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RESUMO

Neste trabalho, propfe-se a determinacédo do teor de lansoprazol, agente inibidor
seletivo da H'/K*-ATPase gastrica, utilizando titulagio baseada em imagem digital
(Digital Image-Based Titration). O sistema DIB utiliza uma webcam para aquisicao
das imagens digitais com base no sistema de cor RGB (Red-Green-Blue). Durante o
procedimento de titulacdo o método foi aplicado na titulacdo acido-base do farmaco
lansoprazol com o acido cloridrico. A titulacdo foi realizada por DIB e por
potenciometria. Na metodologia DIB para cada volume do titulante adicionado uma
imagem era capturada e manipulada para obtencédo dos valores da norma

(N=,/§2+(_32+§2). O volume gasto de titulante para atingir o ponto de equivaléncia,
foi obtido a partir da segunda derivada da curva de titulacdo. Os resultados obtidos
das amostras ndo apresentaram nenhuma diferenca estatistica significativa no nivel
de confianca de 95 % que foi verificada apds aplicar o teste t emparelhado (tcacuiado =
0,439 e tuiico = 2,353). Os desvios padrao relativos utilizando a metodologia DIB,

com excecao da amostra C, ficaram abaixo de 1,0 %.

Palavras-Chave: Titulacdo baseada em imagens digitais, potenciometria,

lansoprazol, capsulas.



ABSTRACT

In this paper, we propose the determination of lansoprazole content, selective
inhibitor of H + / K + -ATPase gastric using titration based on digital image (Digital
Image-Based Titration). The DIB system uses a webcam to acquisition of digital
images based on the color system RGB (Red-Green-Blue). During the titration
procedure the method was applied to the acid-base titration of the drug lansoprazole
with hydrochloric acid. The titration was performed by the DIB, and by potentiometry.

In DIB methodology for each volume of titrant added an image was captured and

manipulated to obtaining the standard values (N=1/§2+GZ+§2). The spent volume of

titrant to reach the equivalence point was obtained from the second derivative of the
titration curve. The results of the samples showed no statistically significant
differences at the 95% confidence level was observed after applying the paired t test
(tcaiculado = 0,439 € teiico = 2,353). The relative standard deviations using the DIB

methodology with the exception of Sample C, was below 1.0%.

Keywords: Titration based on digital images, potentiometry, lansoprazole, capsules.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacado da problematica

Desde a sua introdug¢do no mercado ha quase duas décadas, os inibidores da
bomba de prétons (IBP) revolucionaram o tratamento da doenca refluxo
gastroesofagico (FASS et al., 2005). Os inibidores da bomba de prétons (IBP) sao
uma das classes de medicamentos mais prescritas no mundo, pois estes combinam
um alto nivel de eficacia juntamente com uma baixa toxicidade (FORGACS;
LOGANAYAGAM, 2008). Estes agentes inibem seletivamente e irreversivelmente a
bomba de prétons (H'/K'-ATPase) através de ligacdo covalente por pontes
dissulfetos (SACHS et al.,, 1995). Os medicamentos desta classe incluem o
omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol (STEDMAN;
BARCLAY, 2004).

Devido a alta incidéncia de disturbios gastroduodenais e os farmacos
inibidores da bomba de prétons serem os mais prescritos e usados muitas vezes
empiricamente (prescritos ou automedicacgdo) relacionado ao seu baixo custo de
aguisicdo € necessario uma avaliacao fisico-quimica as quais sdo fundamentais
para a monitoracao e identificacdo de possiveis alteracdes para a verificacdo dos
dados da rotulagem estdo de acordo com as legislacdes vigentes (WYSZOMIRSKA
et al., 2009; SOHAILY; DUGGAN, 2008).

Para a determinacdo de lansoprazol diferentes métodos analiticos sao
reportados na literatura tais como: métodos cromatografico, potenciométrico e
espectrofotométrico usualmente, estas técnicas utilizam equipamentos de custo
relativamente alto, suas analises sdo demoradas e consomem quantidades elevadas
de reagentes (SCHMIDT JR; MELCHERT, 2011; BOSCH et al., 2007; MOUSTAFA,
2000).

Os meétodos oficiais para doseamento sugerido pela Farmacopeia Europeia
(2012) séo titulagbes acido-base, em que um titulante reage com um analito, com
determinacdo do ponto final potenciometricamente e a cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia.

A titulacéo envolve a observacao visual da mudanca de coloracédo da solucéo
usando um indicador para detecc¢do do ponto final (CARDWELL et al., 1991).
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A titulacdo potenciométrica, segundo Wang (2006), € uma técnica
eletroanalitica que fornece informagdes sobre a composi¢cao de uma amostra. Nela a
informacéo analitica é dada pelo potencial que se desenvolve entre dois eletrodos.
Um destes eletrodos € o de referéncia e o outro € chamado de indicador, sendo
ambos imersos em solug&o do analito.

As titulagBes potenciométricas apresentam algumas desvantagens tais como:
(i) requerem equipamento especial; (i) sdo de execucdo mais demorada do que as
titulacbes convencionais baseadas no uso de indicadores; (iii) sdo invasivas, pois
necessitam que 0 Sensor esteja em contato com a amostra a ser analisada, e assim
a relacdo entre o volume de amostra e as dimensdes dos sensores é um fator
determinante para a qualidade dos resultados; e (iv) fragilidade dos eletrodos
(OHLWEILER, 1981; COSTA et al., 2015).

