37a39,70a72e 103 a 105 99 1
40a42,73a75¢e 106 a 108 99,5 0,5

Fonte: Do autor.

Nota: *amostras 1 a 3 e 10 a 42: torrefagéo clara; 4 a 6 e 43 a 75: torrefagdo média;e 7a9e 76

a 108: torrefagéo escura.

3.4.1.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando espectrofotometro
Nicolet iS50 FT-IR (Thermo Scientific) acoplado com o acessério GladiATR (Pike

Technologies), o qual possui um diamante de reflexdo e dispositivo de alta presséao.

Cada espectro foi obtido a temperatura ambiente (25 °C), de 525 a 4000 cm™', 64

varreduras e resolucéo de 0,4 cm™'. As medidas foram registradas em absorbancia.
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3.4.1.3 Analise quimiomeétrica

A analise multivariada dos dados foi conduzida utilizando o software MATLAB
verséo 7.1 (MathWorks) com o pacote PLS_toolbox version 5.8 (Eigenvector Co.). A
fim de diferenciar e classificar café puro de café adulterado com milho foi construido
o modelo PCA, e para quantificar a adulteragao foi construido o modelo PLS.

As técnicas de pré-processamento dos dados utilizadas foram primeira
derivada e autoescalonamento. Para a analise PCA, a matriz de dados foi construida
de modo que cada linha correspondesse a uma amostra e cada coluna representa a
absorbancia em um determinado numero de onda. A matriz contém 108 amostras (9
de café puro e 99 de misturas binarias) e 7209 variaveis (correspondendo as
absorbancias do espectro FTIR-ATR de 525 a 4000 cm™). O numero étimo de
componentes principais (PCs) foi determinado utilizando validagao cruzada “leave-
one-out’. Um teste de classificacdo de amostras foi realizado utilizando distancia de
Mahalanobis com método de Ward.

O modelo PLS foi construido utilizando 66 amostras de calibracdo e 33
amostras de validagdo a fim de quantificar a porcentagem de milho presente nas
amostras. O numero de variaveis latentes foi escolhido por validagao cruzada “leave-

one-out”.

3.4.2 Resultados e discussao

Amostras de café puro, milho puro (ambos torrados e moidos) e misturas
binarias de café e milho foram analisadas por FTIR-ATR e seus espectros sao
apresentados na Figura 17. Nao ha diferengas visuais entre os espectros das
amostras de café puro nos trés niveis de torrefagao, portanto é esperado que o nivel
de torrefagao nao interfira na identificacdo do café adulterado com milho. Porém, ha
diferencgas visualmente nitidas entre os espectros de café puro e milho puro, as quais
sao importantes na identificagdo e quantificagao deste tipo de adulteragao.

A analise visual dos espectros de infravermelho obtidos das misturas binarias

de café e milho (FIGURA 17b) ndo permite detectar nitidamente as diferengas entre



58

eles, portanto a analise PCA foi realizada para diferencias amostras de café puro das

amostras de café adulterado.

Figura 17 - Espectros FTIR-ATR das amostras de café puro, milho puro e misturas
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Legenda: (a) Espectros FTIR-ATR (médias de n=3) dos trés niveis de torrefagédo

(claro, médio e escuro) nas amostras de café puro, milho puro e uma
mistura de café e milho 60:40 % (m/m);
(b) Espectros FTIR-ATR de amostras de misturas binarias de café e milho.

A analise PCA dos dados espectrais obtidos das amostras de café puro e café

adulterado foi realizada utilizando 6 PCs descrevendo no total 75,61% da variancia. A

Figura 18a apresenta o grafico de escores das trés primeiras PCs. Quando a

concentragdo de adulterante é baixa, a analise PCA com FTIR-ATR n&o é capaz de

distinguir o café adulterado do café puro com incerteza de 95% de confianga. Da
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mesma forma como foi observado na analise PCA com curvas DSC, hd uma tendéncia
de quanto maior o nivel de adulteragdo, mais distante as amostras estdo da regiao
das amostras de café puro, e quanto menor o nivel de adulteragdo, mais préximas
estas amostras estdo da regido das amostras de café puro. Porém, o modelo PCA
com FTIR-ATR nao foi capaz de diferenciar o nivel de torrefacdo. A analise de
agrupamento foi realizada e o dendrograma obtido utilizando distancia de
Mahalanobis com método de Ward (FIGURA 18b) mostra a pobre separagdo dos
grupos de amostras de café puro e de amostras de misturas binarias.

A matriz de calibragao do modelo PLS foi composta por 66 amostras, e a matriz
de validacgao, por 33 amostras, nos trés niveis de torrefagao (claro, médio e escuro).
O modelo foi construido com 6 variaveis latentes (LVs). A correlagdo entre os valores
previstos e os de referéncia é apresentada na Figura 19, na qual é observada
concordancia satisfatéria. Os parametros de desempenho do modelo PLS estdo na
Tabela 5.
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Figura 18 - Grafico de escores e dendrograma das amostras de café puro e café adulterado por
milho empregando FTIR-ATR
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Legenda: (a) Grafico de escores do modelo PCA (PC1 x PC2 x PC3) dos dados obtidos por DSC.
Amostras 1-3: (£ ) café puro claro; 4-6: (2 ) café puro médio; 7-9: (£ ) café puro
escuro; 10-42: misturas de café claro e milho; 43-75: misturas de café médio e milho;
e 76-108: misturas de café escuro e milho;

(b) Dendrograma da analise de agrupamento de distdncia de Mahalanobis usando
meétodo de Ward para 9 amostras de café puro (vermelho) e 99 amostras de café
adulterado por milho (verde).
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Figura 19 - Regressao PLS para determinacao de milho em amostras de café torrado

e moido empregando FTIR-ATR

i
th

i
=
T

® Amostras de calibragio
¥ Amostras de validagao

w 12
(=] th
T T

[
th
T

— —
th =3 th
T T T

Concentracio estimada de milho / %(m/m)
o =
T

'
ta

! !
15 20 25 30 35
Concentracgio de referéncia de milho / %(m/m)

=
[
—_
<

Fonte: Do autor.

Legenda: (®) amostras de calibragao;
(Y) amostras de validacao;
(barras de erro) incerteza com 95 % de confiancga.

Tabela 5 - Parametros de desempenho do modelo PLS para
estimar a concentracdo de milho em café torrado e

moido por FTIR-ATR

Parametro
Variaveis latentes 6

RMSEC® 1,25
RMSECV®) 2,63
RMSEP®© 1,53

R? calibragdo 0,9915

R? validagéo cruzada 0,9623

R? previsdo 0,9876

Fonte: Do autor.

Nota: (@) RMSEC: erro quadratico médio de calibrag&o (% m/m);

() RMSECV: validag&o cruzada (% m/m);
(¢) RMSECP: previsdo (% m/m).
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3.4.3 Conclusao Parcial

A analise por FTIR-ATR juntamente com analises quimiométricas (PCA e PLS)
foram capazes de detectar a adulteracédo do café por milho mesmo em concentragdes
menores que 1% (m/m). A metodologia atende a Instrugdo Normativa n°16, de
24/05/2010 do MAPA, que preconiza que o nivel maximo de materiais estranhos no
café deve ser de no maximo 1% (m/m) para garantir a qualidade do produto. O modelo
PLS construido com os dados de FTIR-ATR mostrou boa concordancia entre os
valores previstos e os valores de referéncia, com erros quadraticos médios inferiores
a21%.

E comum encontrar na literatura a combinagdo de espectroscopia no
infravermelho com PLS para a quantificacdo de adulterantes em café, porém alguns
autores afirmam que DRIFTS fornece dados espectrais com maiores intensidades de
absorcdo que o FTIR-ATR, e por isso pode nao fornecer completa discriminacéo entre
amostras adulteradas de nao adulteradas. Os resultados apresentados mostram a
potencialidade do FTIR-ATR em detectar e quantificar a adulteragédo de café por milho,
mesmo em baixas concentracdes (menor que 1% (m/m)) (REIS; FRANCA; OLIVEIRA,
2013a, 2013b).

3.5 CONCLUSAO

As analises DSC e FTIR-ATR juntamente com as analises quimiométricas (PCA
e PLS) foram capazes de detectar a adulteragdo do café por milho mesmo em
concentracbes menores que 1% (m/m). As metodologias atenderam a Instrucao
Normativa n°16, de 24/05/2010 do MAPA, que preconiza que o nivel maximo de
materiais estranhos no café deve ser de no maximo 1% (m/m) para garantir a
qualidade do produto. Os modelos PLS construidos com as curvas DSC e espectros
FTIR-ATR, com erros quadraticos médios inferiores a 4 e 2,1 %, respectivamente.

Comparando os valores dos parametros de desempenho (TABELA 6) dos

modelos PLS construidos com as curvas DSC e espectros FTIR-ATR, ambos os
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métodos mostraram boa concordancia entre os valores previstos e os valores de

referéncia.

Tabela 6 - Pardmetros de desempenho dos modelos PLS para estimar a
concentragao de milho em café torrado e moido por DSC e FTIR-ATR

Parametro DSC FTIR-ATR
Variaveis latentes 4 6

RMSEC® 1,15 1,25
RMSECV®) 3,45 2,63
RMSEP©) 3,94 1,53

R2 calibragéo 0,9927 0,9915

R? validagéo cruzada 0,9351 0,9623

R? previsdo 0,9152 0,9876

Fonte: Do autor.

Nota: (@) RMSEC: erro quadratico médio de calibragdo (% m/m);

() RMSECV: validag&o cruzada (% m/m);
(¢) RMSECP: previsdo (% m/m).

DSC e FTIR-ATR sdo técnicas complementares que podem oferecer

impressdes digitais reprodutiveis para fins de deteccdo e quantificacdo de

adulteracao.
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4 APLICAGAO 2: ESTUDO DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE DA
ASSOCIAGAO FARMACEUTICA ANLODIPINO E OLMESARTANA

Um aspecto importante a ser verificado no desenvolvimento de uma nova
formulacao, é a estabilidade desta, ou seja, a extensdo em que um produto é capaz
de manter suas propriedades e caracteristicas que possuia no momento em que foi
fabricado. Dessa forma € importante, para obter a aprovacdo de um medicamento, o
estudo de estabilidade para o novo produto. O estudo de estabilidade também permite
conhecer o tipo de embalagem mais adequada, estabelecer condigdes adequadas de
armazenamento e estipular o prazo de validade adequado (ANVISA, 2005; ICH, 2012;
WHO, 2002).

Objetivo principal desta segunda aplicacédo € a avaliagao da estabilidade dos
farmacos olmesartana medoxomila e besilato de anlodipino puros, em associacao e
em formulagbes farmacéuticas, pelo estudo de estabilidade quimica utilizando
diferentes técnicas analiticas. Para atingir o objetivo foram empregadas as condigées
e técnicas analiticas recomendadas pelo ICH (Conferéncia Internacional de
Harmonizagao - International Conference on Harmonisation) e por compéndios
oficiais: TG, DSC, LC, PXRD e FTIR-ATR.

4.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente ha uma grande variedade de medicamentos destinados ao controle
da hipertensdo arterial. Os medicamentos estdo classificados como diuréticos,
betabloqueadores, inibidores da ECA (enzima conversora da angiotensina),
bloqueadores dos canais de calcio, bloqueadores dos receptores AT1 e
vasodilatadores diretos. Em alguns casos a monoterapia (quando apenas um anti-
hipertensivo € utilizado) possui resposta terapéutica adequada, porém pelo menos
70% dos pacientes necessitam de duas ou mais medicagdes para o controle
adequado da pressao arterial. Para esses casos a associagao farmacéutica surge
como uma forma mais pratica para administracdo adequada dos farmacos
(GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO - SECRETARIA DA SAUDE, 2015).
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O besilato de anlodipino é bloqueador do canal de calcio utilizado no tratamento
da hipertensdo, por reduzir a presséo arterial pela vasodilatagdo e diminuicdo da
resisténcia vascular, e da isquemia miocardica. Comercialmente o medicamento é
conhecido como Norvasc® (Pfizer), apresentado na forma de comprimidos revestidos
nas dosagens de 5 e 10 mg, e possui em sua formulagdo os excipientes: celulose
microcristalina, fosfato de calcio dibasico anidro, amidoglicolato de sddio e estearato
de magnésio. (ANVISA, 2015a; PFIZER CANADA INC., 2013). A estrutura molecular
do besilato de anlodipino, (RS)-3-etil 5-metil2-[(2-aminoetoxi)metil]-4-(2-clorofenil)-6-
metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarboxilato, CAS = 111470-99-6 esta representada na
Figura 20 (PFIZER CANADA INC., 2013).

