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Resumo

Titulo: Espectroscopia no Infravermelho Préximo para Identificagéo de
Medicamentos Falsificados
Autor: Sérgio Henrique Frasson Scafi

Orientador: Prof. Dr. Celio Pasquini

Este trabalho propde a investigagdo do uso da Espectroscopia no Infravermelho
Préximo (NIR) para a identificagdo de medicamentos falsificados. O trabalho se
fundamenta na comparagéo do espectro na regidgo NIR, de uma amostra, com o
espectro tipico do medicamento auténtico, possibilitando a sua classificagéo como
verdadeiro ou falso. Sendo a regido NIR de dificil interpretagéo, é necessario a
utilizagéio de um tratamento de dados fundamentado em métodos quimiométricos.

A metodologia proposta foi avaliada utilizando-se espectros de amostras de
diversos medicamentos, selecionados considerando-se a diversidade de
caracteristicas  fisico-quimicas representativa dos  diversos produtos
comercializados.

O trabalho propds primeiramente a investigacéo do uso da Espectroscopia no
Infravermelho Préximo (NIR) para a identificagdo de medicamentos adulterados e
falsificados. A avaliagdo da performance da técnica foi feita com amostras reais de
medicamentos falsificados. Todos os produtos falsificados foram positivamente
identificados. A investigacdo foi estendida a identificacdo de medicamentos de
diferentes fabricantes contendo o mesmo principio ativo, de medicamentos dentro
de suas embalagens, medicamentos vencidos, em diferentes concentragdes e nas
diversas formas de apresentacso.

Os resultados demonstraram claramente a potencialidade da espectroscopia no
Infravermelho Préximo para a determinacdo da qualidade e avaliagio de
falsificagbes de medicamentos.

Palavras-chave: NIR, Identificagdo de medicamentos, PCA, SIMCA
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Abstract

Title: Near infrared Spectroscopy for Identification of Falsified Drugs.
Author: Sérgio Henrique Frasson Scafi
Supervisor: Prof. Dr. Celio Pasquini

This work is aimed at the investigation of the use of Near Infrared Spectroscopy
(NIR) for identification of falsified drugs. The work is based on the comparison of
the NIR spectra of a sample with a typical spectra of an authentic drug, allowing its
classification as false or authentic. Since the NIR spectral region is difficult to be
interpreted, it was necessary to employ multivariate chemometrics for data
treatment.

The proposed methodology was evaluated, using a spectra set of various drugs
selected in order to include the diversity of physico-chemical characteristics found
among commercial products.

Initially, the investigation of the NIR spectroscopic technique for identification of
adultered or false drugs was carried out. The performance of the technigue was
evaluated by using real samples of falsified drugs. All false products were
positively identified. The investigation was extended to the identification of drugs
containing the same active principle but made by different manufacturers, drugs
inside their packages, with expired validity, with different concentrations of the
active principle and under distinct forms of trade.

The results show unequivocally the potential of the NIR spectroscopy as a tool
for determination of drug quality and identification of falsified products.

Keywords: NIR, Drug Identification, PCA, SIMCA
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Introducdo [|

1. Introducgéo:

1.1 Falsificagdo de Medicamentos

Nestes Gltimos anos, a sociedade brasileira foi surpreendida pelo aparecimento
e derrame de medicamentos falsificados no mercado. O crime, que agride e
assusta a populacéo, é um dos sintomas da pouca atengdo dada a programas de
fiscalizagéo na drea de medicamentos. Este tipo de crime se difunde, pelo fato do
Brasil ser um mercado consumidor muito grande, altamente lucrativo, e sua
populacado, na maioria, desinformada no tocante a sadde. O Brasil é o quarto
mercado consumidor de medicamentos no mundo, atras apenas de EUA, Franca e
Italia, e representa 4% do faturamento mundial da industria farmacéutica.

A Organizagsio Mundial da Sadde considerou, em 1988, que eram suficientes
para atender a todas as necessidades de satde cerca de 500 farmacos. No Brasil
sdo permitidos cerca de 1.500, sendo que a lista da Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) admitiu, em 1988, a necessidade de 234
fArmacos e 18 associagdes, para atendimento da populagédo brasileira.

