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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos modelos de calibragdo por minimos quadrados parciais
(PLS) para a determinagdo simultanea de sulfametoxazol (SMZ) e trimetoprima (TMP) em
medicamentos. Na busca de melhores modelos para a determinacdo destes principios ativos
em amostras comerciais foi empregado o método por minimos quadrados parciais por
intervalo (iPLS), identificando também qual(is) regido(des) do espectro no infravermelho
apresentam melhor correlagdo com cada um dos principios ativos estudados. Um total de 52
amostras sintéticas e 13 comerciais foi empregado para compor os conjuntos de calibragdo e
de previsdo, sendo consideradas as faixas de concentracdo de 400 - 900 mg g™ para o
sulfametoxazol e de 80 - 240 mg g* para a trimetoprima. Os dados espectrais foram
adquiridos na faixa de 650 - 4000 cm™ com resolucdo de 4 cm™ por espectroscopia no
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infravermelho com transformada de Fourier empregando-se um acessorio de reflexdo total
atenuada (FTIR/ATR). Tanto os modelos empregando toda a regido espectral, como modelos
construidos com apenas um intervalo do espectro apresentaram bons resultados para a
previsdo de ambos os principios ativos. Os resultados empregando as técnicas de regressdo
PLS e iPLS se mostraram promissores no desenvolvimento de metodologias mais simples,
rpidas e ndo destrutivas para a determinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima em
formulacBes farmacéuticas, sendo estas viaveis para o controle de qualidade da industria
farmacéutica.

Palavras-chave: otimizacdo, reflexdo total atenuada, iPLS, medicamentos, quimiometria.

ABSTRACT

A partial least-squares calibration (PLS) procedure in combination with infrared spectroscopy
has been developed for simultaneous determination of sulphamethoxazole (SMZ) and
trimethoprim (TMP) in powder raw material mixtures used for manufacturing commercial
pharmaceutical products. Multivariate calibration modeling procedures using interval partial
least squares (iPLS) were applied to select a spectral range that provided the lowest prediction
error in comparison to the full-spectrum model. The experimental matrix was constructed
using 52 synthetic samples and 13 commercial samples. The considered concentration ranges
were 400 to 900 mg g™ SMZ and 80 to 240 mg g™ TMP. Spectral data were recorded between
650 and 4000 cm™ with a 4 cm™ resolution by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
coupled with attenuated total reflection (ATR) accessory. The proposed procedure was
compared with conventional procedure by high performance liquid chromatography (HPLC)
using commercial samples containing SMZ and TMP. Results shown that PLS regression
model combined to ATR-FTIR is a relatively simple, rapid and accurate procedure that could
be applied to the simultaneous determination of SMZ and TMP in routine quality control of
powder mixtures. A root mean square error of prediction (RMSEP) of 26.97 mg g™ for SMZ
and 12.23 mg g for TMP was obtained after selection of better interval by iPLS.

Key-words: optimization attenuated total reflection, iPLS, pharmaceutical formulations,
chemometrics.

1. INTRODUCAO

As sulfonamidas estdo entre os mais antigos grupos de compostos antimicrobianos.
Dentre estes encontramos o sulfametoxazol (SMZ), [4-amino-N-(5-methyl-3-isoxazolyl)-
benzenesulphonamide], que em combinagdo com a trimetoprima (TMP), [5-(3, 4, 5-
trimethoxybenzyl) pyrimidine-2, 4-diyldiamine], tém emprego no tratamento de diversas
infeccdes, como por exemplo, bronquites, otites, uretrites, bem como algumas enterites. Esta

associacdo também tem sido utilizada na prevencdo e tratamento da pneumonia cujo agente é
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0 Pneumocystis carinii (THE MERCK Index, 2001). O sulfametoxazol é uma sulfonamida
com estrutura quimica semelhante ao 4&cido p-aminobenzdico (PABA) que inibe a
incorporagdo deste no acido félico. Por outro lado, a trimetoprima evita a reducdo do
dihidrofolato para tetrahidrofolato, o qual é essencial na sintese do DNA bacteriano.
(HARDMAN et al., 1996; RANG et al., 2001).

