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RESUMO

No presente trabalho foram empregadas técnicas de reflexdo no infravermelho em
conjunto com andlises estatisticas de dados multivariados, como a analise por
componentes principais (PCA) e analise por agrupamentos hierarquicos (HCA).
Foram adquiridas 25 amostras em creme contendo 5% de aciclovir, sendo 22
amostras adquiridas no mercado nacional e 3 amostras no mercado argentino.
Inicialmente os espectros reflectancia total atenuada no infravermelho médio
(ATR/FTIR, do inglés Fourier transform infrared spectroscopy with attenuated total
reflection) foram adquiridos na faixa de 4.000 a 650cm™, com resolucdo de 4cm™ e
32 varreduras, utilizando um acessorio de reflectancia total atenuada com cristal de
seleneto de zinco (ZnSe) da PIKE Techonologies acoplado a um espectrofotdmetro
de infravermelho com transformada de Fourier NICOLET Magna 550. Os espectros
foram obtidos em quintuplicata e normalizados na escala. J&4 para os espectros de
ATR/NIR foram adquiridos na faixa de 10.001 a 2.001 cm™, com resolucdo de 4 cm™
e 32 varreduras, utilizando uma acessorio de reflectancia total atenuada com cristal
de ZnSe da PIKE Technologies acoplado a um espectrofotometro de infravermelho
com transformada de Fourier Spectrum 400 MIR/NIR da PERKIN ELMER, cedido
pela Perkin-Elmer, sendo obtido apenas um espectro para cada amostra.
Finalmente, os espectros NIRA foram adquiridos em duplicata na faixa de 8.890 a
4.200 cm™ utilizando o espectrdmetro FT-IR Spectrum 400 MIR/NIR da PERKIN
ELMER acoplado a um acessorio para transflectancia no infravermelho préximo,
utilizando um detector integrado de InGaAs estabilizado de alto desempenho. Os
espectros obtidos foram tratados por algoritmos de analise multivariada, utilizando-
se a Analise por Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamentos
Hierarquicos (HCA) através do programa computacional PIROUETTE 3.11 da
INFOMETRIX, visando verificar a similaridade entre as formulagdes dos diferentes
fabricantes, lotes e classificacdo (medicamentos de referéncia, genéricos e
similares). A aplicacdo destas técnicas por reflexdo no infravermelho (ATR/FTIR,
ATR/NIR e NIRA) junto as de analise multivariada (HCA e PCA), foram eficientes
para desenvolver uma metodologia simples, rapida e ndo destrutiva para a andlise

dos cremes contendo aciclovir, tendo como principal vantagem em relacdo as



metodologias usuais a ndo geragcdo de residuos, sendo adequadas ao controle e

inspecao de medicamentos industrializados.

Palavras-chave: aciclovir, espectroscopia por reflexdo no infravermelho,

espectroscopia por transflectancia no infravermelho, analise multivariada.



ABSTRACT

In this work, the Infrared reflectance spectroscopy associated with multivariate
analysis ware used to analyses of pharmaceutical formulation containing acyclovir, a
medicine chooses to treat herpes. There were acquired 25 ointment samples
containing 5 % of acyclovir, in which it has acquired 22 samples of national market
and 3 samples of Argentinean market. The ATR-FTIR spectra set was acquired in
the 4,000 a 650 cm™ range, with 4 cm™ resolution and 32 scans, using an attenuated
total reflectance accessory with a ZnSe crystal from PIKE Technologies attached to a
NICOLET Magna 550 spectrophotometer. The ATR-NIR spectra set was acquired in
the 10,001 to 2,001 cm™ range, with a resolution of 4 cm™ and 32 scans, using the
total attenuated reflectance accessory with ZnSe crystal of Pike Technologies
attached to a PERKIN ELMER Spectrum 400 MIR/NIR infrared spectrophotometer,
and obtained only one spectrum of each sample. Finally, the NIRA spectra set was
acquired in duplicate in the 8,890 to 4,200 cm* range, using the PERKIN ELMER
Spectrum 400 MIR/NIR infrared spectrophotometer attached to a accessory to
transflectance (NIRA), using a detector of INnGaAS stabilized with high performance.
The spectra obtained have been treated with computer tools of multivariate
analyses, using the principal components analysis (PCA) and hierarchical cluster
analysis (HCA) algorithms, treated with the PIROUETTE 3.11 of INFOMETRIX,
aiming to verify the similarity between the different pharmaceutical industries, lots
and type (medicines of reference, generic and similar). Independently of the
classification of the medicine as generic, similar or reference, all samples from the
same laboratory always clustered, indicating that generic and similar medicines from
them present similar compositions, showing that it might be the same medicine with a
different label. The application of this infrared techniques (ATR/FTIR, ATR/NIR and
NIRA) with the multivariate analyses (PCA and HCA) have been efficient to develop
simpler, faster and non-destructive methodologies for the analysis of ointments
containing acyclovir commercialized in Brazil and Argentina, highlighting the
potentiality of these techniques in the control and inspection of industrialized

medicines in these countries.

Key-words: acyclovir, infrared spectroscopy, multivariate analysis.
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INTRODUCAO

O aumento do numero de laboratérios que produzem medicamentos vem
causando uma preocupacdo em relacdo ao controle de qualidade, pois
medicamentos fora de suas especificagcbes podem proporcionar risco ao paciente,
em especial, se este ndo for de procedéncia adequada ou estiver fora das
especificacoes desejadas. Isto ocorre devido a substituicio do medicamento pelo
placebo, que ndo contém a substancia ativa, ou por reducdo na quantidade da
substancia ativa, o que diminui, ou anula a acdo medicamentosa. Por isso, &
necesséario haver um controle de qualidade do produto desde sua fabricacdo até o

consumidor final.

O controle de qualidade em industrias farmacéuticas faz parte de um conjunto
de acBes denominadas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), dirigida no sentido de
diminuir os riscos inerentes a cada etapa do processo e podem ser divididas em
duas etapas bem caracteristicas: o controle de qualidade da formulacdo durante o
processo de producédo e o controle de qualidade do produto final. Para as duas
etapas, ha exigéncia, por parte dos 6rgaos reguladores, de métodos de analise
confiaveis e robustos e que possam ser utilizados na rotina para assegurar a
qualidade do produto final (BRASIL, 2003).

Neste sentido o uso de técnicas analiticas modernas € capaz de determinar a
composicdo do farmaco, de forma qualitativa ou quantitativa, sendo muito utilizadas

em inddstrias com o objetivo de controlar a qualidade destes.

Por outro lado, o desenvolvimento de métodos alternativos que possam ser
utilizados em controle de processos sdo Uteis, uma vez que substituem uma das
etapas no controle desses produtos, permitindo a determinacédo, em menor tempo, e
reduzindo os custos referentes ao consumo de reagentes (TREVISAN & POPPI,
2006).
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O presente trabalho justifica-se pelo estudo de metodologias analiticas capazes
de analisar medicamentos inferindo sobre as diferengas e semelhangas nas
formulacbes, viabilizando a possivel falsificacdo e alteracdo ou reducdo na

quantidade da sua substancia ativa.

Para tanto foram desenvolvidas metodologias de analise para o aciclovir,
farmaco empregado no tratamento do herpes, baseadas na reflexdo no
infravermelho, constituindo-se em métodos rapidos e eficientes, que apresentam
resultados adequados e necessitam uma pequena quantidade de amostra. Além
disto, sdo aplicadas analises estatisticas de dados multivariados (andlise
quimiométrica), como a analise por componentes principais (PCA) e analise por
agrupamentos hierarquicos (HCA), cujos resultados permitem inferir sobre a
similaridade das formulagbes farmacéuticas comercializadas nos mercados nacional

e argentino.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo verificar a similaridade diferentes
formulacbes de medicamentos contendo aciclovir na forma creme, empregando
espectros de reflexdo no infravermelho em associacdes com as técnicas de analise

por componentes principais (PCA) e andlise por agrupamentos hierarquicos (HCA).

1.2 Objetivos especificos

a) Empregar a espectroscopia por reflectancia total atenuada no infravermelho
médio com transformada de Fourier (ATR/FTIR) para construcdo de métodos
alternativos para comparar as diferentes formulacdes de aciclovir em medicamentos

comercializados;

b) Avaliar a semelhanga entre as diversas formulagdes de aciclovir
comercializadas no Brasil (medicamentos de referéncia, similares e genéricos)
empregando PCA e HCA,;

c) Comparar os dados obtidos por espectroscopia no infravermelho médio
(ATR/FTIR) com dados obtidos por espectroscopia no infravermelho proximo como
NIRA e ATR/NIR.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Herpes € uma doenca que aparece e desaparece sozinha, dependendo de
certos fatores como estresse, cansaco, esforco exagerado, febre, exposicédo ao sol,
traumatismo e menstruacdo. Existem dois tipos de herpes: o simples, mais comum,
que aparece esporadicamente e ndo tem cura, 0 herpes zoster que ataca apenas
uma vez e imuniza a pessoa. Nas Figuras 1 e 2 podem ser observados exemplos de

lesGes causadas por herpes (Herpes labial e Herpes Zoster).

Figura 1 : Herpes Labial: Edema e lesdes Figura 2: Herpes Zoster: Lesdes vesiculosas

vesiculosas agrupadas labio superior Fonte: LUPI, O. (2000, p.233-54).
Fonte: LUPI, O. (2000, p.233-54).

O virus do herpes simples, Herpesvirus hominis, determina quadros variaveis
benignos ou graves. E uma doenca universal. Ha dois tipos de virus: tipo-1,
responsavel por infeccbes face e tronco, e o tipo-2, relacionado as infec¢des na
genitdlia e de transmissdo geralmente sexual. O herpes genital ocorre o
aparecimento de vesiculas agrupadas, aparecem no pénis, vulva ou anus. O quadro
pode ser acompanhado de febre, cefaléia e linfoadenopatia. Entretanto ambos

podem infectar qualquer area da pele e mucosa (SAMPAIO, 2001).