Figura 20 - Estrutura quimica do besilato de anlodipino
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Fonte: Adaptado de (PFIZER CANADA INC., 2013).

O besilato de anlodipino € uma substancia branca cristalina, moderadamente
soluvel em agua e em etanol. Possui pKa 9,02. A temperatura de fusdo € de 196 a
206 °C. Recomenda-se que seja armazenado em temperatura entre 15-30°C,
protegido da luz (PFIZER CANADA INC., 2013).

A olmesartana medoxomila € um pro-farmaco que, durante a absorgao pelo trato
gastrintestinal, € completamente convertido, por hidrélise, no composto biologicamente ativo,
a olmesartana, o qual € um anti-hipertensivo da classe dos bloqueadores seletivos dos
receptores AT1 da angiotensina (MURAKAMI et al.,, 2008). No mercado o
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medicamento & denominado Benicar® (Sankyo Pharma), apresentados na forma de
comprimidos revestidos nas dosagens de 20 e 40 mg, e possui em sua formulagao os
excipientes: celulose microcristalina, lactose monohidratada, hiprolose, estearato de
magnésio, dioxido de titanio e talco (ANVISA, 2015a; MERCK CANADA INC., 2013).
A estrutura da olmesartana medoxomila, CAS = 144689-63-4, 4-(1-Hidroxi-1-metiletil)-
2-propil-1-[[2'-(1H-tetrazol-5-il)[1,1'-bifenil]-4-il]metil]-1H-imidazol-5-acido  carboxilico
(5-Metil-2-oxo0-1,3-dioxol-4-il)metilico, e metabdlito ativo olmesartana, sao
apresentadas na Figura 21 (MERCK CANADA INC., 2013; MURAKAMI et al., 2008).

A olmesartana medoxomila € um p6 branco-amarelado, praticamente insoluvel
em agua e moderadamente soluvel em alcool. Possui pKa 4,3. A temperatura de fuséo
é de 185 °C. Recomenda-se a estocagem em temperatura 15-30 °C (MERCK
CANADA INC., 2013).

A associagao de olmesartana medoxomila e besilato de anlodipino é utilizada
no tratamento de casos mais severos de hipertensdo. Comercialmente € denominado
BenicarAnlo® (Sankyo Pharma), apresentado na forma de comprimidos revestidos
nas dosagens indicadas na Tabela 7, e possui em sua formulagdo os excipientes:
celulose microcristalina, lactose monohidratada, hiprolose, estearato de magnésio,
diéxido de titanio e talco (ANVISA, 2015b; PFIZER INC., 2012).

Tabela 7 - Dosagens comerciais da associagdo farmacéutica: olmesartana e anlodipino

Dosagens
Olmesartana medoxomila 20 mg 40 mg 40 mg
Besilato de anlodipino 5 mg 5 mg 10 mg

Fonte: (ANVISA, 2015b).

Figura 21 - Estrutura quimica da olmesartana medoxomila e seu produto metabdlico ativo, olmesartana

H,C
H,;C 3 CH;

HyC N—N H \

Fonte: Adaptado de (MURAKAMI et al., 2008).
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Ao desenvolver um novo medicamento é fundamental o conhecimento de
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e dos excipientes envolvidos no preparo da
nova formulagcdo, pois alteragdes nas propriedades fisico-quimicas podem
comprometer a seguranga, eficacia e qualidade do farmaco (ANVISA, 2005;
BERNARDI et al.,, 2009; SOARES et al.,, 2011). Portanto, no estagio inicial do
desenvolvimento de novas formulacbes € necessaria a obtencdo de informacodes
fisico-quimicas sobre o farmaco e os excipientes que podem vir a serem empregados
na nova formulagdo. Para isso devem ser empregadas técnicas analiticas
apropriadas.

Farmaco (ou principio ativo) € uma substancia quimica, de estrutura definida,
que possui atividade estimulando, deprimindo ou modulando uma atividade fisiologica
ou um efeito bioquimico no organismo humano, de maneira reprodutivel, a fim de gerar
alivio de sintomas e/ou alterar total ou parcialmente a evolugdao da doenga em curso.
O farmaco nao é administrado ao paciente isoladamente. O medicamento é a
formulagao farmacéutica, que corresponde a um ou mais farmacos na presencga de
excipientes farmacéuticos. Os excipientes farmacéuticos sdo substancias que nao
possuem atividade farmacolégica e tém a fungdo de auxiliar na obtencdo de
formulagdes mais eficientes, podendo agir na biodisponibilidade do(s) farmaco(s), eles
podem ser classificados como diluentes, conservantes, corantes, flavorizantes, entre
outros (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2000; LARINI, 2008).

Além de nao possuir atividade farmacolégica o excipiente também deve
apresentar compatibilidade com o farmaco presente na formulagéo, para que haja
uma maior eficiéncia do medicamento e que n&o haja formacdo de produtos de
degradagao, de forma que ndo haja alteracdo da dosagem do principio ativo na
formulacdo e nem a formacao de produtos potencialmente toxicos. Diante disto é
necessaria a realizacao de estudos de estabilidade do farmaco isolado e na presenca
de excipientes (AHUJA; DONG., 2005; ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2000;
WHO, 2002).

Antes de um novo medicamento ser produzido e entrar no mercado ele deve
ser aprovado pela autoridade sanitaria responsavel. No Brasil o 6rgado responsavel
por tal aprovacao é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Nos ultimos
anos o comércio mundial de medicamentos tem aumentado significativamente, sendo
comum a producdo e comercializagdo em paises diferentes. Este fato despertou a

preocupacao internacional com relagcdo a qualidade dos medicamentos produzidos
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em cada pais e motivou a padronizagao de regulamentos técnicos relacionados ao
desenvolvimento e produgéo de produtos farmacéuticos. Assim foi criada, em 1990, a
ICH, composto por autoridades reguladoras e representantes da industria
farmacéutica da Europa, Japao e Estados Unidos. Estes se reunem a cada 2 anos
para discutir aspectos cientificos e técnicos do registro de medicamentos, com o
objetivo de alcangar uma maior harmonizagao, que garanta o desenvolvimento e
registro de medicamentos seguros, eficazes e de alta qualidade. A ANVISA considera
as diretrizes da ICH como requisitos para o desenvolvimento e produgdo de
medicamentos no pais (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2000; LARINI, 2008).

O estudo de estabilidade recomendado pelo ICH envolve a analise da
estabilidade intrinseca do farmaco pela sua submissdo a reagbes de degradagao
forgcada (degradacéo acida, degradacgao basica, degradacgao oxidativa e fotélise), a fim
de identificar seus produtos e vias de degradacgéo; a submissao do farmaco e de
misturas contendo farmacos e excipientes a determinadas condicbes de
armazenamento e posterior analise das amostras para detectar possiveis produtos de
degradacao; e o estudo de estabilidade polimorfica, além dos aspectos fisicos,
microbioldgicos, terapéuticos e toxicologicos (FDA, 2012).

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar
a estabilidade de formulagdes farmacéuticas que envolvem técnicas analiticas, sejam
elas oficiais ou complementares, como TG, DSC, cromatografia, difracdo de raios X
(XRD, do inglés, X-ray Diffraction), espectroscopia na regido do infravermelho,
espectroscopia Raman e espectrometria de massa (GIRON, 1998; KARABAS;
ORKOULA; KONTOYANNIS, 2007; KUMAR et al., 2009; SINGH et al., 2007; TITA et
al., 2011).

A partir dos métodos cromatograficos € possivel avaliar a variagdo da dosagem
do farmaco na mistura, além de obter informacbdes sobre possiveis produtos de
degradacdo (JULIO et al., 2013; KUMAR et al., 2009; LILTORP et al., 2011); a difragéo
de raios X € a técnica mais difundida de caracterizagao de polimorfos, empregada na
avaliacado do perfil cristalino (DATTA; GRANT, 2004); espectroscopia Raman e na
regidao do infravermelho sdo empregadas na avaliacdo de alteracbes em bandas
caracteristicas da estrutura do farmaco (AYALA et al., 2006, 2010; BERNARDI et al.,
2009; CESUR; GOKBEL, 2008; MURAKAMI et al., 2009; TITA et al., 2011); analise
térmica, por TG e/ou DSC, para avaliar a estabilidade térmica do farmaco, alteragdes

no perfil das curvas TG e DSC podem indicar alteragdes polimorficas, presenca de
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produtos de degradacéo e variagcdo na dosagem do farmaco na mistura (GIRON,
1998; JULIO et al., 2013; KARABAS; ORKOULA; KONTOYANNIS, 2007; LAVOR et
al., 2012; SINGH et al., 2007; SOARES et al., 2011; TITA et al., 2011; YOSHIDA et
al., 2011).

4.2 OBJETIVO

Avaliar a estabilidade e compatibilidade dos farmacos olmesartana medoxomila

e besilato de anlodipino na presenca de excipientes comumente utilizados nas

formulagdes a partir do estudo de compatibilidade com excipientes utilizando

diferentes técnicas analiticas.

4.2.1 Objetivos Especificos

a)

Caracterizar os farmacos olmesartana medoxomila e besilato de anlodipino
utilizando TG, DSC, FTIR e PXRD (Difragao de raios X por pé — Powder X-ray
Difraction);

Desenvolver e otimizar metodologia para determinagdo dos farmacos
olmesartana medoxomila e besilato de anlodipino, e seus produtos de
degradacéao por HPLC-CAD;

Estudo da compatibilidade da olmesartana com excipientes farmacéuticos
utilizando DSC, HPLC e FTIR;

Estudo da compatibilidade da anlodipino com excipientes farmacéuticos
utilizando DSC, HPLC e FTIR;

Estudo de compatibilidade da associacdo farmacéutica olmesartana e

anlodipino com excipientes utilizando HPLC e FTIR.
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4.3 CARACTERIZACAO DOS FARMACOS BESILATO DE ANLODIPINO E
OLMESARTANA MEDOXOMILA

Antes do inicio dos estudos de compatibilidade, os farmacos besilato de

anlodipino e olmesartana medoxomila foram caracterizados fisico-quimicamente.

4.3.1 Materiais e métodos

As técnicas, os equipamentos e as condi¢cdes de analise foram as mesmas para

ambos os farmacos.

4.3.1.1 Analise termogravimétrica

As analises termogravimétricas foram conduzidas utilizando termobalanga SDT
Q600 (TA Instruments), previamente calibrada com oxalato de calcio, empregando os
seguintes parametros: intervalo de temperatura de 30 a 600 °C; atmosfera dinamica
de nitrogénio (50 mL.min"); razdo de aquecimento de 10 °C.min-'; cadinhos de Al20s3;

e aproximadamente 10 mg de amostra.

4.3.1.2 Calorimetria exploratdria diferencial

A analise por DSC foi realizada em Calorimetro DSC Q20 (TA Instruments),
previamente calibrado com padrédo de indio. Aproximadamente 3,0 mg de cada
amostra foram colocadas em cadinhos de aluminio hermeticamente fechados e
analisado sob atmosfera de N2, com fluxo de 50 mL.min-', na faixa de temperatura

entre 30 e 600 °C, e diferentes razées de aquecimento (5, 10, 15 e 20 °C.min").
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4.3.1.3 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros FTIR-ATR foram obtidos em espectroscopio Nicolet iS50 FT-IR
(Thermo Scientific) e acessorio GladiATR (Pike Technologies), o qual possui um
diamante de reflexdo e dispositivo de alta pressao. Os espectros foram coletados a
cada 5°C, de 30 a 300 °C, com razao de aquecimento de 2 °C.min-'. Foram realizadas
64 varreduras de 400 a 4000 cm-!, com resolugéo de 4 cm™'. O acessorio GladiATR
permite que os espectros sejam obtidos concomitantemente ao processo de

aquecimento, sendo a temperatura maxima de 300 °C.

4.3.1.4 Difratometria de raios X por po

A caracterizacéo por PXRD foi conduzida com fonte de Cu Ka (A = 1,5406 A),
em um difratbmetro de raios X Ultima IV - Rigaku, de 5 a 55 °26 utilizando uma
voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, velocidade de varredura de 1 °26.min"" e fenda

de 10 mm.