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de
sulfametoxazol (Figura 1a) e trimetoprima (Figura 1b) em formulagdes farmacéuticas. Nesta
quantificacdo tém sido empregados métodos simples, através da espectrofotometria, baseados
na formac&o de um derivado avermelhado pela diazotagdo de sulfonamidas (NAGARAJA et
al., 2002), por sistemas de injecdo em fluxo (FAN et al., 2003; FERNANDEZ DE
CORDOVA et al., 2003; TOMSU et al., 2004), através de cromatografia liquida micelar de
alta eficiéncia (GARCIA-ALVAREZ-COQUE et al., 1995), bem como outros métodos
empregando cromatografia liquida (AKAY & OZKAN, 2002), espectrofotometria derivativa
(GRANERQO et al., 2002), e ainda por voltametria (CARAPUCA et al., 2005).

H3CO OCHs

OCHg

(@) (b)

Figura 1: Férmulas estruturais do sulfametoxazol (a) e trimetoprima (b).
Fonte: THE MERCK Index (2001)

Neste contexto, 0s métodos por reflectincia difusa no infravermelho proximo (NIR)
e médio (DRIFTS) vém sendo apontados como alternativas as metodologias oficiais, em
funcdo destes métodos espectroscpicos ndo empregarem reagentes quimicos, serem rapidos,

ndo destrutivos e utilizarem poucos miligramas de amostra para a sua realizagdo (DE SOUZA
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& FERRAO, 2006). A técnica NIR tem sido extensamente investigada nestes Gltimos anos na
analise de medicamentos (PASQUINI, 2003; SUN et al., 2004; BRAGA & POPPI, 2004;
BODSON et al., 2006), entretanto a técnica DRIFTS tem sido pouco explorada
(LUNDSTEDT-ENKEL et al., 2003; PARISOTO et al., 2005; PARISOTO et al., 2007),
assim como a reflexdo total atenuada (ATR). A espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) permite obter informagdes qualitativas e quantitativas
rapidamente e, quando associada a reflexdo total atenuada (ATR), simplifica a realizacdo das
analises (BORIN & POPPI, 2005; GODOQY et al., 2007). Na técnica por ATR, a amostra €
colocada em contato com um elemento de reflexdo interna (IRE) construido de um material
com alto indice de refracdo como, por exemplo, seleneto de zinco (ZnSe). Na Figura 2 é
apresentado um esquema de como o processo de reflexdo interna ocorre (MIRABELLA,
1985).

ny
Elemento A
De ATR Evo
/ >
i ExO
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Z E/Eo

Figura 2: Representacdo da propagacdo da radiacdo infravermelha através do IRE.
Fonte: Ferréo (2000, p.46)

Por outro lado, a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) é a técnica mais
comum de calibracdo multivariada para construcdo de modelos usando sinais de espectros
(GELADI & KOWALSKI, 1986). Em 1998, Spiegelman et al., demonstraram que a selegdo
da regido espectral a ser modelada pode melhorar o desempenho dessa técnica de calibragdo
em relacdo aos modelos que empregam o espectro inteiro. Regides especificas (ou sinais
infravermelhos) sdo selecionadas onde a colinearidade ndo esta tdo presente, gerando modelos
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mais robustos. Na prética, a otimizacdo dos modelos de regressdo multivariados, esta baseada
na identificagdo de subconjuntos dos dados completos (sub-regides espectrais), que
combinados ou ndo, minimizam os erros de predic&o.

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver modelos de regresséo
multivariada, utilizando dados de FTIR-ATR, para quantificar sulfametoxazol (SMZ) e
trimetoprima (TMP) em formulagdes farmacéuticas. Para tanto, modelos de calibracédo
utilizando toda a regido espectral analisada (PLS) ou sub-regides destas (iPLS) foram

construidos e comparados, sendo apresentados os resultados mais representativos.

2. REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAS (PLS)

No PLS a calibracdo multivariada é realizada utilizando a informacéo do espectro
inteiro para construir um modelo da regressédo, relacionado a propriedade de interesse. Por
esta razdo é chamado de método full-spectrum (BORIN e POPPI, 2005). Neste trabalho o PLS
foi utilizado em ambiente MATLAB®, o qual integra computacdo matematica, visualizacdo e
linguagem eficiente em ambiente flexivel para computacéo técnica.

