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RESUMO

Um medicamento pode levar até décadas desde o momento da sua concepgéao até ser administrado em
humanos. Apdés um tempo de vinte anos, prazo de duracdo de uma patente, podem ser produzidos
genéricos do farmaco de referéncia. Para isto sdo necessarios muitos estudos que, também, requerem
tempo e investimento, o0s quais sado denominados de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia. Em setembro de 2022, a Diretoria Colegiada (DC) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do Ministério da Saude publicou a Resolu¢éo (R), portanto, uma RDC, de
N.o 749. Esta resolucdo traz critérios para a isencdo de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, o que permite diminuir o tempo (e custo) de produc¢éo de um genérico, porém,
mantendo o mesmo rigor cientifico. A norma aplica-se a situagfes especificas, por exemplo: solu¢ées
aquosas de uso oral, solu¢cdes aquosas oftalmicas, solu¢cdes aquosas e oleosas de uso parenteral,
medicamentos inalatérios orais administrados via nebulizadores, entre outras. Para tais estudos,
denominados de bioisencédo, a técnica de fluorescéncia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), aliada a
quimiometria, € uma poderosa ferramenta. Assim, neste trabalho apresentamos uma sinopse destas
ferramentas e, concomitantemente, uma abordagem sobre um equipamento de fluorescéncia no UV-Vis
gue agrega quimiometria, e que possibilita, inclusive, a realizacéo de investigacdes de formulacdes em
solucdes aquosas de modo eficaz e eficiente na busca da equivaléncia quimica em solucéo.

Palavras-Chave: Fluorescéncia UV-Vis. Quimiometria. Bioisengéo.

ABSTRACT

A drug can take up to decades from the moment of its conception until it is administered to humans. After
a period of twenty years, the duration of a patent, generics of the reference drug can be produced. For
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this, many studies are necessary, which also require time and investment, which are called relative
bioavailability/bioequivalence studies. In September 2022, the Collegiate Board of the National Health
Surveillance Agency (Anvisa) of the Ministry of Health published RDC, No 749. This resolution brings
criteria for the exemption of relative bioavailability/bioequivalence studies, which makes it possible to
reduce the time (and cost) of producing a generic product, while maintaining the same scientific rules.
The norm applies to specific situations, for example: aqueous solutions for oral use, aqueous ophthalmic
solutions, aqueous and oil solutions for parenteral use, oral inhaled drugs administered via nebulizers,
among others. For such studies, called biowaiver, the ultraviolet-visible (UV-Vis) fluorescence technique,
combined with chemometrics, is a powerful tool. Thus, in this work we present a synopsis of these tools
and, at the same time, an approach on a fluorescence UV-Vis equipment that adds chemometrics, and
that even makes it possible to carry out investigations of formulations in aqueous solutions effectively
and efficiently.

Keywords: Fluorescence UV-Vis. Chemometrics. Biowaiver.

INTRODUCAO

Um medicamento pode levar até décadas desde o momento da sua concepcéao até ser
administrado em humanos. Muitos esfor¢os, que requerem tempo e alto investimento, sao
necessarios, em que ha atuacdo de profissionais de diversas areas do conhecimento. Um
medicamento original €, normalmente, patenteado e ap6s um tempo de vinte anos, prazo de
duracdo de uma patente, podem ser produzidos genéricos. Um medicamento genérico € um
medicamento com o mesmo principio ativo, mesma forma farmacéutica, dosagem e com a
mesma indicagdo farmacoldgica que o medicamento originador (denominado medicamento de
referéncia ou farmaco de referéncia) o qual foi baseado. A Lei dos Medicamentos Genéricos
(n.29.787, de 10 de fevereiro de 1999) autoriza a comercializacdo de medicamentos de origem
sintética, cujas patentes expiraram, por qualquer laboratério no Brasil. Todavia, para se obter
um genérico, sdo necessarios muitos estudos que, igualmente, requerem tempo e investimento,
0s quais sdo denominados de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. Isto é
necessario para garantir que um genérico atue de modo exato ao medicamento de referéncia,
sendo dada, inclusive, especial atencao aos efeitos adversos (ou efeitos colaterais).

