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RESUMO

AVALIACAO DA FARMACOCINETICA DO MAZINDOL EM PLASMA, FLUIDO
ORAL E URINA E VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS

Segundo a International Narcotics Control Board (INCB), o consumo
medicamentos estimulantes anorexigenos nas Américas € o maior do mundo.
Embora a quantidade de substancias anorexigenas estimulantes consumida no
Brasil tenha diminuido, altos niveis dessas substancias ainda sdo consumidos
nos Estados Unidos e na Argentina. Com o objetivo de manter o estado de alerta
por longos periodos, motoristas profissionais utilizam essas substancias,
representando um grande risco da ocorréncia de acidentes, tornando fundamental
0 monitoramento dessas substancias para a prevencao de acidentes. O mazindol
€ um farmaco quimicamente ndo relacionado as anfetaminas, porém também
possui caracteristica anorexigena e estimulante do SNC e assim como a
anfepramona e o femproporex foram recentemente retirados do mercado
brasileiro com o argumento de ndo fornecer seguranca quando utilizadas por
longo periodo. Entretanto, mesmo com sua comercializacdo suspensa, pode ser
obtido ilegalmente. Ndo ha na literatura um método para a quantificacdo do
farmaco em fluido oral, nem estudos de farmacocinética nesta matriz e também,
nao se sabe se sabe se ha uma correlacdo entre os niveis do mazindol em
plasma e em fluido oral. Face ao exposto, 0 presente estudo tem por objetivo
geral desenvolver e validar técnicas cromatograficas sensiveis para a
quantificacdo do mazindol em fluido oral, plasma e urina de voluntarios, bem
como avaliar sua farmacocinética e correlacdo entre os niveis plasmaticos e
salivares do farmaco. Segundo as andlises de caracterizacdo da substancia
quimica de referéncia do mazindol (SQR) por espectroscopia nas regides do
infravermelho (IV) e do ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), e espectrometria de massas (EM), foi possivel confirmar a identidade da



amostra, permitindo o emprego da SQR para estudos posteriores. Metodologias
para a determinacdo do mazindol em plasma, fluido oral e urina por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM) foram desenvolvidas,
validadas. Os métodos foram aplicados com sucesso na estimagdo do perfil
farmacocinético do mazindol no fluido oral, plasma e urina de sete individuos do
sexo masculino, ap6s a administracdo de dose Unica de especialidade

farmacéutica contendo 2 mg de mazindol.

Palavras-chave: mazindol, validagcdo de metodologias analiticas, estimulantes,

farmacocinética



ABSTRACT
EVALUATION OF PHARMACOKINETIC OF MAZINDOL IN PLASMA, URINE

AND ORAL FLUIDE AND VALIDATION OF ANALYTICS METHODS

According to the International Narcotics Control Board (INCB), the consumption of
anorectic stimulant in the Americas is the largest in the world. Although the
amount of anorectic stimulants consumed in Brazil has decreased, high levels are
still consumed of these substances in the United States and Argentina. Aiming to
maintain alertness for long time, professional drivers use these substances,
representing a high risk of accidents, and making it essential to monitor these
substances to prevent accidents. Mazindol is a drug chemically not related to
amphetamines, but has anorexigenic and CNS stimulant action. As amfepramone
and femproporex, mazindol was recently withdrawn from the market motivated by
dubious risk-benefit ratio when used for long periods. However, even with its
commercialization suspended, like other illicit substances, it can be obtained
illicitly. Moreover, no method was found reporting the quantification of the drug in
oral fluid, neither pharmacokinetic studies in this matrix nor the correlation
between plasma and oral fluid levels. Therefore, this study aims to develop and
validate methods for the quantification of mazindol in plasma, urine and oral fluid
of volunteers as well as evaluate its pharmacokinetics and correlation between
salivary and plasma levels of mazindol. The characterization of the reference
chemical substance was performe by: infrared (IR) and ultraviolet (UV)
spectrophotoscopic methods, as well as mass spectrometry. Thus, methods for
determination of mazindol in human oral fluid, plasma and urine by liquid
chromatography-mass spectrometry (LC/MS) were developed and validated. The
methods were successfully applied to estimate the pharmacokinetic profile of
mazindol in oral fluid, plasma and urine of seven male subjects after

administration of a single dose of 2 mg mazindol.

Keywords: mazindol, LC/MS, validation of analytical methods, stimulant drug, oral

fluid, plasma, pharmacokinetics
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1. INTRODUCAO







Introducao

Segundo a International Narcotics Control Board (INCB), o consumo de
medicamentos estimulantes anorexigenos nas Ameéricas € o maior do mundo. Em
2012, mais da metade das substancias relacionadas na lista IV do Convénio de
1971 sobre Substéncias Psicotropicas foram produzidas nos Estados Unidos,
seguidos da Italia, Bélgica e Brasil. Com relagdo ao consumo, os Estados Unidos
consumiram 74% do total, seguidos da Argentina, Australia e Brasil em 2012.
Esses altos niveis podem ser atribuidos a grande prevaléncia de prescricées, mas
principalmente, pela obtencdo dessas substancias de forma licita
(INTERNATIONAL NARCOTICS CONTROL BOARD, 2013).

No ano de 2010, o Brasil e a Bélgica produziram cerca de 99% da
quantidade de femproporex consumida no mundo, ja a producdo mundial de
mazindol, realizada principalmente na Argentina e no Brasil, se deu em
guantidade superior a de anfepramona e de femproporex no mesmo ano
(INTERNATIONAL NARCOTICS CONTROL BOARD, 2011).

Recentemente, todos os medicamentos anorexigenos utilizados ho manejo
da obesidade e sobrepeso, com excecdo da sibutramina, foram retirados do
mercado brasileiro pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Essa
decisédo coincide com a de outras agéncias reguladoras como a dos Estados
Unidos (EUA), a Food and Drug Adminstration (FDA) e a Europeia, a European
Medicines Agency (EMA), que proibiram, também, a comercializagdo da
sibutramina. A evidéncia da falta de evidéncia a cerca da eficacia no tratamento,
aliada ao aparecimento de inumeros efeitos adversos centrais e periféricos
motivou a decisdo pela proibicdo da venda dos medicamentos em diversos paises
do mundo (PAUMGARTTEN, 2011).

A proibicdo da venda desses medicamentos no mercado brasileiro néo

significa a ndo utilizacdo destes, a exemplo do que acontece nos EUA, que

21



Introducao

mesmo proibidos ha bastante tempo, continuam sendo utilizados de forma ilicita
(INTERNATIONAL NARCOTICS CONTROL BOARD, 2012).

A busca pelo estado de alerta por longo periodo oferecido pelos
medicamentos psicoestimulantes (MPA) motiva o uso dessas substancias por
motoristas profissionais, trazendo sérias consequéncias para a sociedade em
geral, visto que o efeito destas substancias quando utilizadas concomitantemente
com a direcdo desencadeia alteracdes na percepcdo do condutor, aumentado o
risco de acidentes. O ato de dirigir sob efeito do alcool e/ou de substancias
psicoativas constitui infracdo gravissima, com pena de suspensao do direito de
dirigir. Sabe-se com bastante clareza o impacto econdmico que ele representa
para a saude publica, trazendo grande relevancia para o assunto (PECHANSKY
et al., 2010).

A deteccdo de MPA em matrizes biolégicas como plasma, fluido oral e
urina por técnicas rapidas, sensiveis e especificas, € cada vez mais importante na
prevencdo e controle de acidentes de transito. Em paises como Portugal e
Austrdlia, a fiscalizacdo do uso de substancias psicoativas por motoristas € feita
por testes de triagem em fluido oral seguidos de testes confirmatdrios em plasma
e € regulamentada por uma legislacéo especifica. No Brasil, apenas a fiscalizacéo
da utilizac&o de alcool € realizada (PECHANSKY et al., 2010).

