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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de
Pos-graduacdo em Ciéncias farmacéuticas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, a presente dissertacdo foi redigida na forma de capitulos, para
melhor organizacéo e discusséo dos resultados obtidos em cada etapa. Assim,

este trabalho encontra-se dividido da seguinte forma:

Introducéo, contendo a caracterizacao, justificativa, formulacéo da

hipétese de trabalho, bem como os objetivos do estudo;
Capitulos | e Il, contendo:

e Introducéo e Objetivos,

e Revisdo bibliografica do tema especifico do capitulo,
e Materiais e Métodos,

e Resultados e Discusséo,

e Conclusoes,

e Referéncias.

Além dos itens dos Capitulos | e Il, o Capitulo Il contém a

validacéo e a aplicacdo do método validado;

Discusséo geral, visando um entendimento global dos resultados

apresentados nas diferentes etapas do trabalho;
Conclusoes;
Perspectivas;
Referéncias bibliograficas; e,

Anexos.






RESUMO

O comércio ilegal de medicamentos € um problema mundial que afeta
milhdes de pessoas todos os anos. A incluséo digital contribui para a ascenséo
das vendas, transformando-se no principal veiculo de comércio de
medicamentos falsificados no mundo. No Brasil, 0 numero de medicamentos
contrabandeados apreendidos pela Policia Federal aumentou nos altimos anos,
principalmente, nas regides Sul e Sudeste. Sendo que grande parte destes,
entraram pelo pais pelo Paraguai. Os medicamentos falsificados que
predominam no Brasil sdo para tratamento de disfuncao erétil e para perda de
peso. O objetivo deste trabalho foi comparar amostras de sibutramina de
origens distintas a fim de detectar falsificagcbes e agrupar amostras com
propriedades semelhantes, através da quantificacdo por Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM); da identificacdo por
espectroscopia de infravermelho (IV) e do perfil fisico (determinacdo do peso
médio e exames fisicos dos pos e capsulas). Fez-se previamente o perfil fisico
das amostras, no qual foi possivel identificar grupos com caracteristicas
semelhantes, mas adquiridos por diferentes vias. No entanto, o perfil fisico
sozinho ndo é definitivo para determinar uma falsificacdo e muito menos
determinar uma origem comum para a mesma. Na espectroscopia de IV
observou-se que quase todas as amostras apresentaram sinais nas regioes
caracteristicas dos grupamentos quimicos da sibutramina. Nesta analise, foi
possivel identificar quatro grupos distintos. Em relacdo ao método de CL-EM
validado, ele se mostrou especifico, linear, exato, preciso e robusto. Os
resultados da andlise por CL-EM revelaram que apenas uma das amostras
ilegais da faixa de 90-110%. Duas amostras apresentaram teor acima e sete
abaixo. Por fim, das doze amostras analisadas, apenas as duas originais e uma
das ilegas apresentaram teor adequado. Assim, pudemos verificar que € muito
facil obter sibutramina de fontes ilegais e que estes medicamentos nao tém
qualidade. A divulgacéo destes resultados € a melhor maneira de desencorajar

as pessoas a néo utilizarem estas fontes para a obtencao de medicamentos.

Palavras-chaves: sibutramina, falsificacao, perfil fisico, CL-EM, espectroscopia
de IV.






ABSTRACT

The illegal trade in drugs is a global problem that affects millions of people
every year. Digital inclusion contributes to the rise of the sale of these drugs,
making internet the main option in the world. In Brazil, the number of smuggled
drugs seized by the Federal Police increased in recent years, mainly in the
South and Southeast regions. Since most of them have entered Brazil via
Paraguay. Counterfeit drugs that predominate in Brazil are those used to treat
erectile dysfunction and to promote weight loss. The objective of this study was
to compare samples of sibutramine with different origins in order to detect
counterfeits and grouping samples with similar properties through quantification
by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) in previously
developed and validated method; identification by infrared spectroscopy (IR)
and physical profile (determination of average weight and physical examinations
powders and capsules). In order to do so, 12 samples were examined, two
original products acquired from local pharmacies and 10 from internet and
street vendors. Based on visual examination at least three potential sources of
capsules were identified, but acquired from different sources. However, the
physical profile alone cannot be used to identify counterfeit drugs. Using
infrared spectroscopy we found out that almost all samples showed signals that
could be attributed to sibutramine functional groups. Based on IR spectra, four
groups were identified, with six, three, two and one brand. Regarding the LC-
MS method validated, it proved to be showed specific, linear, accurate, precise
and robust. The results of LC-MS analysis revealed that only one of the illegally
acquired samples were within the 90-110%. Two samples were above and the
other seven were bellows those limits. Overall we found out that is very easy to
buy sibutramine in the informal market and most of them are of poor quality and
maybe the publication of these data coulb be the best way to discourage people

to seek these sources.

Keywords: sibutramine, forgery, physical profile, LC-MS, IR spectroscopy.
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A falsificacdo de medicamentos € um problema mundial que afeta
milhdes de pessoas todos os anos (WHO, 1999; WHO, 2011; AMES & SOUZA,
2012). Essas pessoas sdo iludidas por este comércio informal acreditanado
estar fazendo o tratamento correto, no entanto, ndo sabem a composi¢do, nem
a origem destes produtos (AMES & SOUZA, 2012).

Empresas e agéncias farmacéuticas desenvolvem constantemente
medidas para protecdo dos medicamentos e analise rapida e confiavel dos
produtos suspeitos. Vérias técnicas, essencialmente baseadas em
cromatografia e espectrometria, estdo a disposicdo dos analistas para permitir
a distincdo entre produtos genuinos e falsificados. Entretanto, a determinacéo
dos componentes e a utilizacdo dos dados analiticos para fins forenses
constitui ainda um desafio (DEGARDINA, ROGGOA & MARGOT, 2014).

A luta para proteger a cadeia de abastecimento internacional de
medicamentos € ajudada cada vez que incidentes com medicamentos
falsificados sao relatados, mantendo os consumidores alerta para os riscos, e
conscientes da necessidade de incentivar seus governos a legislar e fazer

cumprir os regulamentos sobre medicamentos (PARTNERSHIP, 2015).

Esse comércio representa um alto risco sanitario, pois a origem suspeita
dos medicamentos resulta em produtos com qualidade duvidosa, cuja utilizagéo
pode resultar numa falha do tratamento e contribuir para aumentar a
resisténcia, no caso de antibiéticos, ou mesmo causar o Obito do paciente
(AMES & SOUZA, 2012; GUPTA, SINGHAL & PANDEY, 2012). Tendo
composicgédo incerta, esses medicamentos podem n&o ter componentes ativos,
ter componentes ativos insuficientes, usar outros farmacos no lugar dos ativos
usuais ou, ainda, empregar componentes toxicos e ndo medicinais, como por
exemplo, tintas, ceras para assoalho, talco, giz. Porém, a composicdo também
pode ser similar aos legitimos, quando os principios ativos inauténticos séo
selecionados ou escolhidos com uma estrutura quimica semelhante ao original.
De qualquer maneira, esses produtos falsificados podem acentuar efeitos
adversos e interacbes medicamentosas e mascarar 0s sinais clinicos que
permitiiam cuidados adequados, agravando condicdbes de saude e

prolongando o tempo de tratamento, gerando sofrimento e gasto as pessoas
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(EAASM, 2008; NEWTON et al., 2008;: FERNANDEZ, GREEN & NEWTON,
2008; WHO, 2010).

A falsificacdo possui uma alta demanda e lucratividade, que é mantida
pela corrupgao, incapacidade de controle e aumento dos consumidores que
recorrem a esses produtos (TALATI, PARIKH & AGRAWAL, 2011). Os fracos
sistemas de regulamentacdo de medicamentos, os insuficientes controles
sobre a producao, distribuicdo e importacdo (GAUDIANO et al., 2006), o alto
custo de alguns medicamentos, a falta de legislacdo adequada e sansdes
penais fracas também contribuem com este comércio (CARVALHO, 2006;
WHO, 2006; VIRELLA, 2008).

O fenbmeno da falsificacdo de medicamentos € relativamente recente,
sendo identificado como um problema emergente pela WHO em 1985 (GUPTA,
SINGHAL & PANDEY, 2012). Desde entédo, a dimenséao do problema cresceu,
acreditava-se que em 2006 o comércio ilicito de medicamento representasse
10% do comércio global de medicamentos e que chegaria a US$ 75 bilhdes em
2010, aumentando 92% em relacdo a 2005 (WHO, 2006). Podem ser falsos até
40% dos medicamentos a venda em alguns paises (PARTNERSHIP, 2015).

A internet representa uma grande brecha na qual os medicamentos
falsificados podem chegar aos consumidores. Muitos dos sites ilegais vendem
medicamentos prescritos, ou versdes falsificadas inseguras, diretamente para o
publico, sem uma prescricdo valida ou consulta com um profissional de saude.
Este é o aspecto mais perigoso do comércio online de medicamentos, uma vez
que afasta os pacientes das consultas médicas e a qualidade do produto é
incerta (EAASM, 2008). Segundo a WHO (2012), 50% dos medicamentos
comprados por esta via sdo falsos e de sites ilegais. Devido ao anonimato e a
natureza pouco regulamentada da internet, ha um baixo risco dos responséaveis

serem pegos e suas operacdes serem desligadas.

De um modo geral, os falsificadores sao atraidos por dois tipos de
medicamentos: aqueles que sao utilizados em grande numero e 0s que tém um
elevado valor monetario (EAASM, 2008). Nos paises em desenvolvimento, 0s
medicamentos que dominam o mercado da falsificagdo sao os com pregos

elevados e necessarios para a sobrevivéncia, como 0s citostaticos, antibiéticos
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e anti-hipertensivos. JA& em paises desenvolvidos, os que predominam estéo
relacionados com estilos de vida, como narcéticos, tratamentos de impoténcia
sexual, perda de peso e perda de cabelo (EAASM, 2008; VIRELLA, 2008).

Em 2005 predominavam no comércio ilegal brasileiro os medicamentos
psicotropicos, opidides e estimulantes. J& em 2009 eram os emagrecedores,
para tratamento de cancer e, principalmente, para disfuncédo erétil (FARIA,
2009). A operacéao “Seis Fronteiras” apreendeu mais de 17 mil comprimidos de
medicamentos irregulares, incluindo a sibutramina (BRASIL, 2009), que € um
medicamento tarja preta, utilizado no tratamento da obesidade e sujeito a
notificacdo de receita "B2" (receita azul) (BRASIL, 1998).

A globalizacdo dos mercados financeiros tem facilitado o contrabando e
importacdes e exportacdes ilegais (REYNOLDS & MCKEE, 2010). O numero
de medicamentos ilegais apreendidos no Brasil pela policia federal aumentou
nos ultimos anos. Sendo que as regides Sul e Sudeste sdo as mais afetadas
pelo comércio ilicito e as que tiveram o maior numero de apreensfes. Grande
parte desses medicamentos falsos foi apreendida junto com medicamentos
estrangeiros contrabandeados, principalmente de origem paraguaia, reforgando
a hipétese de que essas mercadorias sédo produzidas no exterior e adentram no
pais pelos portos e fronteiras (AMES & SOUZA, 2012).

O controle de tais praticas de pirataria € indispensavel e, portanto,
governos e instituicdes reconhecidas internacionalmente tém tomado medidas
para limitar sua propagacdo e aboli-la. As industrias farmacéuticas sdo o
principal alvo econémico, perdendo mercado e reduzindo lucro, mas, por isso,
iniciaram a prética contra falsificacfes. Tal pratica € altamente recomendada
nas areas da saude, onde muito dano é causado aos pacientes. O “anti-
falsificacédo” parece ser o novo horizonte da ciéncia e da tecnologia, cujos
frutos serdo para o bem estar das pessoas. Técnicas e instrumentos analiticos
tem se mostrado relevantes na deteccéo, identificacdo e diferenciacdo dos
produtos falsificados, sendo importante o desenvolvimento de novos protocolos

e métodos para os instrumentos atuais (TALATI, PARIKH & AGRAWAL, 2011).

Ha poucos artigos disponiveis sobre desenvolvimento e validacdo de

métodos para deteccdo, identificacdo, quantificacdo e diferenciacdo de
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medicamentos originais e falsificados. Por exemplo, pesquisando as palavras
“‘medicine counterfeit”, “drugs counterfeit”, “pharmaceuticals counterfeit”,
“counterfeit medications” e “fake drugs” na base de dado PubMed foram
encontrados aproximadamente 1.600 artigos. Destes, foram selecionados
artigos que empregavam pelo menos um dos seguintes métodos:
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia (CLUE), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou
Espectroscopia de Infravermelho (IV). A maior parte dos trabalhos sao revisées
e apenas 38 artigos usavam algum dos métodos acima. O método mais
empregado foi CLAE, que apareceu em 16 artigos. Dos 38, 27 artigos s&o dos
altimos 5 anos e estudaram, principalmente, os medicamentos para impoténcia
sexual (14 artigos) e malaria (10 artigos). Nesta linha de pesquisa néo foi

encontrado trabalhos com medicamentos emagrecedores.

A elevada quantidade de medicamentos falsificados disponiveis e o
baixo niumero de artigos publicadas na area imp&e a necessidade de novas
pesquisas para detectar esses produtos farmacéuticos falsificados e distingui-

los dos verdadeiros.
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OBJETIVOS
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- Desenvolver e validar metodologia por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (CL-EM) para a identificacdo e quantificacdo de
sibutramina na presenca dos excipientes e principais produtos de degradacéo;
e, aplicar o método desenvolvido nas amostras de sibutramina de diferentes

origens;

- Analisar em espectrometro de IV as amostras obtidas e identificar as

regides caracteristicas da estrutura quimica de sibutramina;
- Determinar e comparar as caracteristicas fisicas das amostras;

- Detectar falsificacbes e agrupar as amostras com propriedades
semelhantes, a partir da analise em espectrometro de IV, em CL-EM e dos
perfis fisicos das amostras.
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CAPITULO 1 — PERFIL FiSICO
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1.1 Introducéo e Objetivos

A WHO (1999) definiu medicamentos falsificados como “produtos
farmacéuticos que foram rotulados de forma errbnea - deliberada e

fraudulentamente — no que diz respeito a identidade e/ou a origem”.

Considerada mundialmente como um problema de saude publica, a
falsificacdo de medicamentos possui como um de seus principais meios de
comércio a internet (WHO, 1999), pois ndo exige receita, € mais rapido,
confidencial e conveniente (DEGARDINA, ROGGOA & MARGOT, 2014). Em
2013, foram fechados mais de 13.700 sites ilicitos no mundo e apreendidos 9,8
milhdes de medicamentos potencialmente perigosos no valor de US$ 41
milhdes (INTERPOL, 2014).