Praticamente todos os paises tém Orgdos que estabelecem normas, critérios para
estudos, producdo de medicamentos, alimentos, e que sdo responsaveis por autorizar o uso e
comercializacdo de um farmaco, ou alimento industrializado, pela populacdo. Nos Estados
Unidos da América (EUA) tem-se a Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA — The
Food and Drug Administration), na Europa, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA —
European Medicines Agency) e, no Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criada pela Lei n.° 9.782, de 26 de janeiro 1999, e que tem, por
“finalidade institucional promover a prote¢ao da saude da populacéao, por intermédio do controle
sanitario da producdo e consumo de produtos e servicos submetidos a vigilancia sanitaria,
inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a eles relacionados,
bem como o controle de portos aeroportos, fronteiras e recintos alfandegados” (ANVISA, 2023).

A Anvisa edita o que se estabelece por “Resolugéo da Diretoria Colegiada” (RDC). Uma
RDC estabelece normas regulamentares, e critérios, que visam garantir boas praticas por meio
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de altos padrbes de qualidade de produtos e servicos. A Anvisa ndo atua somente na area de
medicamentos, mas em outras, por exemplo: agrotoxicos, alimentos, cosméticos, gestao
interna, laboratoérios analiticos, portos, aeroportos e fronteiras, saneantes, tabaco entre outras.
Existem RDC’s tanto para as empresas quanto para os profissionais para cada area. Sado muitas
RDC’s e elencar todas aqui esta fora do escopo, mas abaixo mencionamos algumas que foram
publicadas no Diario Oficial da Unido (DOU) e que estdo diretamente relacionadas com a
producéo de genéricos, de numeros (ANVISA, 2023; PANNUTI, 2022):

v

103, em 13 de maio de 2003. Os Centros que realizam estudos de
Biodisponibilidade/Bioequivaléncia para fins de registro de medicamentos deverdo observar as
normas e regulamentos técnicos em vigor;

31, em 12 de agosto de 2010. Dispde sobre os requisitos para a realizagdo dos Estudos de
Equivaléncia Farmacéutica e de Perfil de Dissolugdo Comparativo, a serem atendidos pelos
Centros de Equivaléncia Farmacéutica e Patrocinador do Estudo;

37, em 05 de agosto de 2011. Dispfe sobre o Guia para isencao e substituicdo de estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia e da outras providéncias;

27, em 22 de maio de 2012. Disp8e sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pos-registro de medicamentos;

56, em 10 de outubro de 2014. Dispde sobre a Certificacdo de Boas Préticas para a realizacdo
de estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia de medicamentos e da outras providéncias;
60, em 13 de outubro de 2014. Dispde sobre os critérios para a concessao renovac¢ao do registro
de medicamentos com principios ativos sintéticos e semissintéticos, classificados como novos,
genéricos e similares, e d& outras providéncias;

166, em 25 de julho de 2017. Dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos e da outras
providéncias.

742, em 10 de agosto de 2022. DispBe sobre os critérios para a conducao de estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia e estudos farmacocinéticos.

Além de RDC’s a Anvisa também edita Resolucbes Especificas (RE), contendo guias e
instrugdes normativas, bem como manuais. Entre as RE, citam-se as de nameros:

894, em 02 de junho de 2003. Guia para protocolo e relatério técnico de estudo de
bioequivaléncia;

895, em 02 de junho de 2003. Guia para elaboracdo de relatério técnico de estudo de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia;

896, em 02 de junho de 2003. Guia para provas de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de
medicamentos;

898, em 02 de junho de 2003. Guia para planejamento e realizacdo da etapa estatistica de
estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

Quanto aos manuais, 0 Manual de Boas Praticas em Biodisponibilidade Bioequivaléncia

é relevante nesta area.