Se considerarmos que h& no mercado brasileiro entre 24.000 e 33.000 marcas
de fabrica, enquanto Alemanha e Inglaterra tém 15.000, a Espanha 14.700, a Italia
13.200, a Franga 7.400 e a Noruega 1.870, verifica-se que os medicamentos tém
sido tratados como se fossem uma mercadoria qualquer a ser trabalhada dentro
dos mecanismos da lei de mercado.

A busca indiscriminada do lucro relega a segundo plano os interesses coletivos
e € nesse contexto que avancga a industria criminosa da falsificagdo e produgéo de
medicamentos sem eficacia comprovada.

Para combater a fraude é preciso que haja, ndo s6 um recadastramento dos
laboratérios produtores de*medicamentos no Pais, verificar seus procedimentos
tecnicos e sua adequagio as especificagoes legais vigentes. E necessario
também, apurar as irregularidades existentes no setor farmacéutico e manter uma
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fiscalizagédo rigorosa por parte da Vigilancia Sanitaria para impedir que a lei seja
burlada. -

A Vigilancia Sanitaria, responsavel pelo controle de medicamentos do pais,
procede o registro de um medicamento, somente apés exame da documentagao
cientifica envolvendo a andlise da toxidez e das reagdes secundarias, além da
verificagdo da qualidade apregoada do medicamento. Apds o registro, seria
necessaria a inspegao da fabrica por técnicos devidamente preparados, para
avaliar as instalagdes, equipamentos, a qualidade técnica da produgéo, controle
de qualidade dos medicamentos produzidos, assim como controle da propaganda
para garantir que nao seja incompleta, enganosa ou frauduienta.

Abrangendo o registro dos medicamentos em toda sua complexidade, esta a
avaliagcdo técnica da produgédo, as boas praticas de fabricagdo, garantia de
qualidade, freinamento de funcionarios, certificagdes de qualidade, enfim, todos os
recursos disponiveis para que se possa oferecer e garantir o verdadeiro
medicamento, o controle sistematico de qualidade e eficacia dos medicamentos
postos no mercado, sua biodisponibilidade e bioequivaléncia, ¢ efetivo controle do
contelddo de suas bulas e da propaganda veiculada pelos meios de comunicagéao.

1.2 As Formas de Falsificacdao de Medicamentos

Depois que a falsificagdo de medicamentos em grande escala tomou-se um fato
de conhecimento ptiblico, a industria farmacéutica parece estar disposta a investir
em mecanismos que dificultem a agéo dos falsificadores. Uma das formas de se
evitar falsificagdes & o desenvolvimento de embalagens que evitem as fraudes,
sabendo que elas nao eliminam por completo a possibilidade de falsificagdo ou
adulteracio dos medicamentos. Estes mecanismos apenas dificultam o processo
de fraude.

A falsificagédo de medicamé:htos é caracterizada principalmente:
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¢ Pela utilizagdo de amostras gratis que sio reembaladas a fim de serem
vendidas.

¢ Pelo uso de medicamentos roubados.

¢ Medicamentos que apresentaram problemas em sua produgao.

» Medicamentos que foram desviados de estoques do governo e
comercializados.

Pela utilizagéo de placebos (medicamentos que ndo contém o principio
ativo).

Dentre os casos de medicamentos falsificados constatados e analisados por
laboratdrios oficiais desde 1998, cerca de 40 % das amostras consideradas de
medicamentos falsificados, eram de amostras gratis qhe foram reembaladas para
posterior comercializagéo, 20 % das amostras foram desviadas dos estoques do
governo, 20 % eram amostras adulteradas, oriundas de farmacias de
manipulagéo. Em 5 % dos’'casos, os medicamentos n&o continham_o principio
ativo, e o restante eram amostras de medicamentos roubados ou que tiveram
problemas em sua fabricag&o, ou ainda que foram compostos com produtos no
utilizados pela inddstria farmacéutica, como farinha de trigo. Uma pequena parcela
era constituida de medicamentos vencidos, que s&o reembalados com nova data
de validade.