Dentre os medicamentos disponiveis para “tratar” o herpes, encontra-se 0

aciclovir que é amplamente comercializado no Brasil e no mundo.
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2.1 Aciclovir

O aciclovir é o protétipo dos farmacos anti-herpédicos. Apresenta maior
especificidade do que outros medicamentos utilizados para o virus do herpes. Os
virus herpes simples tipos 1 e 2, o virus zoster da varicela e algumas infec¢des
mediadas pelos virus Epstein-Barr sdo sensiveis ao aciclovir. O uso mais comum do
aciclovir é no tratamento das infec¢des genitais por herpes. Também é administrado
profilaticamente em pacientes soropositivos antes do transplante de medula 6ssea e
apOs transplantes cardiacos para proteger os individuos durante o tratamento
imunossupressor pos-transplante (HOWLAND & MYCEK, 2007).

O
N
NN
H,N N '\L
OH
O/\/
Aciclovir

Figura 3 — Estrutura quimica do aciclovir

Fonte : Farmacopéia Brasileira (2002, p. 172).

2.2 Mecanismo de agéo e dosagem

O mecanismo de acdo do aciclovir ocorre pela acdo catalitica das timidino-
quinases dos virus herpes simples e varicela zoster, as quais o farmaco se liga 200
vezes mais firmemente que a enzima celular. O aciclovir é convertido em
monofosfato de aciclovir, um nucleotidio, que é convertido ao difosfato pela
guanilato-quinase e ao trifosfato por varias enzimas celulares. O trifosfato interfere
com a polimerase do virus citado e inibe a replicacdo do DNA, o que provoca a
morte do virus. Esta acdo é seletiva e para inibir o crescimento das células do
hospedeiro seria necesséria uma concentragdo 3.000 vezes maior que a atingida no

virus (KOROLKOVAS, 2003).
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Este quimioterdpico antiviral (aciclovir), quando administrado por via oral, €
parcialmente absorvido pelo trato gastrintestinal e sua absorcdo nao é
significativamente afetada pelo alimento. Amplamente distribuidos aos tecidos e
fluidos organicos, possui uma baixa ligacdo as proteinas plasmaticas (9 - 33%),
atravessa a barreira placentéria, sofre biotransformacdo hepatica, dando um
metabalito inativo, excretada quase totalmente pela urina, por filtracdo glomerular e
secrecao tubular (KOROLKOVAS, 2003).

O medicamento aciclovir € comercializado na forma de comprimidos, pomadas,
cremes e solucdes injetaveis. Segundo a Anvisa estdo disponiveis no mercado
nacional apresentacfes classificadas como medicamento genérico, medicamento

similar e medicamento de referéncia.

2.3 Biosdisponibilidade e Bioequivaléncia

Apos a administracéo oral de um medicamento, os dados resultantes da coleta
e analise do conteudo do farmaco em amostras sanguineas em intervalos
determinados comp&em um grafico (Figura 4) que produz o tipo de curva de
concentracdo de farmaco. O eixo vertical mostra a concentracdo sanguinea (sérica
ou plasmatica) e o0 eixo eixo horizontal representa 0 tempo em que as amostras
foram obtidas depois da administracdo (ANSEL et al., 2000; SHARGEL et. al., 2004).
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Figura 4 — Curva de concentracdo sérica vs. tempo, mostrando a elevacdo maxima de

concentracao e a area sob a curva

Fonte: (ANSEL et al., 2000).

No momento que o farmaco € administrado por uma via nao sistémica (tempo
zero) a concentragdo sanguinea também deve ser zero. Quando passa pelo
estbmago e/ou o intestino, no caso da via oral, € liberado na forma farmacéutica e
finalmente se dissolve e é absorvido. Conforme a amostragem e a analise
prosseguem, as amostras sanguineas revelam concentracdes crescentes do
farmaco até que a concentracdo méaxima seja atingida. A seguir a concentragdo do
farmaco do sangue diminui progressivamente e, se nao forem administradas outras
doses, no final cai para zero. Esta diminuicdo indica que a velocidade de eliminacdo
do farmaco da corrente sanguinea é maior que a de absorcdo para o sistema
circulatorio. No entanto, a absor¢do ndo termina depois da concentragdo maxima ser
atingida, podendo continuar por um certo periodo. De modo similar o processo de
eliminacdo € continuo (ANSEL et al., 2000; SHARGEL et. al., 2004).

Para os produtos considerados equivalentes farmacéuticos, o primeiro objetivo

€ demonstrar a equivaléncia terapéutica de um medicamento em relacdo ao seu
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medicamento de referéncia, o que normalmente pode ser feito por meio da

determinacao do nivel sanguineo do farmaco e excre¢édo na urina (ANVISA, 2009).

Em relacdo ao medicamento de referéncia, o produto inovador registrado no
orgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no Pais, cuja
eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao 6rgao
federal competente, por ocasido do registro. Para ser considerado genérico, a forma
farmacéutica proposta deve ser equivalente ao produto farmacéutico e
bioequivalente ao de referéncia. Sendo que, equivalentes farmacéuticos sdo aqueles
produtos que tém a mesma substancia ativa, na mesma quantidade, com forma
farmacéutica, via de administragdo e rotulagem similares. Devem atender os
mesmos padroes de qualidade, como aqueles existentes na United States
Pharmacopeia (USP), e serem produzidos segundo as diretrizes de BPF (ANVISA,
2009).

Em relacdo aos medicamentos similares, segundo a ANVISA, sao aqueles que
contém a mesma ou as mesmas substancias ativas e apresentam a mesma
concentracdo, forma farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacao
terapéutica, preventiva ou diagnéstica do medicamento de referéncia registrado no
orgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo diferir somente em
caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade,
embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por

nome comercial ou marca (ANVISA, 2009).

2.4 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho € uma das técnicas analiticas mais
importantes, pois sua area de aplicacdo envolve medicamentos, identificacdo de

compostos organicos e inorganicos, analise de misturas complexas, entre outras.
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A energia do infravermelho corresponde a regido do espectro eletromagnético
situada na faixa de ondas entre 14.290-200 cm™. O infravermelho préximo, de
14.290-4.000 cm™, com aplicacdo principalmente em andlises quantitativas de
amostras de matrizes complexas, € o que tem recebido mais atencao nestes ultimos
anos. Ja a faixa do infravermelho médio (4.000-400 cm™) é preferencialmente
utilizada na andlise qualitativa e na avaliacdo da pureza de muitas substancias, em

especial das substancias ativas empregados nos medicamentos (BARBOSA, 2007).

A absor¢do da radiacdo no infravermelho estéa restrita a espécies moleculares
que apresentam pequena diferenca de energia entre os diversos estados
vibracionais ou rotacionais, ja que nao possui energia suficiente para promover
transicOes eletrbnicas como radiacao ultravioleta ou visivel. Portanto para que uma
molécula absorva radiacdo no infravermelho é necesséario que exista alteracdo no
momento dipolo elétrico como conseqiéncia de seu movimento vibracional ou

rotacional, resultando em absorc¢éo de energia radiante (SKOOG et al., 1998).

Dois tipos principais de vibragdes podem ocorrer a partir da absorcdo da
radiacdo no infravermelho: deformacbes axiais (estiramento) e deformagbes
angulares. Uma vibragdo de deformacdo axial consiste na mudanca continua na
distancia interatdbmica ao longo do eixo da ligacéo entre dois atomos, aumentando e
diminuindo alternadamente, podendo ser de dois tipos: estiramento simétrico (Vas)
gue provoca um movimento harmoénico da distancia interatdmica e o0 estiramento
assimétrico (vas) que promove um movimento desarménico da distancia interatbmica.
As vibracfes de deformacéo angular consistem na mudanca do angulo entre duas
ligacdes, podendo ser classificadas em quatro tipos de vibra¢cdes fundamentais (que
apresentam denominagfes caracteristicas em relacdo ao movimento): deformacao
angular simétrica no plano (p;balanco) e fora do plano (w, sacudida), e deformacao
angular assimétrica (8, tesoura) e fora do plano (1, tor¢do), (SKOOG et al., 1998),

Figura 5.



23

Balan¢o no plano Tesoura no plano

o a
it it

+ 1 D -
i H

Sacudida fora do plano Torgdo fora do plano

i
1

il

1"""‘ |
/N

Simetrico Assimésrico

2
\\
/ il
\W

Figura 5 : Principais tipos de vibracdes no infravermelho.
Fonte: SKOOG et al., 1998

A combinacdo da transformada de Fourier e da nova geometria dos
espectrofotometros com a utilizacdo do interferémetro de Michelson vem
contribuindo para o avanc¢o da espectroscopia no infravermelho médio como técnica

para analise quantitativa.

Os principios do interferometro de Michelson, tanto para as aquisices de

espectros realizadas na regido do infravermelho médio, quanto nas analises que
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empregam a regido do infravermelho proximo, estdo sendo amplamente

empregados em varios trabalhos (FERRAO, 2001).

Uma experimentacdo recente da técnica foi apresentado no trabalho de Sabin
et al.(2003), no qual foi aplicado para a identificacdo de diferentes concentracdes de

farmacos antidepressivos, obtendo resultados satisfatérios.

Outra aplicacdo recente € a identificacdo de diferentes formulacdes de
medicamentos manipulados contendo piroxicam, empregando espectros de reflexdo
difusa no infravermelho com transformada de Fourier (DRIFTS), em associa¢cdo com
a técnica de HCA. Onde os resultados demonstram que a técnica de DRIFTS em
conjunto com HCA constituiu uma alternativa para o controle de qualidade dos

processos de producdo de medicamentos (PARISOTTO et al., 2005).

O uso dos espectros de reflexdo difusa no infravermelho com transformada de
Fourier (DRIFTS), junto a analises quimiométricas podem ser empregados como
alternativa na dosagem de diclofenaco de potassio, agregando como vantagens
frente aos métodos usuais, a ndo geracdo de residuos, a facil realizacdo de analise
e baixo custo operacional (SOUZA & FERRAQ, 2006).