Atualmente, h& grande interesse no desenvolvimento de métodos analiticos
rapidos e de baixo custos que fornecam parametros apropriados para analises
guantitativas de farmacos. Tais métodos sdo importantes para analises de rotina
durante o controle de qualidade e também no desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas (RUELA; ARAUJO; PEREIRA, 20009).

A necessidade de procedimentos analiticos que visem a reducéo dos custos e
acréscimo do numero de andlises justifica um grande interesse no desenvolvimento
e aplicagdo da analise eletroanalitica nestes Ultimos anos (COUTO;
MONTENEGRO, 2000).

Uma alternativa que pode minimizar estes inconvenientes é a utilizacdo de
metodologia baseada em imagens digitais. Métodos baseados em imagens digitais
vém sendo utilizados como uma alternativa satisfatoria para determinacdes
quantitativas em quimica analitica (GAIAO et al., 2006). Esta metodologia emprega o
sistema de cor RGB (do inglés: Red-Green-Blue) onde os valores individuais das
cores primarias variam de 0 a 255 (8 bits) (LIMA et al., 2012). Essas imagens podem
ser capturadas a partir de scanner, webcam e cameras digitais com sensores
baseados em CCDs (do inglés: Charge-Coupled Devices) ou em CMOS (do inglés:
Complementary Metal-Oxide Semiconductor) (BYRNE et al., 2000).

Neste trabalho, propde-se uma metodologia baseada em imagens digitais
para a determinacdo de lansoprazol por intermédio de titulagcdo acido-base.Utilizou-
se uma webcam para a obtencdo das imagens digitais como descrito por Gaido et
al. (2006).



14

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver metodologia baseada em imagem digital (DIB) obtida com

webcam para determinacéo de lansoprazol em formulac¢des farmacéuticas.

2.2 Especificos

e Montar um sistema de deteccdo com uma webcam para obtencdo das
imagens digitais produzidas durante as analises.

¢ Relacionar as imagens digitais com os valores de teor de lansoprazol.

e Comparar os resultados obtidos com o DIB com aqueles usando a

potenciometria na determinacg&o do lansoprazol.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Propriedades fisico-quimicas do lansoprazol

O lansoprazol pode existir na forma de sal sédico como alternativa para
aumentar a solubilidade e biodisponibilidade.

O lansoprazol (Figura 1), quimicamente conhecido como 2-[[[3-metil-4-(2,2,2-
trifluoroétoxi)-2-piridinillmethil]sulfinil]-1H-benzimidazol apresenta-se como um poé
branco ou castanho, inodoro, higroscopico. Praticamente insolivel em agua e
soluvel em alcool, acetato de etila, diclorometano, acetonitrila e éter. O ponto de
fusdo € de 178 a 182°C. Possui peso molecular de 369,4 g/mol, € uma base fraca
com pKal = 3.83; pKa2 = 0.62. O farmaco € sensivel ao calor, umidade, luz,
solventes organicos, e extremamente acido-labil, se decompondo rapidamente em
pH < 4,0. Em condic¢des alcalinas apresenta maior estabilidade (SPENCER; FAUDS,
1994; YENICELI; DOGRUKOL-AK; TUNCEL, 2004; ROCHE, 2006; PHYSICIANS'
DESK REFERENCE®, 2003).

N 0"

Figura 1 Formula estrutural do lansoprazol
FONTE: VANZOLINI, 2009

3.2 Histoérico do farmaco

O lansoprazol, um derivado benzimidazol, € um inibidor potente da bomba de
protons e da secrecdo acida gastrica (AGNIHOTRI et al., 2007). A primeira droga
descoberta do grupo benzimidazol foi o omeprazol com importantes propriedades
antitlceras sendo o primeiro inibidor seletivo da H'/K*-ATPase gastrica (SILVA,
2010).

Outros analogos do omeprazol, com distintos substituintes nos anéis
piridinicos e benzoimidazolicos foram desenvolvidos (BRUNI, 2000). Ha cinco
membros dessa familia disponiveis comercialmente como: omeprazol, pantoprazol,

lansoprazol, rabeprazol e o0 esomeprazol (VAKIL; FENNERTY, 2003).
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Os inibidores da bomba de prétons possuem como grupamento farmacoforico
o 2-piridilmetilsulfinilbenzimidazol (Figura 2). Atualmente, todos os farmacos
inibidores da bomba de protons existentes no mercado contém esta estrutura como
base e diferem apenas na natureza dos substituintes colocados sobre os anéis de
piridina e benzimidazol (ROCHE, 2006).

Benzimidazol

Figura 2 Grupamento farmacoférico dos inibidores da bomba de prétons
FONTE: ROCHE, 2006

Como eles suprimem a secrecdo acida com mais eficacia que os antagonistas
dos receptores H2, sdo amplamente utilizados para o tratamento de Ulcera péptica,
esofagite de refluxo, hipergastrinemia, lesdes gastrointestinais causadas por anti-
inflamatoérios nao-esteroidais, dispepsias, como componente na terapia para
infeccdo por Helicobacter pylori, Sindrome de Zollinger-Ellison, entre outros
(WANNMACHER, 2004).

3.3 Doencas acido-pépticas

As doencgas acido-pépticas afetam milhdes de pessoas em todo o mundo, e
tém sido uma das causas importantes de mortalidade na populacdo. Essas doencas
sdo transtornos nos quais o acido gastrico e a pepsina, necessarias para o
organismo durante o processo digestivo, provocam lesdo nas mucosas do trato
gastrintestinal quando as barreiras de protecdo estdo prejudicadas. A doenca do
refluxo gastroesofagico e a Ulcera péptica sdo os dois principais disturbios que
afetam o trato gastrintestinal (TONDO FILHO, 2011).
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3.3.1 Ulceras pépticas

A Ulcera péptica € definida pela presenca de lesdes ulcerosas, decorrentes da
acdo cloridropéptica da secrecao gastrica sobre a mucosa do trato gastroduodenal
(FONSECA et al., 2010). A etiologia da Ulcera gastrica, gastrite e Ulcera duodenal
ainda eram atribuidas basicamente ao desequilibrio entre mecanismos de defesa do
hospedeiro e a secrecdo acida (WALT et al., 1981).