Mais recentemente, a Anvisa publicou no DOU, em 08 de setembro de 2022, a RDC N.o

749, que dispde sobre a isencéo de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. A
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RDC N.o 749 possibilita estudos de bioisencao, mas assegurando que estes proporcionem a
mesma garantia do genérico em relacdo ao de referéncia se fossem feitos estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia. A Resolucdo se aplica aos medicamentos
geneéricos, similares, novos e inovadores. Quanto as disposicfes gerais, a norma esclarece que
“a empresa interessada na iseng¢ao do estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia
devera apresentar um relatorio especifico na peticado de registro ou de pds-registro, contendo o
racional técnico para a bioisencdo com base nos requisitos previstos nesta Resolucao”. E, no
seu Artigo (Art.) 7.0, deixa claro que os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia
poderao ser dispensados para:

v soluc¢des aquosas de uso oral, pos ou outras formas farmacéuticas que resultem em solugdes
aquosas orais antes da administragéo, que:

a) contenham o mesmo farmaco, na mesma concentracdo em relacdo ao medicamento
comparador (equivalentes farmacéuticos); e

b) apresentem formulacdo qualitativamente idéntica em relacdo a todos os excipientes e
gquantitativamente similar em relacdo aos excipientes do medicamento comparador que
possuem impacto em aspectos da absor¢cdo do farmaco, como solubilidade, motilidade
gastrointestinal, tempo de transito e permeabilidade intestinal, incluindo mecanismos de
transporte;

v solucdes aquosas e oleosas de uso parenteral ou outras formas farmacéuticas que resultem em
solucdes antes da administracdo, que sejam equivalentes farmacéuticos ao medicamento
comparador e apresentem formulacéo qualitativamente idéntica e quantitativamente similar em
relac@o a todos excipientes presentes no medicamento comparador;

v" medicamentos inalatérios orais administrados via nebulizadores, bem como sprays e aerossois
nasais, sob a forma de solugdes, para acdo local, que sejam equivalentes farmacéuticos ao
medicamento comparador e apresentem formulagcdo qualitativamente idéntica e
guantitativamente similar em relacdo a todos excipientes presentes no medicamento
comparador;

v' solugcdes aquosas oftdlmicas, que sejam equivalentes farmacéuticos ao medicamento
comparador e apresentem formulacéo qualitativamente idéntica e quantitativamente similar em
relac@o a todos excipientes presentes no medicamento comparador;

v' solugcbes aquosas otolégicas que sejam equivalentes farmacéuticos ao medicamento
comparador e apresentem formulacdo qualitativamente idéntica e quantitativamente similar em
relacéo a todos excipientes presentes no medicamento comparador;

v" medicamentos de uso oral que sejam equivalentes farmacéuticos ao medicamento comparador
e contenham farmacos destinados a acgdo local no trato gastrintestinal, descritos em ato
normativo especifico; ou,

v' formas farmacéuticas de aplicacdo tdpica, ndo destinados a efeitos sistémicos, que sejam
equivalentes farmacéuticos ao medicamento comparador e que tenham 0s mesmos excipientes
nas mesmas quantidades e mesmo comportamento fisico-quimico e microestrutural.
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Pode ser constatado que a énfase da RDC N.o 749 é para medicamentos que se encontram
em fase aquosa antes de serem administrados. Assim, estudos devem ser conduzidos para
provar que o medicamento genérico é equivalente ao de referéncia e, por se tratar de solugdes
aguosas, € imperativo que se determine que ndo existam espécies em solucdo que sejam
interferentes na propriedade terapéutica e/ou intensifiquem os efeitos adversos.