O interferometro de Michelson (Figura 6) consiste basicamente em dois
espelhos planos posicionados perpendicularmente um ao outro, sendo um deles fixo
e 0 outro movel. Um espelho semitransparente (denominado separador de feixes) é
alinhado com a fonte de radiacdo. Esse separador € formado por um material tal
que, quando a radiacao o atinge, 50% é transmitido para o espelho movel e 50% é
refletida no espelho fixo. Os dois raios sao refletidos por esses espelhos, retornando
ao separador de feixes, onde se recombinam e sofrem interferéncia. E claro que
novamente 50% da radiacdo que chega ao divisor de feixe é refletida em direcao a
fonte. O raio que emerge do separador de feixe em dire¢cdo a amostra, e em seguida
ao detector, € denominado de radiagdo transmitida. O movimento do espelho
produz uma diferengca de caminho O6ptico nos dois bragos do interferémetro,
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conhecido como retardo 6ptico (a). O retardo Gptico é igual a duas vezes x (a = 2x),
sendo x a distancia deslocada pelo espelho. Isso ocorre uma vez que a radiacao tem
uma distancia adicional x para alcancar o espelho e outra distancia x, para retornar

ao ponto onde o espelho se encontrava antes de se mover (BARBOSA, 2007).

Apéds a construcao do interferograma, utilizam-se procedimentos matematicos,
a FT para obtencdo de um espectro convencional, passivel de interpretacao
(BARBOSA, 2007; VOORT, 1992). A partir do tratamento matematico do sinal pela
FT, os espetros apresentam melhor razdo sinal-ruido, sendo obtidos em poucos
segundos, com maior resolucdo e precisdo nas medidas de numero de ondas
(HARRIS, 1999).

Espectros que operam na regidao do infravermelho médio podem fornecer
espectros a partir de dois modos distintos relacionados a forma como a radiacao

atinge a amostra: transmissao ou reflexdo (BARBOSA, 2007)
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Figura 6 - Esquema ilustrativo para o interferometro de Michelson e do espectro

resultante da aplicacéo da transformada de Fourier. (adap. ref: VOORT, 1992)
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2.4.1 Principais técnicas de reflexdo no infraverme  Iho

Segundo a maioria dos autores (BARBOSA, 2007), trés métodos de reflexao
no infravermelho tém apresentado aplicacdes praticas na aquisicdo de espectros
que contenham informacgdes quimicas de determinada matriz. Sdo eles: o método
por reflexdo especular (ou externa); o método por reflexdo difusa (DRIFTS); e o

meétodo por reflexao total atenuada (ATR).

a) Reflexao especular

Esta técnica ndo é muito popular em espectroscopia no infravermelho, pois ha
de se considerar o seu potencial de utilizacdo, uma das razdes esta na forma dos
espectros que, em geral, sdo muito diferentes daqueles quando os espectros sao

visualizados no formato de transmitancia ou absorbancia.

As aplicagbes mais comuns do método de reflexdo especular envolvem
estudos diretos de filme, revestimentos de superficie, contaminantes de superficies
diversas, incluindo metais. Essas medidas sdo denominadas de transflectancia ou
absorcao reflexdo. A radiacdo passa pela amostra duas vezes, uma, ao penetrar na
amostra e outra, ao ser refletida. Isto resulta em um espectro duas vezes mais
intenso do que o obtido pelo método de transmitancia normal, através de um filme
(BARBOSA, 2007).

b) Reflexao difusa

A aplicacao dessa técnica tem sido realizada associada aos equipamentos que
operam no infravermelho proximo, geralmente designada de espectroscopia de
reflexdo no infravermelho préximo (NIRS ou NIRR); ou associada aqueles que
operam na regiao do infravermelho médio, sendo conhecida por espectroscopia por
reflexdo difusa no infravermelho médio com transformada de Fourier (DRIFTS, do

inglés diffuse reflectance infrared Fourier transform spectroscopy).
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A espectroscopia por refletancia difusa é, em geral, observada em amostras
sélidas pulverizadas, sendo sua aplicacdo muito difundida na literatura. Ela pode ser
utiizada em equipamentos que operam na regido do infravermelho proximo
(OSBORNE & FEARN, 1986; STARK et al.,, 1986; WILLIAM & NORRIS, 1987;
PASIKATAN et al., 2001; PASQUINI, 2003).

Observa-se a refletancia difusa quando uma luz incide em uma matriz
descontinua, penetra na amostra (pd, solido, placa ou filme) e reflete trazendo
informagdes espectrais. O caminho percorrido pela luz no interior da matriz pode ser
considerado aleatdrio devido a multiplas reflexdes. Algumas destas reflexdes, apos
percorrerem o interior de algumas particulas, constituem a amostra. Desta forma, a
luz refletida pode ser atenuada por absor¢cdo e o espectro resultante € similar ao
obtido através da técnica no infravermelho por transmissdo utilizando brometo de

potassio (KBr).

Uma importante diferenca se da entre a transmissao e a refletancia devida ao
diferente caminho Optico percorrido pela luz. Enquanto que na transmissao o
caminho éptico é constante para todo nimero de onda, na refletancia, por sua vez, o
caminho pode ser variavel. Em regides do espectro onde a amostra absorve
fracamente a luz, penetra mais fundo na matriz e o contrario acontece quando ha
forte absorcdo. Portanto, ao se comparar o espectro obtido por transmissao
(pastilhas de KBr) com o obtido por refletancia, as intensidades relativas das bandas
serdo diferentes. Por exemplo, as bandas fracas no espectro da transmisséo

aparecem mais fortes na refletancia.

E importante salientar que em um experimento de refletancia difusa sera
observada também a reflexdo especular, sendo a mais importante aquela que ocorre
na interface da superficie da matriz. Ela também ocorre nas faces das particulas,
mas o efeito pode ser minimizado pela reduc¢do do tamanho da particula. A reflexéo
especular é de maior intensidade na regido onde a amostra apresenta forte
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absorcdo e, neste caso, podem ocorrer severas distorcbes no espectro obtido
(FERRAO, 2001).

Deve-se ressaltar a diferenca marcante entre infravermelho médio e proximo.
No infravermelho proximo, as distorcbes nos espectros sao quase que
imperceptiveis, enquanto que no infravermelho médio, sdo mais freqientes. Uma
maneira de contornar esse efeito indesejado € diluindo as amostras numa matriz
nao-absorvente, como KBr (OLINGER & GRIFFITHS, 1993; PASIKATAN et al.,
2001).

c) Reflexao total atenuada (RTA ou ATR)

A reflexdo total atenuada (ATR), por sua vez, € uma técnica de amostragem
rapida que requer uma minima preparacdo da amostra e, além disso, apresenta facil
obtencéo de espectros de materiais espessos e fortemente absorventes e dificeis de
serem analisados através da espectroscopia por transmissdao (OLINGER &
GRIFFITHS, 1993).

Esta técnica caracteriza-se pelas multiplas reflexdes de radiacao infravermelha
que ocorrem no interior de cristais, de materiais com alto indice de refracdo como,
por exemplo, o seleneto de zinco (ZnSe), interagindo apenas com a amostra que

estiver superficialmente no cristal (FERRAO, 2001).

O principio deste tipo de espectroscopia baseia-se na ocorréncia de reflexédo
com a passagem de um feixe de radiacdo de um meio mais denso (cristal de ATR)
para um menos denso (amostra). A fracdo do feixe de luz incidente refletida
aumenta de forma direta e progressiva ao angulo de incidéncia. A reflexado torna-se
completa quando excede um determinado angulo critico. Conforme observacgdes
experimentais, no ponto de reflexdo, o feixe atua como se penetrasse uma pequena
distancia dentro da amostra (Figura 7). A profundidade de penetracdo (dp) é dada

pela equacéo 1:
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dp= (1)

onde: n; = indice de refracdo (cristal ATR); nz = indice de refragdo (amostra); 6= o0
angulo de incidéncia; A = o comprimento de onda da radiacao.

A radiacdo de penetracdo € chamada de onda evanescente. Se a amostra
absorve determinado comprimento de onda evanescente, ha uma atenuagdo do
feixe ao comprimento de ondas e que corresponde as bandas de absor¢cdo no

infravermelho. E em fungéo deste mecanismo que surge o espectro

Elemento
De ATR

Amostra

Decaimento

N3 do Campo

z E/E,

Figura 7 - Representacdo da propagacdo da radiacdo infravermelha através do
elemento de ATR. Fonte: (Adap. Mirabella,1985) .

A dificuldade de obter-se uma boa reprodutibilidade no contato da amostra com
0 elemento de ATR é um fator de limitacdo dessa técnica. Isto é observado na
variacdo da intensidade das bandas com a pressao aplicada. Conforme a presséo
empregada, aumenta-se a eficiéncia de contato e, por conseguinte, as intensidades
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das bandas. Um outro fator que influencia na intensidade das bandas para uma boa
reprodutibilidade € a &rea de contato entre o cristal e a amostra. Para aferirem-se as
medidas quantitativas deve-se colocar toda a area do cristal em contato com a
amostra (FERRAOQ, 2001).

2.5 Anélise multivariada

A analise multivariada é a rigor, qualquer abordagem analitica que considere o
comportamento de duas ou mais variaveis simultaneamente, num vasto campo do
conhecimento que envolve uma grande multiplicidade de conceitos estatisticos e
matematicos (PEREIRA, 1999). Essa area da quimiometria desenvolve ferramentas
computacionais que permitem explorar os resultados obtidos por meio de analises
quimicas, a fim de verificar a existéncia de similaridades entre as amostras que, por
sua vez, correspondem as semelhancas na composicdo (CORREIA & FERREIRA,
2007).

Na andlise multivariada a representacdo grafica de todo o conjunto de dados
facilita a interpretacdo dos resultados. Trabalha-se com os algoritmos para a
realizacdo das andlises e para elaboragéo destes graficos.

Os meétodos de analise multivariada aplicados na modelagem de informacéo
guimica fazem parte da area da quimiometria e sdo assim denominados, pois no
caso da espectroscopia permitem manipular dados de absorbancia espectrais
associados a uma ou mais freqiéncia a0 mesmo tempo. Estes métodos tém,
recentemente, possibilitado modelar propriedades quimicas e fisicas de dados

simples e complexos a partir de dados espectrais (ZAMORA et al.; 2005).

As andlises qualitativas e quantitativas de medicamentos, utilizando
espectroscopia na regido do infravermelho, expandiram-se a partir do momento em
gue os dados gerados por um espectrofotometro FT-IR puderam ser digitalizados,
habilitando os métodos estatisticos na resolucdo de problemas da analise quimica. A
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possibilidade de utilizar varias freqiéncias do espectro tem aumentado o tipo de
amostras que podem ser analisadas por espectroscopia no infravermelho
(PASQUINI, 2003).