4.3.2 Resultados e discussao

As curvas TG/DTA (FIGURA 22) do besilato de anlodipino possui um pico
endotérmico no intervalo de 188,0 a 209,0 °C, com temperatura de pico em
204,1 °C, correspondendo ao pico de fusdo, como descrito na literatura (PFIZER
CANADA INC., 2013; SILVA et al., 2015). Outro evento endotérmico ocorre em 393,9
°C, relativo ao processo de decomposicdo. Duas etapas de perda de massa sao
observadas, a primeira entre 192 — 277 °C de Am1 = 28%, e a segunda entre 277 —
550 °C de Am2 = 50.6%. A primeira etapa de perda de massa ocorre na mesma
temperatura de fusao, indicando que a fusao ocorre juntamente com um processo de
decomposicdo. A perda total de massa do besilato de anlodipino é de 78.6% entre 192
— 550 °C.



72

Figura 22 - Curvas TG/DTA do besilato de anlodipino
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Fonte: Do autor.

As curvas TG/DTA obtidas da olmesartana medoxomila sdo apresentadas na
Figura 23. De 172,0 a 206,0 °C ocorre um evento endotérmico, com temperatura de
pico em 184,4 °C, que corresponde a fusdo, como descrito na literatura (MERCK
CANADA INC., 2013). O pico de fusao é seguido de um evento exotérmico entre 206,0
— 275,8 °C, relativo ao processo de decomposi¢ao. Sao observados trés etapas de
perda de massa, o primeiro entre 180,6 — 195,8 °C de Am1 = 3,4%, este evento ocorre
concomitantemente ao processo de fusao; o segundo entre 195,8 — 278,6 °C de Am2
=21,1%, e o terceiro entre 278,6 — 526.0 °C com Am3 = 58,2%. A perda total de massa
da olmesartana medoxomila é de 82.7% entre 180.6 — 526.0 °C. A Tabela 8 resume

os resultados experimentais obtidos por TG/DTA para o anlodipino e olmesartana.



Figura 23 - Curvas TG/DTA da olmesartana medoxomila
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Tabela 8 - Resultados do TG/DTA das amostras de farmaco
) Temperatura de transi¢cao/°C Perda de
Farmaco _ —
Fusdo Decomposicdo AT@) massa/%
Besilato de anlodipino 204 1 393,9 192,0-550,0 78,6
Olmesartana medoxomila 1844 237,3 180,6-526,0 82,7

Fonte: Do autor.

Nota: @ AT é o intervalo de temperatura associado a variagdo de massa da amostra.

Comparando os espectros no infravermelho do besilato de anlodipino obtidos

em 30 °C e em 200 °C (FIGURA 24) pode-se observar que as bandas relativas a

v (S0O3) em 1032 cm™ e v (C-S) em 727 cm!, desapareceram. Logo, a primeira perda

de massa (192 — 277 °C, Am1 = 28%) observada na curva TG corresponde a

degradagéao do besilato.
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Figura 24 - Espectros infravermelho do besilato de anlodipino de 30 a 300 °C
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Fonte: Do autor.

Comparando os espectros no infravermelho da olmesartana medoxomila de
30°C e 190 °C (FIGURA 25) pode-se observar que a banda do v (O-H) em 3360 cm™",
desaparece. Logo, a primeira perda de massa (180,6 — 195,8 °C, Am1 = 3,4%,)
observado na curva TG, corresponde a desidratagcao da molécula. Durante a segunda
perda de massa (195,8 — 278,6 °C, Amz2 = 21,1%), comparando os espectros obtidos
a 30 °C e 275 °C, as bandas relacionadas a v (C=0) em 1830 e 1704 cm', e v (C-O)

em 1135 cm™, diminuem, indicando a decomposicdo da medoxomila.

Figura 25 - Espectros infravermelho da olmesartana medoxomila de 30 a 300 °C
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Fonte: Do autor.
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A Figura 26 e Tabela 9 apresentam as curvas DSC do besilato de anlodipino e
da olmesartana medoxomila, as temperaturas de fusdo de decomposi¢do, em
diferentes razdes de aquecimento. Observa-se que quanto maior a razdo de
aquecimento utilizada na obtencdo da curva DSC, os picos de fusdo e decomposicao
se deslocam para temperaturas maiores. Essa variagao nas temperaturas dos picos
€ utilizada na determinagdo de parametros termocinéticos das amostras, como
energia de ativacao (Ea), fator pré-exponencial de Arrhenius (Z), energia livre de Gibbs
(AG*), entalpia (AH#) e entropia (AS*). Neste estudo, dois métodos bem estabelecidos
foram aplicados para calcular os parametros cinéticos das rea¢des de decomposicao
dos farmacos: Método ASTM E698 e método de Ozawa (OZAWA, 1965; SHAMSIPUR
et al., 2013; SOVIZI; HOSSEINI, 2013).

Tabela 9 - Temperaturas de fusdo de decomposicdo do besilato de anlodipino e olmesartana
medoxomila obtidos por DSC em diferentes razdes de aquecimento

Besilato de anlodipino Olmesartana medoxomila
Razao de Temperatura Temperatura
aquecimento / Ponto de de Ponto de de
°C min~’ fusdo /°C | decomposicdo | fusdo/°C | decomposicdo
/°C /°C
5 202,2 376,7 179,8 226,5
10 205,4 3931 181,9 235,3
15 208,2 398,9 183,9 240,9
20 209,7 407,6 185,1 2445

Fonte: Do autor.



Figura 26 - Efeito da razdo de aquecimento nas temperaturas de fuséo e

decomposicdo do besilato de anlodipino e olmesartana

medoxomila em curvas DSC
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) besilato de anlodipino;
(b) olmesartana medoxomila.
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No método ASTM E698, In (B.Tm ) foi plotado versus 7000/Tm, onde T (K) € 0

pico de maior temperatura presente nas curvas DSC e B (K.min') é a razdo de
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aquecimento utilizada na obtengdo das curvas DSC. A energia de ativagdo é
determinada pelo coeficiente angular da regresséo linear de /n (B.Tm™) versus 1000/Tn,
(coeficiente angular igual a —Ea/R). O fator pré-exponencial de Arrhenius pode ser

calculado pela Equagéo 14:
Z = .BEaexp[Ea/RTm]/RTrgl (14)

No método de Ozawa a energia de ativagao pode ser determinada sem prévio
conhecimento sobre o mecanismo de reagdo, plotando log B versus 7000/Tm. A
energia de ativacdo pode ser calculada utilizando a Equagédo 15 (OZAWA, 1965;
SOVIZI; HOSSEINI, 2013):

Ea _ . (15)

log f + 0.4567 R,

onde C é o coeficiente linear da curva de log 3 versus 1000/T. O fator pré-exponencial
de Arrhenius pode ser calculado pela equagao 14.

A Figura 27 apresenta os graficos de In (8.Tm?) versus 1000/Tm e log B versus
1000/Tm para besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila. A linearidade, com
coeficientes de determinagdo proximos a 0,99, indicam que o mecanismo de
decomposic&o nao se altera sob diferentes razdes de aquecimento (CRIADO; PEREZ-
MAQUEDA; SANCHEZ-JIMENEZ, 2005; SHAMSIPUR et al, 2013; SOVIZl;
HOSSEINI, 2013).
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Figura 27 - Gréficos de In(B.Tm2) versus 1000/T e log(B) versus 1000/T, para besilato de

anlodipino e olmesartana medoxomila
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Fonte: Do autor.

Legenda:

a) Grafico de In(B.Tx2) versus 1000/T, para besilato de anlodipino;

b) grafico de In(B.Tx2) versus 1000/T, para olmesartana medoxomila;
c) grafico de log(B) versus 1000/Tm para besilato de anlodipino;

d) grafico de log(B) versus 1000/Tm para olmesartana medoxomila.

~ o~~~

O fator pré-exponencial de Arrhenius (Z) € a medida da frequéncia de colisdes

intermoleculares. Quanto maior o valor de Z, menor é a estabilidade da amostra
(CRIADO; PEREZ-MAQUEDA; SANCHEZ-JIMENEZ, 2005;: SHAMSIPUR et al., 2013;
SOVIZI; HOSSEINI, 2013). Os valore de Z obtidos indicam que a olmesartana possui

menor estabilidade que o anlodipino.

Os parametros termodinamicos, incluindo energia livre de Gibbs (AG*), entalpia

(AH*) e entropia (AS*) podem calculados pelas equagdes 16 a 18, onde v=KgT/h (onde

Kg e h sao as constantes de Boltzmann e Plank, respectivamente) (SHAMSIPUR et
al., 2013; SOVIZI; HOSSEINI, 2013).

—AG*
RT

Zexn Lo _
exp - = vexp

(16)
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AH* = E, — RT (17)

AG* = AH* — TAS* (18)

Todos os valores dos parametros cinéticos e termodinamicos obtidos estéo
apresentados na Tabela 10. Comparando os resultados obtidos pelos dois métodos,
observa-se que os valores calculados s&o estatisticamente iguais entre si, pelo teste

t, e isso ocorre para ambos os farmacos.

Tabela 10 - Parametros cinéticos médios obtidos para besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila

) Método Ea log Z AG* AH# AS# log k
Farmaco r
cinético | kJ.mol”’ s kd.mol' | kd.mol" | kJ.mol™" s

ASTM 157,492 12,02 0,9943 305,92 151,952 -228,072 -15,652

Anlodipino
Ozawa 160,372 12,22 0,9950 309,72 154,832 -232,402 -15,922

ASTM 156,242 15,9> 0,9998 304,02 152,012 -298,97° -11,49°
Ozawa 156,582 16,3> 0,9999 304,72 152,352 -299,64°> -11,52°

Olmesartana

Fonte: Do autor.
Nota: *teste t; p<0.05; n=3.

Os valores das constantes de velocidade de reagao (k) para decomposigao
térmica do anlodipino e da olmesartana foram calculados considerando que a reagao

de decomposigao € de primeira ordem utilizando a Equacéo 19:

logk =logZ — E;/2.3RT (19)

na temperatura de 25 °C (298.15 K); e a equacao foi resolvida utilizando E, e Z obtidos
anteriormente. Numa reacdo de primeira ordem a velocidade depende da
concentracao de reagente (farmaco) e produto (produto de degradagao) presente no
meio (OZAWA, 1965; SHAMSIPUR et al., 2013; SOVIZI; HOSSEINI, 2013).

Os valores de log k para anlodipino e olmesartana estdo apresentados na
Tabela 10. O valor da constante de velocidade de reagdo encontrado para a
olmesartana € maior, na ordem de 104, que o calculado para o anlodipino, indicando

que a olesartana € menos estavel que o anlodipino.
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Comparando os valores dos parametros termodinamicos obtidos para o
anlodipino e a olmesartana, temos que AS* da olmesartana é menor que o do
anlodipino. O valor mais elevado de AS* do anlodipino indica que a reacgédo de
decomposicio é mais lenta, e que a olmesartana se decompde mais rapidamente. Os
valores positivos (>0) de AH* e AG” para ambos os farmacos mostram que as reacgdes
de decomposicao nao sao espontdneas, sendo dependentes de uma fonte de
aquecimento, indicando a possibilidade de possuirem longos prazos de prateleira.

A Figura 28 apresenta o difratograma de raios X por pé do besilato de
anlodipino, que apresenta picos em 5,8, 9,6, 10,5, 11,2, 11,6, 12,9, 14,2, 17,5, 18,4,
19,5, 20,0, 21,2, 22,6, 22,9, 23,2, 24,2, 25,3, 30,8 °20, que corresponde a forma
cristalina 1 (DANDU et al., 2012).

Figura 28 - Difratograma de raios X por p6 do besilato de anlodipino
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Fonte: Do autor.
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Figura 29 - Difratograma de raios X por p6é da olmesartana medoxomila
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Fonte: Do autor.

A Figura 29 apresenta o difratograma de raios X por pé da olmesartana
medoxomila, que apresenta picos em 8,9, 10,5, 10,9, 11,8,12,9, 13,9, 14,4, 15,3, 15,9,
171, 17,6, 17,9, 18,7, 19,5, 20,5, 21,9, 23,5, 26,1, 26,5, 27,5 e 29,1 °20, os quais
correspondem a forma cristalina R (KAPOOR et al., 2010).

4.3.3 Conclusao Parcial

Os farmacos besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila foram
devidamente caracterizados e os resultados encontrados para temperatura de fusao,
difratometria de raios X e espectroscopia no infravermelho estdo de acordo com a
literatura.