Os principais alvos econbmicos sdo 0s pacientes e a industria
farmacéutica que experimenta uma reducdo no lucro, uma imagem manchada
pela divulgagéo das falsificagbes e o dnus constante de tentar proteger seus
produtos contra os impostores (JACK, 2007).

Assim como a falsificacdo de medicamentos, a obesidade também é um
problema de saude publica (SILVA, 2011), que necessita de uma boa adeséo a
terapia para ser combatida. Essa adesdo depende de vérios fatores, que
podem ser influenciados negativamente pela mudanca constante na
apresentacdo dos medicamentos (cor, odor, gosto, tamanho e embalagem),
falha ou resisténcia do medicamento, no caso de antibidticos, e auséncia ou
melhora dos sintomas (REINERS et al., 2008).

Os medicamentos falsificados colaboram para a néo-adesdo a
terapéutica, pois, como sdo de origem duvidosa e qualidade incerta, podem
provocar efeitos adversos e mascarar sinais clinicos, fazendo com que as
pessoas abandonem seu uso, agravando suas condicdes de saude e
prolongando, posteriormente, o tempo de tratamento ou mesmo levando a
morte (EAASM, 2008; NEWTON et al., 2008; FERNANDEZ, GREEN &
NEWTON, 2008; WHO, 2010; GUPTA, SINGHAL & PANDEY, 2012).

A sibutramina é indicada para o tratamento da obesidade e necessita de

notificacdo de receita "B2" (receita azul), acompanhada de Termo de
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Responsabilidade do Prescritor, para ser vendida (BRASIL, 1998; BRASIL,
2011a; ANVISA, 2015). No entanto, ela € facilmente comprada pela internet

sem a necessidade de receita.

Técnicas e instrumentos analiticos tém se mostrado relevantes na
deteccao, identificacdo e diferenciacdo entre produtos auténticos e falsificados,
mas sempre é importante o desenvolvimento de novos protocolos e métodos
(TALATI, PARIKH & AGRAWAL, 2011).

Nesse sentido, o primeiro capitulo desta dissertacdo tem como objetivo
apresentar o perfil fisico de amostras auténticas e falsificadas, através da
andlise dos blisters, das capsulas, dos pés e da determinacédo do peso médio
das capsulas dos medicamentos, visando identificar semelhancas e diferencas

entre elas e verificar algum indicio inicial de falsificacao.

1.2 Revisao Bibliografica

A adesédo ao tratamento € um tema bastante importante, principalmente
quando se abordam doencas crénicas (JUNIOR, GRECOA & CARNEIRO,
2001). Esta é definida como o grau de consentimento entre o comportamento
de uma pessoa em relacdo as orientacdes do médico ou de outro profissional
de saude (DEWULF et al., 2006).

Uma fraca adesdo as terapias pode comprometer negativamente a
evolucdo clinica do paciente e a sua qualidade de vida, constituindo-se um
problema critico na salde da populacdo, que pode trazer consequéncias
pessoais, sociais e econdmicas (WHO, 2003; DEWULF et al., 2006). Entre os
fatores determinantes da n&o-adeséo relacionados ao tratamento estd a
apresentacdo dos medicamentos (cor, odor, gosto, tamanho e embalagem)
(REINERS et al., 2008).

A falsificacdo de medicamentos se tornou uma industria estruturada com
fabricantes, atacadistas, distribuidores e vendedores locais (ROUDAUT, 2011).
Essa pratica ndo exige muito espaco e muitas vezes podem ser realizadas em

pequenas instalagdes industriais, oficinas, casas regulares, quintais, garagens
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ou até mesmo pequenas vans, geralmente por trabalhadores néo qualificados
(DEGARDINA, ROGGOA & MARGOT, 2014).

Estudos sugerem que 32% das falsificagcbes ndo contém componentes
ativos e, provavelmente causem risco a saude (WHO, 2010). Mesmo que 0s
falsificadores usem os ingredientes certos, seus padrées de qualidade ainda
serdo muito menores. Os custos de producao sao insignificantes em relacédo a
dos genuinos, sem dispéndio em pesquisa e desenvolvimento ou licenciamento
(REYNOLDS & MCKEE, 2010).

Além disso, os falsificadores ndo devem seguir procedimentos
operacionais padrdao de producdo, controle de qualidade e seguranca na
fabricacdo dos medicamentos, e nem devem estar preocupados com a higiene
do local ou a apresentacdo dos mesmos. E um comércio que visa apenas o
lucro (CARVALHO, 2006; WHO, 2006; VIRELLA, 2008).

A obesidade é uma doenca integrante do grupo de doencas crbnicas
nao transmissiveis (PINHEIRO, FREITAS & CORSO, 2004), que alcancou
proporcdes epidémicas a nivel mundial. Projecbes da WHO indicavam que
neste ano, 2015, pelo menos um terco da populacdo mundial estaria com
sobrepeso, e cerca de 10% seria obesa (SILVA, 2011). Segundo informacdes
divulgadas em janeiro pela WHO (2015), a maioria da populacdo do mundo
vive em paises onde 0 sobrepeso e a obesidade matam mais pessoas do que
abaixo do peso, e 39% dos adultos com 18 anos ou mais estavam acima do
peso e 13% eram obesos em 2014, 42 milhdes de criangcas com menos de 5
anos estavam acima do peso ou eram obesos em 2013. Os medicamentos
para tratamento da obesidade estdo entre os medicamentos mais falsificados
nos paises desenvolvidos (EAASM, 2008; VIRELLA, 2008).

No Brasil, a regido Sul esta entre as duas regides mais afetadas pelo
comércio ilegal de medicamentos e com 0 maior nimero de apreensdes por
este motivo (AMES & SOUZA, 2012). Bem como, a regidao Sul apresenta as
maiores proporcdes de sobrepeso e obesidade no Brasil, seguida dos estados
de S&o Paulo e Rio de Janeiro (SILVA, 2011). Portanto, sendo a regido com
maior niumero de pessoas acima do peso e tendo uma das maiores taxas de

falsificacdo de medicamentos do Brasil, a regido Sul é propensa a ter muitos
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medicamentos para tratamento da obesidade sendo negociados no comeércio

ilegal.

A sibutramina € um medicamento prescrito para o tratamento da
obesidade, que tanto o metabdlito amino primario (M;) como o0 amino
secundario (M;) sé@o farmacologicamente ativos e induzem 0S processos
naturais levando a aumento da saciedade e da termogénese por inibicdo da
receptacdo da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) e da noradrenalina
(norepinefrina) (McNEELY & GOA, 1998).

Em um estudo foi observado que pacientes fazendo uso de sibutramina
apresentaram aumento de 16% no risco de infarto do miocardio ndo fatal,
acidente vascular cerebral ndo fatal, parada cardiaca ou morte cardiovascular
comparados com 0s pacientes que ndo usaram o0 medicamento (BRASIL,
2011a). O uso da sibutramina no Brasil estd em periodo de monitoramento do
seu perfil de seguranca, s6 podendo ser vendida quando tiver notificacdo de
receita "B2" e Termo de Responsabilidade do Prescritor (BRASIL, 1998;
ANVISA, 2015).

E vedada a prescricéo, dispensacdo e o aviamento de medicamentos ou
férmulas medicamentosas que contenham a substancia sibutramina, seus sais
e isbmeros, bem como intermediarios acima da dose diaria recomendada de 15
mg/dia (BRASIL, 2011a).

A administracdo é feita por via oral, pela manhd, com ou sem
alimentacdo. Vendida na forma farmacéutica capsula, nas doses de 10 e 15
mg, € um poé cristalino, branco a branco leitoso, cujos laboratorios Aché,
Torrent, Teuto, Biosintética, EMS, Germed, Nova Quimica e Legrand Pharma
possuem registro para sua comercializagdo no Brasil (ANVISA, 2015). No
entanto, nem todos estdo disponiveis nas farmacias, pois alguns laboratérios

nao a produzem mais.

As preocupacbes com potenciais efeitos hipertensores da sibutramina
sao refletidas nas dosagens e nas recomendacdes de administracdo fornecidas
pelos fabricantes (McNEELY & GOA, 1998).
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No entanto, ela é facilmente comprada pela internet ou em mercados
ilegais sem a necessidade de receita. Em 2009, blisters contendo sibutramina
falsificada foram apreendidos pela Policia Federal (BRASIL, 2009a). J& em
2014, foram apreendidas pela Policia 4 mil céapsulas de sibutramina (G1,
2014a) em janeiro e 9.760 capsulas do mesmo medicamento em setembro
(G1, 2014c). E, no dia 11.03.2015 um homem foi preso na Bahia quando
transportava mais de 37 mil unidades de medicamentos proibidos, incluindo a
sibutramina (G1, 2015). Essas sdo apenas algumas das muitas noticias de

apreensdes de medicamentos ilegais no pais.

Os produtos suspeitos devem passar por uma analise rapida e confiavel,
a fim de distingui-las entre produtos originais e falsificados (DEGARDINA,
ROGGOA & MARGOT, 2014). Mesmo sendo mundialmente comercializada e
ja ter tido casos de apreensdes de seu medicamento falsificado, ndo existe
metodologia para analise de sibutramina na forma farmacéutica capsulas em
cadigos oficiais (BP, 2007; F. Bras. 2010; Ph. Eur., 2008; USP, 2012).

Um perfil pode ser definido como um conjunto de caracteristicas
especificas selecionadas para proporcionar informagdes sobre determinada
producédo, por exemplo, clandestina. Estudos com obtencéo de perfis quimicos
elou fisicos de amostras de drogas e de medicamentos ilicitos visam provar
materialmente a existéncia de um crime ou subsidiar com informacdes precisas

0s servicos de inteligéncia estratégia e operacional (ORTIZ, 2013).

Por mais que os dados de controle fisico ndo sejam empregados de
modo absoluto para se atestar uma falsificacdo, eles sdo o primeiro contato

com as amostras, que até entdo sdo consideradas falsas.

O perfil fisico, estudo desta dissertacdo, envolveu a andlise das
capsulas, dos pos, dos blisters e a determinacdo do peso médio de amostras
auténticas e falsificadas. Nao envolveu o exame das caixas, pois apenas as

amostras auténticas vieram nelas.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira V ed. (2010) capsula dura é
uma forma farmacéutica solida, normalmente formada de gelatina e tipicamente

preenchida com um ou mais principios ativos e excipientes na forma soélida.
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Constituida de duas secdes cilindricas pré-fabricadas, denominadas corpo e

tampa, que se encaixam e cujas extremidades s&o arredondadas.

Outra forma farmacéutica sélida é o po, que pode preencher as capsulas
duras, e contém um ou mais principios ativos secos e com tamanho de

particula reduzido, com ou sem excipientes (F. Bras., 2010).

A determinacdo de peso em dose unitaria para capsulas duras permite
verificar se as unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade de peso
(F. Bras., 2010).

Ja blisters sédo recipientes moldados em forma de bandeja com
cavidades dentro das quais as formas farmacéuticas sdo armazenadas,
normalmente com uma cobertura de material laminado selada a parte moldada,
que deve ser aberta ou rompida para acessar o conteudo. O grau de
transparéncia do blister pode ser ambar, opaco, transparente ou transllcido
(BRASIL, 2011b).

1.3 Material e Métodos
1.3.1 Amostras

Foram adquiridas 2 amostras de sibutramina no comércio formal, que
eram as unicas disponiveis no periodo de compra, e 10 amostras no comércio

informal, através da internet, ambulantes ou entregadores.

A dosagem ndo foi utilizada como um critério de exclusdo da amostra no
estudo. No entanto, considerou-se apenas como amostra aquelas que eram
diferentes das anteriormente adquiridas ou sem identificacdo, mas sendo
vendida como sibutramina. Neste caso houve amostras que chegaram pelo

correio e tiveram que ser ignoradas.

Nomeou-se as amostras com letras de A a L. As amostras auténticas

foram chamadas de A e B e as consideradas, a principio, falsificadas de C a L.
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1.3.2 Blisters

Realizou-se uma inspecéao visual dos blisters a fim de avaliar a qualidade
e identificar impressdes, incluindo fontes, dizeres e simbolos, com informagdes

de teor, lote, data de fabricagéo, validade e excipientes.

O exame macroscopico dos blisters foi prejudicado porque algumas
amostras ndo vieram com embalagens. Além disso, nao foram realizadas as
analises de inspecao visual das caixas e bulas dos medicamentos, pois apenas

as amostras auténticas apresentavam caixas e bulas.

1.3.3 Céapsulas

Fez-se uma avaliacdo externa da forma farmacéutica, referente aos
aspectos de cor (tampa e corpo da capsula), tamanho, integridade, limpeza,
forca para abrir/resisténcia da tampa e se a capsula ficou inalterada apos a

abertura.

1.3.4 Pos

Os pos foram avaliados e classificados de acordo com algumas

caracteristicas:

e Aparéncia: cristalino, granulado, p6 seco ou pé umido.
e Aspecto: grosso ou fino, dispersivo.
e Coloracao: além da cor propriamente dita, foi determinada se

€ homogénea ou heterogénea.

Para a classificagdo dos pos, granulado consiste de agregados solidos e
secos de volumes uniformes de particulas de poé resistentes ao manuseio (F.
Bras., 2010).
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1.3.5 Determinacdo do Peso Médio

Para a determinacdo de peso médio de capsulas duras é preconizado
pesar, individualmente, 20 unidades. Porém, devido ao nimero reduzido de
capsulas disponiveis por amostras, adaptou-se o teste de determinacdo de
peso da Farmacopeia Brasileira 52 ed., vol. 1 (2010), conforme a quantidade de

capsulas conseguidas por amostra.

Foram pesadas, individualmente, as capsulas cheias e depois vazias. A
quantidade de unidades pesadas variou conforme a disponibilidade por
amostra. Posteriormente, calculou-se o peso do contetido de cada cdpsula pela
diferenca de peso entre a capsula cheia e a vazia. Apés, determinou-se 0 peso

meédio e os limites de variacdo superior e inferior permitidos.

Os limites de variacdo calculados dependeram do peso médio das
capsulas duras analisadas. Para capsulas com peso médio menor e maior ou
igual a 300 mg sao admitidos limites de variagédo de, respectivamente, + 10,0%
e * 7,5%. N&o podendo ser tolerado mais que duas unidades do total de 20,
fora dos limites especificados, em relacédo ao peso médio do conteudo, porém,
nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas
(F. Bras., 2010).