2.5.1 Tratamento e pré-processamento dos dados

Uma etapa anterior a utilizacdo dos dados para construcdo de modelos de
calibracdo refere-se a transformacdo dos mesmos, com objetivo de distribui-los
adequadamente, possibilitando a extracdo de informacgfes Uuteis e facilitando a
interpretacdo (FERREIRA, 2002). A transformacéo de dados multivariados consiste

basicamente em:

a) tratamento, ou seja, remocdo de varidveis ndo desejadas como efeito de
espalhamento, mudanca na linha de base ou fatores externos nao controlaveis
(GELADI & KOWALSKI, 1985). Dentre os tratamentos comumente aplicados aos
dados espectroscépicos temos a correcao da variagdo normal padréo (SNV). Nesse
procedimento cada espectro é corrigido individualmente sendo os valores centrados
e posteriormente escalados pelo desvio padrédo calculado dos valores espectrais
individuais e usado para remover a variacdo da inclinacédo e corrigir os efeitos do
espalhamento da radiacdo (SAMISTRARO, 2008).

b) pré-processamento, que permitem comparar as variaveis em diferentes
dimensdes. Os pré-processamentos mais utilizados consistem em centrar os dados
na média, ou seja, subtrair cada intensidade do respectivo valor médio para cada
comprimento de onda, e autoescalar os dados, ou seja, centrar os dados na média e
dividir pelo respectivo desvio padréo (GELADI et. al., 1985).
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2.5.2 Andlise por agrupamentos (HCA)

Esta técnica reune individuos ou objetos em grupos, tais que, os objetos do
mesmo grupo sdo mais parecidos uns com o0s outros, do que, com 0s objetos de
outros grupos. A idéia € maximizar a homogeneidade de objetos dentro de grupos,
ao mesmo tempo em que se maximiza a heterogeneidade entre os grupos. O foco
da andlise de agrupamento € a comparacdo de objetos com base na variavel
estatistica e ndo na estimacao da variavel estatistica em si, tornando a definicdo da

variavel estatistica feita pelo pesquisador um passo critico na analise (HAIR, 2005).

A técnica de agrupamento hierarquico (Hierarchical Cluster Analysis - HCA) é
uma ferramenta excelente para analise preliminar dos dados, sendo util para
determinar a semelhanca entre objetos e identificar amostras anémalas. O método
relaciona amostras de forma que as mais semelhantes sdo agrupadas entre si com

relacdo as variaveis usadas no processo de agrupamento (MORGANO et al., 1999).

A HCA consiste no tratamento matematico de cada amostra como um ponto no
espaco multidimensional descrito pelas varidveis escolhidas. Nesta técnica é
possivel tratar cada variavel como um ponto no espa¢o multidimensional descrito
pelas amostras, ou seja, pode-se ter agrupamento de amostra ou de variaveis de
acordo com o interesse de cada situacdo. Quando uma determinada amostra é
tomada como um ponto no espago das variaveis, € possivel calcular a distancia
deste ponto a todos os outros, constituindo-se assim uma matriz que descreve a
proximidade entre todas as amostras estudadas (MOITA NETTO, 2004). Para
proceder a esta classificacdo, € necessario definir matematicamente o conceito de
proximidade, ou seja, a distancia entre dois objetos. Entre as medidas mais usuais
para estabelecer o conceito de distancia n e m, destacam-se o coeficiente de

correlacdo de Pearson, a distancia Euclidiana e a distancia de Manhattan.

Segundo Moita Netto (2004), existem varias maneiras de aglomerar

matematicamente estes pontos no espagco multidimensional para formar os



agrupamentos hierarquicos. Cada um corresponde a um algoritmo especifico, ou
seja, 0 modo particular como os calculos serao feitos pelo computador, que usa as
informacdes da matriz de proximidade para criar um dendrograma de similaridade. A
interpretacdo de um dendrograma de similaridade entre amostras fundamenta-se na
seguinte intuicdo: duas amostras proximas devem ter também valores semelhantes
para as varidveis medidas, isto é, devem ser préximas matematicamente no espacgo
multidimensional. Portanto, quanto maior a proximidade entre as medidas relativas

as amostras, maior a similaridade entre elas.

O dendrograma hierarquiza esta similaridade de modo que se pode ter uma
visdo bidimensional da similaridade ou dissimilaridade de todo o conjunto de
amostras utilizado no estudo. Quando o dendrograma construido é das variaveis, a
similaridade entre duas variaveis aponta forte correlacdo entre estas variaveis do
conjunto de dados estudado. Os dendrogramas de amostras sdo mais comuns e

geralmente mais aplicados nas areas quimica e farmacéutica.

Este método tem por finalidade verificar a semelhanca entre as linhas
(amostras) de uma matriz de dados (espectros), calculando-se a distancia no espacgo
n-dimensional (variaveis), na maioria das vezes, a distancia Euclidiana, conforme

equacao 2.

dyp = i(xai = Xpi )2 (2)

i=1

s

O resultado é apresentado na forma grafica denominado dendrograma
(FERREIRA, 2002; SABIN et al., 2003) assemelhando-se a uma estrutura em forma
de arvore, sendo que du, corresponde a distancia entre 0s pontos a e b, € dmax
representa a distancia entre qualquer par de pontos (amostras), onde s&o

informadas a similaridade conforme equacéo 3 .
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max (3)

Utilizam-se varios métodos para calcular a similaridade entre as amostras. No
presente estudo foram empregados os métodos de construcdo simples, incremental

e flexivel definidos pelas equacdes 4, 5 e 6, respectivamente (INFOMETRIX, 1999).

dab:c = O’Sdac + O’Sdbc - O’5|dac - dbc| (4)
((na + nc)dsc + (nb + nc )dsc - nc defb )}é
dab:c = (5)
n,+n,+n,
d,,_. =(0625d2 +0625d2 +0,25d2 )2 ()

2.5.3 Andlise por componentes principais (PCA)

A andlise dos componentes principais € uma técnica estatistica poderosa, que
pode ser utilizada para reducdo do numero de variaveis, e para fornecer uma visdo
estatisticamente privilegiada do conjunto de dados. Fornece as ferramentas
adequadas para identificar as varidveis mais importantes no espaco dos
componentes principais. Os fundamentos da andlise dos componentes principais
serdo apresentados escrevendo passos matematicos e estatisticos a partir das
necessidades de interpretacdo adequada da matriz de dados. O entendimento
exaustivo do assunto requer conhecimento de operacdes como matrizes, por isso,
opta-se por uma abordagem conceitual usando as nocoes de algebra linear (MOITA
NETTO, 2004).

Aplicando-se um algoritmo de PCA num conjunto de variaveis como, por
exemplo, espectros no infravermelho, o conjunto original dessas variaveis €
substituido por um novo conjunto de variaveis denominadas de componentes
principais (CPs). A principal caracteristica desse novo conjunto é a ortogonalidade,

porém, € facilmente reconstruido a partir da combinacdo linear das variaveis
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originais (espectros). Como vantagem, o novo conjunto de varidveis (CPs)
geralmente concentra a maior parte de informacédo (variancia) em poucas variaveis,
diminuindo, assim, a dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da
informacdo quimica. A maioria dos aplicativos disponiveis utiliza a técnica de
decomposicdo do valor singular (SDV) para obter as CPs, sendo, neste caso, a
primeira componente principal (CP1), definida na direcdo (eixo) de maior variancia
do conjunto de variaveis originais. De forma decrescente em termos de variacdo sao
definidas as demais componentes principais, que serdo sempre ortogonais a CP1 e

entre si.

Por exemplo, um sistema que seja reduzido a 3 CPs (CP1, CP2 e CP3) se
assemelha ao sistema cartesiano de coordenadas e em que todos 0s eixos serao
linearmente independentes, isto €, ortogonais entre si. Para 0s casos de conjuntos
de espectros, considera-se inicialmente matriz de dados X (m x n), sendo que “m”
corresponde ao numero de amostras (espectros) e “n” o numero de variaveis
(frequéncias do espectro), que pode ser decomposta em 3 outras matrizes, U, Se V
(FERREIRA et al., 2002), conforme equacéao 7.

X = USV! (7)

s

As colunas de “U e V” sé@o ortogonais. A matriz “V” € a matriz dos pesos, em
gue a primeira coluna contém os pesos de PC1 e assim por diante. O produto “U x
S” corresponde a matriz “T” dos escores. Por fim, “S” € matriz diagonal, cujos
elementos (valores singulares) contém informacdes sobre a quantidade de variancia
gue cada componente principal descreve. A matriz “S” é importante na determinacao
da dimensionalidade intrinseca da matriz de dados, podendo os analistas definir
guantas CPs ou fatores devem ser utilizados para analises posteriores. Os
autovalores que forem pequenos serdo excluidos e as informacgbes relevantes
podem, de alguma maneira, ser separadas, eliminando-se, assim, 0s ruidos

experimentais.
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Dentre as aplicacdes da andlise exploratoria podemos citar o trabalho de
Ferreira et al. (2002) avaliando os teores de Ca, Cu, K, Mg, Na, P e S determinados
simultaneamente em sucos e refrigerantes de uva utilizando espectrometria de
emissado Otica com plasma de argonio induzido (ICP-OES) como técnica analitica.
Os dados obtidos foram submetidos a dois métodos de analise exploratdria: analise
de componentes principais (PCA) e analise hierarquica de agrupamentos (HCA). A
analise exploratéria mostrou-se util para o tratamento dos dados em questéo,
produzindo informacdes que dificilmente seriam visualizadas diretamente na matriz

de dados.

2.6 Aplicacdes do NIR na analise de medicamentos

Os métodos de andlise convencionalmente usados no controle de qualidade de
medicamentos tanto pela industria farmacéutica quanto pelos o6rgaos de fiscalizacao
sao principalmente a titulacdo classica e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Estes métodos séo lentos, destrutivos, invasivos, apresentam um alto custo
de operacdo e de manutencdo e geram residuos quimicos prejudiciais ao meio-
ambiente. Para superar estes inconvenientes, uma boa alternativa € o
desenvolvimento de métodos analiticos baseados no uso da espectroscopia no
infravermelho proximo, que aliada a métodos quimiométricos tem sido considerada
uma boa alternativa para as analises quantitativas aplicadas ao controle de

gualidade de medicamentos (BURNS & CIURCZAK, 2001).