Em 1983, Warren e Marchall descobriram a presenca de bacilos curvos e
espiralados em intima relacdo com o epitélio géastrico e descreveram as
propriedades microbiolégicas dessas bactérias, que foram denominadas
Helicobacter pylori (MARCHALL; WARREN, 1984).

A identificacdo e isolamento da H. pylori proporcionou um enorme
desenvolvimento nos conhecimentos acerca da Ulcera péptica. A infeccao gastrica
pelo H. pylori € responsavel por mais de 95% dos casos de Ulcera duodenal e 80%
dos portadores de ulcera gastrica (MARSHALL; WARREN, 1984).

A H. pylori enfraquece a mucosa protetora que envolve o estdbmago e
duodeno, o que permite que o acido atravesse o revestimento sensivel abaixo. Tanto
0 acido como a bactéria irrita 0 revestimento e causam uma ferida ou Ulcera. H.
pylori € capaz de sobreviver no acido estomacal porque secreta enzimas que 0
neutralizam (RAHIM; AHSAN, 2012).

A infeccdo por H. Pylori no antro gastrico produz uma hipersecrecdo acida
através da inibicdo das células produtoras de somatostatina e conseqiiente aumento
da liberacdo de gastrina pelas células G do antro gastrico. Como consequéncia
desta maior oferta de &cido ao duodeno, havera o desenvolvimento de Ulceras
duodenais (HUNT et al., 1995; MISIEWICZ, 1995).

3.3.2 Doenca do refluxo gastroesoféagico

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) foi definida pelo Consenso
Brasileiro como “uma afecgédo cronica decorrente do fluxo retrégrado de parte do
conteudo gastroduodenal para o es6fago e/ou 6rgdos adjacentes ao mesmo,
acarretando varidvel espectro de sintomas e/ou sinais esofagicos e/ou

extraesofagicos, associados ou néo a lesdes teciduais” (BRASIL, 2011).
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Os sintomas classicos da DRGE sé&o a pirose e a regurgitacao, intitulados de
sintomas tipicos. Existem também as manifestacBes atipicas como dor toracica,
sintomas respiratérios e otorrinolaringologicos, os dois Ultimos considerados
manifestacbes supra-esofagicas, uma vez que sdo provocadas pelo efeito do
conteldo gastrico refluido em regides que ultrapassam o esbéfago (AGUERO et al.,
2007).

O diagnéstico da DRGE é realizado através de anamnese seguida de exames
subsidiarios como endoscopia digestiva alta, exame radiolégico contrastado do
esofago, cintilografia, manometria e pHmetria de 24 horas (GUIMARAES;
MARQUET; CAMARGOS, 2006).

3.4 Mecanismo de ac¢éo do lansoprazol

O lansoprazol foi introduzido para o tratamento de processos ulcerativos e
sofre bioativacdo dependente do pH para transformar-se na sulfenamida ciclica
conforme Figura 3 (BARREIRO, 2008).

A sulfenamida ciclica espécie reativa frente a H'/K*-ATPase gastrica, também
conhecido como bomba de prétons é responsavel pela formacdo do complexo
covalente irreversivel com a enzima que envolve uma ligacao dissulfeto (LINDBERG
et al.,, 1986). Este sistema enzimatico (bomba de protons) esta localizado na
membrana secretora das células parietais que estdo presentes na mucosa gastrica e
constituem a etapa final da secregéo acida (SILVA, 2010).

A via de ativacao dos inibidores da bomba de proétons (Figura 3) comeca a
reacdo com duas protonacdes (Bz-PyrH") que ocorrem faciimente nas células
parietais altamente &acidas. Apenas dois dos trés &atomos de nitrogénio do
grupamento farmacoférico sdo capazes de aceitar protons: o nitrogénio da piridina
(N1) e do nitrogénio benzimidazol duplamente ligado (N3) (ROCHE, 2006).

A protonagéo resulta na ativagéo da posicao 2C (carbono 2) que serd atacado
pelo nitrogénio da piridina ionizado e a formagdo de um intermediario. Apenas o
monocation(Bz-Pyr" monocation) que tem o nitrogénio da piridina ionizado € capaz

de conduzir o ataque nucledfilo intramolecular em C2 (SACHS et al., 2010).

O intermediario rearranja-se para formar o acido sulfénico, o qual é um
reagente altamente tiofilico. O acido sulfénico pode desidratar e formar a

sulfenamida ou reagir diretamente e formar pontes dissulfeto com residuos de
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cisteina e bomba de protons vulneraveis originando um complexo covalente inativo
com o grupo sulfidril dos radicais da cisteina do dominio extracelular da enzima
H*/K" -ATPase (SACHS et al., 2010; ROCHE, 2006).
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Figura 3 Mecanismo de ativagédo dos Inibidores da Bomba de Prétons
FONTE: ROCHE, 2006

O lansoprazol é indicado para interromper a secrecao basal de acido gastrico,

0 gque torna agente terapéutico muito abrangente e potente no tratamento da doenca
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do refluxo gastroesofagico (DRGE) e ulcera gastrica ou duodenal (LINDBERG et al.,
1986).