1.4 Resultados e Discusséo

N&o houve obstaculos a compra de medicamentos sujeitos a prescri¢cao
médica online. O contato, geralmente, foi feito por e-mail diretamente com o
vendedor, que ndo fez nenhum questionamento sobre o motivo da compra e

também nao forneceu nenhuma orientacao sobre o medicamento.

Perguntou-se aos diferentes vendedores a respeito da origem dos
medicamentos, que informaram ser um importado da Espanha e os demais

trazidos do Paraguai.

As respostas aos e-mails eram rapidas, o pagamento era feito por
depdsito bancario e em torno de 15 dias o produto era entregue. Dos

medicamentos solicitados, apenas um néo foi entregue, mesmo estando pago.
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A pendéncia na entrega nao teve motivo e os e-mails desse vendedor nao
tiveram retorno, mas a nao-entrega do medicamento coincidiu com a prisédo de
um grupo que vendia medicamentos controlados para emagrecer pela internet
(G1, 2014b).

Os produtos comprados no mercado ilegal (internet, ambulantes ou
entregadores) foram entregues em envelopes, enrolados em plasticos-bolha ou
em folhas de papel, de forma insegura e improvisada. Nenhuma das amostras
falsificadas veio em caixas e com bulas ou com algum folheto informativo.
Portanto, as pessoas que adquiriram esses medicamentos ndo tinham
nenhuma orientacdo, por exemplo, sobre efeitos adversos, interacdes

medicamentosas, contraindicagdes e posologia.

A maneira que os produtos estavam empacotados ndo era o Unico
indicio de que nado se tratavam de produtos genuinos e licitos. Mesmo sem
equipamentos sofisticados, somente com um perfil fisico dos produtos, pode-se
identificar varios aspectos que indicavam se tratar de um produto suspeito e

potencialmente perigoso.

Analisando as amostras pbde-se dizer que os falsificadores e
revendedores ndo aparentaram estar preocupados com tornar a aparéncia dos

medicamentos mais agradaveis ou similares a dos originais.

s

O rotulo é a identificacdo do produto, aplicada diretamente sobre a
embalagem, externa ou interna, ndo podendo ser removido ou alterado durante

0 uso do produto, do transporte ou do seu armazenamento (F. Bras., 2010).

Segundo a Resolucdo n°® 71/09 (BRASIL 2009b), os blisters dos
medicamentos com venda sob prescricdo médica devem ter a frase, em caixa
alta, "VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA" e seu Art. 8° determina que
devam conter as seguintes informagbes: nome comercial; denominacao
genérica do principio ativo, em letras mindsculas, utilizando a Denominacdo
Comum Brasileira (DCB); concentracdo do principio ativo, por unidade de
medida; via de administracdo; nome do titular do registro ou sua logomarca

desde que a mesma contenha o nome da empresa; e, o telefone do Servico de
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Atendimento ao Consumidor (SAC), da empresa titular do registro ou de sua

responsabilidade.

Desconsiderando as amostras auténticas, das 10 amostras falsificadas
adquiridas, apenas 4 estavam em blisters. As outras 6 amostras foram

entregues na forma de capsulas soltas sem identificacao.

Analisando os blisters (Figura 1), todos eram de boa qualidade,
possuiam tamanho de fonte adequado, com a descricdo da concentracdo e
denominacéo genérica do principio ativo, mas apenas as amostras auténticas

escreveram o nome em letras minudsculas.

A amostra C néo tinha descrito a via de administragéo e a amostra E nao
tinha lote, nem data de fabricacéo e validade. As amostras D, E e F foram as
Gnicas que citaram 0s excipientes e 0 uso do medicamento, mas n&o
constavam nome do titular do registro ou sua logomarca com o nome da
empresa, nem a frase "VENDA SOB PRESCRIQAO MEDICA".

Em relagdo aos blisters, o da amostra E foi nitidamente o que tinha
menos informacdes, n&o apresentando nem a data de validade do
medicamento. Entretanto, as embalagens de todas as amostras falsificadas

foram consideradas irregulares.
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Figura 1. Blisters das amostras A a F.
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As capsulas passaram por uma inspecao visual quando fechadas e apés
abertas, avaliando-se a cor (tampa e corpo da cépsula), o tamanho, a
integridade, a limpeza, o nivel de rigidez ou flexibilidade da tampa para abrir e
se a capsula ficava inalterada ou se rasgava/quebrava em pedacos durante o

processo de abertura.

Todas as capsulas estavam limpas e integras antes de abri-las, exceto
uma cpsula da amostra C que apresentou uma irregularidade. O numero
correspondente ao tamanho da capsula foi diretamente proporcional a
dosagem, portanto, as capsulas n°® 3 e 4 eram, respectivamente, para doses de
15 e 10 mg.

Para 12 amostras foram encontrados 7 cores diferentes de céapsulas
(Figura 2). As amostras A e B (auténticas), D a F eram de cores distintas. As
amostras G e L eram cépsulas transparentes na cor azul claro. J& as amostras
C, H a K eram da cor bordd, representando metade das amostras falsificadas

analisadas.

Figura 2. Capsulas de sibutramina auténticas e falsificadas.

Se o paciente compra o medicamento sempre do mesmo laboratério no
comércio formal, ele ndo tera desconfiancas sobre o produto. No entanto,
adquirindo-os por outras vias, o medicamento nem sempre apresentara as
mesmas caracteristicas, como, por exemplo, a cor das capsulas, o que dificulta
a adesao ao tratamento e causa duvidas em relacdo a confian¢a, qualidade e

seguranca daquele medicamento.

ApoOs a analise externa das capsulas, elas foram abertas. De um total de

85 cépsulas analisadas, 6 apresentaram alguma irregularidade (Figura 3).

Das 10 cépsulas que pertenciam a amostra C, uma estava furada na

parte lateral da tampa, antes de ser aberta, e outras 2 se rasgaram durante o
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processo de abertura. Uma tampa da capsula da amostra D e outra da amostra
J foram quebradas ao tentar abri-las. A amostra E tinha uma capsula um pouco

amassada. As demais cdpsulas estavam em bom estado.

dP,’\.V' b o e e

Figura 3. Capsulas irregulares das amostras C, D, E e J.

Todas as irregularidades apresentadas foram na parte da tampa. As
capsulas das amostras C e J aparentaram ser do mesmo fabricante, pois além
da cor ser igual, elas eram feitas com um material mais duro do que as outras

e, provavelmente, este seja 0 motivo de terem quebrado mais facilmente.

As caracteristicas encontradas nos pos das amostras podem ser

encontradas na Tabela 1 e confirmadas na Figura 4.

Tabela 1. Propriedades dos pds das 12 amostras de sibutramina.

Propriedades

Amostras Aparéncia Aspecto Coloracéao
A Cristalino P6 fino e dispersivo Branca e homogénea
B Cristalino Pé fino e dispersivo Branca e homogénea
C P6 amido P6 grosso Branca e homogénea
D P6 amido P6 grosso Branca e homogénea
E P6 umido P6 grosso Branca e homogénea
F Cristalino P6 fino e dispersivo Branca e homogénea
G Granulado Particulas redondas .que,nao Branca e homogénea
aderem aos demais pés
H Cristalino Pé fino e dispersivo Branca e homogénea
I P6 amido P6 grosso Branca e homogénea
J P6 umido P6 grosso Branca e homogénea
K Cristalino Pé fino e dispersivo Branca e homogénea
L Granulado Particulas redondas que nao Branca e homogénea

aderem aos demais pés
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Figura 4. Pés das amostras de sibutramina. °P6 das amostras ap0s triturar; °Pg das
amostras antes de triturar.
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Comparando os pos das amostras foi possivel verificar divergéncias
entre eles e agrupa-los em trés grupos. Sendo que a Unica semelhanca entre
todos os pos foi a cor, branca e homogénea.

P¢ fino, dispersivo e cristalino eram caracteristicas das amostras A, B, F,
H e K. Ja as amostras C, D, E, | e J possuiam aspecto de pds umidos e
grossos. E as amostras G e L se distinguiram das demais por possuir o pé na

forma de granulos arredondados, que ndo se aderiam a outros pos e granulos.

Determinou-se o peso médio, desvio padréo relativo (DPR) e os limites
de variacdo das cépsulas de cada amostra (Tabela 2). A quantidade analisada
variou conforme a disponibilidade. A Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010)
preconiza que para capsulas com peso medio menor que 300 mg os limites de
variacfes sejam de + 10,0% e para peso médio igual ou superior a 300 mg
sejam * 7,5%. Todas as amostras pesaram menos que 300 mg, exceto a
amostra F que teve peso médio igual a 369,5 mg. A variacdo de peso médio

entre as amostras foi de 149,7 a 369,5 mg.

Tabela 2. Determinacéo do Peso Médio das capsulas das 12 amostras de sibutramina.

Pesomédio DPR  Variagdo entre Limites de Variagao Quantidade

Amostra (ma) (%) capsulas (mg) inferior (m _ de Ca.lpsulas

9) Superior (mg) analisadas
A 241,6 0,9 238,6 a 245,8 217,5 265,8 10
B 209,3 3.2 197,8 a 220,9 188,4 230,3 10
C 233,3 4.4 215,8a247,9 210,0 256,6 10
D 180,6 9,4 153,4 a 218,2 162,5 198,6 10
E 187,7 9,3 160,5a212,9 168,9 206,5 10
F 369,5 3.1 343,9a381,9 341,7 397,2 10
G 149,7 7,5 136,9 a 157,8 134,8 164,7 3
H 254,8 10,2 223,1a281,0 229,3 280,2 6
I 280,6 0,3 279,4a281,4 252,6 308,7 4
J 284.,6 3.1 273,4 a 289,3 256,1 313,0 6
K 268,5 3,1 260,8 a 270,0 2416 295,3 4
L 160,8 2,5 157,9 a 163,7 1447 176,9 2
Todas as amostras tinham limites de variacdo de + 10,0%, exceto a amostra F, que era de %

7,5%.

No maximo duas unidades de um total de 20 podem estar fora dos
limites de variagéo (F. Bras., 2010). Para nenhuma das amostras foi pesadas
20 capsulas, porém, as amostras D, E e H apresentaram unidades fora dos

limites superior e inferior.
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Foram pesadas 10 unidades da amostra D e da amostra E. Ambas as
amostras tiveram, no minimo, 2 capsulas fora dos limites. A amostra D e H
tiveram, cada uma, uma capsula fora do limite superior e outra fora do limite
inferior, enquanto a amostra E teve duas unidades acima do limite superior e

uma abaixo do limite inferior.

N&o se pode atestar uma falsificacdo nem a origem do medicamento
apenas com o perfil fisico. Porém, com intuito de complementar os resultados
das analises por CL-EM e espectrometria de IV que serdo discutidos nos
proximos capitulos, agruparam-se as amostras (Tabela 3) conforme as
caracteristicas encontradas no perfil fisico (dosagens, propriedades dos pdés,

cor das cépsulas e determinacéo do peso médio).

Tabela 3. Perfil fisico das amostras de sibutramina.

Caracteristicas Especificacdes Amostras
10 mg A B, Gel
Dosagem 15 mg C,D,E,F,H I Je
K
Po fino, dispersivo e cristalino A B, F,HeK
. P6 umido e grosso C,D,E, led
Propriedades , A
dos pés PO na fo[ma de grgnulo\s arredonc,iados,
gue nao se aderiam a outros pos e Gel
granulos.
Tampa: azul escuro; Corpo: amarelo A
Tampa e Corpo: laranja B
Cor das T.ampa e Co.rpo: bo'rdo C,H 1,JeK
capsulas Tampa: azul claro; Corpo: amarelo D
Tampa: azul claro; Corpo: branco E
Tampa: verde; Corpo: branco F
Tampa e Corpo: azul/transparente Gel
360 mg a 380 mg F
280 mg a 300 mg led
Determinagao 250 mg a 270 mg HeK
do peso médio 230 mg a 250 mg AeC
200 mg a 220 mg B
170 mg a 190 mg DeE
140 mg a 160 mg Gel

As amostras G e L apresentaram resultados semelhantes em todas as

andlises para determinacdo do perfil fisico, portanto, possuem o mesmo perfil

44



fisico. O mesmo ocorreu com as amostras H e K que apresentaram perfis
fisicos iguais, e | e J. Ja as amostras D e E divergiram apenas em relacéo a cor
de suas capsulas. E as outras amostras possuiam mais do que uma
caracteristica diferente das demais, sendo que a amostra F foi a que
apresentou o perfil fisico mais distinto, provavelmente, porque seja a Unica
amostra importada da Espanha (informacdo dada pelo vendedor). Nenhuma
das amostras sob investigacdo de serem falsificadas foi semelhante as

auténticas (A e B).

A partir disso, sugere-se que se trata de 6 amostras com 3 origens
diferentes, ou seja, 2 amostras para cada origem (Ge L; He K; e |l e J), mas

que possuem diferentes distribuidores e vias de comércio atuando no Brasil.

Portanto, das 10 amostras falsificadas, somente 7 devem ser de origens
realmente diferentes, mais as 2 amostras auténticas. Entretanto, apenas o
perfil fisico ndo pode afirmar isso, sendo necessarios mais métodos para essa

investigacao.

1.5 Conclusodes

Os dados de perfil fisico ndo sédo empregados de modo absoluto para se
atestar uma falsificacdo. Todavia, € uma analise rapida, praticamente sem
custo e facil de fazer, que pode identificar varios aspectos sugerindo que se

trata de um produto suspeito e potencialmente perigoso.

Alguns dos indicios de que as amostras eram falsificadas foram: os
medicamentos ndo possuiam caixa, bula e foram entregues empacotados de
forma descuidada; os blisters ndo tinham todas as informacdes exigidas e no
blisters da amostra E faltou a data de validade do produto, que é uma falta
grave, um sério risco a saude e um forte indicio de que o medicamento era de
fonte, no minimo, duvidosa; e as capsulas dos medicamentos falsificados
apresentaram 7 combinacfes de cores diferentes. Essa discrepancia de cores
pode contribuir negativamente para a adesdo ao tratamento, pois nhao

adquirindo no comércio legal, os medicamentos sdo comprados conforme a
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disponibilidade dos falsificadores e, assim, nem sempre se consegue 0 mesmo,

afetando a continuidade da terapia.