Na modelagem por minimos quadrados parciais, tanto a matriz das variaveis
independentes X, como a das variaveis dependentes Y sdo representadas pelos escores e pelos

pesos, conforme as expressdes a seguir:
X=TP'+E
Y=UQ'+F

A relacdo entre as duas matrizes de dados X e Y pode ser obtida, correlacionando-se

os escores de cada bloco, a fim de obter uma relagéo linear descrita na seguinte expresséo:

U=bT+e
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Onde: U é uma matriz contendo as propriedades (variaveis dependentes) de todas estas
amostras; b € um vetor contendo os pardmetros do modelo; T é uma matriz de resposta (
como um conjunto de espectros) para uma série de amostras de calibragdo e e € um vetor que

representa o ruido do espectro e os erros do modelo (KONZEN et al., 2003).

2.1 Regressdo por minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS)

Existem vérias maneiras de selecionar a regido espectral utilizando critérios
objetivos, como por exemplo, avaliar a correlacdo da regido selecionada com a 0 método de
referéncia (R?), ou avaliar a raiz quadrada dos erros médios de previsdo (RMSEP), e ainda
utilizagdo de algoritmos que indicam o conjunto de variaveis espectrais que poderd dar
melhores resultados com base no R? e/ou no RMSEP. Dentre os algoritmos mais empregados
encontram-se 0s métodos heuristicos como o algoritmo genético e a busca tabu, ou
deterministicos como, por exemplo, 0 método de minimos quadrados parciais por intervalo
(Interval Partial Least-Squares — iPLS).

O método iPLS é uma extensdo do PLS (NORGAARD et al., 2000), no qual divide-
se 0 conjunto de dados (espectros) em um determinado nimero de intervalos, constréi-se o
modelo PLS para cada intervalo, apresentando os resultados em um gréfico para facilitar a
comparacdo. O método é planejado para dar uma visdo geral dos dados e pode ser util na
interpretacdo de quais sinais do espectro s&o mais representativos na constru¢éo de um bom

modelo de calibracéo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

Para a obtencdo de amostras sintéticas foram utilizados sulfametoxazol e
trimetoprima adquiridos da empresa Henrifarma (S&o Paulo, Brasil) e amido e estearato de

magnésio, com pureza farmacéutica, como excipientes. Para a realizacdo das analises
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cromatograficas foram empregados metanol, acetonitrila e trietilamina grau HPLC. Além das
amostras sintéticas foram utilizadas 13 amostras comerciais, de diferentes laboratérios,
adquiridas no comeércio local. Todas as amostras foram misturadas e/ou trituradas em moinho

criogénico Spex Certiprep (model 6750 Freezer Mill, Metuchen, EUA).

3.2 Método de referéncia

A analise do sulfametoxazol e da trimetoprima foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) seguindo o método de referéncia USP 28 (UNITED
STATES PHARMACOPOEIA, 2004). Para a aquisicdo dos cromatogramas e quantificagéo
dos principios ativos, foi utilizado um sistema de cromatografia liquida da Agilent 1100
Series equipado com uma bomba Agilent modelo G1311A, detector Agilent modelo G1315B
DAD e amostrador automético Agilent modelo G133A ALS. Foi selecionado o comprimento
de onda de 254 nm para as leituras, e as areas dos picos foram integradas, usando o programa
CHEMSTATION que acompanha o equipamento. As substancias quimicas de referéncia

(TMP e SMZ) foram gentilmente cedidas pela Farmacopéia Brasileira.

3.3 Obtencé&o dos espectros no infravermelho e modelagem dos dados

Todos os espectros foram obtidos na faixa de 4000 - 650 cm™, com resolugéo de 4
cm™ e 16 varreduras utilizando um espectrémetro Perkin Elmer modelo Spectrum One FTIR,
sendo acoplado um acessério ATR com cristal de ZnSe. Os espectros foram obtidos em
duplicata utilizando-se 35+0,3 mg de amostra sélida ap6s moagem. Antes da modelagem os
dados foram tratados com correcgao de espalhamento de luz (MSC) e como pré-processamento
os dados foram auto-escalados.