2.7 Infravermelho e analise multivariada na identif  icacdo de medicamentos

A espectroscopia no infravermelho tem extensa aplicacdo na identificacdo de
compostos quimicos, sendo a regido entre 1200 a 700 cm™ do espectro conhecida
como “regido de impressdao digital”, a regido que contém maior informacédo sobre os
compostos organicos, em particular agueles que apresentam atividade bioldgica.
Industrias de diferentes setores fazem o0 uso da espectroscopia no infravermelho

meédio para identificacdo de matérias-primas, principalmente devido a facilidade de
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obtengdo dos espectros, manuseio minimo da amostra e baixo custo de analise

guando comparado as técnicas classicas de quimica umida (WATSON, 1999).

Entretanto, a maior parte dos trabalhos publicados nos ultimos anos em relacao
a determinacdo quantitativa de compostos quimicos (como farmacos ou excipientes)

em produtos farmacéuticos, utilizam a regido do NIR (ROGGO et al., 2007).

Outra aplicacdo recente da espectroscopia do NIR descreve uma técnica
rapida e analitica que oferece muitas vantagens para a extensdo de aplicacbes
industriais. O desenvolvimento recentes no dominio farmacéutico onde pode ser
aplicado a partir de material industrial bruto para a liberagcdo do produto final. As
caracteristicas do NIR permitem que a técnica seja implementada como um
processo analitico tecnolégico (PAT). Além disso, recentes desenvolvimentos abrem
as perspectivas de inUmeras aplicagbes na area de andlise de imagens no NIR,
(LUYPAERT et al., 2007).

O uso do NIR tem permitido, ainda, avaliar o polimorfismo presente em
determinados farmacos, pois possibilita o desenvolvimento de modelos de
calibragdo multivariada com a capacidade de quantificar polimorfos em uma mistura
(BLANCO, et al., 2000),(BLANCO, et al., 2004) (BRAGA & POPPI, 2004).

A pureza polimorfica de medicamentos é de um grande interesse farmacéutico
onde frequentemente dita sua biodisponibilidade. Estudos revelam um eficiente e
rapido método para a determinacdo de polimorfo azitromicina utilizando
espectrometro infravermelho (NIR). O medicamento ¢é caracterizado pela
comparagcdo com um espectro laboratorial NIR que permite determinar se, o
montante de uma forma cristalina contida em um exemplar ndo cristalino de

azitromicina, excede niveis permitidos. (BLANCO et al., 2004).

hY

No que se refere a aplicagdo da espectroscopia molecular no estudo de
formulages tipo creme (pomada), poucos trabalhos tem sido publicados. Em 2004,
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Luypaert et al. apresentam numa revisdo a possibilidade da combinacdo de NIR com
algum método quimiométrico, e é investigado com uma técnica para classificar
exemplos de estudo clinico de uma pomada. Neste estudo, a influéncia de diferentes
métodos na remocao de variacdes espectrais, devido a algumas fontes, foram
investigadas. Os métodos aplicados sao padrdes variaveis normais (SNV) e
derivadas de primeira e segunda ordem. As diferentes fontes investigadas séo
formadas por diferentes ingredientes, além das amostras da mesma porcéo, dias e

posicdes diferentes desta amostra no acessorio.

Entretanto diversos problemas vém sendo relatados, inerentes a aquisi¢cao dos
espectros no infravermelho. Segundo Luypaert et al.(2002) algumas dessas
anomalias experimentais podem ser minimizadas pela correcdo do sinal ortogonal
(DOSC), que vem sendo aplicada para corrigir a maioria das fontes variaveis assim
como os efeitos de temperatura, do tempo e diferencas instrumentais em dados
infravermelho (NIR). As fontes analisadas sdo cremes contendo diferentes
concentracfes de uma substancia ativa, sendo um creme né&o ibnico-aquoso. O
objetivo é classificar as fontes de acordo com as concentra¢cdes do composto ativo
(LUYPAERT et al., 2007)

Diferentes métodos para a correcdo dos sinais experimentais tém sido
propostas como, por exemplo, a correcdo do sinal ortogonal (DOSC), variacao
normal padrdo (SNV), mdultiplas correcdes dispersas (MSC), primeira e segunda
derivacao, correcédo equivalente e minimizada. Estas corre¢des sdo aplicadas em 2
séries de espectros no NIR de um creme dermatolégico com diferentes
concentracfes de um composto ativo. A influéncia destes métodos na classificacédo
correta das amostras, é avaliada utilizando a distancia Euclidiana. Além disso, os
métodos de regressdo PLS e PCR sao utilizados para fazer um progndstico da
concentracdo do composto ativo. Dentre as corre¢des estudadas, o DOSC foi o que
forneceu melhores resultados (LUYPAERT et al., 2002).

J& no que se refere a aplicacdo da espectroscopia visando a avaliacdo e/ou

quantificacdo do Aciclovir em medicamentos, destaca-se o trabalho de Basavaiah e
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Prameela, (2002) na regido do Visivel, no qual realizam um estudo onde um simples
e efetivo método espectrofotbmetro € descrito pela determinacdo de aciclovir em
medicamentos. O meétodo € baseado na formacao de derivados de coloracéo azul
quando a substancia ativa reage com o reagente Ciocalteu-Folin (F-C) em meio
alcalino. As espécies coloridas tém uma absor¢do maxima em 760 nm e segue a lei
de Beer na faixa de concentracdo de 50-450 pg.mL™. O método proposto foi
aplicado com sucesso para determinacdo de aciclovir em formular farmacéuticas.
Uma analise estatistica indicou que nao ha diferenca significativa entre os resultados
obtidos pelo procedimento daqueles obtidos por métodos oficiais (BASAVAIAH &
PRAMEELA, 2002).

Por outro lado, novas perspectivas vém sendo tracadas, com o crescimento
nos dltimos anos da utilizacio da espectroscopia infravermelho médio (FERRAO et
al., 2004), e o continuo desenvolvimento de métodos no infravermelho proximo
(MORGANO, 2005), se devem, principalmente, a procura de métodos analiticos
rapidos e limpos. Neste caso evitando 0 emprego de reagentes agressivos ou a
geracdo de residuos danosos ao ambiente. O uso da analise por reflexdo no
infravermelho médio e proximo pode satisfazer os dois quesitos acima, pois
requerem pouco ou nenhum tratamento das amostras. Porém, € imperioso
reconhecer que a analise multivariada de dados foi uma ferramenta valiosa que
contribuiu para o0 emprego mais extensivos daquelas técnicas. Os programas
computacionais disponiveis comercialmente, que podem ser utilizados sem a
necessidade de conhecimento mais aprofundado do tema, impulsionou o estudo de
novos métodos analiticos usando a regido do infravermelho (FERREIRA et al.,
2006).

Finalmente, com base em estudos realizados, a importancia de métodos para
identificar os efeitos de uma medicagao vem sendo de extrema necessidade. Alguns
testes como controle visual, testes dissociados ou teste simples de reacéo coloridas
revelam somente a falsificacdo. A viabilidade de boas informacdes como
demonstrados com métodos analiticos, juntamente com a calibracdo multivariada,
para detectar falsas medicacdes. Além disso, andlises multivariadas sédo aplicadas
fornecendo informacbes adicionais nos diagnosticos. A espectroscopia tem se
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tornado muito util para a identificacdo de regibes ndo homogéneas na formacéo de
medicamentos (RODIONOVA et al., 2005).
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Para o desenvolvimento deste estudo foram empregadas 25 amostras de
medicamentos sob a forma de creme contendo 0,05% de aciclovir. Estes
medicamentos foram adquiridos no mercado nacional (22 amostras) e ho mercado
argentino (3 amostras), sendo estes diferentes quanto ao fabricante, lote e
classificacdo (medicamentos de referéncia, genéricos e similares). Na Tabela 1 &
apresentada a relagcdo dos medicamentos utilizados. Para cada medicamento
utilizado foi adotado um codigo que permite identificar o fabricante, a procedéncia, o

lote e a classificacdo do medicamento.

Tabela 1. Codificacdo dos medicamentos contendo aciclovir.

Cadigo Fabricante Procedéncia Lote

RO1
R02
GO03
G04
GO05
GO06
GO7
GO08
S09
S10
G1l1
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
G19
S20
S21
G22
D23
D24
D25

Classificacéo: R (referéncia), S (similar), G (genérico), D (desconhecido)

O UOZZIrX X XC—IIOMTMTMMOUOOm®E> D>
>PI>P>PZ22Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2222222

Procedéncia: N (nacional), A (argentina).
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3.2 Aquisi¢cao dos espectros

Os espectros de FTIR/ATR foram adquiridos na faixa de 4000 a 650 cm™,
com resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras, utilizando uma acessério de reflectancia
total atenuada horizontal com cristal de seleneto de zinco (ZnSe) da PIKE
Technologies acoplado a um espectrofotometro de infravermelho com transformada
de Fourier NICOLET Magna 550, disponivel no laboratério de espectroscopia da

UNISC. Os espectros foram obtidos em quintuplicata e normalizados na escala.

Ja os espectros de NIR/ATR foram adquiridos na faixa de 10.001 a 2.001 cm™,
com resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras, utilizando uma acessério de reflectancia
total atenuada horizontal com cristal de seleneto de zinco (ZnSe) da PIKE
Technologies acoplado a um espectrofotometro de infravermelho com transformada
de Fourier Spectrum 400 MIR/NIR  cedido pela Perkin-Elmer ao Laboratério da
UFSM, sendo obtido apenas um espectro para cada amostra. Cabe ressaltar que na
faixa de aquisicdo acima referenciada, também esta incluida uma parte da regiao do
infravermelho médio (4.000-2.001 cm™).

Finalmente, os espectros NIRA (Figura 8) foram adquiridos em duplicata na
faixa de 7.096 a 4.003 cm™ utilizando o espectrémetro FT-IR Spectrum 400 MIR/NIR,
cedido pela PERKIN ELMER, acoplado a um acessorio para transflectancia no
infravermelho préximo, utilizando um detector integrado de InGaAs estabilizado de
alto desempenho. Destaca-se, porém que neste experimento foram somente

utilizadas 22 amostras de aciclovir em creme.