A partir das dosagens, propriedades dos pos, cor das céapsulas e
determinacao do peso médio foi tracado o perfil fisico que indicou ter 7 origens
diferentes das amostras falsificadas. Sendo que 3 falsificadores teriam vendido,
cada um, 2 amostras por meios distintos. Apesar desses indicios, o perfil fisico
como uma técnica isolada ndo é comumente empregado, necessitando de
outros métodos de confirmagdo, que serdo apresentados nos proximos

capitulos.
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CAPITULO 2 — PERFIL DA SIBUTRAMINA POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO (IV)
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2.1 Introducéo e Objetivos

O comércio ilicito de medicamentos € um problema mundial que afeta
todos os anos milhdes de pacientes (WHO, 1999; WHO, 2011; AMES &
SOUZA, 2012). Em 2006, acreditava-se que esse tipo de comércio

representasse 10% do comércio global de medicamentos (WHO, 2006).

A inclusdo digital contribui para a ascensdo da venda desses
medicamentos, sendo que a internet se transformou no principal veiculo de
comércio de medicamentos falsificados no mundo (BRASIL, 2010). Segundo
dados da WHO (2012), 50% dos medicamentos comprados pela internet sdo
falsos e de sites ilegais que ocultam sua localizacao fisica.

O numero de medicamentos inauténticos apreendidos no Brasil pela
Policia Federal aumentou nos ultimos anos, principalmente nas regides Sul e
Sudeste. Grande parte dos medicamentos apreendidos era estrangeira,
principalmente de origem paraguaia, sugerindo que essas mercadorias sao
produzidas no exterior e entrem no pais pelos portos e fronteiras (AMES &
SOUZA, 2012).

Esses medicamentos representam um alto risco sanitario, pois ndo sao
submetidos aos testes de qualidade e eficacia exigidos pela ANVISA, e, ndo se
sabe como sdo feitos e 0 que possuem em sua formulacdo. Deste modo é
possivel que haja medicamentos falsificados com composi¢cdes variadas e
dosagens irregulares ou mesmo sem principio ativo (WHO, 2010; AMES &
SOUZA, 2012; GUPTA, SINGHAL & PANDEY, 2012).

A espectroscopia de IV €& amplamente utilizada para identificar um
composto ou investigar a composicédo de uma amostra. E uma técnica de muita
importancia na andlise quimica qualitativa, sendo amplamente utilizada nas
areas de quimica de produtos naturais, sintese e transformacdes organicas
(MARIN, 2013). No entanto, a técnica possui limitagbes como, por exemplo,
detectar apenas impurezas se estas estiverem em altas concentracdes
(WATSON, 2005).

Neste contexto, o presente capitulo tem como objetivo investigar a

presenca de sibutramina nas 12 amostras de origens distintas a partir da
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analise por espectrometria de IV e da identificacdo das regifes caracteristicas

da estrutura quimica da sibutramina nos espectros obtidos.

2.2 Reviséo Bibliografica

A espectroscopia no IV se baseia no fato de que as ligacdes quimicas
das substancias possuem frequéncias de vibracBes especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (ALBUQUERQUE, 2008), ou
seja, as moléculas de estruturas diversas nunca terdo aspectos idénticos, pois
cada tipo de ligacdo tem uma frequéncia prépria de vibracdo (PAIVA et al.,
2007).

Essa energia da molécula € absorvida e registrada a partir da passagem,
pela amostra, de um raio monocromatico de luz infravermelha, dando origem a
um espectro de IV numa faixa de comprimento de onda de interesse
(ALBUQUERQUE, 2008).

Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2005) e Marin (2013), o
espectro de IV pode ser dividido em trés regibes conforme as faixas de

frequéncias:

e Regido dos grupos funcionais (4000-1200 cm™): ocorre a maior parte
das vibracdes de estiramento das ligacdes mais importantes dos grupos
funcionais das moléculas organicas;

e Regido de impressdo digital (1300-900 cm™): acontece absorcées do
tipo deformacdo angular. E uma regido muito complexa, pois cada
molécula apresenta um padrdo de absorcdo caracteristico, como se
fosse realmente uma impressao digital da substancia, além de
apresentar um grande numero de bandas de absorcéo;

e Regido das deformacdes angulares fora do plano é representada pela
faixa de frequéncia de aproximadamente 1000-400 cm™.

Como pode ser confirmada na Figura 5 e em Silverstein, Webster e
Kiemle (2005), a regido dos alcanos, na deformacao axial, é de 2840-3000 cm™
e, na deformacéo angular, de 1375-1455 cm™, a do C-N é 1250-1020 cm™ e da
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ligacdo N-H (amina secundaria) é um singleto na regi&o de 3600-3200 cm™ e a
dos haletos de alquila é 1400-500 cm™, sendo que para clorobenzeno é uma
banda na regido de 1096-1089 cm™ (LOPES & FASCIO, 2004; MARIN, 2013).

<IMiCI0> C=0 (v, F, 1320-1630 cm")

~—NAO —— i} —= ——

& = ALcoot* oureNoL O—H (v, L, 3200-2500) — == ACIDO CARBOXILICO —]
C—0(w, F, 1300-1000) —== Q—H (v, F, 3650-3100) —l | dubleto AMIDA PRIMARIA —|
Nig [(C-0rF 1150-1080) ——w- ALQUILETER N—H(v, m, 3500-3070)
+ l siny - —
gleto AMIDA SECUNDARIA
—‘Ejﬂ'&i_}ﬁgﬁ 20 o ARILALQUILETER— 0

- C—H (v, tm, 28302700" — = AIDEDO—

- dublety —————= ANINA PRIMARIA ] [~C=0 (v ~1815m-F, ~1750) —= ANIDRIDO ]

—0 (v, F, 1300-1000) A

N—H (v, f.m, 3600-3200) —| l
¢
l L c=0F, 1750-1670) —————= ESTER—|
1

—singleto ———= AMINA SECUNDARLA—

S—H {v, fm, 2600-2550) ——= WERCAPTANA O TIOFENOL —

* =0 (v, F, 1820-1760) ——= HALETO DE ACILA —|
C=N (v, f-m, 2260-2220) NITRILA —
C=0 (v F, 1770-1700} ———=  ALQUIL-CETONA —
= | 2260- =~ ALCING—
E C (v, fm, 2260-2100) l ARIL-CETONA —
oty £ 16801620 i _ C=0 (v, F, 1700-1830) —I
G (v, fm, ) ALCENG AMIDA TERCLARIA —
NO, (v, F. 1570-1500 € 1360-1300) ———————=- GRUPO NITRO — OLEFINAS: vC=C, m, 1680-1620 cm-!
I - §C-H fora do plano, m, 1000-630 cm-!
C=C (v, m, ?a4 bandas ~1600, 1580, 1500, 1450) — = A F‘”}:{" 16781668 m}={nz 1662-1652
| ] 080-065 ~690
l H R2 H H
(v, f-m, 1230-1030) ALQUIL-AMINA IR tersaees M 1658-1648
CN = = ;
e ry 840790 w 'y 895885
| {v, 1m, 1360-1250 & v, f-m, 1280-1180) —m= ARIL-ALQUIL-AMINA —
R R R1 H
' = 16751665 =~ ;ggugs%w 905
C—%{v, mF, 1400500} — = HALETOS DE ALQUILA — RT R4 H H o e s
L
tstp-H. t:m, 3350-3250) ALCINO BENZEMNO e DERIVADOS: 5C-H fora da plano.
BENZENO: _ 761 em!
(vCgH, Fm, 31003000) ——— = AIGENO— =  MONOSUBSTITUIDO:  770-730 e 710- 690
C—H DI-1.2 770735
(vCgp2-H, fm, 3100-3000) AROMATICO —— DI-13% 810-750 & 735680
DI-14: 860 - 800
(VCgpH, m-F, 3000-2840) ———————— ALCAND — _
N 1 ) CHy (B o M) ~1450 cm”!
, A A0 < e o A B0 o e
VC-0 de dloaol: 1°: ~1050 e 2% ~1100 ¢m"; 3¢ ~ 150 cm =1 CHy (5 i, m): ~1375 o (dubleto, se i-propil ou -but)
**Ressonancia de Fermi: vC-H com overiana de C-H { pode ser dubleto ). CHy (& 4, m): ~1465 em!

v = estiraments; & = deformagBo; ass = assimétrica; sim = simétriaca; tes = tesoura; F = forte; m = média; f= fraca; L = larga; v = varidwel.

Figura 5. Esquema para interpretacédo de espectros de substancias orgénicas na regiéo
do infravermelho (Fonte: LOPES & FASCIO, 2004).

As frequéncias de estiramento das ligagbes C=C aromaticas s&o
caracterizadas nas regides de 1600, 1580, 1500 e 1450 cm™ por duas a quatro
bandas de intensidade média. J& as ligacbes C-H aroméaticas séo por duas a

trés bandas de intensidade média a alta nas regides de 3100-3000 cm™. Na
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regido de 860-690 cm™ aparecem as bandas de absorcdo de C-H angular fora
do plano, essas bandas mostram informacdes a respeito dos substituintes no
anel. Sendo que o anel € orto-substituido, meta-substituido ou para-substituido
guando possui, respectivamente, uma banda intensa na regidao de 770-735 cm’
! duas bandas intensas nas regides de 810-750 cm™ e 735-680 cm™ e, uma
banda intensa na regido de 860-800 cm™ (LOPES & FASCIO, 2004; MARIN,
2013).

Esses dados auxiliam a interpretacéo de espectros de IV de sibutramina,
pois estes espectros devem ter regibes correspondentes aos grupamentos C-
N, N-H, C-H alifaticos e aromaticos, C=C aromético, para-substituido e C-ClI,

conforme a estrutura quimica apresentada na Figura 6.

Cl

Figura 6. Estrutura quimica da sibutramina (Fonte: MASSONI & SUYENAGA, 2012).

O grupamento N-H presente nos espectros de IV de sibutramina € uma
amina terciaria que recebeu um hidrogénio do cloridrato (Figura 7), visto que a

sibutramina é comercializada na forma de cloridrato de sibutramina

o

Figura 7. Doacé&o do hidrogénio do HCI para a amina terciaria da sibutramina.

A sibutramina, CAS 125494-59-9, possui peso molecular e formula
molecular, respectivamente, de 233,5 g/mol e Cji7;H2CIN (MASSONI &
SUYENAGA, 2012; ACEVES-HERNANDEZ et al., 2013) e na forma de
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cloridrato (C17H26CINeHCleH,O) possui peso molecular de 334,33 g/mol
(BULA, 2015).

A espectroscopia de IV é um método rapido, facil, que ndo destroi a
amostra e largamente empregado na identificagdo ou investigacdo de
composto (MARIN, 2013). Sendo assim é um bom método para analisar
amostras de origens duvidosas, visto que ndo se sabem suas composicdes
(IVAMA et al., 2005; WHO, 2010).

2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Amostras e e Padrao

A sibutramina substancia quimica de referéncia (SQR) foi comprada de
SynFine Research (Richmond Hill, ON, Canada).

Foram adquiridas 2 amostras auténticas em farmacias comerciais e 10

amostras no comércio informal, principalmente através da internet.

As amostras foram identificadas com as letras de A a L e essa
identificagdo permaneceu a mesma para todos os estudos realizados nesta
dissertacdo. As amostras auténticas foram chamadas de A e B e as

consideradas, a principio, falsificadas de C a L.

2.3.2 Equipamento

Espectrofotdmetro de infravermelho PerkinElmer (Waltham, MA, EUA),
modelo Spectrum Two, n° de série 98507 e software PerkinElmer Spectrum (v.
10.4.2).

2.3.3 Andlise por espectroscopia de IV

Os espectros de cada amostra foram obtidos pela analise direta das

fases solidas no espectrofotbmetro de 1V, operado no modo de varredura de 4
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scans e resolucdo de 16, na faixa espectral compreendida entre 4000 a 400

cm™,

2.4 Resultados e Discussao

Os excipientes sédo os ingredientes inativos da formulacado, ou seja, sado
substéancias isentas de acao terapéutica, mas que asseguram a estabilidade e
as propriedades fisico-quimicas e organolépticas dos produtos farmacéuticos
(BALBANI, STELZER & MONTOVANI, 2006).

As amostras A e B eram as Unicas que apresentavam bulas, por isso,
seus excipientes foram levados em consideracdo para a analise dos espectros
de IV de todas as amostras, uma vez que 0s excipientes podem interferir nas
andlises. Ambas as amostras possuem, segundo a bula, celulose
microcristalina, lactose monoidratada, dioxido de silicio e estearato de

magneésio. Além destes, a amostra B contém amido glicolato de sadio.

A celulose microcristalina (Figura 7) possui férmula molecular
(CeH1005),n, onde n é aproximadamente 220. E higroscopica e estavel, sendo
amplamente utilizada em produtos farmacéuticos, principalmente como ligante /
diluente em formulagcfes de comprimidos e de capsulas orais, onde € usado em
processos de granulacdo Umida e de compressado direta. Em adicdo a sua
utilizacdo como um ligante / diluente, a celulose microcristalina também tem
alguma propriedade lubrificante e desintegrante que a torna Gtil em
comprimidos. Além disso, ndo apresenta nenhum potencial téxico ou irritante.
O espectro de IV da celulose microcristalina se encontra na Figura 8
(FIGUEIREDO, 2012; ROWE, SHESKEY & QUINN, 2012).

aH

OH
aH
A0
H

Figura 8. Estrutura molecular da celulose microcristalina. (Fonte: ROWE, SHESKEY &
QUINN, 2012).

58



]ﬂn s ] ! " L] " " I b ! 1 s ' I = ' 1

Transmitancia (%)
W
-l
]
l

9{] 5 '] L 2 1 " i | L " 1 L " 1 M L 1 a
3900 3250 2600 1950 1300 650

Numero de onda .em™}
Figura 9. Espectro de IV da celulose microcristalina. (Fonte: FIGUEIREDO, 2012).

As bandas caracteristicas no espectro de IV da celulose microcristalina
sdo 3336, 2900, 1430, 1372,1318, 1289, 1230, 1206, 1156, 1031, 984 e 897
cm™ representando, respectivamente, as ligacdes quimicas O-H (ligacdo de
hidrogénio com estiramento), C-H, CH,, C-H, CH,, C-H, COH no plano
(deformacdes em 1230 e 1206), deformacdo COC na ligacdo £(1,4), CO (1031
e 984) e estiramento COC na ligacdo £(1,4), COC, CCO e CCH em C5 e C6
(FIGUEIREDO, 2012).