O mazindol, assim como algumas outras substancias psicoativas, é
caracterizado por ser uma base fraca, o que faz dele um grande candidato a
promover boa correlacdo de niveis plasmaticos com salivares devido ao fato de
no plasma estar menos ionizado do que no fluido oral em fung¢édo deste possuir pH
mais &cido que o plasma, impedindo o retorno do farmaco a corrente sanguinea
(MOFFAT et al., 2004).

22



Introducao

Este estudo esta inserido no projeto “Estudo do impacto do uso de bebidas
alcodlicas e outras substancias psicoativas no transito brasileiro”, que objetiva
avaliar o consumo de substancias psicoativas por motoristas profissionais e
privados através da coleta de amostras de fluido oral. Cabe ressaltar que o
presente trabalho foi aprovado pela Comisséo Cientifica/Comissédo de Pesquisa e
Etica em Satde do Grupo de Pesquisa e Pos-graduacéo do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (GPPG/HCPA) (PECHANSKY & DE BONI, 2007).

23
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Objetivos

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e validar métodos analiticos para a quantificacdo do
mazindol em fluido oral, plasma e urina de voluntarios. Avaliar a farmacocinética
do mazindol apés a administracéo oral de comprimidos de Fagolipo® 2 mg, bem
como verificar se ha uma correlacdo entre os niveis do farmaco em fluido oral e

plasma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) do farmaco
atraveés de analise térmica, espectrofotometria na regido do infravermelho (1V),

ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (EM);

» Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificar o mazindol em
plasma, urina e fluido oral de voluntarios saudaveis, empregando

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a EM (CLAE-EM);
» Avaliar a estabilidade do farmaco nas trés matrizes biologicas;

» Avaliar a farmacocinética preliminar do mazindol em plasma e fluido oral

de voluntarios saudaveis;

» Investigar a correlagdo entre os niveis plasmaticos e salivares do farmaco

a fim de propor o fluido oral como matriz alternativa ao plasma.

27
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Revisdo de Literatura

3.1 MEDICAMENTOS PSICOTROPICOS ANOREXIGENOS

3.1.1 Mecanismo de acéao

Os psicotropicos anorexigenos relacionados na lista IV do Convénio de 1971
sobre Substéncias Psicotropicas representam uma classe de medicamentos
composta principalmente pela fentermina, anfepramona, femproporex e pelo
mazindol. Com excecdo do mazindol, esses farmacos apresentam em sua estrutura
quimica o grupamento feniletilamina, semelhante ao das catecolaminas endbégenas
e por isso sdo chamadas de aminas simpatomiméticas. De modo geral, esses
farmacos agem como agonistas simpatomiméticos de acao indireta, possuindo acéo
estimulante sobre o sistema nervoso central (SNC) e acdo periférica sobre os
receptores a e B adrenérgicos (CHASIN e SILVA, 2003; LA TORRE et al., 2004;
RANG et al., 2007; BRUNTON et al., 2010).

Essas substancias atuam desencadeando a inibicdo da recaptacdo de
serotonina, dopamina e noradrenalina, promovendo também o aumento da liberacao
desses neurotransmissores nos terminais nervosos (RANG, 2007; BRUNTON et al.,
2010). Além disso, podem agir inibindo a Monoamina Oxidase (MAO), enzima
responsavel pelo metabolismo das catecolaminas, resultando em um aumento dos
neurotransmissores na fenda sinaptica (RANG, 2007; BRUNTON et al., 2010). A
fenteramina e a anfepramona sdo aminas simpatomiméticas estruturalmente
relacionadas as anfetaminas, mas diferem farmacologicamente por apresentarem
pouco efeito sobre a liberagdo de dopamina (BRAY, 2000; BRUNTON et al., 2010).

3.1.2 Efeitos farmacoldgicos

De forma geral, as substancias psicotropicas anorexigenas aumentam o estado de
vigilia e as capacidades motoras e de concentracao, diminuem a fadiga, melhoram o

animo, assim como também possuem acdo sobre receptores do centro da fome
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Revisao de Literatura

localizados na regido lateral do hipotdlamo (BRUNTON et al., 2010). Entretanto,
quando utilizadas por longos periodos ou em altas doses podem causar hipertenséo,
insbnia, tremores, taquicardia, irritacdo, vOmitos, arritmias, alucinacbes e
comportamento agressivo (RANG, 2007; BRUNTON et al., 2010).

3.1.3 Consumo e abuso

De acordo com um relatério da United Nations Office on Drugs and Crime
(UNDOC) de 2011, o abuso de medicamentos se tornou uma pandemia de
magnitude ainda desconhecida. Os avancos na industria farmacéutica
proporcionaram a producdo dos mais diversos medicamentos psicoativos, que
guando prescritos e utilizados de forma correta, melhoram a qualidade de vida dos
pacientes. No entanto, quando empregados de forma inadequada, estes
medicamentos podem trazer consequéncias graves para a saude e, em alguns
casos, resultar em dependéncia. Os medicamentos utilizados de forma abusiva
podem ser obtidos das mais variadas maneiras, incluindo a obtencao de prescricdes
ou medicamentos através de amigos ou familiares, prescricdo de doses acima da
utilizada, falsificacdo de receitas médicas, compras ilegais através da internet e
desvio de medicamentos de hospitais e farmacias (UNDOC, 2011).

Recentemente, no ano de 2011, as formulacdes farmacéuticas contendo
femproporex, anfepramona e mazindol foram retiradas do mercado brasileiro em
funcdo do questionamento sobre os estudos que comprovam a relacao favoravel de
eficAcia/seguranca que esses medicamentos possuem quando utilizados na
terapéutica por longos periodos (PAUMGARTTEN, 2011).

Uma das mais potentes substancias estimulantes do SNC, a anfetamina, foi o
primeiro derivado da feniletilamina a ter seu efeito anorexigeno comprovado. Por

possuir alto poder de abuso e dependéncia, sua comercializacéo foi suspensa do

mercado brasileiro, mas em paises como Chile e Estados Unidos a substancia é

utilizada para o tratamento da narcolepsia e transtornos de déficit de atencdo e
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hiperatividade. Entretanto seu uso de forma abusiva é frequente em todo o mundo
(FDA, 2012; ISPC, 2013).

Com relacdo a producdo mundial de farmacos estimulantes pertencentes a
lista IV do relatério da International Narcotics Control Broad (2013), as Américas
lideraram as estatisticas no periodo de 2003 a 2012 (figura 1), com destaque para
Estados Unidos e Brasil, sendo que em 2012, a produ¢do mundial foi de 84% de

fentermina, 10% de mazindol, 5% de anfepramona e 1% de fendimetazina (figura 2).

Estimulantes do sistema nervoso central da
lista IV: total produzindo por cada pais, 2003-
2012

Bilhées de Doses
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24
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Figura 1 - Produgcdo mundial de farmacos estimulantes em cada pais no periodo de
2003 a 2012 (Adaptado de INCB, 2013).
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Estimulantes do sistema nervoso central da lista
IV: percentuais das substancias mais produzidas
em 2012

Fendimetrazina Mazindol

1% 10% Anfepramona

| ‘5%

Fentermina
84%

Figura 2 - Principais farmacos estimulantes produzidos em 2012 (Adaptado de
INCB, 2013).