Amostra

Figura 8: Esquema da transflectancia no infravermelho (NIRA).

Fonte: Perkin-Elmer



A radiagéo oriunda da fonte atinge a amostra, e sao refletidas para dentro da

esfera, sendo direcionada ao detector, obtendo os espectros.

3.3 Modelagem dos espectros

Os espectros obtidos foram tratados por ferramentas computacionais de
analise multivariada, utilizando-se a Analise de Agrupamentos Hierarquico (HCA),
Andlise por Componentes Principais (PCA), através do programa computacional
PIROUETTE 3.11 da INFOMETRIX, visando verificar a similaridade entre as
formulacbes dos diferentes fabricantes, lotes e classificagcdo (medicamentos de
referéncia, genéricos e similares). A Figura 9 apresenta o conjunto de espectros

obtidos para a regido do infravermelho médio por reflexao total atenuada.
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Figura 9: Regides de espectros de amostra aciclovir aplicado HCA e PCA.

A segunda derivada foi inicialmente aplicada para a obtencdo da matriz de
dados a ser submetida aos algoritmos PCA e HCA. As regides nas quais houve
informacdo do espectro, bem como nas que havia ruidos com pequenas
informacdes espectrais provenientes de vapor de agua e diéxido de carbono foram

excluidas. Por esta razdo, para as analises foram utilizadas as seguintes regides dos
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espectros: 785-1800 cm™, 2665-2840 cm™ e 2930 a 3700cm™, conforme destacado

na figura 9.

Na sequéncia, serdo apresentados os principais resultados para a analise dos
espectros obtidos através das técnicas ATR/FTIR, ATR/NIR e NIRA, associadas a

analise multivariada de dados, empregando HCA e PCA.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Resultados para o conjunto dos espectros ATR/  FTIR

7

Na Figura 10 é apresentado o dendrograma obtido para o conjunto de
espectros ATR/FTIR. Este dendrograma permitiu a identificacdo de quatro grandes
grupos constituidos das 25 amostras de medicamento na forma de creme.

Similaridade

O.IB 0.I4 0.|2 O.IO

2
o
o

@

i

T

Figura 10: Dendrograma dos sinais de espectros ATR/FTIR para 25 amostras de

aciclovir creme.
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O primeiro grupo ao qual corresponde a faixa verde, na Figura 10 é formado
pelas amostras G06 e GO7 (sendo estes medicamentos genéricos de diferentes
lotes, mas do mesmo fabricante), as amostras G03 e G04 (sdo medicamentos do
mesmo fabricante, mas de lotes diferentes), amostra GO8 ( Unica amostra
analisada), as amostras D23 e D25 (sdo amostras Argentinas, de lote e fabricante
diferentes), amostra S16 (corresponde a uma Unica amostra de medicamento
similar) e a amostra S20 (corresponde a uma Unica amostra de um medicamento

similar) conforme destacado na Figura 11.
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Figura 11: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em verde.

O segundo grupo corresponde a faixa vermelha da Figura 10 é formado pelas
amostras RO1 e R02 (onde corresponde, duas amostras de distintos lotes, sendo o
mesmo fabricante, e correspondem ao medicamento de referéncia), amostra D24
(corresponde a um medicamento Argentino) e a amostra GO5 (corresponde a um

medicamento genérico analisado) conforme destacado na Figura 12.
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Figura 12: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em vermelho.

O terceiro grupo corresponde a faixa azul da Figura 10, € formado pelas
amostras G19, S17 e S18 (corresponde a um medicamento genérico e dois
medicamentos similares de lotes distintos, sendo todos do mesmo fabricante),
amostra G22 (corresponde a um medicamento genérico) e a amostra S21

(corresponde a um medicamento similar) conforme destacado na Figura 13.
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Figura 13: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em azul.
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Finalmente, o quarto grupo, o qual corresponde a faixa rosa na Figura 10, &

formado pelas amostras S09, S10 e G11 (que correspondem a duas amostras de

um medicamento similar de diferentes lotes e a um medicamento genérico, todos do

mesmo laboratério) e amostras S12, S13, S14, S15 (correspondes a dois

medicamentos similares de diferentes laboratorios, ainda, duas amostras de um

medicamento similar de um mesmo fabricante, porém de lotes diferentes) conforme

destacado na Figura 14 .
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Figura 14 : Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em rosa.

Os resultados referentes aos scores PCi1xPC, da PCA séo apresentados na
Figura 15, sendo confirmado pelo gréafico os quatro grandes grupos, formados pelas
amostras de medicamentos. Nesta figura podemos destacar o grupo circulado em
vermelho, no qual as amostras apresentaram maior homogeneidade em relacéo ao
espectros. Este grupo é formado pelas amostras R01 e R02 (as quais correspondem
a diferentes lotes de um medicamento de referéncia), amostra D24 (corresponde a
um medicamento Argentino) e amostra GO5 (corresponde a um medicamento

generico).
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Figura 15: Grafico dos escores para a PCA dos espectros ATR/FTIR.

Algumas consideragbes importantes podem ser obtidas a partir destes
resultados, salientando que o grupo de amostras nacionais empregado neste estudo
representam quase que todas as amostras de aciclovir disponiveis no mercado

nacional.

Podemos dizer, inicialmente, que ndo ha uma formulacdo diferenciada para
todas as amostras Argentinas, uma vez que elas ndo se relnem no mesmo grupo.
Mas, nada pode ser generalizado em relagdo a essas amostras, pois somente trés
foram utilizadas nesse estudo. E necesséario destacar que uma dessas amostras
apresenta grande semelhanca a uma amostra de referéncia, fabricada no Brasil.
Nesta formulacdo podem estar presentes 0S mesmos excipientes, nas mesmas

propor¢cdes da amostra do medicamento de referéncia nacional.

Uma importante evidéncia mostra que ambos medicamentos, genéricos e

similares, retnem no mesmo grupo, indicando que ndo ha uma formulacdo basica
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para esses tipos de medicamentos. Mas, estd claro que independente do
medicamento ser genérico ou similar, os medicamentos fabricados no mesmo

laboratorio apresentam composic¢des similares e, geralmente, sdo do mesmo grupo.

Cabe uma reflexado, pois os medicamentos genéricos necessitam de testes de
biodisponibilidade para sua comercializacdo podendo resultar em maiores custos.
Uma vez que a composicao é praticamente a mesma entre 0s genéricos e similares
de um mesmo Laboratdrio Farmacéutico, pode-se levantar a hipotese de que as
Empresas acabam buscando inser¢do em ambos os mercados; seja ele de similares

ou geneéricos, comercializando a mesma formulagéo.

Finalmente, diferentes lotes de um mesmo medicamento se agrupam (RO1 e
R02; GO3 e G04; S09 e S10; S13 e S14; S17 e S18), bem como, medicamentos com
duas amostras do mesmo lote, também se agrupam no mesmo grupo (G06 e GQ7),

0 que era esperado para validar essa avaliacao.

4.2 Resultados para o conjunto dos espectros ATR/N IR

Na seqUéncia sao apresentados os principais resultados para a analise dos
espectros obtidos através da técnica ATR/NIR, associada a analise multivariada de
dados empregando HCA e PCA.

A HCA permitiu a identificacdo de trés grandes grupos constituidos através dos
espectros das amostras estudadas, os quais estdo presentes no dendrograma
apresentado na Figura 16.
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Figura 16: Dendrograma dos sinais de espectros ATR/NIR para 25 amostras de
aciclovir creme.

Descreve-se a seguir, 0s grupamentos identificados por cor, para realcar os
resultados dos procedimentos realizados separadamente. Sendo que denominam-se

de grupo verde, grupo vermelho e grupo azul.

No grupo verde, conforme mostra a Figura 16, sdo formado pela amostra D25
(medicamento Argentina), pelas amostras G06 e GO07 (que correspondem a um
medicamento genérico de diferentes lotes, mas do mesmo fabricante), pelas
amostras S09 e S10 (um medicamento similar do mesmo laboratério, porém de
diferentes lotes), pela amostra S12 (uma amostra similar), pelas amostras S13 e S14
(que correspondem a duas amostras similares de um mesmo fabricante, mas de

lotes diferentes) e pela amostra S20 (uma outra amostra similar).

No segundo grupo, ao qual corresponde a faixa vermelha, conforme a Figura
16, sdo formado pelas amostras GO3 e G04 ( um medicamento genérico do mesmo
laboratorio, mas de dois lotes diferentes), pela amostra GO8 (uma outra amostra
genérica de outro laboratério), pela amostra G11 (amostra de medicamento
genérico), pelas amostras S15 e S16 (que correspondem a duas amostras similares



de diferentes fabricantes), pelas amostras S17, S18 e G19 ( trés amostras do
mesmo fabricante, sendo duas de lotes distintos de um medicamento similar e uma
de um medicamento genérico), pela amostra S21 (uma outra amostra similar), pela
amostra G22 (amostra de um medicamento genérico) e pela amostra D23 (uma

amostra de medicamento Argentino).

No terceiro grupo, o qual corresponde a faixa azul, conforme a Figura 16 sdo
formado pelas amostras RO1 e R0O2 (os dois lotes distintos do medicamento de
referencia), pela amostra GO5 (um medicamento genérico) e pela amostra D24

(uma amostra de medicamento Argentina).

Os resultados apresentados na Figura 17 usando os escores PC;xPC, para a
PCA, confirmam a formacao de trés grande grupos formados pelos medicamentos,
onde as amostras R01, R02, GO5 e D24 formaram um grupo identificado pela cor

azul (idéntico ao resultado do HCA).
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Figura 17: Grafico dos escores para a PCA dos espectros ATR/NIR.
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Algumas consideragcées podem ser obtidas em relacdo aos resultados do
dendrograma ATR/NIR, pois nesta técnica empregada permitiu a identificacdo de
trés grandes grupos, onde ambos medicamentos genéricos e similares rednem no

mesmo grupo.

Observa-se que medicamentos, tanto genéricos e similares sendo do mesmo
fabricante, porém com lotes distintos se agrupam. Uma importante constatacdo que
as amostras R01, R02, G05, D24, formaram o grupo azul, 0S mesmo se agruparam
de forma igual em relagdo a técnica anterior utilizada (ATR/FTIR), indicando a alta

similaridade dos componentes existentes na formulacao farmacéutica.