1.3 Medicamentos Falsificados Identificados

O ministério da satde, fornece uma lista contendo os medicamentos falsificados
apreendidos e devidamente analisados até o ano de 1999. Esta lista conta, no
momento, com 124 diferentes medicamentos falsificados. As principais
caracteristicas de adulteracéo estdo associadas a apresentagdo do medicamento,
embalagem, rotulagem, auséncia do cartucho e prazo de validade. A lista
completa esta disponivel na pagina da Internet do Ministério da Saude. (endereco:
http:/iwww.saude.gov.briinform/falsific/relac/htm)
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1.4 - Espectroscopia no Infravermelho Préoximo (NIR)

Diante dos fatos relatados anteriormente, € desnecessario, nos dias atuais,
relatar a importancia da disponibilidade de métodos e técnicas analiticas capazes
de atestar a qualidade e autenticidade de medicamentos, haja visto os inimeros
casos relatados ultimamente e as graves conseqiiéncias decorrentes da pratica de
falsificagdo de medicamentos.

Para possibilitar seu uso com o0 objetivo de comprovar a qualidade e
autenticidade de medicamentos, um método analitico deveria apresentar as
seguintes caracteristicas:

» Possibilitar determinagdes diretas (sem pré tratamento) na amostra.

» Possibilitar a obtengéo de resultados rapidamente (em intervalos de tempo da
ordem de minutos).

» Ser baseado em instrumental simples e possivel de ser transportado a longas

' distdncias, visando seu usd em operacdes de fiscalizagéo.

» Possibilitar a verificagdo da autenticidade de amostras existentes nas mais
diversas formas; pastas (pomadas), liquidas (soilugdes) e sdlidas
(comprimidos) e nas quais os principios ativos estejam presentes nos mais
diversos teores.

» Possibilitar determinagbes ndo destrutivas.

Os métodos espectroscopicos sdo potencialmente candidatos a preencher os
requisitos acima. Nestes métodos, a interagéo da radiagéo eletromagnética com a
matéria é empregada para estabelecer uma relagdo quali-quantitativa entre o
comportamento da radiagdo a cada comprimento de onda (em uma determinada
faixa) com a composigdo da amostra. Este comportamento pode refletir (em
fungdo do comprimento de onda) diversas formaé de interagbées que, de maneira
mais comum, estao associadas a promog¢édo da espécie quimica de um nivel
energético quantico a outro de rpaior energia.

Quando a faixa de comprimento de onda da radiacéo se situa de 780 a 2500
nm (12800 - 4000 cm™), denominada de regido do infravermelho préximo, a
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interacdo provém principaimente de sobretons e combinagbes de transigbes
fundamentais associadas a niveis energéticos vibracionais de grupos de atomos
[1].

As bandas de absorgdo apresentam, de uma forma geral, intensidades varias
vezes inferiores a aquelas do infravermelho (cerca de 10 a 100 vezes) o que, se
por um lado, dificulta em parte a obtencdo das medidas, por outro permite, por
exemplo, o seu uso em amostras que apresentam alto teor de umidade e garante
uma alta penetragao da radiagdo em medidas de refletdncia de amostras sélidas
[2]. Também, para compensar a baixa intensidade das absorgdes, esta regiso
espectral dispde de fontes de alta intensidade e de eficientes detetores, que
contribuem para o aumento da relagéio sinal/ruido de medidas nela efetuadas.

De uma forma geral, as ocorréncias espectrais na regido NIR provém de
ligagbes das moléculas em que participam o hidrogénio, o que torna a técnica util
para a determinagdo de compostos orgénicos contendo ligagdes C-H, N-H, e O-H.