A lactose monoidratada pode ser comercializada na forma de granulados
ou aglomerados, possui férmula molecular Ci2H2,011-H,O (Figura 9), peso
molecular 360,31 g/mol. E muito utilizada como diluente ou para preenchimento
de capsulas e, de uma forma ndo tdo usual, na preparacdo de formas
farmacéuticas liofilizadas e alimentos pediatricos. Apresentam a desvantagem
de formar compostos de cor marrom (reacdo de Maillard) na presenca de
farmacos e outros excipientes que contenham grupamentos amina primaria,
secundaria ou sais de compostos aminados. Isso ocorre facilmente com a
porcdo amorfa da lactose, a qual também é responsavel pela reacdo de
descoloracéo (FIGUEIREDO, 2012; ROWE, SHESKEY & QUINN, 2012).
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- Hz0

Figura 10. Estrutura molecular da lactose monoidratada. (Fonte: ROWE, SHESKEY &
QUINN, 2012).

No entanto, nenhum dos p6s das amostras apresentou outra cor se ndo
branco, sugerindo que nao ocorreu reacdo de Maillard, o que era de se
esperar, pois a sibutramina possui em sua estrutura uma amina terciaria e
ainda ndo ha estudos que comprovem que a lactose reaja com esta parte da

estrutura.

O espectro de IV da lactose monoidratada (Figura 10) apresentou uma
banda fraca em 1656 cm™ e entre 1200 cm™ e 1070 cm™, que correspondem
respectivamente, a deformacdo angular dos grupos OH da agua, e ao
estiramento assimétrico da ligacdo COC. Além disso, apresentou bandas
caracteristicas entre 3600 cm™ e 3200 cm™ correspondentes ao estiramento
axial do grupo hidroxila, sendo que em 3521 cm™ é visivel uma acentuada
banda caracteristica da forma monoidratada (Fonte: FIGUEIREDO, 2012).

100

T T
‘__.pnr-'ll-"“- Y

I | rﬂTf_,a-f = "\H Fﬁll' T\ F

¥ '
99 L e =

()8 = -

Transmitancia (%)

PR T T N NN T T N T [ T T (N T T
3900 3250 2600 1950 1300 650
o -1
Nuamero de onda «cm
Figura 11. Espectro de IV da lactose monoidratada. (Fonte: FIGUEIREDO, 2012).
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Ja os poOs do excipiente estearato de magnésio (Figura 11), férmula
molecular (C3sH7,0MgO4), sdo granulos de baixa densidade, oleoso ao toque
que aderem facilmente a pele. Ele é praticamente insolivel em alcool, éter e
agua, e é pouco soluvel em alcool a 95% aquecido. Age como lubrificante e
antiaderente nas formulacdes, apresentando natureza hidrofébica sendo
incompativel com substancias &cidas, alcalinas e sais de ferro. Além disso,
pelo fato de ser hidrofébico, o estearato de magnésio pode retardar a
dissolucdo de um farmaco em uma forma farmacéutica sdlida. Portanto, a
menor concentracdo possivel desse lubrificante deve ser utilizada nas
formulacgées (FIGUEIREDO, 2012; ROWE, SHESKEY & QUINN, 2012).

O
/\/\/\/\\/\/\/\/\)l\o-
Mg*
O
Figura 12. Estrutura molecular do estearato de magnésio. (Fonte: FIGUEIREDO, 2012).

Na Figura 12 estd representado um espectro com 7 amostras de
estearato de magnésio, cujas principais bandas caracteristicas sao 2900 (C-H),
1700 (C=0), 1616-1540 (COO’), 1470-1460 (C-H) e 720 cm™ (CH,) (Fonte:
FIGUEIREDO, 2012).
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Figura 13. Espectro de IV amostras de estearato de magnésio. (Fonte: FIGUEIREDO,
2012).
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O dioéxido de silicio coloidal, formula e peso molecular, respectivamente,

SiO, e 60,08 g/mol, possui fungcdes como adsorvente, antiaglomerante,

deslizante (melhora a fluxobilidade dos poés), desintegrante, estabilizador
térmico e agente de aumento de viscosidade (ROWE, SHESKEY & QUINN,

2012).

O espectro de 1V do diéxido de silicio coloidal (Figura 13) apresenta uma

deformac&o axial em ~3600 cm™ da ligacédo O-H livre e em torno de 1110 cm™

da deformacéao axial da ligagao Si-O (LONGHINI, 2006).
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Figura 14. Espectro de IV do dioxido de silicio (Fonte: LONGHINI, 2006).
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Das duas amostras que apresentavam bula, apenas a amostra B

continha amido glicolato de sédio (Figura 14). Este excipiente tem funcéo

desintegrante, cuja desintegracdo ocorre por absorgéo rapida de dgua seguida

por rapido e enorme inchaco. Embora a eficacia de diversos agentes de

desintegracdo é afetada pela presenca de excipientes hidrofébicos, tais como

lubrificantes, a eficiéncia do amido glicolato ndo é afetada (ROWE, SHESKEY

& QUINN, 2012).
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Figura 15. Estrutura molecular do amido glicolato de sodio. (Fonte: ROWE, SHESKEY &

QUINN, 2012).

O espectro de IV do amido glicolato de sodio est4 na Figura 15, cujas

bandas que caracterizam a estrutura sdo ~3400 cm™ (deformacdo axial da

ligacdo O-H em

ligacbes de hidrogénio

intramoleculares),

~2850 cm™

(deformacéo axial da ligagcdo C-H), ~1610 cm™ (deformac&o axial assimétrica
da ligagdo C=0 do ion carboxilato), ~1425 cm™ (deformac&o angular da ligacdo

O-H), ~1140 cm™ (deformacéio axial da ligacdo C-O-C), ~1100 a 900 cm™

(regido de deformacéo axial assimétrica da ligagdo C-O-C), ~844 cm™ (vibracdo

de C-H na posicéo equatorial da ligacao a-1,4 (LONGHINI, 2006).

0.0

= s EE=y A

20,0

1560.0

]ll’,f:)'::-

Figura 16. Espectro de IV do amido glicolato de s6dio (Fonte: LONGHINI, 2006).
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Na Figura 17 encontra-se o espectro de IV da sibutramina SQR, que foi
obtido pela andlise direta da fase solida no espectrofotometro de IV, operado
no modo de 20 scans, na faixa espectral compreendida entre 4000 a 600 cm™.
O equipamento utilizado para obtencdo deste espectro de IV foi diferente do
utilizado na analise das amostras, este equipamento foi um Espectrofotémetro
de IV PerkinElmer (Waltham, MA, EUA), modelo Spectrum BX, n® de série
82505 e software era Spectrum (v. 5.3.1).

J& nas Figuras 18 a 29 estdo representados os espectros de IV da
sibutramina SQR, das 12 amostras analisadas e as suas principais bandas de

atribuicdo, que também podem ser encontrados na Tabela 4.

Tabela 4. Regides caracteristicas da estrutura quimica de sibutramina.

. 3600- 3650- 3000- 1455- 1600- 1230-
B 1La i _
anda(cm)" 250 3100 2840  1375°  1450° 1030 860-800 1096-1089
C-H _ .
Atribuicao® RsNH®  OH C-H (alcano c=C C-N Anel 1.’4,d| Clorobenzeno
(alcano axial) (aromético) (da amina) Su bStltUldO
angular)
Sibutramina 1407 1492
SOR 3421 2945 1371 1473 ~1050 853 ~1090
1400 1585
Amostra A 3331 3265 2900 1340 1545 ~1050 875 ~1090
1408 1590
Amostra B 3330 3260 2900 1341 1550 ~1050 875 ~1090
AmostraC - 3288 2930 1450 1630 ~1030 861 -
1367
AmostraD - 3275 2930 1445 1630 ~1030 863 -
1364
Amostra E - 3277 2925 1433 1625 ~1030 863 -
1341
1399 1585
Amostra F 3330 3264 2899 1360 ~1050 875 ~1090
1550
1339
1462
Amostra G 3324 3270 2935 1345 1620 ~1000 864 ~1090
1457 1643
Amostra H 3331 3260 2900 1360 1540 ~1030 870 -
1426 1595
Amostral 3330 3260 2901 1339 1550 ~1050 880 ~1090
1400 1585
Amostra J 3330 3270 2900 1345 1540 ~1050 875 ~1090
1400 1585
Amostra K 3330 3260 2900 1339 1540 ~1050 875 ~1090
1465
Amostra L 3325 3270 2937 1345 1620 ~1000 865 ~1090

®Baseado em Lopes e Fascio (2004), Silverstein, Webster e Kiemle (2005) e Marin
(2013); ® S50 caracterizadas por duas a trés bandas; °Séo caracterizadas por duas a quatro
bandas.

64



T

%T

12
L 8 | l | |
w“
- (- cH |
2
13}
LN

n (axial)

C=C C.H

: N (aromatico) (angular
4 & @nalan o ¢
™ C-N

w00 30 1300 2800 2400 200 180 1600 1400 130 1000 0 “no
|

Figura 17. Espectro de IV da sibutramina SQR.
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Figura 18. Espectro de IV da amostra A.
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Figura 19. Espectro de IV da amostra B.
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Figura 21. Espectro de IV da amostra D.
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Figura 24. Espectro de IV da amostra G.
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Figura 27. Espectro de IV da amostra J.
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Figura 29. Espectro de IV da amostra L.

Assim como no espectro de IV da lactose monoidratada, os espectros de

todas as amostras analisadas apresentaram banda alargada entre 3600 cm™ e

3200 cm™, caracteristicas de banda de OH (estiramento axial) em pontes de

hidrogénio, uma vez que as amostras em estudo eram bastante hidroscopicas

devido aos excipientes que possuiam e suas caracteristicas de hidratacdo. As

bandas nessa regido atrapalham a identificacdo da banda NH, ja que

mascaram essa banda, pois ela é bem fina. Apesar de intensa na sibutramina,

€ importante lembrar que na formulagédo sua concentracéo € baixa (3-5%).
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Todas as amostras possuiam banda em torno de 1750 cm™ e de 1110
cm™®, que correspondiam, respectivamente, aos excipientes estearato de
magnésio (grupamento COQO) e diéxido de silicio (grupamento SiO). Exceto as

amostras A, F, H, I, J e K que ndo apresentaram banda de COO".

Todas as amostras apresentaram bandas entre 1000-1260 cm™, que
pode ser do grupamento C-O, no entanto, essa banda também pode
corresponder ao grupamento C-N, presente na estrutura quimica de
sibutramina, pois a banda C-N pode ser encontrada na regido entre 1020-1250
cm™ (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2005). No entanto, apenas com a
analise dos espectros ndo foi possivel afirmar a qual grupamento pertence
aguela banda, ou se ambas as bandas estdo sobrepostas. Essa banda C-O
pode ser justificada pela presenca dos excipientes celulose microcristalina e/ou
amido glicolato de sédio, que possuem n ligacbes C-O em suas estruturas
moleculares (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2012).

As amostras C, D e E ndo apresentaram em seus espectros de IV a
banda de N-H, presente nos espectros das demais amostras. Essas amostras
e a amostra H n&do apresentaram a banda correspondente ao grupamento
clorobenzeno, que seria na regido de 1096-1089 cm™, caracteristica de
sibutramina. Logo, ndo se pode confirmar que estas amostras possuem

sibutramina.

Como por ser visto na Figura 17 e confirmado em tabelas encontradas
na literatura,, as bandas que caracterizaram as amostras como sendo
sibutramina estavam em aproximadamente 1050 cm™ (caracteristica de C-N),
1090 cm™ (grupamento clorobenzeno), 870 e 880 cm™ (referente ao anel 1,4 di-
substituido) e as bandas do grupamento C-H axial (em torno de 2930) e C-H
angular (préximas a 1400, 1361 e 1340 cm™).

Conforme o que ja foi exposto, ndo pode ser confirmado apenas através
da inspecao visual dos espectros que todas as amostras apresentaram bandas
nas regioes caracteristicas dos grupamentos de sibutramina e de alguns dos
excipientes descritos nas bulas das amostras A e B. Entretanto, as outras 8

amostras apresentaram bandas caracteristicas de sibutramina.
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Portanto, os espectros apresentaram perfis de absorcdo diferenciados,
principalmente na regido de impressao digital (regido entre 1300 e 900 cm™).
Analisando essas diferengas nos contornos e nas intensidades relativas das
bandas foi possivel sugerir a divisdo das amostras em trés grupos por
similaridade e, consequentemente, sugerir uma possivel composicao qualitativa

das amostras e, talvez, origem semelhante das amostras. Integram cada grupo:

a) Amostras A, B, F, 1, JeK;
b) Amostras C, D e E;

c) Amostras G e L.

Todavia, a amostra H ndo se encaixou em nenhum dos grupos, pois
apresentou os contorno das bandas mais distinto em relacdo as demais
amostras, além das diferencas presentes nas regides de atribuicbes do anel
1,4 di-substituido, C=C aromatico e uma banda em 1760 cm™, que, segundo

Lopes e Fascio, (2004), pode corresponder a regido de C=0 de éster.

2.5 Concluséo

Apenas pela inspecéo visual dos espectros de IV e pela atribuicdo das
bandas de acordo com dados disponiveis em literaturas, ndo foi possivel
confirmar que todas as amostras possuiam sibutramina, apenas as amostras A,
B, F, G, I, J, K e L foram compativeis com as bandas apresentadas no espectro
da sibutramina SQR. A identificagdo da sibutramina por espectrometria de IV
ficou prejudicada nas amostras devido a sua baixa concentragdo na forma
farmacéutica, associado as caracteristicas dos excipientes, que apresentam
bandas intensas em diferentes regides do espectro. Contudo, estes fatores
podem ser (teis para atribuir as amostras composi¢cdes qualitativas e,
consequentemente, uma provavel mesma origem. As amostras foram divididas
em trés grupos conforme a semelhanga das bandas dos espectros, sendo
constituidos por, respectivamente, seis (A, B, F, 1 J e K), trés (C, D e E) e duas
amostras (G e L), mas a amostra H ndo apresentou espectro semelhante aos
das demais amostras e, assim, nao se pode sugerir que pertenca a um dos trés

grupos.
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CAPITULO 3 — PERFIL POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CL-EM)
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3.1 Introducéo e Objetivos

Como relatado nos Capitulos 1 e 2, o comércio ilegal de medicamentos
falsificados esta fora de controle, a cada dia se expandindo mais por todo o
mundo, e técnicas analiticas devem ser desenvolvidas e validadas para uma
correta e rapida identificagcdo, quantificacdo e distincdo entre amostras

falsificadas e genuinas.

A auséncia de uma metodologia analitica em farmacopeias ou
formuléarios oficiais torna obrigatoria a validagcdo da mesma, pois a validacéo é
realizada para garantir a credibilidade e seguranca dos resultados e, mostrar
que o método é apropriado para a finalidade pretendida (BRASIL, 2003).