Por proporcionar estado de alerta por longos periodos, a utilizacdo de
substancias estimulantes anorexigenas por motoristas profissionais vem sendo
realizada ha bastante tempo, representando um grande risco de acidentes e,
consequentemente, um impacto econdmico para a sociedade de um modo geral
(PECHANSKY, et al., 2010; DE BONI, et al., 2011).

3.1.4 Mazindol

O mazindol é um farmaco quimicamente ndo relacionado as anfetaminas,

porém também possui caracteristica anorexigena. Foi desenvolvido na década de
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1960 pela empresa Sandoz-Wander para o tratamento da obesidade, quando

associado a dieta hipocal6rica (FDA, 2012).

3.1.4.1 Propriedades fisico-quimicas (MOFFAT et al., 2004)

>

>

>

Nome quimico: 5-(p-clorofenil)- 2,5-diidro-3H-imidazo [2,1-a] isoindol-5-0l
Chemical Abstracts Service CAS: 22232-71-9

Formula molecular: C1H13CIN,O

Estrutura quimica: Ver figura 2

Peso molecular: 284,74 g/mol

Solubilidade: insoluvel em agua, solivel em etanol

pka: 8,6

Coeficiente de particdo (log P octanol/ agua): 4,1

C ) o

$

N

(O

Figura 3 - Estrutura quimica do mazindol (MOFFAT et al., 2004).
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3.1.4.2 Mecanismo de acéo e utilizagado clinica

A atividade supressora do apetite do farmaco é mediada pelo aumento da
liberacdo de dopamina e inibicdo da recaptacdo de noradrenalina e dopamina no
cérebro (BRAY, 2000; RANG, 2007; ANVISA, 2011). O farmaco parece alterar o
metabolismo energético, aumentando a captacdo de glicose pelo musculo
esquelético além de reduzir sua absorc¢ao intestinal (MARTINDALE, 2011).

Um estudo foi realizado com o objetivo de esclarecer os efeitos do mazindol
sobre o peso corporal em 13 pacientes com obesidade madrbida que ja haviam feito
uma dieta hipocalérica contendo 480 kcal diarias. Ao final do estudo, as pacientes
tratadas perderam em média 2,9 kg ap6s 4 semanas, 4,9 kg apés 8 semanas e 6,9
kg apds 12 semanas de tratamento utilizando o medicamento em conjunto com dieta
de 1000 kcal diarias (NISHIKAWA et al., 1996). BRAY e GREENWAY (1999)
reportaram que ndo ha estudos clinicos randomizados demonstrando a eficacia e
seguranca da utilizacdo do mazindol por longos periodos em pacientes cardiacos.
Em nota técnica relatada pela ANVISA sobre eficAcia e seguranca dos
medicamentos inibidores de apetite, foi mencionada a contribuicdo significativa da
utilizacdo do mazindol na perda de peso (6,4 kg contra 2,6 kg do grupo placebo)
durante trés meses de tratamento. No entanto, a perda de peso nado foi mantida
apos o término do tratamento (ANVISA, 2012).

Alguns trabalhos existentes na literatura reportam o uso do mazindol para o
tratamento da dependéncia da cocaina em funcdo da maior afinidade do mazindol
pelos receptores dopaminérgicos na regido do nucleo accumbens (STINE, 1995;
PERRY et al., 2004; MARIANI & LEVIN, 2012). CASTELLS e colaboradores (2007)
realizaram revisao sistematica e uma metanalise na qual foi avaliada a eficacia do
mazindol e de outros estimulantes na terapia da dependéncia da cocaina em

humanos. Os autores puderam concluir que o uso dos estimulantes no tratamento
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da dependéncia de cocaina néo foi significativamente mais eficaz que o placebo.
MARGOLIN e colaboradores (1995) realizaram um ensaio clinico duplo-cego
controlado por placebo, com 37 pacientes, e também n&o constataram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de tratamento placebo e o emprego do
mazindol no manejo da dependéncia de cocaina. Entretanto, o0s autores
mencionaram o limitado poder estatistico que o estudo possuiu em func¢éo do baixo

numero de voluntarios utilizado.

A narcolepsia é uma doenca caracterizada pela sonoléncia excessiva diurna, o
que pode colocar o individuo em perigo durante a realizagdo de tarefas cotidianas.
Em estudo recentemente publicado e de grande relevéancia, foi avaliada a efetividade
e os efeitos adversos do mazindol em 139 pacientes franceses com narcolepsia e
hipersonia refratarios, sendo que 83 (60%) realizaram a terapia por 30 meses. Os
efeitos adversos mais comuns foram: 13% boca seca, 10% palpitagbes, 6%
anorexia, 6% nervosismo e 6% cefaleia, ndo havendo o relato do aparecimento de
hipertensdo pulmonar nos 45 pacientes que foram submetidos a eletrocardiografia.
Os autores ressaltaram o beneficio que o farmaco proporcionou aos pacientes,
sendo considerado por eles quase duas vezes mais eficaz que o farmaco de

primeira escolha (modafinil) para o tratamento do disturbio (NITTUR et al.,2012).

3.1.4.3 Efeitos adversos e tolerancia

Os principais efeitos adversos do mazindol sdo reducao do sono e do apetite,
euforia, midriase, aparecimento de batimentos cardiacos irregulares e elevacédo da
pressdo arterial. Além disso, ha relatos da ocorréncia de alucinacfes, cefaleia,
constipacado, agitacdo e tremores (ANVISA, 2011; USP-DI 2013). Foi constatado
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também o aparecimento de 2000 casos de hipertensdo pulmonar em pacientes que
utilizavam o medicamento por mais de doze meses (ANVISA, 2011).

Em razéo da possibilidade do desenvolvimento de tolerancia pelo paciente, 0s
efeitos terapéuticos sdo diminuidos em poucas semanas de tratamento, sendo,
neste caso, aconselhada a interrupgéo do tratamento, uma vez que um aumento da

dose a fim de melhorar os efeitos clinicos ndo é indicado (ANVISA, 2011).

3.1.4.4 Farmacocinética

Ap06s administracdo oral de dose Unica de comprimidos de 2 mg, o mazindol é
lenta e completamente absorvido, atingindo concentracdo méaxima sérica entre trés e
oito horas apoOs administracdo, com 77% de taxa de ligagdo as proteinas
plasmaticas. Com relacdo ao seu metabolismo, o farmaco € metabolizado por
conjugacdo hepatica, sendo os principais metabdlitos 5-(p-clorofenil)2,5-diidro-5-
hidroxi-3H-imidazol (2,1-a) isoindol-3-ona e 2-(p-clorobenzoil)-N-2-(aminoetil)
benzamida, cujas atividades nédo foram determinadas. O tempo de meia-vida de
eliminacao é de cerca de dez horas e o farmaco é principalmente excretado pela via
renal (USP-DI, 2013).

A literatura reporta dois estudos farmacocinéticos do mazindol; um em plasma
e cérebro de camundongos, publicado em 2004, no qual os parametros
farmacocinéticos foram calculados apds administracdo de 0,5 mg/kg via
intraperitonial (NAKASHIMA et al., 2004) e outro, mais recente, onde a
farmacocinética do mazindol foi avaliada em plasma de 24 voluntarios apls a
administracdo oral de 2 mg do farmaco (KIM et al., 2009). Os parametros calculados

para plasma estdo expressos na tabela 1.
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Tabela 1 - Farmacocinética do mazindol em plasma de camundongos e de humanos
apos administracdo de dose Unica do farmaco, com doses de 0,5 mg/kg (n=3) via

intraperitonial em camundongos e 2 mg via oral em humanos (n=24).