Embora as bandas de absor¢do observadas na regifio do NIR sejam de dificil
interpretacéo, isto é, sua cormelagdo com as vibrages de grupos de atomos ou
atomos constituintes da molécula ndo pode ser elaborada com facilidade [3,15], a
utilizacsio dos espectros NIR de absorbancia e refletincia difusa tem se mostrado
muito eficiente. Um grande nimero de metodologias analiticas desenvolvidas com
base em espectros NIR demonstram a habilidade desta técnica de lidar com
problemas diversos referentes a analise de alimentos, de produtos farmacéuticos,
produtos da inddstria de polimeros e petréleo e na agricultura. Nesta Gltima,
destacam-se a determinagéo do teor de proteina total em gréos de cereais sem a
necessidade de proceder a qualquer procedimento via imida [4], a determinagao
da qualidade de folhas de tabaco [5}, ou a identificagéo da presenca de sementes
em bandejas geradoras de mudas vegetais [6].

Para ressaltar o potencial da regido NIR, quando aplicada a solugdo de
problemas analiticos, nada melhor do que o exemplo dado pelo Canadd que
certifica o teor de proteina dos graos exportados por aquele pais através de
espectrometria de i'eﬂeténcia de amostras dos graos diretamente ou apés simples
moagem, em um procedimento que n&o requer mais do que 5 minutos para ser
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efetuado. Milhares de resultados sdo necesséarios a cada ano e o método
convencional de Kjehldal {via mida, digestdo acida drastica da amostra por duas
horas, empregando mercurio ou selénio como catalisador, seguida de destilagdo e
titulagdo da amonia produzida a partir de atomos de nitrogénio contidos na
proteina) se por um lado n&o poderia suprir a demanda, sofre ainda do fato de
contrariar o apelo atual por procedimentos analiticos mais limpos, de menor
impacto ambiental.

Técnicas néo invasivas podem ser desenvolvidas com base na espectroscopia
NIR o que qualifica esta metodologia para uso em monitoragéio em linha. Seu uso
na inddstria farmacéutica vem crescendo desde 1991 e, atualmente, métodos
analiticos nela baseados estdo sendo mais utilizados na Europa, onde esta
técnica tem se desenvolvido mais rapidamente [7].

E importante' observar que, devido a ndo especificidade das ocorréncias
espectrais na regido NIR, é praticamente impossivel se fazer uso quantitativo ou
qualitativo desta técnica sem se valer do espectro total ou pelo menos de medidas
tomadas em um numero de comprimentos de onda distintos que se situa acima de
5. Os dados espectrais sdo ftratados, atualmente, com o uso de técnicas
quimiométricas que envolvem principalmente o uso de Regress&o de Quadrados
Minimos Parciais (PLS), e Anélise de Componentes Principais (PCA) [3].

- 1.5 Espectroscopia NIR Aplicada ao Controle de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos.

A literatura recente € farta ao descrever propostas de utilizagdo da
espectroscopia NIR no controle de qualidade de farmacos. Aplicagbes no controle
de qualidade dos insumos [8, 28] e do processo de homogeneizagio de misturas
de constituintes sélidos de comprimidos [9] tém demonstrado as principais
vantagens da técnica NIR em termos de possibilitar determinagGes em tempo real
e sem a necessidade de se proceder um pré- tratamento da amostra. A
quantificagdo de principios ativos de farmacos produzidos na forma de
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comprimidos tem sido feita através de medidas de refletdncia na regido NIR
[9,10,11,12] .

Instrumentos comerciais construidos com base em interferdmetros
(transformada de Fourier), convencionais (monocromadores baseados em redes
de difracdo mdveis) e empregando filtros éptico-aclisticos (AOTF), estdo entre os
mais empregados para esta finalidade. Quando o instrumento e,
consequentemente o método analitico, necessita de robustez para ser utilizado in
loco em operacdes de fiscalizagdo, por exemplo, o tipo de instrumento mais
indicado parece ser aquele no qual o monocromador é constituido de elementos
fixos como no caso dos filtros éptico-acusticos.

Estes instrumentos sdo bastante robustos e mantém por longo tempo a
precisdo na medida do cor-hprimento de onda. Esta caracteristica facilita a
transposicdo de informagdes e'n:tre instrumentos, possibilitando a disseminacgédo de
resultados de processos de calibragdo e de bibliotecas de espectros [13].