O procedimento de validacdo tem que atender a alguns parametros
(BRASIL, 2003). O método desenvolvido para analise por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM), cuja finalidade €& a
qguantificacdo de sibutramina e sua aplicacdo em amostras auténticas e
falsificadas, teve que atender aos parametros de especificidade, linearidade,

intervalo, precisdo, exatidao e robustez.

A origem desconhecida dos medicamentos falsificados torna suspeita a
gualidade dos mesmos, que apresentam composicao incerta (AMES & SOUZA,
2012; GUPTA, SINGHAL & PANDEY, 2012).

A espectrometria de massas (EM) é uma ferramenta analitica de alta
sensibilidade, deteccdo e velocidade, que apresenta uma gama diversa de
aplicagbes, entre elas a identificagcdo de substancias desconhecidas
(BARWICK, 2006; HOFFMAN & STROOBANT, 2007).

No método desenvolvido, o espectrdmetro de massas esta acoplado a
um cromatégrafo a liquido, utilizando ionizagdo por electrospray (ESI). Na
interface do CL-EM, a amostra € ionizada e introduzida no espectrémetro de
massa e sua massa/carga é medida (GROSS, 2004; KATAJAMAA & ORESIC,
2005).

A sibutramina possui féormula e peso molecular, respectivamente, de
C17H26CIN e 279,5 g/mol (ACEVES-HERNANDEZ et al., 2013). O método para
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deteccdo e quantificacdo de sibutramina em CL-EM com ESI foi operado com
uma fonte de ionizacdo por electrospray em modo positivo e 0s parametros
foram ajustados para otimizar o ion molecular da sibutramina (280 m/z),

realizando-se as andlises no modo de Monitoramento Seletivo de lons (MSI).

O terceiro capitulo tem como objetivo apresentar o desenvolvimento e
validacdo do método de identificacdo e quantificacdo de sibutramina por CL-EM

e a sua aplicacdo em amostras auténticas e falsificadas.

hY

Este capitulo sera submetido a publicagdo no periddico Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, com o titulo “Desenvolvimento e
validacdo de método de CL-EM para sibutramina e aplicacdo em amostras

auténticas e falsificadas.” e se encontra no Anexo I.

3.2 Reviséo Bibliografica

A EM é uma ferramenta analitica indispensavel em quimica, bioquimica,
farmacia e medicina. Nenhum estudante, pesquisador ou profissional destas
areas realmente pode passar sem um conhecimento substancial de EM
(GROSS, 2004).

A EM tem uma posicdo de destaque entre os métodos de analise,
possuindo caracteristicas de alta sensibilidade, bons limites de deteccéo,
velocidade e diversidade de aplicacdo. E utilizada na andlise de alimentos,
produtos naturais, agentes contaminantes ambientais, ciéncias forense,
monitoramento de processos, medicamentos e metabodlitos (HOFFMAN &
STROOBANT, 2007). Também ¢é aplicada na confirmacdo da identidade de
compostos conhecidos (por exemplo, compostos de sintese alvo, metabdlitos,
compostos extraidos a partir de uma amostra matriz) e identificacdo de
desconhecidos (BARWICK, 2006).

E um instrumento que funciona sob vacuo (BARWICK, 2006) e possui
como principio basico a geracdo de ions de compostos inorganicos ou

organicos pelo método mais adequado, para separar estes ions por sua razéao
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massa/carga (Mm/z) e detectar qualitativamente e quantitativamente a

abundancia de suas respectivas m/z (GROSS, 2004).

Em alguns casos, apenas a cromatografia liquida (CL) ndo consegue
fazer uma boa separacdo dos analitos, pois eles eluem ao mesmo tempo ou
em tempos muito proximos. Entdo, faz-se uso da EM para separa-los de
acordo com sua razdo m/z. Na interface CL-EM, a amostra € ionizada e
introduzida no espectrdmetro de massas e sua m/z é medida (KATAJAMAA &
ORESIC, 2005).

Um dos métodos de ionizagcdo mais utilizados é a ESI (KATAJAMAA &
ORESIC, 2005), que consiste na pulverizacdo da amostra a partir de uma
agulha de calibre estreito, na presenca de um alto campo elétrico, produzindo
pequenas goticulas altamente carregadas, que serdo as espécies ionizadas em
fase gasosa (BARWICK, 2006).

A validacao de procedimentos analiticos tem como objetivo demonstrar
que o método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e

outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003).

Metodologias analiticas descritas em farmacopeias ou formularios
oficiais, reconhecidas pela ANVISA, sédo consideradas validadas, ou seja, ndo
havendo monografia, o0 método tem que ser validado para assegurar a
confiabilidade dos resultados. No entanto, s6 serdo consideradas validadas as
metodologias que atenderem aos parametros especificados nas Figuras 30 e
31 (BRASIL, 2003).

Categoria Finalidade do teste

em produtos farmacéuticos ou matérias-primas

I Testes guantitativos para a determinacdo do principio ativo

farmacéuticos e matérias-primas

IT Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagao

de impurezas e produtos de degradacdo em produtos

111 Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberacao
do ativo)
v Testes de identificacdo

Figura 30. Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade (Fonte: BRASIL, 2003).
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Parametro Categoria 1 Categoria I Categoria III Categoria IV
Quantitativo Ensaio limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisdo Sim Sim Nao Sim N3o
Repetibilidade

Intermediaria *¥ ** N&o ** N&o
Limite de deteccdo N&o N&o Sim * N&o
Limite de|Ndo Sim N&o * N&o
quantificagao

Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Figura 31. Ensaios necessérios para a validacdo do método analitico (Fonte: BRASIL,

2003).

De acordo com a Guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (BRASIL, 2003):

Especificidade: capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenga de outros componentes
tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz.

Linearidade: capacidade de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado.

Intervalo: faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior
de um método analitico.

Precisdo: avaliagcdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra. Esta é considerada em trés niveis.

Exatidao: proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagao ao valor verdadeiro.

Robustez: medida da capacidade de um método analitico resistir
a pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos.

Indica sua confianga durante o uso normal.
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O método para analise de sibutramina se enquadra na Categoria I, cuja
finalidade € a quantificacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas. Pertencendo a esta categoria, para ser validado o método
teve que atender aos parametros de especificidade, linearidade, intervalo,

precisao, exatidao e robustez.

A sibutramina, prescrita para o tratamento da obesidade, € um derivado
da B-fenetilamina, que apresenta como estrutura basica um anel benzénico e
uma cadeia lateral etilamina (Figura 32). O efeito para redugcédo de peso € de
responsabilidade da N-metilagdo presente na amina dos derivados
fenetilaminicos. Possui um centro esterogénico, resultando na existéncia de
dois enantibmeros. No entanto, € comercializada na forma de racemato,
mesmo sendo a forma R mais potente e indicios de que a forma S e seus
metabdlitos possam contribuir para efeitos colaterais (MASSONI &
SUYENAGA, 2012).

B R, R, T
RF“--\\ f";:":.‘x\-_v_.f {l:: N'WCP"J’ N _R 1 N\“-‘,_
J Ans
o,
] .:."‘.__\_.’/"_./'! h“'x H ", |
R 5 R, o ¢

(1) (11)

Figura 32. (I) Estrutura quimica da B-fenetilamina; (Il) Estrutura quimica da sibutramina
(Fonte: Massoni & Suyenaga, 2012).

Segundo Massoni e Suyenaga (2012) e Aceves-Hernandez e

colaboradores (2013), suas propriedades quimicas sao:

e Denominacdo quimica: (x) -1- (p-clorofenil) -a-isobutil-N, N-
dimetilciclobutano-metilamina.

e Formula molecular: C17H26CIN

e Peso molecular: 279,5 g/mol

e Solubilidade em agua a pH 7,4: 0,04 mg/mL ou fragdo molar de
3.57x10°.

e Ponto de fusdo: 192,5 °C.
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E encontrada, normalmente, na forma de cloridrato de sibutramina
monohidratada em formulagbes comerciais, cujo valor de solubilidade é de 5,2
mg/ml, ou 500 vezes mais solivel do que a sua base livre (ACEVES-
HERNANDEZ et al., 2013). Nesta forma, possui formula molecular
C17H26CINeHCleH,O e peso molecular de 334,33 g/mol (BULA, 2015).

A sibutramina deve ser usada com cautela, pois um dos seus efeitos
colaterais € o aumento, de forma relevante, da presséo arterial e da frequéncia
cardiaca (BRASIL, 2011). A presenca de efeitos cardiovasculares
simpatomiméticos ja era previsivel, uma vez que a estrutura basica de
substancias B-fenetilaminicas € comum as monoaminas (MASSONI &
SUYENAGA, 2012).

Mesmo sendo um medicamento tarja preta, ela é facilmente comprada
no comércio ilegal sem a necessidade de receita. No ano passado, 2014, em
apenas trés intervencdes policiais foram encontrados aproximadamente 15 mil
capsulas de sibutramina (G1, 2014a; G1, 2014b; G1, 2014c). E, neste ano, ja

se tem casos de apreensdes (G1, 2015).

A propagacéao de produtos falsificados se tornou global nos ultimos anos
e o leque de produtos sujeitos a infragdo tem aumentado significativamente. A
falsificacdo de medicamentos representa uma ameaca intoleravel ao bem-estar
do paciente e, torna-se necessario o desenvolvimento de técnicas analiticas
para uma rapida deteccédo de falsificacdo e distingcdo entre esses produtos e 0s
produtos originais (TALATI, PARIKH & AGRAWAL, 2011).

3.3 Material e Métodos
3.3.1 Produtos quimicos e reagentes

Sibutramina Substancia Quimica de Referéncia (SQR) foi comprada de
SynFine Research (Richmond Hill, ON, Canada).

As amostras auténticas foram compradas em farmacias locais e as

falsificadas foram adquiridas no comércio informal.
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Todos os solventes eram de grau analitico. Acetonitrila (ACN) Merck
(Frankfurt, Alemanha), acido acético, hidréxido de sédio (NaOH) e peroxido de
hidrogénio (H.0,) Casa da Quimica (Diadema, SP, Brasil), acetato de amonio
Vetec Quimica (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e a agua ultrapura Milli-Q Plus
(Bedford, MA, EUA) foram utilizados.

3.3.2 Equipamento’

Sistema CL, modelo Agilent 1260 Infinity, equipado com bomba
quaternaria G1311B, amostrador automatico G1329B, detector UV/VIS
G1314F, termostato G1316A acoplado a um detector de massa Agilent series
6120B e software Chemstation (v. B.04.03) foram usados. Todos os

equipamentos eram da Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA).

3.3.3 Software adicional

Minitab® 15.1.20.0. (State College, PA, EUA) foi utilizado para o

planejamento fatorial Plackett-Burman do teste de robustez.

Testes estatisticos utilizados para a analise de validacdo e analise das
amostras testadas foram realizados utilizando o programa Microsoft Excel 2010
(Redmond, WA, EUA).

3.3.4 Preparo das solucdes

As solucbes de sibutramina amostra e SQR foram preparadas
diretamente em ACN ou, quando necessario, como no teste de especificidade,

foram preparadas em &cido acético 1 M, NaOH 1 M ou H,0, 3%.

Cada amostra analisada por CL-EM era resultante da mistura de suas

respectivas capsulas utilizadas na determinagcéo do peso-médio.
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3.3.5 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)

A separacao cromatogréafica satisfatoria foi alcancada com uma coluna
LiChrospher® 100 RP-18 LiChroCART® (125 mm x 4,0 mm i.d., 4,0 pm de
tamanho de particula) da Merck® (Darmstadt, Alemanha) e as condicdes

cromatograficas utilizadas foram:

e Fase movel (FM): ACN e acetato de amoénio 13 mM, pH 6,0,
ajustado com 4cido acético (85:15);

e Fluxo da FM: 0,8 mL/min em condi¢ao isocratica,

e Temperatura da coluna: 35 °C;

e Volume de injecéo: 1 uL;

e Tempo de corrida: 12 minutos.

O detector de espectrdmetro de massas de estagio simples foi operado
com uma fonte de ionizacdo por electrospray em modo positivo (ESI+) e os
seguintes parametros foram ajustados para pulverizar a camara: tensao capilar
1000 V, fluxo do gés de secagem (N;) de 7 L/min, pressdo do nebulizador 30
psig e temperatura do gas de secagem de 350 °C. Os parametros foram
ajustados para otimizar o ion molecular da sibutramina (280 m/z) (Figura 33) e
as analises foram realizadas no modo de Monitoramento Seletivo de ions
(MSI).

Cl

Figura 33. lon molecular da sibutramina (C,7H,6CIN — 280 m/z) (Fonte: Massoni &
Suyenaga, 2012).

3.3.6 Planejamento fatorial Plackett-Burman para o teste de robustez

Foi realizado para otimizar o tempo e oferecer maior confiabilidade ao

método, testado em diferentes condigbes analiticas. O planejamento fatorial
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Plackett-Burman de 2 niveis com 4 fatores e sem replicatas, gerou 12
combinagfes de corridas variando temperatura da coluna (30-40 °C), pH do
acetato de amonio (5,5-6,5), proporcédo de ACN (80-90%) e fluxo da fase-movel
(0,6-1,0 mL/min).

3.4 Validacéo

A validagdo foi realizada seguindo principalmente as diretrizes de
validacdo de procedimentos analiticos da ICH (2005) e o guia de validacao de
meétodos analiticos e bioanaliticos da ANVISA (BRASIL, 2003). Realizaram-se
os testes de linearidade, exatidao, preciséo, robustez e especificidade, sendo
que a amostra A foi empregada na validacdo do método.

3.4.1 Linearidade

Foram feitas trés curvas de calibracdo de cinco pontos e avaliadas por
meio da analise de regressdo linear. As curvas analiticas foram preparadas
diariamente a partir de cinco solucdées (1,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 10,0 pg/mL), geradas
de uma solucdo-estoque de sibutramina SQR (20 pg/mL) feita na hora. A
linearidade foi avaliada através da analise de repeticdes para cada nivel de
calibragem em trés dias diferentes, calculando-se as equacgdes das retas e 0s
coeficientes de correlacédo (r) obtidos através da andlise de regresséo linear

pelo método dos minimos quadrados.

Os critérios para aceitacdo da curva de calibracao sao: r = 0,99 e desvio
padrao relativo (DPR) < 5%.

3.4.2 Precisao e Exatidao

Para o teste de precisdao, durante trés dias, foram preparadas sete
solugdes de 5 pg/mL em ACN, seis solugdes de sibutramina amostra (adquirida

em farmacia) e uma solucéo de sibutramina SQR. Ja para o teste de exatidao,
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prepararam-se, em dois dias diferentes, solucbes amostras acrescidas de
sibutramina SQR a 25, 60 e 80% em ACN.