Plasma de camundongos Plasma humano (n=24)**

(n=3)*
Crnax 17,5 ng/mL 5,07 ng/mL
Trmax 15 min 3,27 h
T 27 min 9,10 h
AUC .« 941 ng/min/mL 72,68 ng/h/mL
Kel 0,026 min™ 0,0762 h™
Cl 531 mL/min/kg -
* NAKASHIMA et al., 2004 ** KIM et al., 2009

3.1.4.5 Aspectos regulatorios

O mazindol foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1973
para o tratamento da obesidade por periodos curtos e em 1999 foi retirado desta
lista, dificultando o aparecimento de estudos que comprovem a eficacia e seguranca
do emprego do farmaco para outra indicacdo terapéutica (FDA, 2012). Seguindo o
exemplo do FDA, o farmaco também n&o é mais comercializado na Unido Europeia,
Canada e Japao, mas ainda pode ser encontrado no mercado argentino (ANVISA,
2011; ANMAT, 2014).

A auséncia de estudos clinicos de fase Il assegurando a eficacia e seguranca
do mazindol quando utilizado por longos periodos, juntamente com o aparecimento
de casos de hipertensao pulmonar, motivou a retirada da formulacdo farmacéutica
também do mercado brasileiro, no ano de 2011 (ANVISA, 2011).
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3.1.4.6 Sintese do mazindol

A obtencdo do mazindol pode ser realizada por diferentes métodos. Em um
deles (figura 3), na primeira etapa ocorre a formacédo de um composto contendo litio,
como resultado da reacdo entre a 2-fenil-2-imidazolina e o butil-litio em excesso.
Este composto reage com p-clorobenzoato de metila, formando o mazindol
(GALINIERL et al., 1993).

HOH L L

@_(\N + C.H.Li @_(N + p-clorobenzoato de metila
o j
NQ Buti-litio N—

2-fenil-2-imidazolina l

G g \
N -
Mazindol

cl

Figura 4 - Sintese do mazindol (adaptado de GALINIERL et al., 1993).

3.1.4.7 Relagéo estrutura- atividade

Estudos sobre a relagéo estrutura-atividade (REA) do mazindol (figura 4)

mostram que a remocdo do atomo de cloro em para resulta em composto com
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atividade farmacolédgica apenas inibidora da recaptacdo da noradrenalina. Caso o
anel imidazdlico, sofresse acréscimo de mais um atomo, a poténcia do farmaco
tenderia a aumentar. Se mais um anel benzeno fosse inserido ao anel D, formando
um naftaleno, poderia haver diminuicdo na atividade do farmaco. A disposicao dos
anéis C e D parece ser importante para a atividade do farmaco, enquanto que o
nitrogénio mais basico do anel A possui papel importante, pois ele € o responsavel
pela ligacdo de hidrogénio com o receptor. Além disso, a disposicéao triciclica dos

anéis A, B e C constitui o farmacoforo da molécula (KULKARNI et al., 2002).

[

HO

Cl

Figura 5 - Estrutura quimica do mazindol para analise da relacdo estrutura-atividade
(MOFFAT et al., 2004).

3.1.4.8 Andlise em fluidos bioldgicos

NAKASHIMA e colaboradores (2004) desenvolveram e validaram um método
para quantificacdo do mazindol e um dos seus metabdlitos, a (2-(2-aminoetil)-3-(p-
clorofenil)-3-hidroxiftalimidina (Met), em plasma e cérebro de camundongos

utilizando CLAE com deteccao por fluorescéncia objetivando um método altamente
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sensivel. Embora o mazindol ndo possua fluorescéncia intrinseca, foi desenvolvido
neste trabalho um protocolo de derivatizacdo que incluia duas etapas, a primeira,
uma hidrdlise para formacdo de uma amina primaria, seguida de uma reacédo de
conjugacao com um reagente de fluorescéncia. Para os ensaios nao foi empregado
padréo interno, o que ndo é recomendavel pelos guias de validacdo devido a alta
taxa de variacdo atribuida a extracdo do farmaco da matriz biologica (BRASIL,
2012). Os autores também citaram a instabilidade do mazindol em plasma a
temperatura ambiente e aconselharam a adicdo de tampao formato de aménio a
amostra com o objetivo de evitar a hidrélise do farmaco, que ocorre em pH neutro a
alcalino. Ap6s a validacéo, alguns parametros farmacocinéticos foram calculados
pelo método nao-compartimental para o farmaco e seu metabdlito. Também é
importante salientar que os autores utilizaram apenas trés camundongos para o
estudo em plasma (NAKASHIMA et al., 2004 ).

Em 2009, foi publicado um método desenvolvido e validado para a
quantificacdo do mazindol em plasma humano por CLAE/EM. Foi avaliada, também,
a estabilidade do farmaco na matriz e realizado um estudo de farmacocinética em
voluntarios (n=24) que receberam dose Unica de 2 mg do medicamento, por via oral
(KIM et al., 2009).

A Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a EM (CG/EM), apGs a extracdo em
fase solida também foi utilizada para desenvolvimento de uma metodologia para
guantificacdo do mazindol em urina de equinos. Entretanto, vinte e oito horas apos a
administracdo do farmaco, o mesmo ndo pdde ser quantificado nas amostras.
Embora o mazindol ndo seja uma molécula com volatilidade, os autores nao
mencionam a derivatizacdo das amostras, mas possivelmente o procedimento foi
realizado (MOORE et al., 1990).

Andlises utilizando cabelo como matriz sdo Uteis no monitoramento de
substéancias que sao utilizadas cronicamente, pois a janela de deteccdo (de meses)

€ muito maior que outras matrizes como urina e plasma. A andlise de drogas de
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abuso em cabelo possibilita informacdes importantes e por um periodo mais
prolongado, sendo possivel saber a duracdo do uso e de abstinéncia.
Recentemente, LEE e colaboradores (2012) publicaram um trabalho no qual foi
realizada uma validacdo multianalito em cabelo humano por CLAE-EM/EM de sete
substancias anorexigenas, dentre elas o mazindol e alguns de seus metabdlitos. O
método foi validado com sucesso e aplicado para analise das substancias em 39

possiveis usuarios, sendo a fentermina a substancia mais encontrada.

3.2 CORRELACAO ENTRE OS NIVEIS PLASMATICOS E SALIVARES DE
FARMACOS

O fluido oral vem se mostrando uma boa matriz alternativa para monitorar
farmacos por possuir diversas vantagens frente ao plasma, como a facilidade da
coleta de forma né&o invasiva e o fato de fornecer informagbes sobre o consumo
recente de determinada substancia. Farmacos considerados bases fracas, com
baixo peso molecular e baixa taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas tendem a se
acumular nessa matriz, pois o pH inferior ao plasmatico favorece a ionizacdo e
impede seu retorno a corrente sanguinea (FAGIOLINO, 1999; CROUCH, 2005).

Vindenes e colaboradores realizaram, em 2011, um estudo no qual foram
detectadas algumas drogas de abuso em urina, sangue e fluido oral de cem
condutores noruegueses sob suspeita do uso das substancias. Os resultados
demonstraram boa correlacdo entre os niveis de urina e fluido oral para anfetaminas,
cacaina, metadona, opioides e benzodiazepinicos. Ademais, todas as substancias
detectadas no sangue também foram encontradas no fluido oral.
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4.1 INTRODUCAO

A analise de farmacos e metabdlitos em matrizes bioldgicas, assim como o
controle de qualidade de farmacos e medicamentos, exige o0 emprego de
substancias de referéncia (SQR) de pureza conhecida. De acordo com o FDA
(2001), as SQR podem ser classificadas como compendiais e ndo-compendiais. As
SQR compendiais séo, principalmente, obtidas comercialmente de fontes como a
United States Pharmacopeia (USP) ou British Pharmacopoeia (BP) e ndo ha
necessidade da realizagdo de ensaios de caracterizagdo ou de padronizagao.
Entretanto, as SQR ndo-compendiais séo provenientes de outras fontes que néo as
farmacopeicas, havendo, assim, a necessidade de caracteriza-las (SWARTZ e
KRULL, 1998).