Essas drogas sdo comercializadas para uso oral em capsulas para liberacéo
prolongada, permitindo que as drogas sejam liberadas nos granulos do duodeno,
onde sdo rapidamente absorvidas e ganham a circulagcdo sanguinea (SILVA, 2010).

Se as estruturas dos farmacos inibidores da bomba de prétons ndo fossem
revestidas ao encontrarem o0 acido gastrico no limen do estdmago imediatamente
depois administracdo oral, eles seriam ativados muito cedo e reagiriam n&o
seletivamente com residuos de cisteina das proteinas encontradas no estbmago. No
entanto, quando protegido com revestimento entérico, a droga ndo sera liberada a
partir da formulacéo até chegar ao intestino (SILVA, 2010; ROCHE, 2006).

3.5 Métodos de referéncia para determinacéo de lansoprazol

O método oficial para doseamento sugerido pela Farmacopeia Europeia
(2012) é a titulacdo com determinacdo do ponto final potenciometricamente, e a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia.

Mas, na literatura varios trabalhos utilizando as metodologias preconizadas e
outros métodos desenvolvidos para a determinacdo do lansoprazol séo relatados. A
seguir sdo mostrados alguns desses métodos.

Yeniceli et al. (2004) determinaram o lansoprazol em capsulas farmacéuticas
por meio de analise por injecdo em fluxo com deteccdo de UV (ultravioleta). O
método foi aplicado para as cdpsulas farmacéuticas e obtiveram bons resultados.

Yardimci e Ozaltin (2001) desenvolveram estudos eletroquimicos (voltametria
ciclica e de corrente continua) e andlise por polarografia de pulso diferencial de
lansoprazol em produtos farmacéuticos. Os dados obtidos a partir de preparacdes
comerciais (capsulas) foram comparados com os resultados de um método
espectrofotomeétrico publicado e ndo houve diferenca estatisticamente encontrada.

Moustafa (2000) determinou pelos métodos espectrofotométricos dois
inibidores irreversiveis da bomba de prétons, lansoprazol e pantoprazol soédico
sesqui-hidratadado. Os métodos proposto obteveram boa exatiddo e preciséo,

comparados estatisticamente com os meétodos relatados na literatura.
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Avgerino et al. (1998) determinaram o lansoprazol em fluidos biolégicos e em
formulagbes farmacéutica por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
de UV. O método obteve resulstados satisfatorios e foi aplicado com sucesso em um

estudo de farmacocinética de lansoprazol em humanos.

3.6 Titulac&o de neutralizacao

Titulacdo é o processo de adicdo de quantidades discretas de um dos
reagentes, geralmente com o auxilio de uma bureta, no meio reacional para
guantificar alguma propriedade. Quando se pretende encontrar uma concentracao, a
titulacdo € um procedimento analitico e, geralmente, sdo feitas medidas de volume,
caracterizando as titulag6es volumétricas (TERRA; ROSSI, 2005).

A titulacdo ou volumetria de neutralizacdo (ou acido-base) € uma técnica de

analise quantitativa baseada na reacéo entre os jons H;O" e OH:
H,0" + OH" == 2H,0,

cuja extensdo é governada pelo produto idnico da dgua (BACCAN et al., 2004). O
sucesso desta técnica depende da capacidade de detectar o ponto final (ATKINS,
2006).

Na titulacdo de neutralizacdo, o ponto final de titulacdo é indicado por uma
mudanca brusca de pH, a qual pode ser visualizada com o auxilio de um reagente
indicador ou de um eletrodo de pH através do uso das curvas de titulacdo (COSTA
et al., 2015)

Os indicadores &cidos/bases sdo compostos organicos de elevado peso
moleculares, geralmente acidos e bases fracos, cuja forma n&o dissociada difere da
cor de sua base ou &cido conjugado e mudam gradualmente de coloracdo dentro de
uma faixa estreita da escala de pH, conhecida como zona de transi¢cao, sendo que o
intervalo de viragem do indicador é representado pela Equacdo 1 (SKOOG et al.,
2006).

pH=pK +1 1)

Para a selecdo dos indicadores é necessério conhecer o valor do pH do ponto
final, calculado pela Equacédo 1 e fornecido em tabelas de indicadores (HARRIS,
2008). A transicao é facilmente observada quando uma forma base ou acido muda

de coloracdo. Por essa razdo, na titulagdo do lansoprazol utilizou-se o azul de



22

bromofenol que apresentam viragem na faixa acida, a mudanca da cor do meio, de
azul para amarelo.

O azul de bromofenol (3,3,5,5 - tetrabromofenolsulfonoftaleina) atua como
indicador de pH que vira entre o pH 3,0 e 4,6 de amarelo a azul-violeta,
respectivamente. A reacdo responsavel pela mudanca de cor é totalmente reversivel
de acordo a figura 4 (BRASIL, 2010).
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Br Br Br Br
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Figura 4 Equilibrio acido-base do corante azul de bromofenol
Fonte: PREVIDELLO et al., 2006.

O peso molecular do azul de bromofenol € em torno de 670,02 g/mol.
Apresenta-se como um soélido, normalmente em p6 de cor amarelo-alaranjado claro.
E muito pouco solivel em agua, pouco soltvel em etanol e facilmente soltvel em
solucdes de hidroxidos alcalinos (BRASIL, 2010).