A fim de o método ser considerado preciso e exato, 0 DPR das amostras
analisadas ndo podem exceder 5%.

3.4.3 Robustez

Foram preparadas uma solugdo amostra e uma solucdo SQR em ACN
na concentracdo de 5 pg/mL. As solucdes foram analisadas, aleatoriamente,
nas doze combinacdes de corridas geradas no planejamento fatorial Plackett-
Burman (Tabela 5), variando os fatores temperatura da coluna (30-40 °C), pH
do acetato de amoénio (5,5-6,5), proporcédo de ACN (80-90%) e fluxo da FM
(0,6-1,0 mL/min).

Tabela 5. Corridas geradas no planejamento fatorial Plackett-Burman.

Corrida Temperatura (°C) pH do aczet.ato de Proporgéo da Fluxo (mL/min)
amonio FM
1 40 55 90:10 0,6
2 40 55 90:10 1,0
3 30 55 90:10 1,0
4 30 55 80:20 0,6
5 30 55 80:20 1,0
6 40 55 80:20 0,6
7 30 6,5 90:10 0,6
8 30 6,5 90:10 1,0
9 30 6,5 80:20 0,6
10 40 6,5 80:20 1,0
11 40 6,5 80:20 1,0
12 40 6,5 90:10 0,6

3.4.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de estudos de
degradacéo forcada de sibutramina SQR em condi¢Ges hidroliticas (hidrolise
acida e alcalina), oxidativas (H,O, 3%) e fotoliticas (luz UV 254 nm), utilizando
como padrao sibutramina SQR (10 pg/mL) preparada em ACN a temperatura

ambiente.
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Durante 4 horas foram mantidas em estufa a 80 °C duas solu¢fes de
sibutramina SQR (1 mg/mL), uma preparada em &cido acético 1 M e outra em
NaOH 1 M. Apés este periodo, foi transferido 500 uL de cada solug¢édo para
béqueres e neutralizadas com NaOH 1 M e acido acético 1 M,
respectivamente, para hidrolise acida e alcalina, e completadas com ACN para

obter concentragdes finais de 10 pg/mL.

Para a degradacao oxidativa foi preparada solucéo de sibutramina SQR
1 mg/mL em H,O, 3%, mantida por 4 horas protegida da luz e a temperatura
ambiente. Ja para a degradacao fotolitica foi preparada solucdo de 1 mg/mL
em ACN e transferida para cubeta de quartzo, mantida por 4 horas em luz UV
254 nm. Passadas 4 horas, aliquotas de cada solugdo foram retiradas e
diluidas com ACN a fim de obter concentragdes finais de 10 pg/mL.

3.5 Aplicagdo do método validado em amostras auténticas e falsificadas

As solucbes amostras auténticas foram chamadas de A e B e as
falsificadas foram nomeadas de C a L. Preparou-se, em ACN, as 12 solucdes-
amostra (A-L) na concentragdo de 10 pg/mL. Do mesmo modo foi preparada
uma solucdo de sibutramina SQR para padrdo. Todas as solucdes foram

analisadas em triplicata pelo método previamente validado.

3.6 Resultados e Discussao

O pico da sibutramina amostra A pode ser visto na Figura 34.

ooy
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10 1

Figura 34. Cromatograma de sibutramina analisada em CL-EM.
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As trés curvas de calibracdo estdo na Figura 35, cujo coeficiente de
correlacdo (r) médio (n=3) foi de 0,9996, enquanto que a equacdo da reta
média foi y=117670(x12289)x - 15930(+22674) e os residuos se distribuem
aleatoriamente em torno da média zero, ou seja, apresentaram graficos de
residuos normais e, consequentemente, o modelo de regressao linear é

adequado. Assim, o método foi considerado linear.
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Figura 35. Curvas de calibra¢do do teste de linearidade.

Calcularam-se os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) a partir
dos dados obtidos das trés curvas padrdo de cinco pontos cada, sendo
determinados pelas seguintes equacdes: LD = (DPa X 3) / IC e LQ = (DPa X
10) / IC. Onde: DPa é o desvio padrdo médio do intercepto de trés curvas
padréo e IC a inclinagdo média obtida nas trés curvas padrdo. Sendo que o LD

e LQ encontrado foram, respectivamente, 2,31 pg/mL e 7,71 pg/mL.

Os resultados de preciséo intra e inter dias sdo apresentados na Tabela
6 e os dados de exatiddo na tabela 7. Como todos os resultados apresentam
DPR inferior a 2,0, o método foi considerado preciso e, como o valor
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encontrado na analise de exatidao foi préximo de 100% e DPR néo passou de

1%, o método foi considerado exato.

Tabela 6. Resultados de precisdo para a sibutramina.

Concentracéo declarada % (5 pg/mL) Média  DPR (%)
Dia 1 99,0 103,3 101,7 99,4 99,3 98,9 100,3 1,8
Dia 2 102,1 100,7 99,3 100,2 100,7 100,3 100,6 0,9
Dia 3 100,0 99,5 100,5 99,0 100,7 101,3 100,2 0,8
Média inter-dia (%) (n = 18) 100,3
DPR (%) 0,2

Tabela 7. Taxa de recuperacao (%) de sibutramina.

Adicéo de sibutramina (%) 25 60 80 Média (%) DPR (%)
Taxa de Recuperacéo Dia1l 98,5 99,0 100,5 99,3 1,0
(%) Dia 2 100,4 100,0 101,3 100,6 0,6
Taxa de Recuperacéo inter-dia (%) (n = 6) 99,9
DPR (%) 0,9

Os resultados dos dias 1 e 2 estdo expressos pela média das triplicatas.

No estudo da robustez, utilizando o planejamento fatorial Plackett-
Burman, analisaram-se as amostras em 12 situacdes diferentes, conforme a
Tabela 5. As analises das amostras foram divididas em 2 dias, os resultados
encontrados (Tabela 8) foram semelhantes entre si nos parametros
investigados e se mantiveram parecidos ao encontrado nas condi¢cdes

cromatograficas validadas.

Os parametros encontrados nas condi¢cdes cromatograficas validadas
foram assimetria do pico, nimero de pratos tedricos, fator de retencédo (k') e
fator de cauda, respectivamente, 0,77, 6116, 9,17 e 1,39.

No entanto houve variacdes no tempo de retencédo de aproximadamente

7 a 20 minutos, o qual era no método validado em torno de 11 minutos.

Tabela 8. Resultados do estudo de robustez.

Parametros Condicdes validadas M-édias dos resultaQos - Entre dias
Dial Dia 2 Média DPR (%)
Teor - 100,5 107,2 103,8% 4,5
Assimetria do Pico 0,77 0,70 0,71 0,71 1,2
Pratos tedricos 6116 5498,3 6003,3 5750,83 6,2
Fator de (k')° 9,17 8,6 9,3 8,94 5,1
Fator De Cauda 1,49 1,5 15 1,49 3,2

?Desvio Padrao Relativo (DPR); "Fator de retencéo (k').
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O meétodo apresentou seletividade, pois mesmo nas amostras dos
estudos de degradacédo forcada, o pico manteve o mesmo formato, tempo de
retencado e intensidade que a amostra em condi¢des normais (Figura 34).
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Figura 36. Cromatograma da sibutramina SQR preparada em condi¢des normais (a) e
apés hidroélise acida (b), alcalina (c), oxidacao (d) e fotélise (e).

O CL-EM é um equipamento muito Util e que néo exige muito tempo para

o preparo da amostra. Pode fazer a andlise de compostos organicos e
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inorganicos, de estruturas complexas e em baixas concentracdes, bem como

pode fazer o monitoramento a partir de um ou mais ions selecionados.

As amostras A-L foram identificadas e quantificadas pelo método
anteriormente validado. N&o existe monografia para sibutramina na forma
farmacéutica capsula, mas para fins de comparacdo, neste trabalho,
considerou-se a variacao de conteido empregada na maioria das monografias
da Farmacopeia Brasileira (2010), que € de no minimo, 90,0% e, no maximo,
110% da concentracéo teorica declarada.

Como é possivel analisar na Tabela 9, a amostra H foi a que apresentou
0 maior teor de ingrediente farmacéutico ativo (IFA), correspondente a quase
150% do valor declarado. Entretanto, as amostras auténticas e apenas uma
das amostras falsificadas (K) estavam dentro dos limites de variacdo de
conteldo determinados e, entre as que estavam fora dos limites, duas

amostras estavam acima e as outras sete abaixo desses.

Tabela 9. Teor de sibutramina® em amostras auténticas e falsificadas por CL-EM.

Amostra A B C D E F G H I J K L
Teor (%) 108,7 105,6 0,3 69,7 117 683 364 1428 1275 883 962 47,2
DP° 0,96 0,56 001 089 004 050 044 0,57 1,27 1,72 0,07 0,66

2n=3; "Desvio Padr&o (DP).

Essa discrepancia nos resultados faz intensificar uma preocupacao ja
existente, mas nem sempre avaliada e divulgada, que é a qualidade dos
medicamentos obtidos de fontes duvidosas. Muitas vezes essa qualidade
incerta pode resultar em falha do tratamento ou mesmo levar a uma intoxicacao
do paciente (GUPTA, SINGHAL & PANDEY, 2012).

No entanto, ndo é apenas a inexisténcia ou baixa concentracdo de IFA
que preocupa, a ingestdo de alta concentracdo de um principio ativo
potencializa seus efeitos adversos, podendo fazé-los aparecerem. Além disso,
o fato de ndo saber o que esta tomando e muito menos a dosagem, pode
ocasionar interagbes medicamentosas e mascarar 0s sinais clinicos que
permitiiam os cuidados adequados, agravando condicbes de saude e

prolongando o tempo de tratamento.
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3.7 Concluséao

O método desenvolvido e validado para analise de sibutramina em CL-
EM apresentou linearidade, exatiddo, precisdo, especificidade e robustez
adequadas. Foi empregado para identificar e quantificar as amostras, que de
doze amostras, apenas trés tiveram resultados satisfatorios (A, B e K) e, as
demais ndo apresentaram IFA em quantidades permitidas. A falsificacdo de
medicamentos é um problema de saude publica que precisa ser combatido. O
resultado deste trabalho refor¢ca a necessidade de mais pesquisas e divulgacao
a fim de identificar, quantificar e distinguir amostras falsificadas de auténticas.
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A primeira etapa deste trabalho foi a aquisicdo das amostras e a
elaboracdo de um perfil fisico para elas. Quanto a aquisicdo das amostras
falsificadas, ndo houve empecilhos para compré-las ou necessidade de receita
e em nenhum momento os vendedores questionaram o motivo da compra ou

forneceram alguma orientacdo e adverténcia a respeito do medicamento.

A maior parte das amostras foi adquirida pela internet e entregue via
correio. Nenhuma das amostras falsificadas veio em caixas e com bulas ou
com algum folheto informativo. Algumas foram entregues em envelopes, outras
enroladas em plasticos-bolha por um elastico ou em folhas de papel, de forma

totalmente insegura, suja e improvisada.

O preco da sibutramina no mercado ilegal varia de acordo com o
fornecedor, mas todos chegam a ser quase o dobro do valor das farmacias e

alguns a quase o triplo do mesmo.

Poucas amostras vieram em blisters. Com exceg¢éo das adquiridas no
comércio formal, somente 4 estavam em blisters, mas nenhum destes estavam

completos em relacéo as informacdes exigidas pela legislacéo.

Quanto as capsulas, quando fechadas, todas estavam integras, limpas e
possuiam tamanhos proporcionais a dosagem, exceto a amostra C que
apresentou irregularidade em uma das suas capsulas. Seis capsulas
apresentaram alguma irregularidade, uma da amostra C estava furada na parte
lateral da tampa, antes mesmo de ser aberta e outras duas se rasgaram
durante o processo de abertura. Uma tampa da cdpsula da amostra D e outra
da amostra J foram quebradas ao tentar abri-las. A amostra E tinha uma

capsula um pouco amassada. As demais capsulas estavam em bom estado.

Tratando-se das cores, as amostras G e L eram capsulas transparentes
na cor azul claro, as amostras C, H a K eram da cor bordb e representavam
metade das amostras falsificadas analisadas. As outras cinco amostras tiveram

cores diferentes.

Comparando os pés das amostras foi possivel verificar divergéncias
entre eles e agrupa-los em trés grupos de acordo com o aspecto (cristalino,

granulado, p6é seco ou po umido), a adesédo (grosso ou fino, dispersivo, volatil
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ou firme) e a coloracdo (cor propriamente dita e se era homogénea ou
heterogénea). A Unica caracteristica em comum a todos os poés das diferentes

amostras foi a cor branca e homogénea.

O peso médio, DPR e os limites de variacdo das cpsulas de cada
amostra foram determinados. Exceto a amostra F, que teve peso médio igual a
369,5 mg e limite de variacédo de variacdo de peso tolerado de * 7,5%, todas as
demais pesaram menos que 300 mg e, por isso, possuiam limite de variacdo

de + 10,0%. Assim, o peso das amostras variou de 149,7 mg a 369,5 mg.

No maximo duas unidades de um total de vinte podem estar fora dos
limites de variagao (F. Bras., 2010). A amostra D e H tiveram, cada uma, uma
capsula acima do limite superior e outra abaixo do limite inferior, enquanto que
a amostra E teve duas unidades acima do limite superior e uma abaixo do
limite inferior. Considerando que no maximo dez capsulas foram avaliadas,
apenas a amostra E foi reprovada no peso médio, mas a amostra H certamente
também seria reprovada, visto que foram analisadas apenas seis capsulas e,

destas, suas estavam fora dos limites de variacdo de PM.

A falsificacdo ou uma origem comum a elas ndo pode ser confirmada
apenas por testes de determinacdo de peso médio, da dosagem, e da
avaliacdo das cépsulas, dos pdés e blisters, ou seja, o perfil fisico ndo pode

atestar uma falsificacdo, mas pode ser um forte indicativo.

Nessa tentativa de aferir uma falsificacdo e até mesmo orientar e
completar as proximas analises (CL-EM e espectroscopia de IV) as amostras
foram agrupadas conforme as caracteristicas encontradas nos seus perfis
fisicos, ou seja, de acordo com as doses, propriedades dos pés, cor das
capsulas e determinacdes dos pesos médios. Isto revelou que duas amostras
(G e L) possuiam as mesmas caracteristicas. Isso também aconteceu com as
amostras H e K e, igualmente com as amostras | e J. As demais amostras

possuiam alguma semelhancga, mas ndo eram totalmente iguais.