Ensaios para caracterizacdo de uma SQR podem ser realizados através de
diversas técnicas, como a espectrometria nas regiées do infravermelho (V) e do
ultravioleta (UV), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectrometria de
massas (EM) e CLAE, entre outras. No entanto, quando consideradas de maneira
isolada néo é possivel a obtencédo de dados confirmatdrios sobre a identificacdo de
uma substancia, sendo de fundamental importancia o emprego do maior nimero de

testes possiveis na caracterizacdo de uma SQR (WATSON, 2005).

Considerando que o mazindol é um farmaco que pertence a lista das
substancias psicotropicas anorexigenas (BRASIL, 1998) e que a importacdo de um
padrao farmacopeico seria de extrema dificuldade, optou-se pela utilizacdo de uma
SQR nao—compendial, obtida anteriormente a sua retirada do mercado brasileiro. A
SQR utilizada na presente tese apresenta teor declarado de 99,06%, identificado

pelo lote 604707 e fornecido pela empresa Genix (Anapolis, Brasil).
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4.2 CARACTERIZACAO DO MAZINDOL SQR

4.2.1 Calorimetria exploratéria diferencial e ponto de fuséo

A DSC é uma técnica calorimétrica de escolha para caracterizar SQR, pois é
capaz de fornecer dados detalhados sobre propriedades fisicas e energéticas de
uma substancia (CLAS et al.,, 1999). Essa técnica determina de maneira exata a
entalpia de fusdo determinando a ocorréncia de degradacdo ou decomposicdo da
amostra, além da conversdo polimoérfica durante o processo de fusdo (MOTHE e
AZEVEDO, 2002).

Para a realizacdo da DSC, cerca de 1 mg de mazindol SQR foi transferido
para um recipiente de aluminio com capacidade de 4 pL, devidamente selado e
colocado no forno do calorimetro exploratério de varredura. A velocidade de
aguecimento aplicada foi de 10 °C/min dentro de uma faixa de 25 a 250 °C

empregando nitrogénio (N,) como gas de arraste a uma vazao de 50 L/min.

As analises foram realizadas em calorimetro da marca Shimadzu (DSC-60),
dotado de controlador de fluxo para gas de purga (N2, FC-60-A), integrador (TA-
60WS) e software de controle de analise (TA-60, versao 2.0).

A figura 4.1 representa a curva de aquecimento obtida por DSC para o
mazindol SQR.
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DSC
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Figura 4.1- Curva de aguecimento obtida por DSC para mazindol SQR

Ao analisar a curva de aquecimento do mazindol SQR, é possivel inferir que a
amostra apresenta consideravel grau de pureza em funcao do perfil estreito do pico.
Além disso, é possivel observar também um evento endotérmico com temperatura
de 186,77 °C (onset), 187,11 °C (peak) e 191,35 °C (endset), correspondente a
fusdo do farmaco. Ademais, para a fusdo de cada grama de amostra sdo

necessarios -6,56 J.

Paralelamente, o ponto de fusado foi determinado no equipamento automatico
Mettler Toledo (Mod. FP90), onde o farmaco foi adicionado em tubos capilares com
1 mm de espessura e 6 cm de comprimento. O estudo foi realizado em triplicata. O
resultado do experimento (média de 187 °C) foi préximo ao encontrado no ensaio de
DSC. Entretanto, ao se buscar valores de referéncia na literatura, foi observada
divergéncia nestes, variando de 179 a 215 °C, tornando o ensaio pouco conclusivo,
considerando que nao ha relatos de polimorfismo do mazindol na literatura (THE
MERCK INDEX, 2000; CLARKE'’S, 2004; SIGMA-ALDRICH, 2011).

4.2.2 Espectroscopia naregido do IV
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A radiacdo infravermelha se situa no espectro eletromagnético entre as
regibes do visivel e microondas (SILVERSTEIN et al., 2005). A espectroscopia na
regido do infravermelho é uma técnica que se fundamenta na medida da vibracéo
dos atomos que compdem as moléculas. As bandas do espectro de infravermelho
séo resultantes da absorcdo de energia incidida na amostra, caracteristicas de cada
grupamento (STUART, 2004).

A partir da andlise das bandas de absorcao, é possivel realizar a identificacao
de uma substancia e predizer, com frequéncia, se ha impurezas ou polimorfos na
amostra. Assim, a espectrometria na regido do infravermelho constitui uma
importante ferramenta na caracterizacdo de SQR (SILVERSTEIN et al., 2005;
WATSON, 2005).

A caracterizacdo do mazindol SQR foi realizada por refletancia total atenuada
(ATR), através da leitura direta do p6 da amostra pelo equipamento. Para a
execucao do ensaio, foi utilizado um espectrofotdmetro FTIR da marca Shimadzu,
(Mod. 8001). Para fins de comparacdo, buscou-se um espectro do mazindol na
literatura (DIBBERN et al., 2002). Os espectros estdo representados na figura 4.2 e
a interpretacdo dos mesmos encontra-se na tabela 4.1 a seguir (SILVERSTEIN et
al., 2005).
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Tabela 4.1- Frequéncias de absorcédo das principais bandas do espectro de IV do
mazindol SQR (SILVERSTEIN et al., 2005).

Banda Frequéncia(cm™) Atribuicdes

1 1651 Vibracéo de deformacéo axial de C=C de anel

benzénico

2 1392 a 1485 Vibracéo de deformacéo axial de C=C de anel
benzénico
3 1264 Vibracdo de deformacao axial de C-N de amina
ciclica
4 1064 Vibracéo de deformacao axial de C-O de alcool
terciario
S ~800 Vibracéo de deformacao axial de C-H de anel
aromatico para-substituido
Vibracdo de deformacao axial de C-H de anel
6 ~750 aromatico orto-substituido
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O espectro obtido para mazindol SQR apresenta bandas de absorgao
caracteristicas dos principais grupamentos apresentados na estrutura quimica da
molécula. Ademais, 0s espectros obtidos experimentalmente e da literatura

coincidem, permitindo a confirmacgao da identidade do mazindol SQR.

4.2.3 Cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE é uma das técnicas mais usadas para a quantificacdo de farmacos e
medicamentos na rotina de controle de qualidade; entretanto, também é empregada
para fins qualitativos (WATSON, 2005; KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007). A
separacdo € realizada de acordo com polaridade da fase movel e afinidade do
analito pela fase estacionaria. Assim, substancias idénticas quando analisadas sob
as mesmas condi¢cbes cromatograficas, apresentam mesmos tempos de retencéo
(WATSON, 2005).

As andlises de CLAE foram realizadas em cromatografo a liquido Shimadzu
LC System, constituido de bomba (LC-10 ADyp), detector de arranjo de diodos
(DAD, SPD-M 10Ayp), controlador do sistema (SCL-10Ayp) e injetor manual
Rheodyne 7725i com alca dosadora de 20 pL. As condi¢cdes cromatograficas estédo

apresentadas na tabela 4.2 e os resultados na figura 4.3.
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Tabela 4.2 — Condi¢bes cromatograficas empregadas na identificacdo do mazindol
SQR por CLAE.