O comportamento térmico do besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila
foram investigados por meio de técnicas termo analiticas. Os resultados da TG/DTA

mostraram que, para ambos os farmacos, a decomposi¢ao térmica inicia no ponto de
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fusdo, 204,1 °C para o besilato de anlodipino e 184,4 °C para a olmesartana
medoxomila. Os parametros termocinéticos e termodindmicos correspondente as
reacoes de decomposicdo foram calculados a partir das curvas DSC obtidas com o
emprego de diferentes razbes de aquecimento. Dois métodos, ASTM e Ozawa, foram
aplicados para calcular a energia de ativacao e fator pré-exponencial de Arrhenius, e
os resultados apresentaram boa correlagao entre si.

O besilato de anlodipino possui maior estabilidade térmica quando comparado
com a olmesartana medoxomila. Porém o tempo de prateleira de ambos os farmacos
€ dependente da temperatura de estocagem, podendo apresentar longos prazos de

validade em temperatura ambiente (25 °C).

4.4 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE EMPREGANDO
DSC

Esta etapa teve como objetivo avaliar a compatibilidade dos farmacos besilato
de anlodipino e olmesartana medoxomila com excipientes utilizando a técnica DSC.
Avaliou-se também a possibilidade de utilizar o DSC no estudo de compatibilidade da

associacao farmacéutica entre anlodipino e olmesartana.

4.4.1 Materiais e métodos

A seguir serao descritos todos os materiais, equipamentos e metodologias

empregadas nesta etapa do trabalho.

4.4.1.1 Preparo das amostras

Para os estudos de compatibilidade foram utilizados os excipientes: amido pré-

gelatinizado, celulose, croscarmelose sodica, estearato de magnésio, alcool
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polivinilico, dioxido de titanio (TiO2), talco, polivinilpirrolidona (PVP), lactose e
polietilenoglicol (PEG), presentes na formulagao comercial de referéncia.

As amostras analisadas foram os farmacos isolados, besilato de anlodipino e
olmesartana medoxomila, e os dez excipientes, em triplicata; 60 (sessenta) misturas
binarias farmaco excipiente na proporgao 1:1 (m/m), sendo 30 (trinta) misturas
contendo anlodipino e 30 (trinta) contendo olmesartana, e 3 misturas contendo
anlodipino e olmesartana na propor¢cédo 1:1 (m/m). As misturas binarias foram
preparadas a partir da pesagem precisa de cada componente, utilizando balancga
analitica (Sartorius CP2P), os quais foram adicionados a um frasco de polietileno com
tampa e homogeneizadas utilizando um agitador do tipo vortex por 5 minutos.

As amostras de anlodipino, olmesartana, dos excipientes envolvidos no seu
estudo e das suas misturas binarias foram analisadas por DSC imediatamente apds

seu preparo.

4.4.1.2 Calorimetria exploratéria diferencial

A analise por DSC foi realizada em Calorimetro DSC Q20 — TA Instruments,
previamente calibrado com indio. Foram utilizados aproximadamente 3 mg de
amostra, colocadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechado e analisado sob
atmosfera de N2, com fluxo de 50 mL.min"" e razdo de aquecimento de 10 °C.min"", na

faixa de temperatura entre 30 e 300 °C.

4.4.2 Resultados e discussao

A Figura 30 apresenta as curvas DSC obtidas na analise do anlodipino e

olmesartana e de cada excipiente.
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Figura 30 - Curvas DSC do anlodipino, olmesartana e de cada
excipiente isolado

_Anlodipino

Olmesartana Wﬁ/x
Amido

Celulose

_Croscarmelose

Estearato

Alcool polivinilico
TiO,
Talco

PVP
Lactose

PEG ﬁkﬁ_\ﬁ/b
o

T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300

Temperatura/°C

Fonte: Do autor.

Nota: Faixa de temperatura de 30°C a 300°C; razao de aquecimento
10°C.min"" e atmosfera de N2 com fluxo de 50 mL.min".

Os resultados mostram que a faixa de fusao do anlodipino (188 a 209 °C) e da
olmesartana (172 a 206 °C) nao sobrepdéem a eventos térmicos de qualquer dos
excipientes. Apenas a lactose possui faixa de fusdo entre 209 e 223 °C, muito proxima
a temperatura de fusdo do anlodipino, o que pode n&o permitir que a entalpia seja
corretamente calculada. Portanto na analise das misturas, qualquer alteragdo no pico
de fusdo do farmaco, seja no valor da temperatura de extrapolagéo do pico no inicio
da fusdo (Tonset) Ou de entalpia de fusdo (AHs), podera ser atribuida a uma interagao
entre os componentes da mistura, o que pode, ou nao, caracterizar uma
incompatibilidade.

Considerando que a entalpia obtida pelas curvas DSC para as amostras
binarias é relativa a massa total da amostra, e ndo apenas a massa do farmaco
presente, o valor da entalpia relativa ao farmaco foi calculada de acordo com a

Equagéo 20, onde: AH; é a entalpia de fus&o calculada; m, é a massa de amostra e

ms€ a massa de farmaco.
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my

AH; =

Para o anlodipino, os valores para Tonset € AHf do farmaco nas misturas € sao
de 188 °C e 84,7 J.g"", respectivamente, e para a olmesartana, os valores para Tonset
e AHfsdo 172°C e 108,2 J.g™.

As curvas de DSC das misturas binarias de anlodipino e excipientes estao
apresentadas na Figura 31 em comparacédo com a curva DSC do anlodipino puro. Os
valores de Tonset € AHf do anlodipino e das misturas estdo apresentados na Tabela 11
como média % intervalo de confianga (IC) a partir das triplicatas de analise. Diferencas
entre as amostras foram determinadas utilizando teste t de Student, com significancia
p<0,05.

Apenas a mistura de anlodipino com amido pré-gelatinizado apresentou valor
de AHr estatisticamente diferente do esperado, o que indica uma possivel
incompatibilidade farmacéutica. A mistura contendo anlodipino e celulose né&o
apresentou diferenga no valor de AHs, porém a Tonset aumentou em aproximadamente
55 °C, indicando que a celulose interagiu com o anlodipino de forma a dificultar a
ocorréncia do evento de fusao do farmaco, mas nao necessariamente corresponde a
incompatibilidade. A celulose apresentou esse mesmo efeito com o cloridrato de
venlafaxina (BERNARDI et al., 2009). A mistura contendo anlodipino e lactose
apresentou sobreposicao dos picos de fusao, e por isso nao foi possivel avaliar a sua
compatibilidade.

As misturas de anlodipino com croscarmelose sodica, estearato de magnésio,
alcool polivinilico, didxido de titanio, talco, PVP, lactose e PEG apresentaram valores
de Tonset € AHs caracteristicos sem alteragdes significativas, indicando que nao ocorreu

nenhuma interacao.
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Tabela 11 - Valores de entalpia e temperatura de fusao do anlodipino em comparagéo com as misturas
binarias (média % intervalo de confiancga)

Amostra AHt (J.g™") Tonset (°C)
Anlodipino (Anlo) 84,7 £6,1 (a) 188,0 £ 0,5 (a)
Anlo + amido 10,4 £ 5,3 (b) 188,6 + 0,6 (a)
Anlo + celulose 83,2+ 7,4 (a) 243,7 £ 0,5 (b)
Anlo + croscarmelose sddica 91,2+9,1(a) 187,9 £ 0,7 (a)
Anlo + estearato de magnésio 76,7 £ 8,5 (a) 189,2 + 0,6 (a)
Anlo + alcool polivinilico 68,5+ 10,1 (a) 189,5+£ 0,8 (a)
Anlo + TiOz2 92,3+9,3 (a) 189,7 £ 0,7 (a)
Anlo + talco 92,2+8,7 (a) 190,1 £ 1,6 (a)
Anlo + PVP 73,1+9,6 (a) 190,4 +2,9 (a)
Anlo + lactose - 181,51+ 5,6 (b)
Anlo + PEG 78,8 £ 11,6 (a) 194,1 £ 4,2 (a)

Fonte: Do autor.

Nota: Valores ha mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas

(p<0,05) de acordo com o teste t.



Figura 31 - Curvas DSC do anlodipino em comparagdo com as misturas binarias
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As curvas de DSC das misturas binarias de olmesartana e excipientes estao
apresentadas na Figura 32 em comparagéo com a curva DSC do olmesartana puro.
Os valores de Tonset € AHf do olmesartana e das misturas estdo apresentados na
Tabela 12 como média = intervalo de confianga (IC) a partir das triplicatas de analise.
Diferencas entre as amostras foram determinadas utilizando teste t de Student, com
significancia p<0,05.

Apenas as misturas contendo olmesartana e PVP, e olmesartana e lactose
apresentaram valor de AHr estatisticamente diferente do esperado, o que indica uma
possivel incompatibilidade farmacéutica.

As misturas de olmesartana com amido pré-gelatinizado, celulose,
croscarmelose sodica, estearato de magnésio, alcool polivinilico, dioxido de titanio,
talco e PEG apresentaram valores de Tonset € AHf caracteristicos sem alteragdes

significativas, indicando que nao ocorreu nenhuma interacéo.

Tabela 12 - Valores de entalpia e temperatura de fusdo do olmesartana em comparagdo com as
misturas binarias (média * intervalo de confianga)

Amostra AHf (J.g7") Tonset (°C)
Olmesartana (Olme) 108,2+7,9 (a) 172,0 £ 2,6 (a)
Olme + amido 120,1 £ 13,5 (a) 173,11+ 1,2 (a)
Olme + celulose 100,2 £ 9,2 (a) 176,4 £4,5 (a)
Olme + croscarmelose sddica 96,5+ 6,9 (a) 169,2 + 3,4 (a)
Olme + estearato de magnésio 122,4 + 9,8 (a) 176,9 + 3,9 (a)
Olme + alcool polivinilico 93,6 £ 10,2 (a) 177,6 £5,9 (a)
Olme + TiO2 90,9 £ 11,3 (a) 179,5 +£ 3,7 (a)
Olme + talco 93,1+ 8,7 (a) 1751+ 4,4 (a)
Olme + PVP 70,2+ 2,6 (b) 176,6 £ 5,2 (a)
Olme + lactose 88,4 £ 9,3 (b) 1771 £4,1 (a)
Olme + PEG 101,8 £9,1 (a) 167,9 £ 5,3 (b)

Fonte: Do autor.

Nota: Valores ha mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas

(p<0,05) de acordo com o teste t.



Figura 32 - Curvas DSC do olmesartana em comparagdo com as misturas binarias
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Figura 33 - Curvas DSC do anlodipino puro, olmesartana pura, e da
mistura de anlodipino e olmesartana 1:1 (m/m)
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Fonte: Do autor.

O estudo de compatibilidade envolvendo a associacao farmacéutica de
anlodipino e olmesartana nao pode ser realizado por DSC, pois, como mostra a Figura
33, ocorre sobreposicao dos picos de fusdo, de modo que nao é possivel afirmar sobre
a compatibilidade desses farmacos com base apenas em dados de TG e DSC. Foram
avaliadas diferentes razbes de aquecimento para tentar separar os picos de fusao,

porém nao houve sucesso.

4.4.3 Conclusao Parcial

De acordo com os dados de DSC o besilato de anlodipino apresenta
incompatibilidade com amido, e a olmesartana medoxomila apresenta
incompatibilidade com PVP e lactose.

Nao foi possivel avaliar a compatibilidade entre anlodipino e lactose devido a

sobreposi¢ao de picos.



91

Na curva DSC da mistura contendo anlodipino e olmesartana na proporgao 1:1
(m/m) observa-se a sobreposi¢cdo dos picos de fusdo da olmesartana com o do
anlodipino, o que torna a técnica inapropriada para o estudo de estabilidade e

compatibilidade para esta associag¢ao farmacéutica.

4.5 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE EMPREGANDO
FTIR-ATR

Esta etapa teve como objetivo avaliar a compatibilidade dos farmacos besilato
de anlodipino e olmesartana medoxomila, e da associacdo farmacéutica entre os

farmacos citados, com excipientes utilizando a técnica FTIR-ATR com aquecimento.