Nesta técnica podemos observar a formacdo de trés grupos, pois ela nos

permite menos informacgdes espectrais em relacdo as outras técnicas utilizadas.

Ja a formacédo dos escores para a PCA, confirma a formacéo de trés grandes
grupos, sendo estes formados pelos mesmos conjuntos de amostras descritos no
HCA.

4.3 Resultados para o conjunto dos espectros NIRA

Na Figura 18, podemos observar os resultados dos espectros obtidos através
da técnica do NIRA, associada a analise multivariada. Estes foram tratados
empregando o pré processamento Mean center, distancia euclidiana e construcao
incremental. Neste dendrograma se utilizou apenas 22 amostras em duplicatas,
sendo identificadas por ‘A’ e ‘B’. O dendrograma (Figura 18), permitiu a identificacéo
de quatro grandes grupos constituidos através dos espectros das 22 amostras

estudadas
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Figura 18: Dendrograma dos sinais de espectros NIRA para 22 amostras de aciclovir

creme.

No primeiro grupo utilizando os espectros NIRA das amostras, foram
agrupadas as amostras G03 e GO04 (amostra de medicamento genérico, mas
fabricantes diferentes), amostras G06 e GO7 de (um outro laboratério genérico de
mesmo fabricante, mas dois lotes diferentes), amostra GO08 (amostra de um
medicamento genérico), amostras S15, S16, S20 e S21 (quatro amostras de
medicamento similares e de laboratérios diferentes), pelas amostras D23 e D25
(duas amostras desconhecidas de laboratérios diferentes, Argentina).

O segundo grupo estéa representado pela faixa vermelha na Figura 18 formado
pelas amostras S09, S10 e G11 (que correspondem a duas amostras de
medicamentos similar e uma amostra de medicamento genérico, ambas de mesmo
fabricante), pela amostra S12 (uma amostra similar), pelas amostras S13, S14

(duas amostras de lotes diferentes de um medicamento similar).

O terceiro grupo representado pela faixa azul (Figura 18) é formado pelas

amostras RO1 e R02 (dois lotes distintos de medicamentos de referéncia), pela
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amostra G05 (um medicamento genérico) e pela amostra D24 (uma amostra de um

medicamento Argentino).

O quarto grupo, representado pela faixa rosa, na Figura 18, formado pelas
amostras S18 e S22 (duas amostras de medicamento similar, porém de diferentes

laboratérios).

Os resultados referentes aos scores PC1xPC, para a PCA apresentados na
Figura 19, confirmam os grupos, formados pelas amostras de medicamentos. Neste
caso podemos destacar aquele circulado em azul, no qual as amostras
apresentaram maior homogeneidade em relacdo ao espectro. Este grupo é formado
pelas amostras RO1 e R02 (as quais correspondem a diferentes lotes de um
medicamento de referéncia), amostra D24 (corresponde a um medicamento

Argentino) e amostra G05 (corresponde a um medicamento genérico).
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Figura 19 : Grafico dos escores para a PCA dos espectros ATR/NIRA.

Em relacdo a andlise das amostras em duplicata de medicamentos, onde
utilizou-se a técnica por ATR/NIRA podemos observar a formacao de quatro grande
grupos, onde os grupos formados pelas amostras em duplicatas permaneceram

juntas, sendo elas do mesmo fabricante e lote.

Em relacdo ao grupo azul onde estdo presentes as amostras R01, R02, GO5 e

D24 permaneceu as mesmas amostras, mostrando a eficiéncia da técnica.



5. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o0 uso das técnicas por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier com reflexao total atenuada (FTIR/ATR),
(NIR/ATR) e espectroscopia no infravermelho proximo por transflectancia (NIRA),
associadas a Analise dos Componentes Principais (PCA) e Analise dos
Agrupamentos Hierarquicos (HCA), permitem a identificacdo e diferenciacdo de

medicamentos comerciais contendo aciclovir.

Na maior das andlises realizadas as replicatas das amostras, bem como o0s
diferentes lotes utilizados, sempre se agruparam, apresentando alta similaridade,
Apesar dos resultados para o PCA e HCA serem diferentes em funcdo das

diferentes regides espectrais utilizadas (MID e NIR).

Outra importante constatacdo foi que independente da classificacdo do
medicamento como genérico e similar, todas as amostras de um mesmo laboratorio
sempre se agrupam, indicando que os medicamentos genéricos e similares desses
laboratérios apresentam composi¢cdes semelhantes, mostrando que se tratam do

mesmo medicamento, porém em embalagens diferentes.

A aplicacdo do HCA e PCA na andlise multivariada junto aos dados obtidos
pelas distintas técnicas de infravermelho experimentadas (FTIR/ATR, NIR/ATR e
NIRA) foram eficientes para desenvolver uma metodologia simples, rapida e nao
destrutiva para analise de cremes contendo aciclovir comercializados no Brasil e
Argentina, destacando a potencialidade dessa técnica, no controle e inspecédo de

medicamentos industrializados.
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1. Imtrodnction

Acyclovir, whose chemical structure & presented In Figure [, is an antiviral doog which has
low pexicity Toe human cells (KEENEY, KIRK & BRIGDEN, 1982} It = a highly effective
lnblbior for the replication of Herpes simplex types 1 and 2 ond for varicelln-Fedter vinis
(KEENEY, KIRK & BRIGDEN, 1982; LASKIM, 1984, The pharmeceutical ormulations
cotarring this aclive principle have bees produced in large scale by pharmaceutical
indusiries, both as generc and similar medicines, and it & ¥ital to develop efficient and fast
methods Jor better quality comdrol of pharmacentical énd products

Bos

CHyOCHLCHLOH

Fgure | — Acyelivdi structured Torovela (ST AN, 2002}

Therein, Fourier Transtorm lofrared Specooscopy (FUTR) associated with multivasiote
analyals methods s been widely weed. This is becauss the infrared methodologies which
were developed wre non-destructive and  cleaper methods  than analytical  techmigues
traditionally applied to the snnlysis of medicices. In o work corned out wih samples
coniaining the active principle plroxkeant, Pariaotio er af. {2005 demonstoate the: poterdaality
of the technigue 1o idenfify different ormmistions for this medicine, applymg Diffuse
Beflectance Infiared Foncier Transform Spectroscopy (DRIFTS) in association with Hierarchical
Chuster Analysis (FICAL In another work by the same group of suthors (PARISOTTO e af,
HHITY, they demonarste the techinbque capecity fo quuntily the active pringiple amoxicillin in
pharmacewtical fermulations, spplying DRIFT spectra aod Partin] Least-Squares. (FLE)
Regression

The present work bas the objective of Mentifying different Formmilstions of medicimes
comtamng acyelovir, applving Fourer Transform Tidrared Spectroscopy with Attemastied
Toial Refiectince (FTIRSATR) in pssocition with Principal Compoient Analyels {PCA) and
Hierarchical Cluster Analvais {HOA) techilgues.

2. Fourler Transform Infroved Spectroscopy with Adlenuated Total Beflectance
(FTIRATR)

Fourer Translosm Infrased Spectraseopy (FTIR) ailows the fast aequisition of qualitstive and
queanigatmve information aed when sssocinted with Atiemuafed Tota] Reflectance [ATR)
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simplifies the exscution of analyses (BORIN & POPPL 2005). In FTIR/ATR the sample ks
pui ioto contact with an internal rellecaion eletent (TRE] built with o high refraction mabcrial,
guch =& zine selenide (ZnSe). In Figure 2 a scheme of how the imlernal reflection occurs &=
presented (MERABELLA, 1985).

The principle of the technique is based on the occarrence of refisction with the s ion of a
sxliation beam from 6 denser element {ATE crvsial) 100 less dense el=ment (samplel. The
fraction of light beam reflecied ingreases disectly amd progressively with the incadence angle
Refleciion is complete when & determined  critical angle s exceeded.  Acoosding fo
experimental observations, at the reflection point the beam acts ag if it peoelrated a short
distamce insids the sample, The depth of pesetration e i3 given by equation 1:

g = Tra (Eq.0)

zmj{m‘q. ] :I‘J'

wihere & Is the Incklence anghe, m; is the refmction index from the AT element and o: the
rumple refraction indes,

Figure 2 - Repreeiraion of @ [0fteed calation propegaies throagh ihe 1RE (FERRAD, 2000)

The peretration radiation = called evassicent wave. IF the samgpbe absorbs a deternded
evanesce ] wavcleagth, there is atteppation of the wavelength beam which correspords to the
infrared absosption bands. Because of this process the spectrum appears (FEREAD, 2001),

3. Mulivarinte Analysis

The sdvaness in microinformatics and instrumentation by the end of las century, opether
wilh Misltivariate Anabyals (MA) focls bove made pesslble the manipulation of spectral
ahsirbance data msockied with more than cne fregoency of the same tine, Thess methods
fiave allowed modeling chemical and physical properties of simple or complex systems [rm
their spoctroscopic  datn, sich oas o the stsdy  of  pharmaceutical  formobstions
{GABRIELSSON, LINDBERG & LUNDSTEDT, X02; PASQUINT, 2003; YOON e al,
A0
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Cim the oiher hand, the Maltzvariate Anabysls ook allow modsling systems whers there is the
sobrepositien of spectral or chromategraphic  information  from varsous  componecis
thraughoin vasious spectral regions selected for analysis (SABIN, BANET & FERRAD,
2003 SABIN, FERRAC & FURTADO, 2004), The data are represented by o matis where
tines correspond to the samples and columns to the virinbles (wavelengthe) (LAVINE, 2002,
SABIN, BANET & FERRAL, N3],

T extract the infermation from oblzieed signels more efficientdy, such as the ones obinired
by infrared technigques, "5 possible 1o apply methods of dimensionality compression sisch as
Pripeipal Component Analysis (PCA), o simply cakulnte the n-dimensienal distancs belwean
each mnirix line (sample) applying the similasity coseept (FERREIRA e of, 200Z;
GABRIELESON, LINDBERG, LUNDSTEDT, 3002; 51UV A ef af,, 2T,

A1 Mierarchical Clister &nalyses (TTCA)