3.7 Método analitico Baseado em Imagens Digitais

Métodos baseados em imagens digitais vém sendo utilizado como uma
alternativa para a determinacédo quantitativa em quimica analitica (ANDRADE et al.,
2012). Este método é baseado na analise das cores primarias vermelho (R, red),
verde (G, green) e azul (B, blue) que formam o sistema RGB obtidas a partir de
dispositivos digitais (CHOODUM; DAEID, 2011).

Os dispositivos digitais utilizados sédo scanner, webcam e cameras digitais

com sensores baseados em CCDs (do inglés: Charge-Coupled Devices) ou em
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CMOS (do inglés: Complementary Metal-Oxide Semiconductor) (BYRNE et al.,
2000).

O modelo RGB é baseado em um sistema de coordenadas cartesianas, que
pode ser visto como um cubo onde trés de seus vértices sdo as cores primarias,
outros trés as cores secundarias, 0 vertice junto a origem € o preto e o mais
afastado da origem corresponde a cor branco, conforme ilustra a figura 5. Neste
modelo, a escala de cinza se estende através de uma linha (a diagonal do cubo) que
sai da origem (preto) até o veértice mais distante dela (branco). Por conveniéncia,
geralmente assume-se gue os valores maximos de R, G e B estdo normalizados na

faixa de 0 a 1 (MARQUES FILHO, 1999).

Azul Ciano

Escalade Cinzas
Magenta M

\ Branco

Preto # ...l

WYermelho
(1,0,0) Amaralo

K
R

Figura 5 Sistema de cores RGB
FONTE: MARQUES FILHO, 1999

Neste cubo, cada eixo representa a contribuicdo de uma cor priméria com
intensidades variando na faixa 0 a 255 (8 bits) na formacdo das demais cores, ou
seja, com 256 niveis de intensidade totalizando 16,7 milhdes de cores (LYRA, 2008).

A cor é gerada pela combinacdo de varios comprimentos de onda luminosa,
por isso a combinanacdo de duas cores aditivas primarias produzird uma cor
secundaria, conforme o diagrama mostrado na figura 6. No modelo RGB a cor
branca é gerada pela adicdo das cores primarias vermelha, verde e azul. A cor preta

indica que nenhuma luz estd sendo transmitida. As cores secundarias, ciano,
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magenta e amarelo, sdo as cores combinadas ao vermelho, verde e azul,
respectivamente (PEDRINI, 2008).

Vermelho Verde

Azul

Figura 6 Sistemas de cores aditivas
FONTE: LYRA, 2008

A metodologia, utilizando imagens digitais, realiza processo analogo ao
espectrofotometro em que um feixe de radiacdo Py (barra de radiacdo) incide no
recipiente de amostra sofrendo uma absorcdo parcial e retorna para o sensor que
determina qual a cor resultante (P) (GOMES et al., 2008). As diferentes
combinacdes dos valores individuais das cores priméarias simulam todas as cores
existentes no espectro da regido do visivel, podendo calcular os valores de
transmitancia e consequentemente da absorbancia (ANDRADE, 2012).

Ha varios relatos na literatura de metodologia que empregam imagens digitais
para determinacdo de farmacos em formulacdo farmacéuticas com modelos
matematicos desenvolvidos para a obtencédo de respostas analiticas. Alguns desses
trabalhos sdo descritos a seguir.

Choodum e Daeid (2011) utilizaram testes colorimétricos baseados em
imagens digitais para a analise de anfetamina e metilanfetamina. Eles utilizaram
uma camera digital para a captura das imagens. O software utilizado para a andlise
das cores para obtencdo dos dados analiticos foi o Adobe Photoshop. Obtiveram
resultados satisfatérios usando esta metodologia com grande potencial para
utilizacdo em teste semi-quantitativo para outras drogas.

Gomes e colaboradores (2008) determinaram acido ascoOrbico em
formulacbes farmacéuticas pela digitalizacdo das amostras com um scanner. Este
trabalho propds um experimento didatico usando um scanner para a determinagao

de 4cido ascorbico em medicamentos com base na formac¢do do complexo azul da
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Prussia. Os mesmos concluiram que os resultados foram concordantes com um
método convencional espectrofotométrico e o procedimento é atraente para analise
instrumental nos cursos de graduacéo.

Lyra et al. (2011) propuseram um meétodo de espectrometria de emissdo de
chama a base de imagem digital (DIB-FES) para determinag¢do indireta do
diclofenaco de sddio, dipirona sédica e gluconato de calcio em formas injetaveis. O
método DIB-FES proposto utiliza imagens digitais obtidas a partir de uma webcam,
com base no sistema (Red-Green-Blue) RGB. As curvas analiticas foram
construidas com base na relacédo entre valores RGB e as concentra¢des da solucao
de calibracdo. Os resultados ndo mostraram diferenca estatistica significativa entre o
método de referéncia e o proposto, apresentando um bom desempenho em termos
de figuras de mérito LOD (limite de deteccdo), LOQ (limite de quantificacdo), faixa
linear, preciséo e a exatidao.

Nos ultimos anos, 0s regulamentos mais rigorosos levaram ao aumento da
demanda por parte da industria farmacéutica para novas técnicas analiticas rapidas
e simples para garantir o conteiddo de drogas e identificar medicamentos
adulterados que representam risco a saude (SONG; ZHANG, 2003; WONGWILAI et
al., 2010; TORRES et al., 2011).

As principais vantagens do uso de sistemas digitais sdo a possibilidade de
monitoramento em linha e a capacidade de avaliar parametros como textura,
intensidade das cores e a sua distribuicdo na superficie (ANDRADE et al., 2012). O
desenvolvimento de novas metodologias capazes de determinar a concentracao de
farmacos em formulagcbes farmacéuticas e em amostras biolégicas sdo importante
(BOSCH et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes, solugdes e amostras

Para determinacdo de lansoprazol foram preparadas as seguintes solugdes:
tetraborato de sédio (Na;B407.10H,0) 0,050 mol/L; &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol/L;
vermelho de metila 0,2% e azul de bromofenol 0,4 %.