4.5.1 Materiais e métodos

As amostras analisadas foram os farmacos isolados — besilato de anlodipino e
olmesartana medoxomila; os dez excipientes isolados, 60 (sessenta) misturas binarias
farmaco-excipiente na proporgéo 1:1 (m/m) (trinta misturas contendo olmesartana e
trinta misturas contendo anlodipino); 3 (trés) mistura binaria 1:1 (m/m) de olmesartana
e anlodipino e 30 (trinta) misturas ternarias 1:1:1 (m/m/m) contendo olmesartana,
anlodipino e excipiente. Para os estudos de compatibilidade foram utilizados os
excipientes: amido pré-gelatinizado, celulose, croscarmelose soédica, estearato de
magnésio, alcool polivinilico, didxido de titanio (TiO2), talco, polivinilpirrolidona (PVP),
lactose e polietilenoglicol (PEG), presentes na formulagdo comercial de referéncia.
Cada amostra foi analisada em ftriplicata.

As misturas foram preparadas a partir da pesagem precisa de cada
componente, utilizando balanga analitica (Shimadzu AUW220D), as quais foram
adicionadas em frascos de polietileno com tampa e homogeneizadas utilizando um
agitador do tipo vortex por 5 minutos.

Os espectros FTIR-ATR foram obtidos em espectroscéopio Nicolet iS50 FT-IR

(Thermo Scientific) e acessorio GladiATR (Pike Technologies), o qual possui um
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diamante de reflexdo e dispositivo de alta pressao. Os espectros foram coletados a
cada 5 °C, de 30 a 300 °C, com razdao de aquecimento de
2 °C.min"". Foram realizadas 64 varreduras de 400 a 4000 cm-', com resolucédo de
4 cm™'. As amostras foram analisadas em triplicata.

A anadlise dos dados foi conduzida utilizando o software MATLAB verséo
7.1(MathWorks) com o pacote PLS_toolbox version 5.8 (Eigenvector Co.) e MCR-ALS
toolbox. O pré-processamento empregado foi primeira derivada.

O modelo MCR-ALS teve como estimativas iniciais os espectros dos farmacos
puros e de cada excipiente na temperatura inicial. As restricdes para decomposigao
da matriz foram a ndo-negatividade das concentragdes, impondo que o perfil das
concentragdes seja sempre positivo, e balango de massa menor ou igual a 1, visto
que ao longo do aquecimento pode ocorrer decomposigdo dos componentes
monitorados de modo que a totalidade da concentracao pode ser menor que 1. Foram
utilizadas as meédias das réplicas (n=3). Foi construido um modelo para cada

excipiente estudado.

4.5.2 Resultados e discussao

Ao obter os espectros de infravermelho de uma amostra em aquecimento
simultédneo, é possivel observar alteragdes nos dados obtidos referentes a transicéo
de fase, processos de decomposi¢cao da amostra ou reagao entre os componentes da
amostra. As figuras 24 e 25 (item 4.3.2) mostram os espectros obtidos ao longo do
aquecimento das amostras de anlodipino e besilato.

O MCR-ALS permite uma estimativa da concentracdo sem a necessidade de
amostras de calibragdo. A decomposi¢ao dos modelos MCR-ALS foram satisfatérias,
com 15,59% de LOF (Falta de ajuste - Lack of Fit) e R? (coeficiente de determinagéo
entre os espectros puros e espectros recuperados) de 0,9897. Os perfis dos espectros
puros e dos espectros recuperados por MCR-ALS dos farmacos sao apresentados na

Figura 34, e estdo de acordo com entre si.
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Figura 34 - Primeira derivada dos espectros puros e espectros recuperados pelo MCR-ALS do
anlodipino e olmesartana
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Fonte: Do autor.

De acordo com o grafico da Figura 35, a quantidade de anlodipino sofre
alteracdo a partir de 195 °C, indicando que a partir desta temperatura ocorre
decomposicdo do anlodipino. Alteragcdes bruscas na concentragdo de anlodipino em
temperatura inferior a esta € indicativo de incompatibilidade. O anlodipino apresentou
incompatibilidade com os excipientes: amido, croscarmelose, estearato de magnésio,

alcool polivinilico, TiO2, PVP, lactose e PEG, como mostra a Figura 36.



Figura 35 - Grafico da variacdo da concentragdo em funcéo da temperatura para o anlodipino
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Figura 36 - Grafico da variacdo da concentracdo em funcédo da temperatura para misturas

binarias contendo anlodipino
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De acordo com o grafico da Figura 37, a quantidade de olmesartana sofre
alteracdo a partir de 180 °C, indicando que a partir desta temperatura ocorre
decomposicido do olmesartana. Alteracdes bruscas na concentragcao de olmesartana
em temperatura inferior a esta é indicativo de incompatibilidade. O olmesartana
apresentou incompatibilidade com os excipientes: estearato de magnésio, alcool

polivinilico, TiO2, PVP lactose e PEG, como mostra a Figura 38.

Figura 37 - Grafico da variagdo da concentragdo em fungéo da temperatura para a olmesartana
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Figura 38 - Grafico da variacdo da concentracdo em funcédo da temperatura para misturas

binarias contendo olmesartana
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Para a associacado farmacéutica entre anlopidino e olmesartana, observa-se
que a concentragao de anlodipino sofre alteragéo a partir de 175 °C, e de olmesartana
a partir de 160 °C, como mostra a Figura 39. Altera¢des bruscas na concentragéo de
anlodipino e olmesartana em temperaturas inferiores a estas € indicativo de
incompatibilidade. A associagcao farmacéutica apresentou incompatibilidade com os
excipientes: amido, celulose, croscarmelose sddica, estearato de magnésio, alcool

polivinilico, TiO2, PVP, lactose e PEG, como mostra a Figura 40.

Figura 39 - Grafico da variagdo da concentragdo em fungdo da temperatura para a associagao

farmacéutica
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Legenda: (@) besilato de anlodipino;
(A ) olmesartana medoxomila.



Figura 40 - Grafico da variacdo da concentracdo em funcédo da temperatura para misturas
ternarias contendo a associagao farmacéutica
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Um fator que pode ter influenciado neste estudo, e que diferencia os resultados
obtidos por DSC e FTIR com aquecimento é a atmosfera em que o processo ocorre.
As curvas DSC foram obtidas em atmosfera dindmica de N2, e os espectros de
infravermelho foram obtidos sem um ambiente controlado, sofrendo influéncia do

oxigénio e umidade do ar.

4.5.3 Conclusao Parcial

De acordo com os dados de FTIR-ATR o besilato de anlodipino apresenta
incompatibilidade com amido, croscarmelose, estearato de magnésio, alcool
polivinilico, PVP, lactose e PEG, e a olmesartana medoxomila apresenta
incompatibilidade com estearato de magnésio, alcool polivinilico, TiOz2, PVP, lactose e
PEG.

A associacao farmacéutica entre anlodipino e olmesartana se mostrou
compativel, possibilitando que estes farmacos estejam presentes concomitantemente
em uma mesma formulacéo.

A associagcdo farmacéutica entre anlodipino e olmesartana se mostrou

compativel apenas com o talco.

4.6 QUANTIFICACAO SIMULTANEA DE ANLODIPINO E OLMESARTANA POR
HPLC

Antes de avaliar a estabilidade e compatibilidade farmaco-excipiente utilizando
HPLC, foi necessario realizar a validagao da metodologia.

Para a analise do besilato de anlodipino, a Farmacopeia dos Estados Unidos —
USP (The United States Pharmacopeial Convention), recomeda o uso de fase mével
formada por metanol, acetonitrila e solugdo tampéo na proporgao 35:15:50 (v/v/v),
sendo a solugado tampao de trietilamina e acido fosférico pH 3,0. E para anadlise da
olmesartana medoxomila, a fase movel é formada por solugéo tampao fosfato pH 3,4

e acetonitrila na proporgao 33:77 (v/v) (USP, 2011).
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Para a analise simultanea de anlodipino e olmesartana, ideal para este estudo,
a literatura relata métodos de LC para determinagao em plasma (Ql et al., 2013; SHAH
et al., 2012), urina (Ql et al., 2013) e comprimidos (JAIN et al., 2012; PATIL et al.,
2010; QUTAB et al., 2009).

4.6.1 Materiais e métodos

Como estudo visa utilizar o detector CAD, que limita a fase movel a ser utilizada,
sendo que esta deve ser volatil e ndo conter sais, escolhnemos a metodologia descrita
por Qutab et al. (QUTAB et al., 2009), que utiliza tampao acetato de amonio (0,05 mol
L', pH 6,8) e acetonitrila na proporgdo 40:60 (v/v). Porém, como a faixa de
concentracido a ser analisada ndo era a mesma e nos testes iniciais ndo houve
resolucdo cromatografica adequada, algumas alteracbes foram necessarias para
melhor atender as necessidades da analise. As alteragdes estao listadas na Tabela
13.

Tabela 13 - Condi¢bes do método de HPLC alteradas

QUTAB et al., 2009 Neste trabalho

Fluxo da fase movel 1,0 mL.min""’ 0,5 mL.min-"
Tecknokroma C18 Eclipse KDB-C18

Coluna (250 x4,6 mm, 5
(250 x 4,6 mm, 5 ym)

pum) — Agilent®

Volume de injecao 20 yL 10 L
Faixa de calibragdo - olmesartana 16-112 ug.mL"" 25-500 ug.mL"
Faixa de calibragédo — anlodipino 4-28 ug.mL-" 15-250 pg.mL""

Fonte: (QUTAB et al., 2009) e do autor.

As analises foram conduzidas no cromatoégrafo liquido UHPLC modelo Ultimate
3000 (Thermo Scientific), utilizando a coluna cromatografica Eclipse XDB-C18
(Agilent), 4,6 x 250 mm, 5 ym de particula a 25 °C.
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A metodologia para determinagao simultanea de anlodipino e olmesartana por
HPLC foi validada, tendo sido avaliadas a faixa linear, linearidade, limites de deteccao
e quantificacéo, exatidao, precisao e robustez.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro de uma faixa de
aplicagcao. Para conhecer a faixa linear foram preparadas varias solugdes contendo
concentragbes conhecidas de anlodipino e olmesartana, e foram realizadas as
corridas cromatograficas de cada uma destas solugdes, em triplicata. Em seguida
foram plotados graficos da area do pico versus a concentragao, e observou-se a regiao
que apresentou resposta linear (RIBANI et al., 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

Conhecendo a regiéo linear foi calculada a equagéao da curva e o coeficiente de
correlacao, o qual fornece uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto
mais préoximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais.

O limite de deteccao (LD) é a menor concentragao que pode ser detectada,
porém nao quantificada, e o limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracao
capaz de ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis. Para determinar o LD
e LQ foram realizadas comparagdes entre medicbes de amostras em baixas
concentragdes conhecidas dos analitos e do branco (RIBANI et al., 2004).

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados
e os valores de referéncia aceitos como verdadeiros. Para avaliar a exatidao foi
utilizado o método de adicdo e recuperacio. Trés amostras foram analisadas antes e
apods sofrerem adi¢cao de padrao em concentracdo conhecida, e os resultados obtidos
comparados com as quantidades adicionadas.

A precisdo indica a capacidade da metodologia fornecer resultados
reprodutiveis. Para avaliar a precisdo foram feitas cinco corridas de uma mesma
solugao, para avaliar a repetibilidade (precisao intra-corrida) do método, e solu¢des
de mesma concentragcao foram preparadas e analisadas em dias diferentes para
avaliar a preciséo intermediaria (precisao inter-corrida).

A robustez mede a sensibilidade de um método frente a pequenas variacgoes,
como alteragdes na composicao da fase movel, temperatura da coluna e variagdes no
fluxo da fase mével. Diz-se que um método é robusto quando ele nao € afetado por
uma modificagdo pequena e deliberada em seus parametros (RIBANI et al., 2004).

Estas condi¢cdes também podem resultar em alteragdes nos tempos de retencédo dos
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analitos, e por isso merecem atencao. Neste trabalho foram realizadas alteracdes na
proporgcao de solugdo tampao e acetonitrila da fase moével, variando a porcentagem
de acetonitrila em 60+2%; a temperatura da coluna oscilou em 255 °C; e o fluxo da
fase mével em 0,5£0,1 mL.min"".

Foram utilizadas solugbes estoque de anlodipino (400 pg.mL') e de
olmesartana (1000 pg.mL™"), preparadas utilizando como diluente solugdo tampéo
acetato de amonio (0,05 mol.L™!, pH 6,8) e acetonitrila na proporgao 40:60 (v/v).

As solucdes estoque foram preparadas a partir de padrdo de referéncia de

besilato de anlodipino (Sigma-Aldrich) e de olmesartana medoxomila (Sigma-Aldrich).