Em solucao podem existir equilibrios tautdmeros-zwiteribnicos do insumo farmacéutico ativo
(IFA), principalmente na presenca de excipientes. A tautomeria € uma isomeria dindmica, e
ocorre quando dois compostos com funcdes diferentes estdo na mesma solucdo em equilibrio
dindmico. Trata-se de um caso particular da isomeria de funcdo. Zwitterion, do alemé&o "zwitter"
(hibrido), significa "ion dipolar”, que é um composto quimico eletricamente neutro, mas que
possui cargas opostas em diferentes &tomos. Os equilibrios tautémeros-zwiteribnicos podem
ser afetados e/ou formados quando nas moléculas dos principios ativos, ou dos excipientes,
existam grupamentos tais como: carboxilico, amina, amida, ceto-endlico, sulfona, tiofeno, piridil,
hidroxila fendlica, entre outros (ANTONOV, 2014).

A técnica mais sensivel conhecida do estado da arte e aplicada na observac¢éo de mudancas
desses equilibrios de espécies que podem se apresentar em suas varias formas, carregadas
ou ndo, é a fluorescéncia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) do espectro eletromagnético.
Pequenas alteracdes em fatores como pH, concentracdo de estabilizantes, forca ibnica e
polaridade podem alterar os referidos equilibrios quimicos e, usualmente, provocam
deslocamentos em bandas espectrais de excitacdo e emissdo da substancia (dos tautbmeros-
zwitterions), que sdo observadas pela técnica de fluorescéncia no UV-Vis (ALBANI, 2007).

FLUORESCENCIA NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

As espectroscopias podem ser compreendidas como sendo técnicas de analises que
utilizam a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria para obter informacdes tanto
fisicas quanto quimicas. E de conhecimento, e amplamente difundido, que o espectro
eletromagnético compreende o intervalo de comprimento de onda (A) de 10-14 metros, m, (10-
5 nm) — regido dos raios gama — a 106 m, regido das ondas de radio. A regido do ultravioleta
estd compreendida entre A = 200 e 400 nm e a visivel esta compreendida entre 380 (violeta) a
740 nm (vermelho).

7

A fluorescéncia é o fenbmeno pelo qual uma substancia emite luz visivel quando
radiacdes do tipo ultravioleta, raios catddicos ou raios X incide sobre a mesma. As radiagfes
absorvidas (que sé&o invisiveis ao olho humano) transformam-se em luz visivel. Assim, o
comprimento de onda da luz emitida € maior que o da radiac&o incidente. A fluorescéncia ocorre
somente durante o processo de absorcédo de luz, cessando quando a luz incidente deixa de
interagir com a substancia. A origem da fluorescéncia se da nas transi¢oes eletrdnicas, em que
elétrons em estado fundamental sdo excitados, pela radiacédo incidente, a niveis energéticos
mais elevados, os quais sdo instaveis. Os elétrons, entdo, tendem a retornar ao estado
fundamental e, quando o fazem, fluorescem emitindo luz na regido do visivel. Para que um
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composto apresente o fenbmeno da fluorescéncia é necesséria a presenca de regides
especificas no mesmo, tais como elétrons delocalizados, insaturacfes ou anéis (VOGEL, 2002).

A técnica analitica de fluorescéncia na regido espectral do UV-Vis é uma importante
ferramenta de investigacdo em muitas areas da ciéncia analitica, devido a sua sensibilidade e
seletividade extremamente altas. Com muitos usos em uma ampla gama de pesquisas
guimicas, bioquimicas e médicas, tornou-se uma técnica de investigacdo essencial, permitindo
a observacdo detalhada e em tempo real da estrutura e dindmica de sistemas biolégicos
intactos com resolucdo extremamente alta. Além disso, por ser um método extremamente
sensivel, mesmo baixas concentrac6es de amostra podem ser estudadas, o que a torna uma
técnica de grande interesse para estudos quimicos e farmacéuticos, e, assim, € particularmente
usada na industria farmacéutica, onde substituiu quase completamente a rotulagem radio-
guimica (ALBANI, 2007).