A identificagdo de compostos biologicamente ativos tem sido motivo do uso da
técnica de refletincia NIR. Resultados recentes [14] mostram que bibliotecas de
produtos farmacéuticos podem ser construidas e empregadas na sua identificagédo
com um grau de corre¢éo que pode atingir 100% dos casos. Diversas estratégias
foram discutidas quanto a melhor forma de se compor as bibliotecas que serdo
empregadas na identificagéo futura de farmacos.

Em conclusdo, a espectroscopia NIR tem demonstrado um grande potencial
para ser utilizada na identificagéo de farmacos. Sua utilizagdo pode ser estendida
a férrﬁacos presentes em suas mais distintas formas de apresentacdo e a
conclusdo sobre a autenticidade ou ndo de um determinado medicamento
somente estaria restrita, a principio, a elaboragdo adequada de uma biblioteca de
espectros de medicamentos verdadeiros.
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1.6 Principios da Espectroscopia no Infravermetho Préximo

A radiacdo no infravermelho absorvida por uma molécula, faz suas ligagbes
individuais vibrarem com maior amplitude e freqiiéncia, de maneira similar a um
oscilador diatdmico.

O conceito basico da espectroscopia vibracional se baseia no comportamento
de uma molécula diatdmica semelhante a um oscilador harménico. Para um
oscilador harmdnico ideal, a energia potencial V seria descrita por uma equagéo
quadratica simples.

| V=%k(r—rg)= %kxz (1)
onde k & .a constante de forga da ligagdo, r é a distdncia internuclear, r, é a
distancia intérnuclear de equilibrio e x = (r - ro ) & a coordenada de desiocamento.
A figura 1 mostra a forma como a energia potencial de um oscilador harmdnico
- varia com a amplitude da vibragéo.
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Figura 1. Fungio de Potenciais Harmonicos para um oscitador diatémico.
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A energia potencial assume a forma de uma parabola e tem um comportamento
simétrico em torno distancia internuclear de equilibrio, r.. A freqiéncia de
vibragéo de um oscilador harménico depende da for¢a da ligacdo e das massas
dos atomos que estdo ligados. A energia total da ligagdo & proporcional &
freqliéncia de vibragdo. O modelo de um simpies oscilador harménico é baseado

na Lei de Hooke, onde a freqiiéncia vibracional () em ntimero de onda é definida
como:

=1 K 2
7\ g 2)

onde p é a massa reduzida (i1 = mimz/ my + my).

O tratamento da mecénica quantica sobre o modelo simples do oscilador
harménico, mostra que o nivel de energia vibracional entre dois atomos de uma
molécula é quantizado. Estes niveis de energia s&o dados por:

Evib = hv(u+—12-) 3)

onde # é a constante de Plank, v é a freqliéncia vibracional cldssica e v é o

numero quantico vibracional. Os niveis de energia podem ser expressos em
unidades de namero de onda (¢cm™) de acordo com a express&o:

Giviem™) = Eun / hic = v(v + %) 4)

onde v é o numero de onda da transi¢&o vibracional e ¢ é a velocidade da luz no
vacuo. _

A temperatura ambiente, existen mais moléculas no nivel vibracional
fundamental v = 0, e consequentemente a transicdo permitida v=0 — v=1,
denominada transicdo fundamental, domina o espectro de absorgdo do
infravermelho. Sé os niveis energéticos vibracionais se comportassem como
previsto para um oscilador harménico, estes seriam igualmente espacados, mas
na pratica os niveis de energia quantizados ndo sdo igualmente espacgados,
porque as moléculas desviam da idealidade comportando-se como um oscilador
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anarmdnico. A figura 2 mostra a forma do potencial anarménico para um sistema

diatémico.

1- 2 r._p.l |4— 1

M1z —*! ! Energia de Dissodiagiio

E ——m
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L

= val Energético

= &

3 t }' 5

o ) 4

R 3 3

o= E

'é 2

1T} 1

0 s *

Digtancia 1m5ratﬁmwa I ——

Figura 2. Fungio de Potenciais Harménicos {(-—-) e Anarmdnicos {(—) para um oscilador diatdmico.