4.6.2 Resultados e discussao

Primeiramente foi avaliado o perfil cromatografico, a fim de conhecer os tempos
de retengao para cada farmaco. Foram utilizados os detectores UV e CAD. No detector
UV os comprimentos de onda selecionados foram de 239 nm e 250 nm. Conforme
pode-se observar nas Figuras 41, 42 e 43, a olmesartana possui tempo de retengéo
de 4,336 min e o anlodipino de 7,854 min, e quando analisamos a mistura ndo ha
alteracao significativa nos tempos de retengcao de nenhum dos farmacos. O fator de
assimetria dos picos para ambos os analitos foi satisfatério, obtendo valores de 1,28
e 1,27, para anlodipino e olmesartana, respectivamente, com pouca ou nenhuma
influéncia de cauda nos picos cromatograficos (DA SILVA et al.,, 2010). O
recomendado é que o valor do fator de assimetria seja inferior a 2 (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).
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Figura 41 - Cromatogramas da olmesartana, anlodipino e da mistura de olmesartana e anlodipino
no comprimento de onda 239 nm
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Fonte: Do autor.

Figura 42 - Cromatogramas da olmesartana, anlodipino e da mistura de olmesartana e anlosipino
no comprimento de onda 250 nm
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Figura 43 - Cromatogramas da olmesartana, anlodipino e da mistura de olmesartana e anlosipino
utilizando detector CAD
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Fonte: Do autor.

O cromatograma da olmesartana, obtido por meio do detector CAD, apresenta
apenas um pico no tempo de 4,408 min. O cromatograma do anlodipino possui dois
picos, o primeiro em 3,987 min e o segundo em 7,926 min. O primeiro pico é referente
ao besilato, que ndo esta presente nos cromatogramas registrados nos comprimentos
de onda de 239 e 250 nm, mas pode ser observado em outros comprimentos de onda
(FIGURA 44), o segundo pico é referente ao anlodipino. A pequena alteragdo nos
tempos de retencédo observada (0,072 min de atraso em relagdo ao detector UV)
ocorre devido a distancia adicional que o fluxo precisa percorrer para chegar até este

detector.
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Figura 44 - Varredura espectral do cromatograma do besilato de anlodipino
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Fonte: Do autor.

Foi possivel observar que o método possui maior sensibilidade para a
olmesartana em 250 nm, e para o anlodipino em 239 nm, comprimentos de onda nos
quais cada um apresentou maiores areas de pico, como mostra a Tabela 14. A

integracao dos picos foi realizada utilizando o software Chromeleon 6.8.

Tabela 14 - Areas referentes aos picos de anlodipino e olmesartana nos comprimentos de onda 329
nm e 250 nm

Areas
239 nm 250 nm
Anlodipino (200 pg.mL™") 257,16 76,30
Olmesartana (400 yg.mL™") 114,41 270,00

Fonte: Do autor.

As curvas de calibracdo com sete pontos foram construidas para o anlodipino,
no comprimento de onda de 239 nm e CAD, conforme as Figuras 45 e 46, a partir da
analise, em triplicata, de solugbes nas concentragdes de 15,0; 25,0; 50,0; 100,0;
150,0; 200,0 e 250,0 ug.mL-'. No comprimento de onda de 239 nm, o método foi linear
dentro da faixa de trabalho, com um valor de R? = 0,9953. J& para o resultado obtido

pelo detector CAD a curva foi polinomial de ordem 2, com valor de R? = 0,9994.
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Figura 45 - Curva de calibragao para anlodipino no comprimento de onda de
239 nm
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Figura 46 - Curva de calibragdo para anlodipino utilizando detector CAD
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Fonte: Do autor.

As curvas de calibracdo com sete pontos foram construidas para a
olmesartana, no comprimento de onda de 250 nm e CAD, conforme as Figuras 47 e
48, a partir da analise, em triplicata, de solugbes nas concentragdes de 25,0; 50,0;
100,0; 200,0; 300,0; 400,0 e 500,0 ug.mL-'. No comprimento de onda de 250 nm, o
método foi linear dentro da faixa de trabalho, com um valor de R? = 0,9958. Para o
resultado obtido pelo detector CAD a curva foi polinomial de ordem 2, com valor de
R? = 0,9988.
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Figura 47 - Curva de calibragao para olmesartana no comprimento de onda de
250 nm
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Figura 48 - Curva de calibragédo para olmesartana utilizando detector CAD
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Fonte: Do autor.

A principio curvas de calibragao polinomiais ndao sdo comuns, sendo para a
maioria dos métodos analiticos o ajuste linear o mais adequado. Porém uma das
caracteristicas do detector CAD é fornecer curvas parabdlicas e, quando em intervalos
de concentragdo muito baixas, pode se aproximar ao ajuste linear (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012; VEHOVEC; OBREZA, 2010).

Os limites de deteccao e quantificagao foram determinados por UV e CAD. Para
o anlodipino o LD é de 1 ug.mL"', e 0 LQ é igual a 4 ug.mL"", por UV; e 4 uyg.mL"' e 10
ug.mL-, respectivamente, utilizando detector CAD. O LD e LQ para a olmesartana
sdo, respectivamente, 1 uyg.mL" e 10 yg.mL™", por UV; e 5 ug.mL" e 15 pg.mL",

respectivamente, utilizando detector CAD.
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A exatidao foi avaliada utilizando o método de adigédo e recuperacao. A Tabela

15 apresenta os resultados obtidos a partir do procedimento de adigdo e recuperagao

de anlodipino. Estes resultados foram obtidos pelo detector UV em 239 nm e detector

CAD.

Tabela 15 - Resultados do teste de exatidao para anlodipino

Concentragao de

Concentragao de

anlodipino anlodipino ~ 10
Amostra adicionado encontrado Recuperagao (%)
(ug mLT") (ug mLT)
0 22,80 £ 0,03 -
1
20 41,90 + 0,08 95,46
0 37,80 £ 0,04 o
2
40 78,55 + 0,06 101,85
0 44 36 + 0,03 o
3
80 124,61 £0,02 100,31

Fonte: Do autor.

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos a partir do procedimento de adigao

e recuperacao da olmesartana. Estes resultados foram obtidos pelo detector UV em
250 nm e detector CAD.

Tabela 16 - Resultados do teste de exatidao para a olmesartana

Concentragao de

Concentragao de

olmesartana olmesartana ~ 7o
Amostra adicionado encontrado Recuperagao (%)
(ug mL™") (g mL™")
0 123,69 + 0,08
1
50 173,36 £ 0,09 99,34
0 222,13 £ 0,08
2
100 322,79 £ 0,07 100,66
0 287,08 £ 0,05
3
150 433,96 +0,06 97,92

Fonte: Do autor.
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A repetibilidade (precisdo intra-corrida) do método foi avaliada a partir da
repeticdo de analise de uma mesma amostra. As leituras apresentaram coeficiente de
variagao de 0,54% para a anlodipino e 0,48% para o olmesartana.

A precisao intermediaria (precisao inter-corrida) foi avaliada através da analise
de solugdes padrao em dias diferentes. Porém devido a instabilidade do farmaco em
solucao, as solugdes precisaram ser preparadas no momento da analise, o que pode
ter aumentado a variagédo nas respostas. O coeficiente de variagdo para o anlodipino
foi de 0,96%, e para a olmesartana de 0,89%.

Os resultados da avaliacdo da robustez estdo apresentados na Tabela 17.
Inicialmente fez-se a alteragao da fase moével, aumentando a proporgao de acetonitrila
para 62%, nao houve alteracdo nos tempos de retencdo do anlodipino e da
olmesartana, porém as concentragdes variaram em 6,44% e 3,72%, respectivamente.
Ao alterar a proporcgao de acetonitrila para 58%, novamente ndo houve alteracdo nos
tempos de retencao dos farmacos, porém as concentragdes encontradas variaram em
5,96% para o anlodipino e 3,07% para olmesartana.

Quando foram feitas alteragdes na temperatura da coluna, também nao foi
observada alteracbes nos tempos de retencdo dos farmacos. Apenas as
concentracdes encontradas que sofreram variacbes de 3,04% e 6,90%, para
anlodipino e olmesartana, respectivamente, quando a temperatura da coluna foi
ajustada para 20 °C; e de 6,52% e 5,32%, quando a temperatura da coluna foi ajustada
para 30 °C.

Quando o fluxo da fase mdvel variou em 0,5+0,1 mL.min"', houve apenas
pequenas variagdes nos tempos de retengéo, o que ja era esperado. As variagdes nas
concentracdes encontradas foram inferiores a 2% tanto para anlodipino, como para a

olmesartana.
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Tabela 17 - Resultados da avaliagdo da robustez

Anlodipino Olmesartana

Tempo Tempo
Condicao de Concentragao de Concentragao

retengao (ug mL") retengao (ug mL")

(min) (min)
Original 7,854 176,4 £ 01 4,336 300,3+0,1
Acetonitrila 62% 7,556 164,7 £ 01 4,327 288,8 £ 0,1
Acetonitrila 58% 7,921 165,5+0,1 4,406 309,2 + 0,1

Temperatura da coluna 30 °C 7,601 1874 +£01 4,391 284,6 + 0,1
Temperatura da coluna 20 °C 8,095 181,3+0,1 4,395 280,1+0,1
Fluxo 0,4 mL.min"" 8,291 1725+ 01 4,512 2959+ 0,1
Fluxo 0,6 mL.min"" 7,125 173,1£ 01 4,154 298,2 £ 0,1

Fonte: Do autor.

4.6.3 Conclusao Parcial

A metodologia foi devidamente validada, possibilitando a quantificacdo
simultdnea de anlodipino e olmesartana com precisao e exatidao.

O detector CAD é uma ferramenta poderosa e relativamente recente e possui
poucas metodologias validadas com o seu uso. Em vista da ndo necessidade de
utilizagdo de um padrdo analitico torna-se uma técnica atrativa e com potencialidade

para complementar o detector UV atualmente empregado nas industrias.

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE UTILIZANDO HPLC

Esta etapa teve como objetivo avaliar a compatibilidade dos farmacos besilato
de anlodipino e olmesartana medoxomila, e da associagao farmacéutica entre os

farmacos citados, com excipientes utilizando a técnica HPLC, pela metodologia
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validada no item 4.6, através do doseamento dos farmacos antes e apds a incubagao

das amostras nas condigdes determinadas pelo ICH para esse tipo de estudo.

4.7.1 Materiais e métodos

As amostras analisadas foram os farmacos isolados — besilato de anlodipino e
olmesartana medoxomila; os dez excipientes isolados, 20 (vinte) misturas binarias
farmaco-excipiente na proporgao 1:1 (m/m) (dez misturas contendo olmesartana e dez
misturas contendo anlodipino); 1 (uma) mistura binaria 4:1 (m/m) de olmesartana e
anlodipino e 10 (dez) misturas ternarias 4:1:5 (m/m/m) contendo olmesartana,
anlodipino e excipiente. Para os estudos de compatibilidade foram utilizados os
excipientes: amido pré-gelatinizado, celulose, croscarmelose sédica, estearato de
magnésio, alcool polivinilico, didxido de titanio (TiOz2), talco, polivinilpirrolidona (PVP),
lactose e polietilenoglicol (PEG), presentes na formulagao comercial de referéncia. No
total foram preparadas 10 (dez) amostras de cada mistura, e foram divididas em 5
(cinco) grupos: tempo inicial, tempo 3 meses seco, tempo 3 meses umido, tempo 6
meses seco e tempo 6 meses Umido.

As misturas foram preparadas a partir da pesagem precisa de cada
componente, utilizando balanga analitica (Shimadzu AUW220D), as quais foram
adicionadas em frascos de polietileno com tampa e homogeneizadas utilizando um
agitador do tipo vortex por 5 minutos.

As amostras de tempo inicial foram analisadas por HPLC imediatamente apos
0 seu preparo. As demais amostras foram incubadas em camara de estabilidade para
avaliar a influéncia da temperatura e da umidade na estabilidade quimica dos
farmacos e das misturas durante os periodos de tempo de 3 e 6 meses. As amostras
foram mantidas em frascos abertos sob umidade relativa de 75%+5% e temperatura
de 40°C£1°C, e fechados em ambiente livre de umidade a temperatura de 40°C+1°C,
conforme as recomendacgdes do ICH (ICH, 1999).

A metodologia utilizada para analise simultanea de anlodipino e olmesartana

por HPLC esta descrita no item 4.6.
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4.7.2 Resultados e discussao

A seguir estdo apresentados os resultados das analises realizadas e a

discussdo dos mesmos.