Primeiramente preparou-se 500 mL de HCI 0,1 mol/L. E posteriormente
preparou-se 250 mL da solucdo de tetraborato de sodio 0,050 mol/L e a solucédo
indicadora de vermelho de metila 0,2%. O tetraborato de sédio 0,050 mol/L foi
utilizado apenas para a padronizacdo da solucédo estoque de HCI 0,1 mol/L através
da titulagdo utilizando o vermelho de metila como indicador utilizando metodologia
convencional. . Este procedimento foi realizado em triplicata e todas as solugcdes
foram preparadas a partir de reagentes P.A com agua recém-destilada.

Cerca de 0,100 mL de HCI foi utilizada para a titulacdo de lansoprazol

hidroalcoolico (1:4).

Foi utilizado cerca de trés gotas de azul de bromofenol como indicador na
titulacdo das solucéescontendo o lansoprazol.

Amostras de lansoprazol de 30 mg foram adquiridas em drogarias da cidade
de Itacoatiara, Amazonas, Brasil.

4.2 Equipamentos

O diagrama esquematico do sistema montado para a aquisicdo das imagens
digitais esta representado na Figura 7. Uma WebCam modelo Multilaser marca
iMicro modelo IMC3299 foi posicionada em frente ao béquer com volume interno de
100 mL contendo 50 mL da amostra com mistura de agua e etanol (1:4) e um
agitador magnético modelo Color Squid impulsionava uma barra de agitagdo no interior
do béquer foram utilizados para aquisicdo das imagens digitais. As solugbes

coloridas foram iluminadas somente pela luz produzida da WebCam
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Figura 7 Sistema para medidas por imagens digitais

A fim de evitar interferéncias da luz ambiente, a WebCam e o béquer
contendo a amostras foram colocados em uma caixa de madeira com
aproximadamente 53 x 28 x 30 cm. Para proporcionar uma iluminacédo uniforme e
para reduzir o brilho e reflexdo especular das paredes internas da caixa estas

paredes foram cobertas com uma camada de papel branco.

A WebCam foi conectado a porta USB de um microcomputador com
processador Intel Duo Core (2,4 GHz, 2 MB L2 cache e 2 Gb de memdria) e
configurado para capturar imagens digitais com resolucédo espacial de 320 pixels x

P9

240 pixels. As imagens foram capturadas e armazenadas como arquivos
usando o software fornecido pelo fabricante da WebCam.

Para as medidas por potenciometria o sistema era composto de um pHmetro
marca Hanna Instruments modelo HI 2221; um um agitador magnético e um

recipiente para a amostra (Becker), Figura 8.
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Figura 8 Sistema para medidas por potenciometria

4.3 Abertura das amostras

Foram analisadas cinco amostras de lansoprazol em capsulas contendo 30
mg do farmaco. Estas amostras foram nomeadas de A, B, C,D e E.

Antes de iniciar as titulacbes, as microcdpsulas foram removidas de seu
encapsulamento manualmente conforme mostra o diagrama esquematico na Figura
9.

Figura 9 Abertura das capsulas

4.4 Doseamento

4.4.1 Método de referéncia

Pesou-se, aproximadamente, cerca de 0,300 g dos granulos retirados das
capsulas e dissolveu-se em 50 mL da mistura de agua e etanol (1:4). Adicionou-se
trés gotas do indicador azul de bromofenol 0,4%. Titulou-se com acido cloridrico 0,1
mol/L adicionando-se progressivamente 0,100 mL do titulante com auxilio de uma
micropipeta de 200 uL automatica até a mudanca da coloracdo. Uma leitura era feita
a cada volume de titulante adicionado e os dados armazenados em uma planilha,
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segundo metodologia modificada da Farmacopeia Europeia (EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2012). Determinou-se o ponto final potenciometricamente. A
titulacdo foi realizada em triplicata para cada amostra apenas uma capsula foi

analisada por vez.
4.4.2 Procedimento para titulagdo por imagens digitais

Pesou-se, aproximadamente, cerca de 0,300 g dos granulos retirados das
capsulas e dissolveu-se em 50 mL da mistura de agua e etanol (1:4). Adicionou-se
trés gotas do indicador azul de bromofenol 0,4%. Titulou-se com acido cloridrico 0,1
mol/L adicionando-se progressivamente 0,100 mL do titulante com auxilio de uma
micropipeta de 200 pL automética até a mudanca da coloracdo. Para as medidas por
imagens digitais, uma imagem era capturada para cada volume de titulante
adicionado e armazenadas no microcomputador (GAIAO et al., 2006). Determinou-

se o ponto final através da titulacdo DIB.

4.5 Programa computacional

As imagens digitais obtidas durante a titulacdo DIB do lansoprazol foram
tratadas com a utilizacao do software ImageJ que é um programa escrito em Java de
processamento de imagem de dominio publico. Este software esta disponivel no site
www.imagej.net para download gratuitamente para sistemas operacionas Windows,

Mac OS e Linux. Sua interface é mostrada na figura 10.
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Figura 10 Interface do software ImageJ

Este software pode exibir, editar, analisar, processar, salvar e imprimir
imagens de 8, 16 e 32 bits. Através deste software pode-se ler varios formatos de
imagem, incluindo TIFF, GIF, JPEG e BMP. Ele pode calcular estatisticas de valor

de pixel de selecbes pré-definidas pelo usuario. Pode medir distancias e angulos e
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criar histogramas de densidade e graficos de perfis de linha. Ele suporta fungfes de
processamento de imagem padrao, tais como: manipulacdo de contraste, nitidez,

deteccao de bordas e filtragem mediana.