Evidéncias experimentais mostram que as moléculas se comportam como
osciladores anarménicos. Primeiro, porque as bandas de transi¢do denominadas
“Hot Bands” ou Bandas Quentes, que s&o as transi¢cbes originarias de niveis
vibracionais excitados (v#0) v=1 —» v=2, V=2 — v=3..., N0 possuem a mesma
freqliéncia da banda fundamental. Isto se deve ao fato de que os niveis de energia
vibracionais ndo sdo igualmente espagados. Segundo, as transi¢cées denominadas
sobretons como v=0-v=2 3 4,.. sio permitidas.

v=4 v=4 vy v=4
v=3 v=3 v=3 A
v=2 v=2 ? v=2
- Y _TL A
v=1 v=1 v=1
v=0 T v=0 v=0
Transigao fundamental Sobretons Hot Bands

Figura 3. Transigbes entre niveis vibracionais.
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Isto faz com que a expressdo 4 seja reescrita com um termo de
anarmonicidade:

" Evib 1 1 2
G(v)(cm )=—£c—=;[0+5 T XYVt (5)

onde 7. = Constante de anarmonicidade.

A absorcio de radiagdo infravermelho préximo por um sistema, é devida a
variagéo periédica do seu momento de dipolo elétrico (u), sendo a freqiéncia da
radiagio absorvida idéntica & da oscilagdo do dipolo. Assim, com a oscilag&o do
momento de dipolo com a freqiéncia da radiagéo incidente, a molécula absorvera
a radiagao.

O momento de dipolo pode ser expresso pela expresséo

o=t +(‘f3“)ex (6)

onde L, € o vetor do momento de dipolo a distancia intemuclear de equilibrio e

a derivada € considerada em relagdo a posicdo de equilibrio. A absorgéo no

infravermetho implica (%)e #0 pelo menos para uma das componentes yy, iy

ou L [1,18, 29, 31].

Ha também a chamada anarmonicidade eléfrica, que é responsavel pelo
surgimento no espectro de infravermelho, de bandas de sobretons (“overtones”)
correspondentes as transigdes entre niveis energéticos que diferem de duas ou
trés unidades para o nivel quantico vibracional (Av= +2, +3,...).

d d? a?
L=y +[—£] x+-%—'-{——g—] x? +§1{———§— x3 4. (7)
e ), & ),

Para o surgimento do primeiro sobretom é suficiente se considerar apenas até o
‘termo quadratico. Para o segundo sobretom é necessario considerar o termo
clibico. Para sobretons de ordem superior serd necessério a consideracio de
derivadas de maior ordem, no desenvolvimento da série.
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1.7 Infravermelho Préximo (NIR) vs Infravermelho Médio (Mid-R)

A investigagio de compostos farmacéuticos pode ser feita por diversas técnicas
de andlise, principalmente as baseadas em métodos espectroscépicos como o
Infravermelho Préximo (NIR) e o Infravermelho médio (Mid-IR).

A utilizagdo da espectroscopia NIR apresenta vantagens e desvantagens sobre
a espectroscopia no infravermelho (Mid-IR). Uma das vantagens apresentadas
pelo NIR é a utilizagsio de uma instrumentagéo robusta, geralmente sem partes
moveis, que é composta de fontes simples, como |&mpadas de Tungst&nio, mas
de alta intensidade, e a possibilidade da utilizagdo de componentes comuns em
instrumentos Opticos que operam na regido do visivel. Para compensar a baixa
intensidade das absorgbes na regido espectral NIR, onde as bandas de absorcgsio
apresentam intensidades varias vezes inferiores & aquelas do infravermelho, esta
regido espectral dispde de instrumentacéo dotada de fontes de alta intensidade e
de eficientes detetores, que contribuem para o aumento da relagéo sinal/ruido de
medidas efetuadas.

A baixa intensidade das absor¢bes na regi&o espectral NIR se, por um lado
dificulta em parte a obtengao das medidas, por outro, permite 0o seu uso em
amostras que apresentam alto teor de umidade, como xaropes e colirios e permite
que sejam obtidas medidas de refletdncia em medicamentos sélidos.