O principal avanco nas aplicacdes tecnoldgicas desta técnica foi possivel pelo
desenvolvimento da computacdo e pela nova disciplina de quimiometria. A quimiometria
envolve a aplicacdo de métodos estatisticos e matematicos, bem como aqueles baseados na
I6gica matematica, a andlise quimica, fornecendo as ferramentas para a coleta de informacdes
e seu uso racional (OTTO, 2017; BROWN, 2017). Alguns autores descreveram a aplicacao da
técnica de espectroscopia de fluorescéncia UV-Vis aliada a tratamento de dados por
guimiometria avancada em estudos de equilibrio quimico em solucdo, demonstrando a
capacidade da técnica na avaliacdo de estruturas quimicas em funcédo da polaridade, do pH,
forca ibnica e outros fatores, como por exemplo, a presenca e auséncia de oxigénio e alteracéo
da concentracdo do analito de interesse (MARTINS, 1999).

QUIMIOMETRIA

Para compreender o que a quimiometria pode fazer através da aplicacdo de métodos
estatisticos em quimica, considere o fato de se ter um sistema quimico constituido de uma
mistura de cinco componentes (A, B, C, D, E), em que se deseja determinar qual € a melhor
razao entre os componentes A e B que maximiza uma determinada propriedade ou resposta do
sistema. O método classico consiste em fixar A e variar B e, depois, fixar B e variar A, e avaliar
a propriedade/resposta, determinando qual € a propor¢cdo A/B que melhor traz resultado
esperado. Empregando-se quimiometria, um conjunto mais amplo de experimentos sdo
realizados variando-se A e B de forma simultdnea, mas controlada, e, portanto, resultados mais
robustos sao obtidos na busca do maximo global da proporcdo A/B que melhor traz os
resultados de forma a minimizar as armadilhas dos maximos, ou minimos, locais no sistema em
estudo.

hY

Devido a complexidade dos calculos, a quimiometria desenvolveu-se praticamente
concomitantemente com o campo da ciéncia da computacéo e, embora ja existissem programas
computacionais utilizados em quimiometria, um significativo avanco foi feito com o software
Matlab (1989) que &, ainda hoje, um dos softwares de escolha em quimiometria e que vem se
aprimorando a cada ano. Menciona-se que por se tratar de uma area de investigagao cientifica,
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0s métodos em guimiometria estdo sempre se inovando e se aperfeicoando. Assim, ndo é
possivel parar no tempo em termos de desenvolvimento de ferramentas matematicas, pois,
dependendo do sistema em estudo e 0 que se quer obter, novos procedimentos estdo sendo
continuamente elaborados (OTTO, 2017; BROWN, 2017; FERREIRA, 2016).

Dentre as éareas que abrangem a quimiometria, podem ser citados: calibracao
multivariada, planejamento e aperfeicoamento de experimentos, processamento de sinais
analiticos, reconhecimento e classificacdo de padrées, métodos de inteligéncia artificial etc.
(OTTO, 2017; FERREIRA, 2016). Para compreender o que € a calibracdo multivariada, é
possivel dividir o termo em:

v Calibragéo: processo que permite estabelecer a relagdo entre a resposta instrumental (sinal
analitico) e uma determinada propriedade (fisica e/ou quimica) de uma amostra (analito) e,

v' Multivariada: andlise de varias fontes ou multiplas respostas (por exemplo: medidas de
absorbancia em varios comprimentos de onda) relacionadas a uma ou mais propriedades
desconhecidas de uma amostra.

De um modo simplista, os métodos de calibragcdo multivariada em quimiometria podem
ser divididos como sendo "qualitativos” e "quantitativos”. Os primeiros sdo mais usados para
identificacdo/comparacdo de similaridades, e sdo denominados de Técnicas de
Reconhecimento de Padrao (TRP) que, por sua vez, sao divididas em "supervisionada" e "nao
supervisionada". Isto se faz conforme o uso ou nao de informacgdes prévias sobre as amostras
gue constituem o conjunto para constru¢cdo do modelo. Nas ndo supervisionadas, a presenca
de agrupamentos sem o conhecimento prévio do conjunto de amostras (ou das classes) é
avaliada e utilizam medidas somente de algumas propriedades. Os segundos, como o préprio
nome diz, sdo mais empregados para a quantificacdo (OTTO, 2017; FERREIRA, 2016).