Os dados espectrais (matriz X) e os valores obtidos para cada principio ativo por
HPLC (vetores Y) foram modelados usando ambiente MATLAB versédo 6.1 (The Math
Works, Natick, USA). A rotina PLS foi realizada através do PLS Toolbox versdo 3.5
(Eigenvector Technologies, Manson, USA). O iToolbox para MATLAB (NORGAARD et al.,
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2000) foi usado para desenvolver os modelos iPLS, sendo divididos os espectros em 10, 25 e
50 intervalos para realizar as comparagbes. Os programas foram rodados num
microcomputador IBM - compativel Intel Pentium 4 CPU 3.00 GHz com 1 Gb de RAM.

3.4 Avaliacdo dos modelos de calibracdo multivariada

Para calcular o erro dos modelos de calibragdo foi empregado o RMSE (Root Mean
Square Error), conforme equacdo 1, onde n é o niUmero de espectros, y; e Vi sdo os valores
determinados pelo método oficial e predito pelo modelo do PLS (ou iPLS), respectivamente,
utilizando as amostras do conjunto de calibragdo para validacdo cruzada (RMSECV) ou de
previséo externa (RMSEP).

(Eq.1)

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelos PLS e iPLS paraa SMZ

Os resultados dos melhores modelos para a previsdo da SMZ, empregando toda a
regido espectral (modelo PLS) e partes do espectro (modelos iPLS), séo apresentados na
Tabela 1. Os valores de RMSECV, R%, e RMSEP sio semelhantes para os modelos
representados, exceto para 0 caso que empregou um Unico intervalo (de nimero 43), quando o
espectro foi divido em 50 intervalos. Dentre estes modelos podemos selecionar aquele que foi
construido com o intervalo nimero 23, empregando-se 6 variaveis latentes, quando da divisao
do espectro em 25 partes. A figura 3 ilustra o comportamento dos modelos obtidos para cada
um dos 25 intervalos, juntamente com o modelo global. Nesta figura a linha tracejada
representa o erro de validagdo cruzada para o espectro total, assim como cada barra o erro
associado ao emprego de um Unico intervalo. Os nimeros em italico referem-se ao nimero de
variaveis latentes utilizado na construcéo de cada modelo iPLS, sendo neste caso empregadas

4 variaveis latentes para 0 modelo global. Uma analise da Figura 3 nos permite verificar que
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os melhores modelos iPLS foram aqueles cujo erro de validagdo cruzada é inferior a 60 mg de
SMZ g, correspondendo aos intervalos 4, 5, 7,19-25, sendo que o melhor intervalo foi 0 23

(Figura 4), que apresentou RMSECV proximo ao modelo global.

Tabela 1: Resultados dos modelos de regressdo PLS e iPLS para a previsdo da SMZ.

. b RMSECV* ) RMSEP?
Modelo NV Intervalos VLs 1 cal 1
(mg de SMZ.g™) (mg de SMZ.g™)
PLS 3351 todos 4 38,18 0,9404 26,78
iPLS10 335 2 7 39,19 0,9376 26,46
iPLS25 135 23 6 37,80 0,9421 26,97
iPLS50 68 43 4 71,43 0,7994 26,93

& NV: nimero total de variaveis

P\/Ls: niimero de variaveis latentes

® RMSECV: Root Mean Square Error of Cross Validation

4 RMSEP: Root Mean Square Error of Prediction (usando o conjunto de previsao)

140 f
120 il
100 1

80 |

alisil g

20

RMSECV

e -
[t B T e o |
4

1.2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
nimero do intervalo

Figura 3: Erros de validagdo cruzada para 0 modelo PLS (linha tracejada) e para os 25

modelos iPLS (barras) para a determinacdo do sulfametoxazol.
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Figura 4: Gréfico dos valores de referéncia versus valores previstos para o sulfametoxazol
pelo modelo utilizando o intervalo 23, com 6 varidveis latentes, sendo o espectro dividido em

25 intervalos.
4.2 Modelos PLS e iPLS paraa TMP

Da mesma forma, os resultados dos melhores modelos para a previsdo da TMP,
empregando toda a regido espectral (modelo PLS) e partes do espectro (modelos iPLS), séo
apresentados na Tabela 2. Neste caso todos valores de RMSECV, R’ e RMSEP sdo
semelhantes. Dentre estes modelos podemos selecionar aquele que foi construido com o
intervalo nimero 25, empregando-se 9 varidveis latentes, quando da divisdo do espectro em

25 partes, conforme Figura 5.
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Tabela 2: Resultados dos modelos de regressdo PLS e iPLS para a previsdo da TMP.