Parametro Condicao utilizada
Coluna MN® C 18 (150 x 4,6 mm, 5 um,)
Fase movel agua: trietilamina (pH 3,5) : acetonitrila (69,7:0,3:30 v/v/v)
Diluente Metanol
Fluxo 1 mL/min
Deteccéo Detector de arranjo de fotodiodos em 269nm

L
u_2E59nm4nm (1.00)

Mazindol

k n

=100+

e e e e e e e e B po
0o 10 20 30 40 50 6.0 min

Figura 4.3 — Cromatogramas das solucdes da SQR (A) e dos comprimidos de
mazindol (Fagolipo® 2mg) apds extracdo dos excipientes por filtracdo (B) na
concentracdo de 200 ug/mL e branco (C). Condi¢cdes cromatograficas: coluna MN C
18 (150 x 4,6 mm, 5 um); fase movel: agua: trietilamina (pH 3,5) : acetonitrila
(69,7:0,3:30 v/v/v); volume injetado : 20 L.
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As semelhancas entre os tempos de retengcédo da SQR e do produto acabado
(3,8 min) com pureza do pico de mais de 99%, permitiram identificar o mazindol na
SQR com auséncia de impurezas que poderiam co-eluir com a amostra, inferindo a
adequabilidade da SQR para ensaios de identificacdo e quantificacdo do mazindol

nas amostras.

4.2.4 Espectroscopia naregidao do UV

A espectroscopia na regidao do UV se fundamenta na absorcdo de radiacao
eletromagnética na faixa de comprimento de onda de 190 a 380nm (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Esta técnica constitui uma importante ferramenta na
caracterizacdo e no doseamento de farmacos e medicamentos por ser de facil
execucao, barata e robusta; entretanto apresenta algumas desvantagens como a
dependéncia da presenca de grupamentos cromoforos no analito (WATSON, 2005).

Os espectros de ultravioleta do mazindol foram determinados em solucfes
metandlicas de concentracdo 200 pg/mL de mazindol SQR e comprimidos em
cromatégrafo a liquido Shimadzu com deteccéo de arranjos de diodos (DAD) nas
mesmas condi¢cbes cromatogréaficas apresentadas na identificacdo por CLAE. Com o
objetivo de comparar os resultados experimentais, buscou-se um espectro para
servir de referéncia na literatura (DIBBERN et al., 2002). Os resultados estéo

expressos na figura 4.4.
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Figura 4.4 — Espectros de UV obtido da literatura (A) e das solu¢cdes de mazindol na
concentracéo de 200 pg/mL da SQR (B) e dos comprimidos (Fagolipo® 2mg) (C).

Analisando os espectros A, B e C, € possivel inferir que a identificacdo do
mazindol SQR foi positiva, visto que o espectro B se assemelha bastante com o da
literatura (A) e com o da formulacdo farmacéutica (C), apresentando 0s mesmos

comprimentos de onda de maxima absor¢éo (269 nm).
4.2.5 Espectrometria de massas (EM)

A espectrometria de massas € uma técnica capaz de oferecer dados da
estrutura quimica a ser analisada, sem a necessidade de uma separacao
cromatografica. Quando acoplada a cromatografia, a espectrometria de massas
oferece alta sensibilidade nas analises quantitativas, possuindo boa aplicabilidade
em andlises ambientais e toxicoldgicas (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007). A
identificacdo do mazindol SQR por EM foi realizada por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM), pois 0 equipamento
disponibilizado ndo permite a analise por injecdo direta da amostra. Assim, foi
empregado um cromatografo a liquido Agilent 6120 acoplado a um espectrébmetro de

massas com fonte de ionizacdo por eletroespray positivo (ESIY). As analises
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qualitativas foram efetuadas no modo SCAN, no qual os ions analisados estavam na
faixa 50 a 400. As condi¢cBes cromatograficas e os parametros da EM se encontram
nas tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente. O espectro de varredura do mazindol e a
elucidacao dos fragmentos mais abundantes sdo apresentados nas figuras 4.5 e 4.6,

respectivamente.

Tabela 4.3 — Condi¢des cromatograficas empregadas na identificacdo do mazindol
SQR por CLAE/EM.

Parametro Condicao utilizada
Coluna MN® C 18 (150 x 4,6 mm, 5 um,)
Fase movel

Agua (ajustado com &cido acético
pH 4): metanol: acetonitrila (60:25:15,

vIviv)
Diluente Metanol
Vol. de injecéo 10 pL
Fluxo 1 mL/min

Tabela 4.4 — Parametros do espectrémetro de massas empregados na analise de
caracterizacdo do mazindol SQR por CLAE/EM.

Parametro Condicao utilizada
Pressao de nebulizagao 55 psi

Fluxo de secagem do gas 12 L/min
Temperatura de secagem do gas 350 °C

Voltagem do capilar 4000 V
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miz= 130 m/z= 112
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Figura 4.6 — Elucidacdo dos fragmentos mais abundantes do mazindol SQR
gerados a partir da analise por CLAE/EM em modo ESI".

A andlise dos fragmentos resultantes do ensaio de identificacdo do mazindol
SQR por CLAE/EM confirma a identidade da amostra, pois além do aparecimento do
ion molecular protonado (285), outros fragmentos puderam ser associados com a

estrutura.

4.3 CONCLUSOES

Segundo as analises de caracterizacdo do mazindol SQR por espectrometria
nas regides do IV e do UV, CLAE, e EM, bem como a comparacédo dos resultados
com dados existentes na literatura, foi possivel confirmar a identidade da amostra,
permitindo o emprego da SQR para estudos posteriores. O ensaio por DSC apenas
demonstra pureza da amostra, sendo pouco conclusivo para fins de identificacdo em

razdo da divergéncia dos dados presentes na literatura.

4.4 REFERENCIAS

63



Capitulo |

BRASIL. Portaria n.° 344, de 12 de maio de 1998. Regulamento técnico sobre
substancias e medicamentos sujeitos a controle especial. Brasilia, 12 de maio
de 1998.

CLARKE’S. Analysis of Drugs and poisons in pharmaceutical pody fluids and
Material. 3. ed., v. 1, Londres, 2004.

CLAS, S. D; DALTON, C. D; HANCOCK. Differential scanning calorimetry:
applications in drug development. Pharmaceutical science technology today. v. 2
(8), p. 311-320, 1999.

DIBBERN, H. W; MULLER, R. M; WIRBITZKI, E. UV and IR spectra. Aulendorf,
2002.

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2010.

FDA, FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, Guidance for industry - bioanalytical
method validation, FDA, 2001.

KAZAKEVICH, Y; LOBRUTTO, R. HPLC for pharmaceutical scientists. 1.ed. New
Jersey: Wiley, 2007.

MOTHE, C. G.; AZEVEDO, A. D. Andlise Térmica de Materiais. 1. ed. Sdo Paulo:
SP, 2002.

SIGMA — ALDRICH. Material safety data sheet. Version 3.0. Saint Louis, 2011.

SILVERSTEIN, R. M; WEBSTER, F. X; KIEMLE, D. J. Spectrometric identification
of organic compounds. 7 ed. New York: John Wiley & Sons, 2005.

STUART, B. Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications. 1. ed.
Sydney: John Wiley & Sons, 2004.

64



Capitulo |

SWARTZ, M. E.; KRULL, I. S. Validacdo de métodos cromatogréficos.
Pharmaceutical Technology, v. 2 (3), p. 12-20, 1998.

THE MERCK INDEX. An encyclopedia of chemicals, drugs and biological.
Version 12.3. New Jersey: Merck & Co. Inc, 2000.