Dentre os métodos ndo supervisionados, destaca-se a Andlise por componentes
principais (PCA - Principal Component Analysis), e dentre os quantitativos, os métodos de
regressdo, entre eles a Regressdo por quadrados minimos parciais (PLS — Partial Least
Squares). O PLS é um método de calibracdo multivariada onde ndo é necessario o
conhecimento de todos os componentes da amostra. Como se trata de uma calibracéo
multivariada, o PLS permite analisar problemas complexos, onde se lida com variaveis X
(independentes) e com variaveis de resposta Y (dependentes). O principal objetivo do PLS é
prever as variaveis Y a partir das variaveis X, em que se encontram novas variaveis,
denominadas de latentes, tanto para matrizes X como para Y. Para obter os parametros de um
modelo PLS estdo disponiveis varios algoritmos, entre os quais, o mais utilizado é o Algoritmo
dos Minimos Quadrados Parciais Iterativos N&o — Lineares (NIPALS, Nonlinear Iterative Partial
Least Squares). O método PLS pode ser utilizado para determinacdo de um ou de varios
analitos na matriz de dados Y, contudo, a técnica realiza a regressdo no dominio dos dados
transformados e, portanto, ndo possibilita uma interpretacdo fisico—quimica direta dos
resultados (FERNANDES, 2013).

Outra técnica quimiométrica, dentro da analise multivariada quantitativa, € o que se
denomina por método de Resolucdo Multivariada de Curvas (MCR — Multivariate Curve
Resolution), que se constitui em um método de processamento de sinais analiticos que tém o
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intuito de resolver misturas de sinais. O método de MCR apresenta o pré-requisito de que, em
um conjunto de dados, a resposta do sistema seja linear em relacdo a quantidade de analito.
Os principais objetivos do MCR sao o isolamento, a resolucao e a quantificacdo das fontes de
variacdo do conjunto de dados. O modelo bilinear MCR decompde uma matriz de dados de
uma amostra de acordo com a equacao 1 (TAULER, 1995):

X=CS"T+E (1)

Na equacao 1, tem-se que o modelo bilinear MCR. X (i x j) € a matriz de dados obtida
experimentalmente, a matriz C (i x f) € geralmente associada com perfis de concentracéo, S (j
x f) € a matriz associada com os perfis experimentais espectrais puros para cada analito, E € a
matriz de residuos e f o nUmero de componentes matematicos, o qual, idealmente, deve ser
igual ao numero de ingredientes/componentes quimicos presentes na amostra, ou amostras.

Os parametros do modelo sao estimados utilizando-se minimos quadrados alternantes
(ALS — Alternating Least Squares), que iterativamente ajusta as matrizes C e S ao conjunto de
dados X, utilizando um numero de fatores f pré-definidos e uma estimativa inicial de C ou S, a
qual pode ser obtida de diferentes maneiras, entre as quais, a analise de fatores evolucionarios
(EFA — Evolving Factors Analysis), a decomposicao de valores singulares (SVD — Singular
Value Decomposition) e conhecimento prévio do sistema. O ndmero de analitos pode ser
estimado utilizando o conhecimento prévio do sistema em estudo ou a partir dos resultados de
analise por SVD da matriz de dados constituida das amostras utilizadas na etapa de calibracao
(IZQUIERDO-RIDORSA, 1997).