4.6 Tratamento dos dados

O processamento das imagens digitais utilizando o ImageJ é realizado da
seguinte forma: primeiramente abre-se o0 arquivo da imagem desejada e seleciona-
se a regidao mais homogénea dessa imagem (Figura 11), as coordenadas da regido
selecionada sédo utilizadas para determinar as componentes RGB (Figura 12). A
figura 12a representa a cor da solucéo inicial, ou seja, quando nenhum volume da
solugcdo de HCI 0,1 mol L™ era adicionado; e a figura 12b representa a cor da
solucdo quando uma quantidade suficiente de HCI 0,1 mol L™ era adicionado até

atingir o ponto final de titulacdo do farmaco (Figura 12c).
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Figura 11 Interface do software ImageJ mostrando a area selecionada para obtencéo de
valores RGB no (a) branco e no (b) ponto de viragem (c) final da titulacdo
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Figura 12 Valores médios de RGB da figura 12 (a), 12(b) e 12 (c)
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As figuras 12a, 12b e 12c mostram os valores médios e a moda de todos os
pixels das regides selecionadas nas figuras 11a, 11b e 11c respectivamente, para as

componentes RGB.
4.7 Procedimento para o célculo do valor baseado em RGB

Os valores médios das componentes RGB de cada imagem capturada
durante a titulacdo sdo utilizados para calcular o parametro analitico, ou seja, a

norma dessas componentes. A norma é calculado através da equagéo 2:

N= / RO+G+B° (2)

Onde R, G e B séo os valores médios de cada componente para todos os pixels da
regido delimitada nas imagens digitais. O valor da componente R é determinado pela

equacao 3.
C=Cy-Cj,comi>0 .C=R,GouB (3)

Cy e C; sdo os valores da componente R antes e apdés a adicdo de volumes
conhecidos de acido cloridrico, respectivamente. A equacdo 3 também € usada para

calcular os valores das demais componentes, substituindo R por G e B.

4.7 Determinacao do teor de lansoprazol por imagens digitais

Para obtencdo do parametro analitico, volume de HCI no ponto final da
titulacdo, construiu-se uma curva dos valores da norma versus o volume de HCI
adicionado durante a titulacdo (N x Vycy). Construi-se a curva da segunda derivada
da curva N x V¢ e tomou-se o volume de HCI para o valor zero dessa derivada (d°N
/ dV?). Os graficos das curvas sdo apresentados na item 5.

O teor de lansoprazol (Ci6H14F3N3O,S) nas amostras foi determinado
considerando-se o volume gasto de HCI no ponto final da titulacdo e a

estequiometria da reagédo. A determinacao foi realizada em triplicata e a equacgéo
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utilizada para calcular o teor de lasoprazol a partir do volume gasto de HCI no ponto
final da titulacdo foi a seguinte:

m = MM g/mol X [HCI] mol/L x Vg, (4)

Onde:

m= massa

MM= Massa Molecular
[HCI]= concentracéo do HCI

V= volume gasto de HCI

4.8 Determinacao do teor de lansoprazol por potenciometria

Para obtencdo do parametro analitico, volume de HCI no ponto final da
titulacdo, construiu-se uma curva dos valores de pH versus o volume de HCI
adicionado durante a titulacédo (pH x Vuc)). Construi-se a curva da segunda derivada
da curva pH x Vyc e tomou-se o volume de HCI para o valor zero dessa derivada
(dpH? / d®V). Os gréficos das curvas sdo apresentados na Secéao 5.

O teor de lansoprazol (Ci6H14F3N30,S) nas amostras foi determinado
considerando-se o volume gasto de HCI no ponto final da titulacdo e a

estequiometria da reacao. A determinacéo foi realizada em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meétodo por titulacdo &acido-base, desenvolvido para determinacdo do
lansoprazol em formulacdo farmacéutica, foi adaptado da monografia da
Farmacopeia Europeia (European Pharmacopeia, 2012). O método baseia-se na
reacdo do lansoprazol com o &cido cloridrico, formando o &cido sulfénico e

sulfenamida (Figura 13).

CH,CF CH,CF4
O/ 2 3 O/
X CH, % CHs
| _ - = \+
N + HCI = N
S H-N S~
NH NH

0
CH CH
e e
+ ) +
N H20 N
SOH S
NZ" “NH 2 N7 N

Figura 13 Equacédo quimica proposta para a titulagdo do Lansoprazol com acido cloridrico

A tabela com os resultados obtidos a partir da titulacdo potenciométrica e os
valores da norma das imagens digitais obtidas durante a titulacdo foram organizados
de acordo com Tabela 1 e 2, respectivamente. Os valores da norma foram

determinados a partir da equacéo 1.