4.7.2.1 Analise das amostras em tempo inicial

Inicialmente foram realizadas as analises de todos os excipientes puros, a fim
de verificar se eles apresentam picos com o0os mesmos tempos de retencdo da
olmesartana e do anlodipino. Como pode-se observar nas Figuras 49 e 50, nenhum
dos excipientes utilizados neste estudo apresentam picos, e isso pode ser observado
tanto no detector UV, como no CAD, o que torna a metodologia por HPLC adequada

para avaliar a compatibilidade da olmesartana e do anlodipino com cada excipiente.
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Figura 49 - Cromatogramas por UV em 239 nm no tempo inicial do anlodipino, olmesartana e de

todos os excipientes puros
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Figura 50 - Cromatogramas por CAD no tempo inicial do anlodipino, olmesartana e de todos os
excipientes puros
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) anlodipino;
(b) olmesartana;
(c) amido pré-gelatinizado;
(d) celulose;
(e) croscarmelose sodica;
(f) estearato de magnésio;
(g) alcool polivinilico;
(h) TiO2;
(i) talco;

() PVP;

(k) lactose;

() PEG.

As Figuras 51 e 52 apresentam os cromatogramas das misturas binarias de
anlodipino e excipientes no tempo inicial. Esses resultados mostram que os

excipientes ndo causaram interferéncia na analise do anlodipino.
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Figura 51 - Cromatogramas por UV em 239 nm no tempo inicial das misturas binarias de anlodipino
€ excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(9) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.
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Figura 52 - Cromatogramas por CAD no tempo inicial das misturas binarias de anlodipino e

excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.

As Figuras 53 e 54 apresentam os cromatogramas das misturas binarias da
olmesartana e excipientes no tempo inicial. Esses resultados mostram que os

excipientes ndo causaram interferéncia na analise da olmesartana.
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Figura 53 - Cromatogramas por UV em 250 nm no tempo inicial das misturas binarias da

olmesartana e excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.
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Figura 54 - Cromatogramas por CAD no tempo inicial das misturas binarias da olmesartana e

excipientes
_60
! ﬂ 48
x -
N ]
\ _ 36 B
L ©
f S
L ©
I 24 ‘»
L c
| a
[ £
_12
. K Lo
a
S b
c
g’— d
e
f
- /0
i i
L :
pv/iw .
0 2 s 6 8 10
Tempo / min

Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.

As Figuras 55 e 56 apresentam os cromatogramas das misturas ternarias da
olmesartana, anlodipino e excipientes no tempo inicial. Esses resultados mostram que
0s excipientes ndao causaram interferéncia na analise simultdnea de olmesartana e

anlodipino.
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Figura 55 - Cromatogramas por UV em 239 nm no tempo inicial das misturas ternarias da
olmesartana, anlodipino e excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) anlodipino+olmesartana;
(b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+anlodipino+celulose;
(d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;
(h) Olmesartana+anlodipino+talco;
(i) Olmesartana+anlodipino+PVP;
(j) Olmesartana+anlodipino+lactose;
(k) Olmesartana+anlodipino+PEG.
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Figura 56 - Cromatogramas por CAD no tempo inicial das misturas ternarias da olmesartana,
anlodipino e excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) anlodipino+olmesartana;
(b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+anlodipino+celulose;
(d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;
(h) Olmesartana+anlodipino+talco;
(i) Olmesartana+anlodipino+PVP;
(j) Olmesartana+anlodipino+lactose;
(k) Olmesartana+anlodipino+PEG.
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4.7.2.2 Analise das amostras de 3 e 6 meses

Apos 3 e 6 meses de incubagcdo em camara de estabilidade a 40°C+1°C a seco
e sob umidade relativa de 75%5%, as amostras foram analisadas para verificar o
teor de anlodipino e de olmesartana. As amostras foram preparadas de modo que a
concentragédo esperada de olmesartana fosse de 400 ug.mL™', e de anlodipino, 100
ug.mL", sendo que estes valores correspondem a teores de 100% de olmesartana e
anlodipino, respectivamente. A obtencédo de valores com redugédo de 5% a estes é
indicativo de degradacgao do farmaco, e por consequéncia, incompatibilidade quimica
entre o farmaco e o excipiente (ICH, 1999).

A Figura 57 apresenta os cromatogramas das analises das amostras do
anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes apos 3 meses de
incubacao a seco. Foi possivel observar que nenhuma das amostras apresentou
reducao significativa no teor de anlodipino. Como pode ser observado pelas dosagens
de anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial apresentados na Tabela 18.

A Figura 58 apresenta os cromatogramas das analises das amostras do
anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes apds 6 meses de
incubacao a seco. Foi possivel observar que nenhuma das amostras apresentou
reducao significativa no teor de anlodipino. Como pode ser observado pelas dosagens
de anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial apresentados na Tabela 18.

A Figura 59 apresenta os cromatogramas das analises das amostras de
olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes apos 3 meses de
incubacao a seco. Foi possivel observar que nenhuma das amostras apresentou
reducdo significativa no teor de olmesartana. Como pode ser observado pelas
dosagens de olmesartana encontradas com relagado ao teor inicial apresentados na
Tabela 18.

A Figura 60 apresenta os cromatogramas das analises das amostras de
olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes apés 6 meses de
incubacado a seco. Foi possivel observar que, mesmo apds tempo prolongado,
nenhuma das amostras apresentou reducgéo significativa no teor de olmesartana.
Como pode ser observado pelas dosagens de olmesartana encontradas com relagéo

ao teor inicial apresentados na Tabela 18.
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As Figura 61 e 62 apresentam os cromatogramas das analises das amostras
de mistura de olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com os
excipientes apds 3 e 6 meses de incubacgao a seco. Foi possivel observar que tanto
para os periodos de 3 meses, como para o de 6 meses, nenhuma das amostras
apresentou reducao significativa nos teores de olmesartana e de anlodipino. Como
pode ser observado pelas dosagens de olmesartana e anlodipino encontradas com

relagao ao teor inicial apresentados na Tabela 19.

Tabela 18 - Dosagens de olmesartana e anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial em misturas
binarias apos 3 e 6 meses a 40°C+1°C a seco

3 meses 6 meses

Excipiente Olmesartana | Anlodipino | Olmesartana | Anlodipino

(%) (%) (%) (%)
101,3+0,5 1029+04 97,5+0,6 98,2+0,5
Amido pré-gelatinizado 101,7+0,3 100,3+0,2 98,7+0,5 1016x0,6
Celulose 98,4+0,7 98,8 +0,5 97,5+0,7 99,6 £0,5
Croscarmelose sodica 99,8 £0,3 1092+04 103,905 9791204
Estearato de magnésio 98,0+0,6 103,0+0,5 1009+04 1050+£0,7
Alcool polivinilico 98,0+04 104604 1025+03 98,6%0,5
TiO2 91+0,2 1043+06 100,8+0,6 101,2+0,6
Talco 98,9+0,6 98,0+0,7 99,8 +0,8 98,2+0,8
PVP 95+05 101,1+0,3 100,0+x0,5 100,8+0,6
Lactose 1036 +0,9 100,2+0,8 1035+0,8 97,9%0,7
PEG 98,7+0,4 99,3+0,3 992+0,5 101,405

Fonte: Do autor.
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Tabela 19 - Dosagens de olmesartana e anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial em misturas
ternarias apds 3 e 6 meses a 40°C+1°C a seco

3 meses 6 meses

Excipiente Olmesartana | Anlodipino | Olmesartana | Anlodipino

(%) (%) (%) (%)
101,7+£0,6 99,4+0,1 102,8+0,9 98,0+£0,6
Amido pré-gelatinizado 1006+0,5 994+06 103,6+0,3 98,6+0,9
Celulose 102,3+0,9 1008+0,6 103,7+0,5 98,1+0,8
Croscarmelose sodica 101,8+06 101,1+0,2 1015+04 98,9+0,6
Estearato de magnésio 99,0+£0,2 99,4 +0,6 100,9+0,8 100,5+0,4
Alcool polivinilico 1002+0,2 103,1+04 1019+03 99,6+0,3
TiO2 1026+0,8 998+04 102,1+0,7 99,8+0,6
Talco 98,8+0,7 103,7+0,3 101,5+0,6 99,5+0,7
PVP 101,8+08 985+08 101,3+0,9 101,9+0,3
Lactose 98,5+0,2 98,5+0,4 99,7+0,5 100,5%0,7
PEG 995+0,2 1023+0,5 102,7+05 99,3104

Fonte: Do autor.
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Figura 57 - Cromatogramas das amostras apés 3 meses a 40°C+1°C a seco do anlodipino puro

e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.

oo

Intensidade / u.a.

- 80
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Figura 58 - Cromatogramas das amostras apds 6 meses a 40°C+1°C a seco do anlodipino puro
e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.



127

Figura 59 - Cromatogramas das amostras apdés 3 meses a 40°C+1°C a seco da olmesartana
pura e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.
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Figura 60 - Cromatogramas das amostras apdés 6 meses a 40°C+1°C a seco da olmesartana
pura e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.
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Figura 61 - Cromatogramas das amostras apdés 3 meses a 40°C+1°C a seco de mistura de
olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana e anlodipino;
(b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+anlodipino+celulose;
(d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;
(h) Olmesartana+anlodipino+talco;
(i) Olmesartana+anlodipino+PVP;
(j) Olmesartana+anlodipino+lactose;
(k) Olmesartana+anlodipino+PEG.
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Figura 62 - Cromatogramas das amostras apdés 6 meses a 40°C+1°C a seco de mistura de
olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda:

—~

a) Olmesartana e anlodipino;

b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
¢) Olmesartana+anlodipino+celulose;

d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sédica;
e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;

g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;

h) Olmesartana+anlodipino+talco;

i) Olmesartana+anlodipino+PVP;

j) Olmesartana+anlodipino+lactose;

k) Olmesartana+anlodipino+PEG.

P~~~ o~~~ o~

—_—

A Figura 63 apresenta os cromatogramas das analises das amostras do
anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes apds 3 meses de
incubagao sob 75%+5% de umidade relativa. Foi possivel observar que nenhuma das
amostras apresentou reducao significativa no teor de anlodipino. Como pode ser
observado pelas dosagens de anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial
apresentados na tabela 20.

A Figura 64 apresenta os cromatogramas das analises das amostras do
anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes apos 6 meses de
incubacao sob 75%%5% de umidade relativa. Foi possivel observar que apenas as
misturas contendo amido pré-gelatinizado e lactose apresentaram redug¢ao no teor de

anlodipino. Portanto pode-se concluir que ha incompatibilidade entre o anlodipino e os
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excipientes: amido pré-gelatinizado e lactose, porém o método utilizado nao foi capaz
de detectar o(s) produto(s) de degradagédo. Como pode ser observado pelas dosagens
de anlodipino encontradas com relacéo ao teor inicial apresentados na tabela 20.

A Figura 65 apresenta os cromatogramas das analises das amostras de
olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes apds 3 meses de
incubagao sob 75%+5% de umidade relativa. Foi possivel observar que nenhuma das
amostras apresentou reducédo significativa no teor de olmesartana. Como pode ser
observado pelas dosagens de olmesartana encontradas com relagéo ao teor inicial
apresentados na tabela 20.

A Figura 66 apresenta os cromatogramas das analises das amostras de
olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes apds 6 meses de
incubagao sob 75%%5% de umidade relativa. Foi possivel observar que apenas as
misturas contendo PVP e lactose apresentaram reducido no teor de olmesartana.
Portanto pode-se concluir que ha incompatibilidade entre a olmesartana e os
excipientes: PVP e lactose, porém o método utilizado nao foi capaz de detectar o(s)
produto(s) de degradagao. Como pode ser observado pelas dosagens de olmesartana
encontradas com relacéo ao teor inicial apresentados na tabela 20.