Todas as amostras foram analisadas em espectroscopia de IV na faixa
espectral compreendida entre 4000 a 400 cm™ e apresentaram uma banda

alargada caracteristica de grupamento OH, na regido de 3300 cm™, o que
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interferiu na identificacdo da ligacdo N-H em algumas amostras. Essa banda &
resultado da umidade ou dos excipientes que as amostras possuiam, como por
exemplo, a lactose monoidratada ou o amido glicolato de sodio. Metade das
amostras (B, C, D, E, G e L) apresentou banda correspondente ao grupamento
COO-, que pode ser do excipiente estearato de magnésio e todas as amostras
apresentaram banda equivalente ao do grupamento SiO do excipiente didxido
de silicio.

Todas as amostras apresentaram bandas entre 1000-1260 cm™, que
pode ser do grupamento C-O, no entanto, essa banda também pode
corresponder ao grupamento C-N, presente na estrutura quimica de
sibutramina, pois a banda C-N pode ser encontrada na regido entre 1020-1250
cm? (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2005). No entanto, apenas com a
analise dos espectros ndo foi possivel afirmar a qual grupamento pertence

aguela banda, ou se ambas as bandas estdo sobrepostas.

A banda C-O que poderia ser justificada pela presenca do excipiente
celulose microcristalina ou amido glicolato de sédio, que possuem ligacdes do
tipo C-O em sua estrutura molecular (ROWE, SHESKEY & QUINN, 2012).

As amostras C, D e E ndo apresentaram em seus espectros de IV a
banda de N-H, presente nos espectros das demais amostras. Essas amostras
e a amostra H também ndo apresentaram a banda correspondente ao
grupamento clorobenzeno, que seria na regido de 1096-1089 cm™
(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2005), caracteristica de sibutramina.

Logo, ndo se pode confirmar que estas amostras possuem sibutramina.

No entanto, a amostra H apresentou o maior teor encontrado na andlise
de conteudo por CL-EM. Ja a amostra C apresentou 0,3% de IFA, ou seja, ndo

apresentou sibutramina em sua composicao.

As amostras C, D e E apresentaram caracteristicas idénticas nos perfis
fisicos e nos espectros de IV, com exce¢do que nos espectros de IV houve
variagdes nas intensidades das bandas das amostras. Essas variagdes foram
diretamente proporcionais as quantidades de conteudos encontrados na

analise por CL-EM, sendo que a amostra D possuiu a maior concentracao entre
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as trés amostras e a amostra C a menor. Porém, demonstraram possuir baixos
teores de sibutramina nas andlises por CL-EM e ndo apresentaram indicios da
presenca do grupamento Rz3NH' nos espectros de IV. Contudo, a amostra D
apresentou quase 70% de conteudo de ingrediente farmacéutico ativo (IFA),
sugerindo que dessas 3 amostras (C, D e E), pelo menos a amostra D possuia

sibutramina.

Logo, apenas através da inspecdo visual dos espectros e da
comparacao com tabelas encontradas na literatura ndo foi possivel confirmar a
presenca de sibutramina nas amostras C, D, E e H sem o auxilio de outros
meétodos para isto. Entretanto, as outras 8 amostras apresentaram bandas nas

regibes caracteristicas dos grupamentos quimicos da sibutramina.

Como os espectros apresentaram perfis de absorcdo e contorno das
bandas diferenciadas foi possivel sugerir a divisdo das amostras em trés
grupos por similaridade e, consequentemente, inferir uma origem semelhante
das amostras, exceto para a amostra H que ndo se encaixou em nenhum dos
grupos. Sendo que 0S grupos eram compostos por amostras A, B, F, I, J e K;

amostras C, D e E e amostras G e L.

O método de analise da sibutramina por CL-EM e sua aplicagdo em
amostras de origem suspeita e em amostras adquiridas no comércio formal foi
validado. O método se mostrou linear (r 0,9996), preciso (100,3+0,2%), exato
(99,9+0,9%) e robusto as variacbes determinadas pelo desenho fatorial
Plackett-Burman (temperatura da coluna (30-40 °C), pH do acetato de aménio
(5,5-6,5), proporcédo de ACN (80-90%) e fluxo da fase-madvel (0,6-1,0 mL/min)).

Quando empregado sob estudos de degradacao forcada de sibutramina
SQR em condi¢des hidroliticas (hidrélise &cida e alcalina), oxidativas (H2O, 3%)
e fotoliticas (luz UV 254 nm), nenhum pico extra foi observado e o pico do
analito (280 m/z) ndo apresentou nenhuma alteragcdo de forma, somente de
intensidade, sugerindo boa especificidade do método, o que € esperado para
CL-EM.
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Apé6s a validacdo, realizou-se a analise por CL-EM das amostras
auténticas (A e B) e de origens desconhecidas, cujos cromatogramas estdo nas
Figuras 36 e 37.

i | S\

Figura 37. Cromatogramas: (I) Padrdao SQR de sibutramina; (II) Amostra A; (lll) AmostraB e
(IV) Amostra C.
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Figura 38. (I) Amostra D; (Il) Amostra E; (Ill) Amostra F; (IV) Amostra G. (V) Amostra H;
(VI) Amostra I; (VII) Amostra J; (VIII) Amostra K; (IX) Amostra L.
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Todos os cromatogramas apresentaram tempo de retencdo e assimetria
dos picos semelhantes, exceto a amostra C. O tempo de retencédo foi de

aproximadamente 11 minutos.

O limite de variacdo de conteudo empregado na maioria das
monografias da Farmacopeia Brasileira (2010) € de no minimo 90,0% e no
maximo 110% da concentracéo tedrica declarada, portanto, considerou-se esse
como o limite de variacdo permitido para sibutramina, visto que ela ndo possui

monografia na sua forma farmacéutica capsula.

Em relacdo aos teores, somente as amostras A (108,7+0,96%) e B
(105,6+0,56%) estavam dentro do limite méximo de variagdo permitido. Quatro
amostras (C, E, G e L) apresentaram valores inferiores a 50% do valor
declarado, sendo que o teor de C foi quase zero. As amostras D e F
apresentaram valores proximos a 70% e as amostras H e | apresentaram

valores acima do limite maximo.

Assim como no perfil fisico e na espectroscopia de IV, na identificacdo e
quantificacdo por CL-EM as amostras G (36,4+0,44%) e L (47,2+0,66%)
também apresentaram resultados proximos, mas inferior aos limites permitidos,
sugerindo que elas possam pertencer a uma mesma origem. No entanto, as
concentragbes das amostras | e J ndo puderam ser correlacionadas, ndo

podendo inferir o mesmo que no aspecto fisico e na espectroscopia de IV.

Das amostras, D e F foram as que apresentaram teores mais parecidos,
respectivamente, 69,7+0,89% e 68,3+0,50%, mas ambas também abaixo do
limite minimo permitido. Ja as amostras H e C foram as que apresentaram,
respectivamente, o maior (142,8+0,57%) e menor (0,3t0,01%) teor de

sibutramina.

Essa diferenca nos resultados reforca que medicamentos de origem
duvidosa possuem qualidade incerta e, muitas vezes, essa qualidade incerta
pode resultar em potencializagdo de efeitos adversos, interagdes
medicamentosas, prolongamento e falha do tratamento, mascaramento dos

sinais clinicos e contribuicdo para aumento de resisténcia ou mesmo
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agravamento das condicdes de saude, podendo levar o paciente a uma

intoxicagdo ou mesmo ao Obito.

Na Tabela 10 sugerem-se grupos por similaridade dos resultados nos
testes realizados para o perfil fisico (caracteristicas dos pdés, cor das cipsulas,
pesos-médio e dosagem), as analises dos espectros de IV (intensidades e

contornos das bandas) e o teor encontrado por CL-EM.

Tabela 10. Agrupamento das amostras segundo resultados nos perfis fisicos e na
espectroscopia de IV.

Testes Grupos
. A B, F, 1,
Espectroscopia de IV JeK C,DeE Gel H
Caracteristicas dos pos ABFH CDEI Gel
ekK el
o Cor das cépsulas A B G A1 E F Gel
.2 e K
2 Pesos-médio AeC B DeE F GelL HeK led
= C,D,E,
K Dose A BI'_G © F,H LI
ekK
4
Comum nos aspectos Gel HeK leJ
anteriores
CL-EM AeB C DeF E Gel H | JeK

Além de serem as Unicas amostras que estavam dentro dos limites de
variacbes permitidos para o conteudo das capsulas, as amostras A, B e K
apresentaram caracteristicas semelhantes nos espectros de IV e nos pds, mas
apenas isso ndo € o suficiente para inferir que essas amostras possam

pertencer a uma mesma linha de producéo.

As amostras A e B sé@o vendidas no comércio formal brasileiro e K no
informal do Paraguai. A amostra F também apresentou caracteristicas dos pos
e do espectro de IV semelhantes a essas amostras, mas teve um baixo teor na
analise de contetdo e esta foi importada da Espanha (informacédo dada pelo

vendedor).

As analises sugerem gque os pos das amostras | e J foram produzidos da
mesma maneira que A, B, F e K, mas possuiam componentes nas formulacdes
gue tornaram as caracteristicas dos seus pés semelhantes, mas diferentes das

demais amostras. Além disso, ambas as amostras ndo continham caixas,
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blisters e bulas, mas apresentaram capsulas na cor bordd, peso-médio e
dosagem, teoricamente, semelhantes. Logo, provavelmente as amostras | e J
pertengam aos mesmos locais, mas ndo foram produzidas adequadamente,

visto que apresentaram teores diferentes e abaixo dos limites permitidos.

Ja as amostras C, D e E apresentaram as mesmas caracteristicas nos
pos e seus espectros de IV se sobrepuseram, e isso pode ser um indicio que
seus pos vieram de um mesmo lugar, mas seguiram caminhos diferentes até
chegarem aos consumidores. Os resultados dessas amostras reforcaram uma
preocupacdo ja existente que é o conteudo das capsulas adquiridas no
mercado informal, pois tanto a amostra D como a E possuiam cépsulas acima
e abaixo dos limites de variacdo aceitavel e as trés amostras apresentaram
baixos teores de IFA, sendo que a amostra C foi a que apresentou 0 menor

teor entre as doze amostras pesquisadas.

Na andlise de espectroscopia de IV foi possivel identificar quatro
padrées de espectros diferentes e assim agruparam-se as amostras. Porém, a
amostra H apresentou um espectro de IV com delineamentos de bandas
diferentes das demais amostras, ou seja, possuia um padrdo Unico e por iSso

nao pode ser agrupada com nenhuma outra amostra.

Possuir capsulas idénticas, doses iguais e teores inferiores ao esperado
nao foi o suficiente para afirmar que as amostras H, I, J e C eram provenientes
de um mesmo falsificador que adquiriu os pés de diferentes origens, até porque
| e J possuiam um peso-médio semelhantes, enquanto que C e H
apresentaram, respectivamente, o teor mais baixo e mais alto, revelando um
descuidado ainda maior nos seus preparos, demonstrando que as quatro

amostras nao foram pesadas no mesmo local.

As amostras G e L tiveram apenas a dose em comum com algumas
outras amostras. Os seus resultados em todos os testes para elaborar o perfil
fisico, nas analises de espectroscopia de IV e na semelhanca dos resultados
na analise por CL-EM sugerem que essas amostras sejam iguais, mas
vendidas por pessoas diferentes e, pela variagdo de teor, sejam de lotes

diferentes. No entanto, ambas né&o tinham rotulos e nenhuma identificacdo que
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embasasse isto e ndo foi possivel confirmar apenas com as analises

realizadas.

A WHO (1999) definiu medicamentos falsificados como “produtos
farmacéuticos que foram rotulados de forma errbnea - deliberada e

fraudulentamente — no que diz respeito a identidade e/ou a origem”.

Portanto, das doze amostras analisadas, dez eram falsificadas e as
amostras A e B eram auténticas. Além das auténticas, somente a amostra K
apresentou teores dentro do esperado e houve indicios que a amostra K possa
ser da mesma origem que A e B, mas que foi contrabandeada para o Brasil e

vendida no comércio ilegal.

Este trabalho sugere que existem quatro potenciais origens dos
conteudos das capsulas analisadas, os quais alguns se desvirtuam e tornaram-
se medicamentos falsificados com diferentes distribuidores e vias de comércio

atuando também no Brasil.

A Figura 39 representa um esquema geral da TENTATIVA de agrupar as
amostras, inferindo possiveis origens comuns a elas. Esse esquema € o
resultado da juncédo, por similaridade de resultados, de todas as analises e
avaliacdes feitas neste trabalho. Contudo, apenas as amostras G e L, H e |
paresentaram resultados parecidos em todas as analises, sendo 0s Unicos

grupos que se podem sugerir uma possivel origem comum.

Todos o0s objetivos propostos foram alcancados, detectaram-se
falsificacbes e agruparam-se as amostras com propriedades semelhantes, a
partir da analise em espectrémetro de IV, em CL-EM e das caracteristicas

fisicas das amostras.
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Figura 39. Esquema geral do agrupamento por similaridade nos resultados das
amostras.
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CONCLUSOES
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o As caracteristicas fisicas das amostras de sibutramina, principalmente

das que continham blisters, foram Uteis para identificar as falsificacdes;

o Identificaram-se as principais bandas dos espectros de IV das amostras
e de sibutramina SQR. No entanto, através da observacdo simples dos

espectros de IV nédo foi possivel caracterizar as falsificagées;

o O método desenvolvido por CL-EM para a identificacdo e quantificacédo
da sibutramina foi validado, demonstrando ser seletivo, linear, exato, preciso e

robusto;

o O método desenvolvido foi aplicado nas analises das amostras de
sibutramina de diferentes origens, onde foi observada grande diferenca de teor

nas amostras falsificadas;

o Com os testes realizados néo foi possivel confirmar se as amostras

possuiam origens semelhantes.
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PERSPECTIVAS
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Até o momento so6 foi possivel sugerir a existéncia de diversas origens
do contetido das cépsulas. Entretanto, a fim de comprovagédo dessas origens,
andlises mais aprofundadas estdo em andamento, como a Analise de
Componentes Principais (ACP) na impresséo digital dos espectros de 1V, que &
aplicada como técnica exploratéria para evidenciar a estruturacdo dos dados, a

existéncias de outliers e de clusters.
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Anexo 1

O Anexo 1 é constituido por artigo cientifico submetido a publicacdo no
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, com o titulo “Development
and LC -MS method validation for sibutramine and application in authentic and
fake samples”, cujo texto integral da dissertacdo defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 125 — 136.
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