Tabela 1 Resultados obtidos dos valores RGB a partir das imagens digitais

V(zrlﬁ 'L_I)Cl R G B Norma
0.1 0 94 158 9,21
0,3 1 102 147 22.69
0.5 25 120 134 5112
0.7 100 152 121 126.78
0,9 201 203 131 234,40
1.1 215 205 134 247.08
13 213 208 131 24718
15 218 210 129 25274
17 217 206 122 251,02
1.9 224 201 117 255,69
21 224 201 117 255,69
23 222 198 111 253,79
25 225 196 107 256,42
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A titulacdo consiste em acompanhar varios estagios e determinar o ponto final

da titulagédo através dos valores fornecidos das componentes RGB. A determinacéo

do ponto final foi realizada através da curva de titulagcdo que em geral € uma curva

sigmoide como apresentado na figura 14.
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Figura 14 Curva de titulagdo, norma versus volume adicionado de HCI
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O segmento central € onde se localiza o ponto final de titulagdo, sendo o

ponto final da titulagéo obtido a partir do ponto de inflexdo da curva. Para determinar

com exatiddo o ponto final é necessario realizar um tratamento matematico. Para

isto utilizou-se o método da segunda derivada (Figura 15) da curva original (Figura

14).
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A figura 15 ilustra o gréfico da segunda derivada onde o ponto final da
titulacdo é determinado quando a curva de titulagdo passa pelo valor zero da

derivada, ou seja, nos volumes indicados nos graficos.
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Figura 15 Curva da segunda derivada

Para determinacéo potenciométrica a titulacdo foi acompanhada monitorando-

se os valores de pH quando eram adicionados volumes conhecidos da solugao de
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HCI 0,1 mol L™. A tabela 2 mostra o exemplo dos resultados experimentais obtidos

da titulacdo da solugédo contendo o farmaco.

Tabela 2 Titulacdo potenciométrica

Vol. HCI Vol. HCI

(mL) PR (mL) PR

0 6,86 1,3 3,83
0,1 6,8 1,4 3,66
0,2 6,71 1,5 3,55
0,3 6,63 1,6 3,48
0,4 6,54 1,7 3,38
0,5 6,35 1,8 3,31
0,6 6,21 1,9 3,23
0,7 5,96 2 3,18
0,8 5,74 2,1 3,13
0,9 51 2,2 3,08

1 461 2,3 3,03
1,1 429 2,4 2,99
1,2 401 2,5 2,96

A figura 16 mostra o gréfico da curva de titulagcdo que relaciona os valores de

pH versus o volume de acido cloridrico adicionado. O ponto final da titulacdo foi

obtido, como descrito anteriormente, no ponto de inflexdo da curva, ou seja, 0 ponto

de equivaléncia que corresponde a quantidade suficiente de titulante adicionada

para reagir com todo analito.
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Figura 16 Curva de titulacdo, pH versus volume adicionado de HCI

A figura 17 ilustra o grafico da segunda derivada onde o ponto final da

titulacdo potenciométrica é determinado quando a curva de titulagdo passa pelo

valor zero da derivada, ou seja, nos volumes indicados nos graficos.
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O teor do farmaco em cada capsula das amostras A, B, C, D e E foram

calculados a partir dos volumes gastos de &cido cloridrico durante as titulacdes,

considerando a estequiometria da reacdo . A tabela 3 mostra os resultados obtidos

para amostras A, B, C, D e E empregando os métodos DIB e potenciométrico,

respectivamente.
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Tabela 3 Resultados da determinacdo do lansoprazol pelos métodos DIB e

potenciométrico.

Imagem Digital Potenciometria
Amostra — —
Xpig £ DPpig DPRp;g Xpot & DPpot DPRpg¢
A 26,80 + 0,17 0,65 31,63 +0,35 1,11
B 26,80 + 0,17 0,65 23,20+ 0,17 0,75
C 27,17 + 0,74 2,71 30,80 + 0,56 1,81
D 26,60 + 0,00 0,00 23,23+ 0,21 0,90
E 27,40 + 0,56 2,03 34,70 + 2,08 5,99

Como pode ser visto na Tabela 3, os resultados obtidos nas analises das
amostras de lansoprazol utilizando titulacdo baseada na metodologia DIB mostram-
se proximos daqueles obtidos usando a titulagcdo potenciométrica. Nestas analises
nenhuma diferenca estatistica significativa no intervalo de confianca de 95 % foi
verificada apos aplicar o teste t emparelhado (tcaiculado = 0,439 € teritico = 2,353). O
teste de hipéteses é, usualmente, utilizado na formulacdo do teste t emparelhado
usado para avaliar se existem diferencas sisteméaticas estatisticamente significativas
entre os resultados de dois métodos analiticos.

Os desvios padrao relativos utilizando a metodologia DIB, com excecédo da
amostra C, ficaram abaixo de 1,0 %. O mesmo ocorreu com aqueles cuja titulacao

foi acompanhada pela medida do pH.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposta uma nova metodologia para determinacéo do teor
de lansoprazol em capsulas. Ao comparar os resultados obtidos com a titulagio
realizada por DIB com aqueles obtidos por titulacdo potenciométrica e analisando os
resultados do ponto de vista estatistico aplicando o teste t emparelhado, observa-se
nenhuma diferenca significativa para o intervalo de confianca de 95 %, entre os
resultados obtidos pelas duas metodologias. Além disso, os desvios padréo relativos
utilizando a metodologia DIB, com excecao da amostra C, ficaram abaixo de 1,0 %,
apresentando o mesmo nivel de precisdo dos resultados obtidos por titulacdo
potenciométrica.

Diante dos resultados apresentados, seja por titulacdo DIB, seja por titulagao
potenciométrica, conclui-se a titulacdo utilizacdo imagens digitais apresentou-se com
uma boa alternativa aos métodos existentes na literatura para determinacdo do teor

de lansoprazol.
6.1 Propostas futuras
Para demonstrar ainda mais a viabilidade da metodologia DIB na

determinacao do teor de lansoprazol pretende-se:

a) Aplicar a metodologia a outros farmacos da classe do lansoprazol
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