A imposicdo de uma ou mais restricoes ao MCR, entre as quais, nao-negatividade,
unimodalidade, posto local, trilinearidade e igualdade, pode ser utilizada para ajudar na
convergéncia do algoritmo, resolver problemas de ambiguidade rotacional e garantir que 0s
resultados apresentem significado quimico. A restricao de trilinearidade consiste em forcar que
os perfis instrumentais/espectrais e de concentragdo ndo variem de amostra para amostra, ou
seja, no caso de andlise cromatografica, por exemplo, ndo poderiam ocorrer variagcdes nos
tempos de retencdo. Na restricdo de igualdade, o perfil instrumental ou de concentracao é
fixado durante a otimizacdo do modelo, esta restricdo pode ser aplicada no caso de conhecer
previamente o perfil experimental ou de concentragcdo do sistema em estudo. A restricdo de
posto local é utilizada quando se tem conhecimento prévio que determinado analito esta
ausente em uma ou mais amostras. Neste caso, esta informacéo € passada ao modelo fazendo
com que o perfil de concentragéo deste analito seja igual a zero nas respectivas amostras em
gue ele estiver ausente. Esta restricdo € muito Gtil nos casos em que amostras contendo
interferentes sdo decompostas conjuntamente como amostras de calibracdo, onde é requerido
gue o perfil de concentracéo do interferente seja zero.

Por fim, menciona-se outro método de analise multivariada quantitativa, o método de
Andlise de Fatores Paralelos (PARAFAC — Parallel Factor Analysis), que € uma técnica
multivariada de andlise de dados amplamente utilizada em quimiometria para andlise de
espectros multivariados, como espectros de fluorescéncia e espectros de absor¢cdo UV-VIS. O
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objetivo do método PARAFAC é decompor um conjunto de dados multivariados em trés
matrizes, conhecidas como fatores, que sdo chamadas de fatores de modo-1, modo-2 e modo-
3. Cada um desses fatores representa uma fonte de variagéo nos dados e pode ser interpretado
como uma espeécie quimica, uma classe de amostras ou um conjunto de caracteristicas
espectrais. O método PARAFAC é capaz de modelar interagdes complexas entre as variaveis
e, portanto, pode ser usado para identificar padrbes ocultos nos dados, detectar pontos
discrepantes (outliers) e realizar andlises de classificagdo. Uma das principais vantagens do
método PARAFAC é que o método é capaz de tratar dados altamente correlacionados e que
ndo podem ser analisados usando técnicas univariadas tradicionais (SMILDE; DOORNBOS,
1991; SMILDE et al., 1994).

A unido da técnica da fluorescéncia no UV-Vis com a quimiometria e,
concomitantemente, com o avanc¢o das tecnologias, permitiu a constru¢cdo de instrumentos
robustos que sdo imprescindiveis para estudos quimicos e, especialmente, para a investigacao
de formacéao de tautbmeros/zwitterions em solucéo, aqui incluindo os medicamentos.

INSTRUMENTACAO

Os espectrometros sdo utilizados em laboratérios e diversos equipamentos estdo
disponiveis hoje no mercado. Estes equipamentos podem apresentar varios arranjos
instrumentais, mas, em geral, possuem trés elementos basicos: uma fonte de radiacdo, um
monocromador e um detector. A maior parte destes equipamentos comerciais sédo fechados e,
a partir da colocagéo da amostra, fornecem diretamente o espectro desejado (PAVONI, 2014).
Para um fluorimetro, as principais fontes de radiacdo utilizadas sao: lampadas de mercurio,
deutério, tungsténio ou xenbnio, diodos emissores de luz ou lasers.

Atualmente, os espectrofluorimetros no UV-Vis tém na computacdo uma importante
aliada para tratar os dados. Os espectros podem ser obtidos tridimensionalmente que resulta
em um grafico de contorno do comprimento de onda de excitacdo vs. comprimento de onda de
emissao vs. intensidade de fluorescéncia. Isso é conhecido como Matriz de Excitacdo-Emisséo
(EEM — Excitation-Emission Matrix). Os dados da EEM sao analisados com um software de
guimiometria para extrair informagdes de componentes do conjunto de dados tridimensionais.