As Figura 67 e 68 apresentam os cromatogramas das analises das amostras
de mistura de olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com os
excipientes apds 3 e 6 meses de incubacado sob 75%+5% de umidade relativa. Foi
possivel observar que para o periodo de 3 meses nenhuma das amostras apresentou
reducdo nos teores de olmesartana e de anlodipino. Porém, apdés 6 meses de
incubacdo, as misturas ternarias contendo os excipientes: croscarmelose sodica,
estearato de magnésio, alcool polivinilico, talco, PVP, lactose e PEG apresentaram
reducdo nos teores de anlodipino e olmesartana. A mistura ternaria contendo
olmesartana, anlodipino e amido pré-gelatinizado apresentou redugao apenas no teor
do anlodipino. Como pode ser observado pelas dosagens de olmesartana e anlodipino

encontradas com relacéo ao teor inicial apresentados na tabela 21.
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Tabela 20 - Dosagens de olmesartana e anlodipino encontradas com relagao ao teor inicial em misturas

binarias apds 3 e 6 meses a 40°C+1°C sob 75%+5% de umidade relativa

3 meses 6 meses

Excipiente Olmesartana | Anlodipino | Olmesartana | Anlodipino

(%) (%) (%) (%)
1024+04 993+05 107,1+0,8 104,3+0,2
Amido pré-gelatinizado 100,5+0,7 99,0+05 1025+08 742+04
Celulose 1004+0,4 102,3+0,3 100,8+0,5 98,2+04
Croscarmelose sodica 100,3+0,5 99,7+0,8 102,6+£0,3 99,8+0,3
Estearato de magnésio 1016+04 100,8+0,8 1004+0,6 99,6%£0,6
Alcool polivinilico 98,5+0,9 98,3+09 1029+0,4 100,7+0,8
TiO2 1006+0,5 98,1+0,9 99,9+0,5 98,3+0,4
Talco 98,7+0,6 99+0,7 101,1+0,3 104,1+0,5
PVP 99,0+ 0,7 98,1+0,9 83,7 £0,9 98,2+0,7
Lactose 101,8+0,6 100,3+0,6 76,1 £0,6 73,7+0,3
PEG 99,8 +0,5 99,1+0,7 982+0,9 103,1+0,3

Fonte: Do autor.

Tabela 21 - Dosagens de olmesartana e anlodipino encontradas com relagéo ao teor inicial em misturas

ternarias apos 3 e 6 meses a 40°C+1°C sob 75%+5% de umidade relativa

3 meses 6 meses

Excipiente Olmesartana | Anlodipino | Olmesartana | Anlodipino

(%) (%) (%) (%)
99,2+0,9 101,7+0,4 110,1+£0,7 99,2+0,5
Amido pré-gelatinizado 98,7+0,9 100,5+0,7 101,5+0,7 82,7%+0,9
Celulose 98,2+0,4 1059+09 101,2+0,2 101,7+0,2
Croscarmelose sodica 994 +0,6 103,2+£0,8 93,7+ 0,5 92,3+0,3
Estearato de magnésio 99,5+04 99,0+£0,2 83,1+0,7 81,2+0,7
Alcool polivinilico 100,3+0,2 98,2+0,6 83,6 £0,2 84,4 +0,6
TiO2 98,1+0,4 984+06 1043104 101,8+0,3
Talco 100,5+£0,5 994+0,3 79,5+0,6 84,2+0,4
PVP 1019+04 101,3+0,7 81,1+0,9 752+0,5
Lactose 101,3+0,8 98,9+0,9 74,2+0,8 78,3+0,8
PEG 99,1+0,6 99,9+0,5 86,9+0,4 82,4 +0,7

Fonte: Do autor.
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Figura 63 - Cromatogramas das amostras apos 3 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa do anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.
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Figura 64 - Cromatogramas das amostras apos 6 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa do anlodipino puro e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Anlodipino puro;
(b) Anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Anlodipino+celulose;
(d) Anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Anlodipino+alcool polivinilico;
(9) Anlodipino+TiOz;
(h) Anlodipino+talco;
(i) Anlodipino+PVP;

(j) Anlodipino+lactose;

(k) Anlodipino+PEG.
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Figura 65 - Cromatogramas das amostras apos 3 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa da olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.
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Figura 66 - Cromatogramas das amostras apos 6 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa da olmesartana pura e das suas misturas binarias com os excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana pura;
(b) Olmesartana+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+celulose;
(d) Olmesartana+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+TiOz;
(h) Olmesartana+talco;
(i) Olmesartana+PVP;
(j) Olmesartana+lactose;
(k) Olmesartana+PEG.
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Figura 67 - Cromatogramas das amostras apos 3 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa de mistura de olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com

0s excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda: (a) Olmesartana e anlodipino;
(b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
(c) Olmesartana+anlodipino+celulose;
(d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sodica;
(e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
(f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;
(g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;
(h) Olmesartana+anlodipino+talco;
(i) Olmesartana+anlodipino+PVP;
(j) Olmesartana+anlodipino+lactose;
(k) Olmesartana+anlodipino+PEG.
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Figura 68 - Cromatogramas das amostras apos 6 meses a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa de mistura de olmesartana e anlodipino e das suas misturas ternarias com
0s excipientes
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Fonte: Do autor.

Legenda:

—~

a) Olmesartana e anlodipino;

b) Olmesartana+anlodipino+amido pré-gelatinizado;
¢) Olmesartana+anlodipino+celulose;

d) Olmesartana+anlodipino+croscarmelose sédica;
e) Olmesartana+anlodipino+estearato de magnésio;
f) Olmesartana+anlodipino+alcool polivinilico;

g) Olmesartana+anlodipino+TiOz;

h) Olmesartana+anlodipino+talco;

i) Olmesartana+anlodipino+PVP;

j) Olmesartana+anlodipino+lactose;

k) Olmesartana+anlodipino+PEG.

Py

—_—

4.7.3 Conclusao Parcial

As analises cromatograficas indicaram por meio das amostras incubadas a
40°C+1°C a seco que nao ha incompatibilidade em nenhuma das misturas
preparadas, indicando que os excipientes testados podem ser utilizados no preparo
de formulagcbes contendo anlodipino e olmesartana, desde que estas sejam
armazenadas ao abrigo de umidade.

As amostras que foram incubadas a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade relativa

nao apresentaram nenhuma incompatibilidade apds o tempo de 3 meses. Porém apds
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6 meses o anlodipino apresentou incompatibilidade com o amido pré-gelatinizado e
lactose, e a olmesartana apresentou incompatibilidade com a polivinilpirrolidona e
lactose.

Apos 6 meses a 40°Cx1°C e 75%x5% de umidade relativa, as misturas
ternarias, formadas por olmesartana, anlodipino e os excipientes: croscarmelose
sodica, estearato de magnésio, alcool polivinilico, talco, polivinilpirrolidona, lactose e
polietilenoglicol apresentaram reducdo nos teores de anlodipino e olmesartana, de
modo que estes excipientes ndo sao indicados no preparo de formulagdées contendo
a associagao farmacéutica anlodipino e olmesartana. A mistura ternaria contendo
olmesartana, anlodipino e amido pré-gelatinizado apresentou redugao apenas no teor
do anlodipino, e portanto, o amido pré-gelatinizado também néo € indicado para o
preparo de formulagdes contendo a associagdo farmacéutica anlodipino e

olmesartana.

4.8 CONCLUSAO

Estudos de estabilidade de formulagdes farmacéuticas sdo necessarios por
serem exigidos pelas autoridades sanitarias para aprovagao de uma nova formulagao,
seja ela um medicamento de referéncia, similar ou genérico. Atualmente, a literatura
cientifica apresenta poucos dados relacionados ao estudo de estabilidade de
associacoes farmacéuticas. Porém o estudo de estabilidade e compatibilidade de
apenas um farmaco é muito explorado.

Por meio dos dados obtido por DSC foi possivel concluir que o besilato de
anlodipino apresenta incompatibilidade com o amido pré-gelatinizado, e a olmesartana
medoxomila apresenta incompatibilidade com PVP e lactose. Nao foi possivel a
compatibilidade entre anlodipino e lactose, e da associacao farmacéutica anlodipino e
olmesartana devido a sobreposi¢ao dos picos de fusao.

FTIR-ATR com aquecimento é capaz de fornecer dados relevantes, permitindo
a analise da compatibilidade entre farmacos e excipientes. Foi possivel observar a
incompatibilidade do besilato de anlodipino com amido, croscarmelose, estearato de
magnésio, alcool polivinilico, PVP, lactose e PEG, e da olmesartana medoxomila com

estearato de magnésio, alcool polivinilico, TiO2, PVP, lactose e PEG. Ndo ha
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incompatibilidade entre a associagao farmacéutica de anlodipino e olmesartana, e dos
excipientes testados, apenas o talco apresentou compatibilidade com a associagao
farmacéutica.

As anadlises cromatograficas indicaram que os excipientes testados podem ser
utilizados no preparo de formulagdées contendo anlodipino e olmesartana, desde que
estas sejam armazenadas ao abrigo de umidade. Porém apds 6 meses, a 40°C+1°C
e 75%+5% de umidade relativa, o anlodipino apresentou incompatibilidade com o
amido pré-gelatinizado e lactose, e a olmesartana apresentou incompatibilidade com
a PVP e lactose, informagdes que condizem com os resultados obtidos pelo DSC.

Apds 6 meses a 40°C+1°C e 75%5% de umidade relativa, a associagcéo
farmacéutica de anlodipino e olmesartana mostrou incompatibilidade com os
excipientes: amido, croscarmelose sodica, estearato de magnésio, alcool polivinilico,
talco, PVP, lactose e polietilenoglicol.

De acordo com os resultados obtidos por DSC, FTIR com aquecimento e HPLC
foi possivel observar que as condicbes de armazenamento sao cruciais para a
estabilidade da formulacédo, devendo esta ser armazenada em local fechado, livre de
umidade e temperaturas amenas. Sendo que em todos os casos o anlodipino se
mostrou incompativel com o amido, a olmesartana com o PVP e lactose, e a
associacdo farmacéutica com amido, celulose, croscarmelose, estearato de
magnésio, alcool polivinilico, PVP, lactose e PEG. A Tabela 22 resume os resultados

obtidos para compatibilidade farmaco-excipiente pelas trés técnicas.
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Tabela 22 — Resultados dos testes de compatibilidade farmaco-excipiente utilizando DSC, FTIR-ATR e

HPLC
DSC FTIR-ATR HPLC
Anlodipino Amido. Amido, croscarmelose sddica, Amido e lactose.
estearato de magnésio, alcool
polivinilico, TiO2, PVP, lactose
e PEG.
Olmesartana PVP e Estearato de magnésio, alcool PVP e lactose.
lactose. polivinilico, TiO2, PVP, lactose

Anlodipino e

Olmesartana

e PEG.

Amido, celulose,
croscarmelose sodica,
estearato de magnésio, alcool
polivinilico, TiO2, PVP, lactose
e PEG.

Amido,
croscarmelose
sddica, estearato de
magnésio, alcool
polivinilico, talco,
PVP, lactose e PEG.

Fonte: Do autor.

As técnicas de DSC, FTIR e HPLC s&o técnicas complementares que juntas

fornecem dados com maior confiabilidade, trazendo mais seguranga no

desenvolvimento de novas formulacdes farmacéuticas.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A maioria dos trabalhos descritos na literatura envolvendo analises térmicas
tém como finalidade a caracterizagcdo de materiais. Os trabalhos descritos nesta tese
contribuiram na aplicagéo das técnicas termoanaliticas em areas relativamente pouco
exploradas pelas analises térmicas. Por meio da aplicagcado das analises térmicas na
deteccao e quantificacdo da adulteracédo do café por adicao de milho e do estudo de
pré-formulacao farmacéutica do besilato de anlodipino e olmesartana medoxomila, foi
possivel explorar as potencialidades do TG e DSC.

As principais vantagens das analises térmicas € a necessidade de pequena
quantidade de amostra (na ordem de mg), ndo precisar de preparo de amostra
elaborado, ser relativamente rapida, e possuir baixo custo (equipamento e material de
consumo).

A primeira aplicagdo permitiu detectar e quantificar o nivel de adulteragado do
café com segurancga. Apesar de o objetivo desta aplicacao ser a deteccao de fraude é
possivel verificar a potencialidade da aplicagao do DSC para o controle de qualidade
em setores industriais, para verificagdo de matérias primas, processo de preparo e
produto acabado.

A segunda aplicagcao envolve o estudo de pré-formulagao farmacéutica, o qual
€ exigido pelas autoridades sanitarias para a provacdo de uma nova formulagao, seja
ela um medicamento de referéncia, similar ou genérico. As analises térmicas se
mostram promissoras nesta area por permitir a obtencdo de resultados em prazos
mais curtos.

Todos os procedimentos descritos, envolvendo outras técnicas, em ambas as
aplicagdes mostraram que o TG, DSC, FTIR e HPLC sao técnicas complementares
que juntas fornecem dados com maior confiabilidade, tanto para emissao de laudos

como para elaboracao de novas formulacoes.
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