This method has the abm of verlying the simdlaroy berwsen the lines (samples) of o data
msairlx (spectia), calculating the distance in n-dimensional space {variables), most of time the
Fuctidian distanes, according o exuatinm 2;

dop = ilﬁ["ﬂ-l —y f (Eg.D)

The resull is presested n the graphic form denoménsted dendrogram (FERREIRA, 202
LAVINE. 2002; SABIN. BANET & FERRAD, 2003) being similar to o tree-shaped structure,
with dy comespenfing o the dstance eiween points a asd Boand dee representing the
distance betwesn any pair of points {samnples), where the simalarity 15 informed sceonding to
cqpaations 3
d

5 =J—ﬁ (Eq.3)
Wariows inethods are nsed o calonbate the similarty betwesn the sampies. In the presend snady
the ipcrementnl  construciion method  was  applisd,  being  defined by equatzn 4
(INFOMETRLX, 1999).

l
PRI P o Rt ot Y
= m, g+,

{Eq4)

where m corresponds o the number of snmples us groop b

.1 Principal Component Analysis (PCA)

Principal Comgonent Asalysls (PCAY 5 one of the most commonly applied methods o
amalyze information (BROWHM, 1993, FERREIRA, 2002, MANLY, 2008}, being principally
msed for fis copocity of data compression m fonction of the existence of comebation berween
warions measured variahies

When we apply o PCA algocithm b a vacinble set, such as mironed spectra, the orsganal ses of
themie variahles is replaced by a pew sl of vaclables desominated Princlpal Components (PC),
Tl main charscteristic of this new set i the orthogonalily, bal # is ensily rebuik fom the
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linear combination of original variables (spectra). As an advapiage the new set of variables
(CFs) usmally concentrate most part of ihe infornetion (variance} in o frw varinbles, this
decrezsiig the data dimensionality without skgnificant loss of chemical infarmatzm,

Mast of availakle devices uss the Singolar ¥Valse Decomposition (SVER techniquees to oblein
the CF's, belng the first principnl comgronent (CF ) defined in the direction (axis) of (b 1605t
varigiee of the original varable set Decrearingly in terms of vastance, the memaining
principal companents are defined, bur they will alwiys be otlogenal to CF) amd to each
i b,

For example, o system which i reduced 10 3 CPs (OPy, CF; e CFy) 8 similar t o caresian
coordinate system, in which all the axises ae lingarly independent, that s, orthogonal b edch
izt For the spocira sets the dala medrix X (m % a) wes initially considecsl, being m
comespomdent w the pumber of samples (spectral asd nothe nomber of vatishies {spectrum
frequencies) that can be decomposed info 3 other matrixes U, § e ¥V (FERREIRA, 2(02),
according ke cguation 3,

X =USY' (Eq.5

The columis U and ¥ oore ombogonal, Matsx Y 45 the weight matris, in which the firsl
colimn contains PC) weights and so on, The prodoct U x 5§ corresponds 1o the seere imalrix T,
Firatly, % is the diagonal matrix, whose clements (singular valwes) cortain mformstion aboat
the varinos quantity that eseh principal compoient descrtbes, Matrix 8 is important o
determine the intrinsic dimensionalEy of the data mairix, being the analysts able to defme
how many CPs or factors must be used for further mnalyses. The mulovalises which ave small
will be excladed and the relovamt information con be somehow separsted, (hos eliminating
cxperimental noise,

4, Maderials ane Methads
4.1. Sampling

For the development of this stsdy 25 ombment sanples containing acveovie were applisd,
These medicines weee acquired in the national markst (22 samples) and in the Asgentinean
minrkzt (3 samplesk, being different comcecning manufactuser, ot aid classification {reference,
peneric amd similr medieines). For each used commescial medicine a code which allows the
[depification of the manufnciurer, the origin, the ot and the classfseation wan adopred, as
shown in Table 1.
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512
513
514
515
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517
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520
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Sipirrods Elabiealod by the wetiaira

Table 1 = sampie codificaion of medines contaiming scyclovir

BEG

P2 O T R -

511321112212222
E._.._.._._h_._g.._._._.ﬂ._._

N

d.2 Acguisitian of FTIR/ATR spectra

The spectr were acquired i the 4000 & 630 ¢m’™ range, with 4 o™ resolution and 32 scans,
usiigg an aftesnated olal rallectanos accessory with & £nSe erysial kom PIKE Techiodgbes
artgched o g MICOLET Magna 350 Fouwrier transform infrared spectroplsotemeer, For esch
sample five spectrm were ohtained, being each spectrum nommalized on scnle,

4.3 Multivariate Aualysis

The secomi decivalive was imalcally :bp'pl:iud L Lhea ahlaiced spocira maltin, In segueace. the
resulilng marin was mean ceotcred for each of e obained varlables. For Primeipal
Componient Analysis (POA) and  Hisrarchical Clester  Apalysis (HC#A)  the  specimal
information was treated with the Infomesric software Pirovetne™. The regions n wikich Herle
spectral infurmation was found, as well as the opes with spectrom noise dee 1o present waler
wapor and carbon diotlde were excluded. Therefove, the developed medels were achisved
the following spectral regions: 785 1o 1800 cm®, 2665 to 2840 cm’, 2860 to 2000 e’ and
2930 o 3700 emr’, as chown in Figure 3, d
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Figure 3 - Speetral oepions foom acycelovie samples spplbed for HOA end BCA

5. Resmlts and Disoesions

Haerarchical Cluster Anakysis (HCOA) allewed the identilication of 4 Mg groups cobstinmed by
the snmple spectra stinlied, ux presented in the dendrogram i Figure 4.

The first group. which eomespords 1o the green band in Figure 4, is formed by GOG and GO7
samples (which correspomd o samples of one genenc wedicine from the same lot, tha s
cquil lits), GO amd G4 sasmples (which correspond te two differant lats of another generic
medicing), GIE mmple {(which comesponds 10 a lot of a third genetic medicine analveed),
M2 and 025 samples (which comespond fo two of the Argentinean samples aealyzed), 516
aample (which corretpeads 1o one of the similar needicines studied) and 520 sumple (which
codrespoids we anather similar medicine studied),

The secom! growp, which cormesponds 1o te red band in Figure 4, is formed by RO1 and ROZ
samples fwhich oorrespond o two distinet kots of a reference medicine), D24 sample (which
comespods 10 one Argentincan medicined and G05 sample (which corresponds o one of the
generic medicines analymad),

The thrd group, which comesponda io the blue: band in Figue 4, is formed by G119, 517 and
518 samples {which comrespond fo one generic medicine nod two diffcrent lots of one sondkar
medicing, bath from the same labsrstory), G223 sample (whicli corresponds 1o another penesic
redicine analysed) and 821 samphe (which comesponds toone of the simikar medicines].

Frnaliy the Farth groap, which corsesponds to the pink Haod in Figurs 4, i5 formed by 5089,
510 ard G11 samples {which correspand to twa differsns Iots of ope similar medicane amxd cae
generic medicine, both from the same labosatory) and 382, 513, 514 apd S15 samples (which

AREPRC .
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commeapend 1o three similsr medicines from three differant laboratorizs, being one of them
with b lotsh

Figne & — Fesulring desdogram of specirms signals from 25 aopclosir samples

Thee PCA resulis presemted fn Figure 5 usig the scores PCygPCs graph conlinm the four big
groups formed by medicines, Inthess groups we can highlight the ene clrcked in ved which
presents the most omogeneiy among the sample specirs, comtgining BOD and BO2 samples
I:_whh.'il comrespond e W0 dastmel lols of a referepce medicme), 24 :lu:n"llr iwhich
cotresponds to are Arpentinean medicing) and GOS sanple (which corsespends to one of the
generic annbyzed], o previously presended for HCA,

Some impontanl copsiderations can be made from these resulis, highbghting thet the group of
antionzl samples applied in this stedy represent almost all the acyckivie samples available &
Chee padiomin] eosrkies.

We can mitplly highlight that there B no differemiasied formalbs for the all Arpendinean
samples, ance they did nol cluster in the same group. But pothing can be peneralized in
relation fo these samples becoose ooly three were vged in this stady. It is necessrry (o point
out that one of thess sanaples presenls preat resemblance o one fefesence medicine mads @
Hrazil, hence presenting in its Eoroolotion the same excipicots and thess I ke same
propartion as the natkaoal refecence medicine.

Important evidence is thet boab similar and generic medicines cluatered in the sams group,
i:|1|3i.-n1.|n||_e,, that there e ey basie Brrolation for these differemt kirds of medigines, But & was
clenr that imdependently of the medicive heing declaved genegic of similar in 2x ladel, the
medicings mads by the same aboratory present similer compesitions, belonging to the same
Erng.
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Heere is somme food for thoughi: once penerk: iedicines need bio-ovailability tests for their sale
arxd might result in higher costs ae the composition is practicaily the ssme between generic
ard slmilar mediciees from the same pharmaceutical laboratory, we can consider the
hypothesis that companiss =nd op sarching for the dsertion in both markets, similar or
generic markels, commercialzing the sams formulation

Fanally, different kots from the snme medicine got clustered (ROD and BO2; G02 and G4 S0
and B0y 513 aned 514; 517 and SPE), a2 well as det medicineg with two samples from the
same ot that also clustered bir the same groug (G506 and GO7), which was expected to validate
thig evatuarion,

6. Conclusiong

The pressot work has demonstrated thet Foarler Transform Infrared Speciroscopy with
Attenapted Total Reflectnmes (FTIR/ATR) spectram signals - sssocinfed with Principal
Componsit - Analysiz (PCA} and Hiererchical Clester Analysis (HCA) allows s
identification of different formulatxms of medicines containing acyckovir,

ndepesdently of the clasilication of the medicine a5 generic, simbar or reference. all
samples from the snme lnboramory alwoys chestered, indicating that geperic and similar
medicines fom them preseri aimilar compeaiions, showing that it might be the sime
tiedbeise with w different Jabel,

The application of HCA amd PCA mwbivariate analysis techniques to the data obtained by
FTIR/ATR bas been cffickent to develop simpler, fastes and pon-destractive methodologie
fod e analysis of ointments containing acychovir commercialized in Brazil amd Argeatiag,
highlighting the potentiality of these teclinkgues m the contrel and inspection of industrinlized
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