WATSON, D. Pharmaceutical Analysis. A text book for pharmacy students and
pharmaceutical chemists. 2. ed. Edimburgh: Eselvier Churchill Livingstone, 2005.

65






5. CAPITULO II- Publicac&o Cientifica

Determination of mazindol in human oral fluid by high performance liquid
chromatography- electrospray ionization mass spectrometry- Publicado na

revista Biomedical Chromatography- DOI 10.1002/bmc.3120






Capitulo IlI

As seguintes paginas (69-73) foram suprimidas por correspondem ao manuscrito
publicado no periddico Biomedical Chromatography- DOI 10.1002/bmc.3120. Este
capitulo aborda o desenvolvimento, validacdo e aplicacdo de metodologia analitica
por CLAE-EM para determinacdo quantitative do mazindol em fluido oral de
humanos, até entdo, inexistente na literatura. O método demosntrou-se linear na
faixa de concentracdo de 0.2 a 20 ng/mL, preciso, exato e capaz de discriminar o
analito do seu principal produto de degradacdo em um tempo de analise de 10 min.
Ademais, foi demonstrada a importancia da utilizacdo de tamponamento acido das
amostras afim de garantir estabilidade das mesmas. O método desenvolvido e
validado se mostrou adequado para fins de monitoramento do uso do farmaco por
voluntarios através de amostras de fluido oral, matrix que apresenta diversas

vantagens frente as convencionais.
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6. CAPITULO llI

Publicag&o cientifica submetida ao periodico J. of Chromatography B
Validation and application of a liquid chromatography- electrospray ionization

mass spectrometric method for determination of mazindol in human plasma

and urine
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As seguintes paginas (77-94) foram suprimidas por correspondem ao manuscrito
submetido ao periédico Journal of Chromatography B. Este capitulo aborda o
desenvolvimento, validacdo e aplicacdo de metodologias analiticas por CLAE-EM
para determinacdo quantitative do mazindol em plasma e urina de humanos de
acordo com o Guia de Validacdo Europeu (EMA) Os método demosntraram-se
lineares na faixa de 0.1-10 ng/mL (r= 0.9982) para plasma e 5-50 ng/mL (r=0.9973)
para urina em um tempo de analise de 6.5 min empregando liquido-liquido como
meétodo de extracdo. Os métodos demonstraram serem sensiveis, precisos, exatos e
as amostras demonstraram possuir extabilidade frente as cond¢bfes de analise e
armazenamento. Também, foi demonstrada a adequabilidade dos métodos para
monitoramento do mazindol em plasma e urina de motoristas que fizeram o uso do

farmaco.
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6. CAPITULO IV

Publicacéo cientifica a ser submetida ao periédico Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis. Estudo da farmacocinética do mazindol em plasma,

fluido oral e urina de voluntarios
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As seguintes paginas (97-114) foram suprimidas por correspondem ao manuscrito a
ser submetido ao periddico Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Este
capitulo teve como objetivo estudar, de forma preliminar, a farmacocinética do
mazindol em plasma e em fluido oral, bem como, investigar a correlacdo dos niveis
do farmaco em urina, plasma e fluido oral. Amostras de sangue, urina e fluido oral
foram coletadas nos tempos 0, 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10 e 24 h apds a administracédo de
comprimidos de 2 mg de mazindol e analisadas por um método previamente
validado por LC-MS com extragao liquido-liquido. Os niveis encontrados do farmaco
foram maiores em plasma quando comparados com os de fluido oral e maiores em
urina em relacdo ao plasma. O estudo da farmacocinética do mazindol demonstrou
gue o modelo mais adequado para descrever a variagdo da concentracdo ao longo
do tempo é o modelo aberto de um compartimento com absorcdo e eliminacao
seguindo a cinética de primeira ordem e, confirmando dados da literatura, o farmaco
sofre metaboliza¢do, sendo que o principal metabdlito foi detectado, mas nédo foram
quantificado. N&o foi encontrada uma boa correlagcdo entre as concentragcbes do
mazindol em urina e plasma, mas sim, entre plasma e fluido oral, propondo esta
como uma matriz alternativa ao plasma. Entretanto, sdo necessarios estudos

envolvendo mais individuos.






















































7. CONSIDERACOES FINAIS







Consideracdes Finais

A necessidade da busca pelo estado de alerta durante os longos periodos de
jornada de trabalho faz com que motoristas profissionais utilizem substancias
psicoestimulantes, aumentando o risco da ocorréncia de acidentes de transito,

sendo de grande relevancia o monitoramento dessas substancias.

O fluido oral € uma matriz biolégica que apresenta uma série de vantagens
frente a outras matrizes por proporcionar uma coleta facil e ndo invasiva nao
requerendo treinamento especializado para a coleta, ser de dificil adulteracéo, e em

muitos casos possuir boa correlacédo com niveis plasmaticos.

As analises toxicologicas exigem metodologias de sensibilidade adequada e
substancias quimicas referéncias de qualidade. No presente trabalho, optou-se por
utilizar um padrdo ndo-compendial, sendo recomendavel sua caracterizacéo a fim de
se garantir confiabilidade as analises. Para tal, os seguintes ensaios foram
realizados: calorimetria exploratéria diferencial (DSC), ponto de fuséo,
espectrometria nas regides do infravermelho e do ultravioleta, cromatografia liquida
com deteccdo no ultravioleta e espectrometria de massas. Com excecao do DSC e
do ponto de fuséo, considerados pouco conclusivos em funcéo da divergéncia entre
0os valores existentes na literatura, todos o0s outros ensaios permitiram a

caracterizacdo do mazindol SQR.

Metodologias para determinacdo do mazindol em fluido oral, plasma e urina
foram desenvolvidas e validadas por CLAE-EM com extracdo com solvente organico
de acordo com o guia de validacdo Europeu (EMA). Os métodos foram considerados
lineares, precisos, exatos, especificos e seletivos, sendo capazes de discriminar o
farmaco de estudo do seu principal metabdlito. Além disso, foi demonstrada a
estabilidade das solucdes de trabalho e das amostras quando submetidas as

condicBes de analise e quando mantidas a -20°C por pelo menos um més.

Apos as validagdes das metodologias analiticas desenvolvidas, as mesmas

se demonstraram adequadas para um estudo de farmacocinética do mazindol em
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sete voluntarios saudaveis que administraram por via oral a especialidade
farmacéutica comprimidos de 2 mg do farmaco. Cabe ressaltar, também, que o
presente estudo foi previamente aprovado pelo comité de ética do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (anexo 1).

Posteriormente a administracdo de mazindol comprimidos, o farmaco pode
ser monitorado por um periodo de 24 horas, sendo inicialmente detectado no plasma
e na urina a partir de 1h e no fluido oral a partir de 2h e as concentracdes
encontradas foram muito superiores na urina e bastante inferiores em fluido oral,
guando comparadas ao plasma. Ademais, foi encontrada uma correlagao positiva
entre os niveis do mazindol em plasma e fluido oral, sugerindo essa matriz como

alternativa ao plasma.

Considerando as dificuldades em se obter parametros farmacocinéticos a
partir de dados urinarios, e levando em consideracdo os objetivos do presente
trabalho, buscou-se avaliar as vantagens da urina para fins de monitoramento do
uso do mazindol por motoristas, ja que sua presenca ha urina demonstra que a
substancia foi utilizada, o que é considerado um ato ilicito. Conforme observado, foi
encontrada uma concentracdo em média 178 vezes maior na urina que em plasma
ao final de 24 horas, mostrando que o farmaco pode ser monitorado por um periodo

ainda maior.