No entanto, existe um problema fundamental para a fluorescéncia. Amostras em
concentracfes mais altas produzem diferentes espectros. Essa distor¢cdo € denominada de
efeito do filtro interno (IFE - Inner Filter Effect). Consequentemente, o conjunto de dados EEM,
guando processado através da analise multivariada, pode identificar incorretamente diferentes
componentes, quando estes sdo, na verdade, um componente em concentracdes diferentes.
Isso pode levar a conclusfes erroneas. A Unica maneira de resolver isso & fazer uma segunda
medi¢cdo, uma medicdo de absorbancia, com um instrumento diferente. Em seguida, fazer os
calculos para corrigir o EEM para este fendbmeno. Outro problema com a coleta de um EEM é
gue pode levar de 30 a 60 minutos apenas para coletar uma EEM de fluorescéncia. Este tempo
nao inclui uma medi¢cao secundaria e posterior correcdo de dados. Portanto, o tempo que leva
para obter os dados e o fato de que um EEM tradicional ndo é uma impresséo digital absoluta,
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impediu que os dados EEM de fluorescéncia fossem aplicados a analise de componentes
analiticos até o presente momento.

A Horiba Instruments Incorporated introduziu um novo instrumento de fluorescéncia no
UV-Vis, denominado de Aqualog®, que utiliza uma fonte de luz continua de arco de xenénio de
150 W sem ozbnio, e € acoplado a um software que utiliza a quimiometria para tratar os dados.
O espectrometro Aqualog® combina medicbes de fluorescéncia e absorbancia
simultaneamente com resolucdo de banda 6ptica correspondente. O Aqualog resolveu ambas
as limitacbes fundamentais. Adquire uma fluorescéncia EEM em segundos a minutos, e,
simultaneamente, obtém absorcdo e transmissdo. Nao sé produz informacdes adicionais de
absorbancia sobre componentes nao fluorescentes, mas, também, oferece informacgdes de
transmissao espectral da amostra. O Aqualog® usa os dados de absorbéancia para corrigir a
fluorescéncia EEM e o efeito de filtro interno. Isso é conhecido como Matriz de Emisséo
Absorbancia, Transmitancia e Excitacdo (A-TEEM — Absorbance, Transmittance and Excitation
Emission Matrix), uma impressado digital molecular da amostra. As aquisicbes A-TEEM
permitem componentes mais precisos de analise em uma faixa mais ampla de concentra¢des
(HORIBA, 2023).

Assim, com o0 avanc¢o da tecnologia e a elaboracdo de equipamentos robustos, como o
Aqualog®, a técnica de fluorescéncia no UV-Vis pdde ter aplicacdes mais diversificadas, entre
as quais, a investigacdo de tautdmeros-zwiterionicos em formulacdes farmacéuticas, sendo
uma importante técnica em estudos de bioisencédo, atendendo, consequentemente, a RDC N.o
749 da ANVISA. Por fim, ressalta-se que a técnica de fluorescéncia no UV-Vis, aplicada a
investigacbes de medicamentos, utilizando o Aqualog®, foi validada pela Farmacopeia dos
Estados Unidos (USP — United States Phamacopeia) (HORIBA, 2023).

CONCLUSAO

A RDC N.o 749 traz critérios para a isencdo de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, o que permite diminuir o tempo (e custo) de desenvolvimento para a
producéo e langcamento de um genérico, porém, mantendo o mesmo rigor cientifico, sendo um
marco regulatério para a industria farmacéutica. O avanco da tecnologia proporcionada por
instrumentos como o Aqualog®, da Horiba Instruments Incorporated, permite que a técnica de
fluorescéncia no UV-Vis, aliada a quimiometria, seja uma ferramenta de grande utilidade em
analises e em diversos estudos, incluindo os que atendam a RDC N.o 749, ou seja, os de
bioisencéo.
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