RMSECV® RMSEP*
Modelo NV? Intervalos VLs" (mg de TMP.g) %eal (mg de TMP.g°)
PLS 3351 todos 4 16,51 0,8597 12,31
iPLS10 335 2 5 16,60 0,8570 12,25
iPLS25 135 25 9 15,61 0,8818 12,23
iPLS50 68 42 5 15,57 0,8742 12,28

# NV: nimero total de variaveis

P\V/Ls: nimero de variaveis latentes

¢ RMSECV: Root Mean Square Error of Cross Validation

¢ RMSEP: Root Mean Square Error of Prediction (usando o conjunto de previsao)

Através da curva de correlagdo, entre os valores do método de referéncia (HPLC) e
valores previstos pelo método empregando os dados de FTIR-ATR, podemos verificar que
tanto as amostras do conjunto de calibragdo, quanto as de previsdo, apresentam bons
resultados, indicando que o modelo tem boa capacidade preditiva para as amostras externas,
nao sendo verificado sobreajuste (overffiting).

Outro aspecto relevante que deve ser ressaltado trata-se dos resultados alcangados em
ambos os casos (SMZ e TMP), indicando que ndo existe um ganho real na selecdo de menores
regides espectrais para a modelagem. Isto é consistente, se as informacdes quimicas
necessarias as modelagens estdo presentes nas variaveis latentes selecionadas na construcéo

de cada modelo em questéo.
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Figura 5: Erros de validagdo cruzada para 0 modelo PLS (linha tracejada) e para os 25

modelos iPLS (barras) para a determinacgéo da trimetoprima.
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Figura 6: Grafico dos valores de referéncia versus valores previstos para a trimetoprima pelo
modelo utilizando o intervalo 25, com 9 variaveis latentes, sendo o espectro dividido em 25

intervalos.
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Por outro lado, os melhores modelos iPLS10 e iPLS25 obtidos apresentam maior
robustez frente aos modelos que empregam o espectro inteiro, em virtude de serem menos
vulneraveis a problemas experimentais que por ventura ocorram na aquisicdo dos espectros,
principalmente se considerarmos variagdes na umidade do ar ou da concentracdo do CO; que
resultariam em espectros com maior ruido, sendo este ruido menos representativo nas regides

selecionadas para 0s modelos iPLS10 e iPLS25 anteriormente tabelados.

5. CONCLUSOES

O presente trabalno mostrou ser possivel a construcdo de modelos de calibragdo
multivariados, empregando dados de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier com acessorio de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), para a determinacdo
simultdnea de sulfametoxazol (SMZ) e trimetoprima (TMP) em medicamentos
comercializados no Brasil. Os resultados obtidos mostram que bons modelos podem ser
obtidos tanto com os espectros por inteiro (PLS), como por determinadas regides espectrais
(iPLS) com 1/10 ou 1/25 do total das variaveis.

Constatou-se ainda, que a utilizagdo do algoritmo iPLS apresenta-se como uma boa
alternativa para a otimizagdo de modelos de calibragdo multivariados empregando espectros
FTIR, gerando modelos com previsdo equivalente ao PLS, porém com vantagem de utilizar
somente sub-regifes espectrais mais correlacionadas, sendo menos vulnerdveis que o PLS
full-spectrum.

Por fim, os resultados empregando as técnicas de regressdo PLS e iPLS aos dados
FTIR-ATR se mostraram promissores no desenvolvimento de metodologias mais simples,
rpidas e ndo destrutivas para a determinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima em
formulacBes farmacéuticas, sendo estas viaveis para o controle de qualidade da industria

farmacéutica.
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