Analisando estudos presentes na literatura, percebe-se a auséncia de
estudos avaliando o perfil de concentracéo versus tempo do mazindol em fluido oral
e em urina, assim, os dados gerados no presente trabalho contribuem para o
entendimento do comportamento do farmaco no organismo. No entanto, faz-se
necessaria a realizacdo de estudos farmacocinéticos mais amplos, envolvendo um
namero maior de voluntarios, principalmente em funcdo da variabilidade

interindividual.
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Anexos

ANEXO 1

HCPA - HOSPITAL DE CLIiNICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAQ CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissdo Cientifica e o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(CEP/HCPA), que é reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo
Office For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board
(IRBO0000921) analisaram o projeto:

Projete: 110270
Data da Versdo do Projeto:  26/08/2011
Data da Versédo do TCLE: 26/08/2011

Pesquisadores:
MARCELLA HERBSTRITH DE QLIVEIRA
FLAVIO PECHANSKY

Titulo: Avaliagdo da farmacocinética do mazindol em plasma, saliva e urina e validagéo de
metodologias analiticas

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos, bem como o respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes e normas nacionais
internacionais de pesquisa clinica, especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude.

- Os membros da Comissda Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa ndo participaram do processo
de avallagao dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragdo do projeto, assim como 0s eventos adversos graves, deverdo ser
comunicados imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesquisador devera apresentar relatrios semestrais de acompanhamento e relatdrio final ao
CEP/HCPA.

- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo
de aprovacgéo do CEP/HCPA.

pn-ﬁ Alegre, 07 de novembro de 2011,
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo que objetiva avaliar por quanto tempo o
mazindol pode ser detectados na saliva, urina e sangue apos administragio oral de uma tinica dose (2
mg). Este estudo estd inserido no projeto “Avaliacdo da farmacocinética do mazindol em plasma,
saliva e urina e validagdo de metodologias analiticas™ aprovado pela Comissdo Cientifica/Comissdo de
Pesquisa ¢ Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e Pés-graduacio do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (GPPG/HCPA) sob o niimero .em__ /[

Objetivos: determinar as variagdes das concentragdes salivares, sanguineas ¢ urinarias de mazindol e
seu metabolito com o passar do tempo, apos administragdo tinica, via oral, deste medicamento; bem
como comprovar a efetividade de técnicas analiticas previamente desenvolvidas para a detecgdo destes

medicamentos,

Justificativa:
A saliva constitui uma matriz de grande interesse, pois possui fécil coleta ¢ de forma nio invasiva e a

correlagdo entre os niveis de firmaco em sangue ¢ saliva objetiva o monitoramento de firmacos na

saliva, refletindo as concentragdes encontradas no sangue.

Como serd realizado o estudo:
Vocé deverd comparecer no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no dia e hordrios agendados

para a realizagdo do estudo. Antes de ingerir o medicamento, vocé passard por uma anamnese, na qual
vocé responderd um questiondrio breve, sua pressio sera aferida e sua temperatura corpdrea medida.
Apos, vocé devera realizar a ingestdo de um comprimido de 2 mg de mazindol especialidade
farmacéutica aprovada para comercializagdo no Brasil para o manejo da obesidade e permanecer
durante um periodo de 11 horas no ambulatério do HCPA para o fornecimento das amostras com
retomos para coletas apos 24 horas 48h do inicio do estudo. Sob supervisio dos pesquisadores
responséveis, serdo coletadas 14 amostras de saliva, 14 de sangue e 14 de urina, em intervalos de
tempo pré-estabelecidos num periodo de 48 horas. As coletas de saliva serdo realizadas através de
dispositivo de coleta Quantisal®, o qual consiste em um chumago de algodio preso a uma haste
plastica, que ¢é inserido sob a lingua por cerca de 5 minutos, periodo em que sdo coletados cerca de 1
mL de saliva. Apds a coleta o algodio & inserido em solugiio conservante e congelado. As amostras de
urina (cerca de 100 ml) serdo coletadas em frasco plastico estéril com tampa rosca e congeladas. As

amostras de sangue serdo coletadas com dispositivo de coleta a vicuo em tubos proprios para coleta do

vi-‘_!\':.uﬁ APROVA
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tipo vacoutainer contendo heparina como solugdo anticoagulante. Serio fornecidos aos voluntirios

todos os materiais (devidamente identificados) e informagdes necessarios para coleta.

Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participa¢iio na Pesquisa: podem ser

ressarcidas as despesas com alimentagdo e transporte relacionadas ao periodo da coleta.

Desconforto ou Riscos Esperados: Dentre os possiveis efeitos adversos relacionados ao mazindol
poderde que, pode- se citar o aparecimento de reagio alérgica (dificuldade para respirar, fechamento
da glote, inchago dos ldbios, lingua ou face ou urticéria), batimentos cardiacos irregulares ou pressio
sanguinea muito alta (dor de cabega muito forte, visdo borrada), alucinagdes, comportamento anormal
ou confusdo, agitagiio ou tremores, nervosismo ou ansiedade, dor de cabega ou vertigem, insdnia, boca
seca diarréia ou constipagdo, impoténcia ou alteragdes da fungfo sexual. Em relagdo ao uso de uma
Unica e pequena dose (2 mg) de mazindol em individuos saudaveis, sio baixas as chances da
ocorréncia de efeitos adversos importantes e que causem risco a saide, no entanto reaghes alérgicas

podem ocorrer.

Informagdes: o voluntirio tem garantia que recehera respostas a qualquer pergunta ou esclarecimento
a qualquer divida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios ¢ outros assuntos relacionados com a
pesquisa. Também, os pesquisadores assumem o compromisso de proporcionar informagdo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando

do estudo.

Meétodos Alternativos Existentes: nio ha outra metodologia de estudo para a obtengdo dos dados

requeridos sendo a proposta.

Retirada do Consentimento: o voluntdrio tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer

momento e deixar de participar do estudo.

Aspectos Regulatérios: elaborados de acordo com as diretrizes ¢ normas regulamentadas de pesquisa
envelvendo seres humanos atendendo a Resolugdio n.” 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho

Nacional de Saude do Ministério de Satnde — Brasilia — DF.

Garantia de Protegiio dos Dados dos Voluntarios: os pesquisadores asseguram a privacidade dos

voluntarios quanto aos dados de identificagdo fornecidos na pesquisa.

CRLSAD APROVADA
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Local e Hordrio da Realizagio do Estudo: Ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
situado na Rua Ramiro Barcelos, 2.350, Bairro Santa Cecilia, Porto Alegre / RS; CEP 90035-903 a5 7
horas e 30 minutos do dia estipulado, a ser combinado. As anélises de doseamento do medicamento

serdo realizadas na Faculdade de Farmicia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Nome Completo e telefones dos Pesquisadores para contato: Prof. Dr. Flavio Pechansky (051)
33597480; Doutoranda Marcella Herbstrith de Oliveira (051) 3026-2716 ou 9827-9497. Contato comn o
CEP/HCPA: 3359-8304.

Consentimento Pés-Informagiio:

Eu, , apos leitura ¢ compreensido deste

termo de informagdo e consentimento, entendo que minha participagiio ¢ voluntiria, e que posso sair a
qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi copia deste termo de
consentimento, € autorizo a execugiio do trabalho de pesquisa e a divulgagiio dos dados obtidos neste

estudo no meio cientifico.
* Nao assine este termo se ainda tiver alguma duvida a respeito.

Porto Alegre, de de 20__.

Nome (por extenso):

Assinatura:

1* via: Instituigio

2% via: Voluntario
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