O espectro na regido do infravermelho préximo emprega radiagdo de menor
comprimento de onda e, com isto, de maior energia. isto garante uma alta
penetragio da radiagdo em medidas de refletdncia difusa de amostras sélidas,
podendo chegar rhuitas vezes a atingir até 3 mm de profundidade (Figura 4) [31].

Todos estes aspectos garantem maior viabilidade na utilizaco da técnica de
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) em relagéo a espectroscopia Mid-
IR, em uma anélise de produtos farmacéuticos.

A tabela 1 resume a comparagéo da performance da espectroscopia no
infravermelho préximo (NIR) com o infravermelho (Mid-IR) [31].
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Refletincia Difusa

Figura 4. Perfil da luz na refletancia difusa.

Tabela 1. Comparacio da espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e infravermelho (Mid-IR)

Técnica Mid-IR NIR
Aparéncia do Espectro Detalhado, freqiientemente bem Largo, absorgbes difusas, néo
estruturado estruturado
Natureza do Fenémeno Forte Fraco
Contelido da Informacgdo |«  Espectros refletem propriedadese |e Espectros refletem
composicio propriedades e composicio

+ Propriedades caracteristicas do
material

o Bom para interpretaciio de
funcionalidades quimicas

* Nommalmente segue a Lei de Beer

¢ Propriedades caracteristicas
do material

s Moderado para interpretacio
de funcionalidades quimicas

 Nomalmente segue a Lei de

— quantitativa Beer — quantitativa
Matriz de amostras
1- Sélida 1- Amostragem pode ser dificil 1- Amostragem facil
PY 2- Amostragem facil 2- Amostragem facil
2- Liquida 3- Amostragem f4cil 3- Amostragem facil, mas limitada
3-Gasosa aplicacio '
Parte optica 1- Transmissores de IR especiais -|1- Tipicamente quartzo com baixo
1- Instrumento KBr, ZnSe. Baseado na utilizacio de| indice de OH
2- Amostra espelhos Parte 6ptica usada em
- Amostragem 2- Transmissores IR ou espelhos,| instrumentacso
3 - Especial diamantes 2- Janela de quartzo ou safira
3- Lentes Catadi6pticas 3- Fibras opticas comumente

usadas

Aplicacbes analiticas

» Caracterizacdo de materiais
» Identificagfio de compostos

¢ Controle de Qualidade e processos

de andlise
Microamostragem

Técnicas acopladas CG-IR, TGA-IR

* __Andlise de misturas de gases

+ Andlises composicionais

+ Medidas de propriedades

e Controle de qualidade e
investigacio

¢ Processos de anslise
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1.8 Tratamento de Dados Multivariados

Para o tratamento de dados dos espectros coletados das amostras, foram
utilizados dois programas computacionais. O programa quimiométrico
Unscrambler 7.5 e o programa de classificagio “On-Line”, Real-Time Predictor
1.26, fornecido junto com o espectrofotdmetro Luminar Brimrose.

O programa Unscrambler® 7.5 da Camo S.A., permite o uso de ferramentas
quimiométricas tais como: Anélise de Componentes Principais (PCA), Regresséo
por Minimos Quadrados Parciais (PLS) e técnicas de classificagdo como SIMCA
(Soft Independent Modeling of Class Analogy).

1.8.1 Anaélise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (Figura 5) é um método matematico de
tratamento de dados baseado em algebra linear. O método é utilizado para
transformacéo de dados complexos, com a finalidade de extrair informagdes
relevantes do conjunto de dados e toma-las de facil interpretagdo. Um novo
conjunto de variaveis é constituido (Fatores, Componentes Principais,
Autovetores, Varidveis Latentes) a partir da combinagio linear das originais,
criando assim novos eixos no espago multidimensional que séo ortogonais entre si
e construidos em ordem decrescente da quantidade de varidncia que descrevem.
O PCA tenta agrupar variaveis que estdo altamente correlacionadas numa nova
variavel chamada componente principal (PC), criando um conjunto que contém
apenas as informagbes importantes e descartando informag¢des redundantes,
diminuindo o nimero de dimensdes exigidas. Assim, cada amostra acaba sendo
representada por um ponto no espago de dimensio M do qual é possivel a
extracdo de informagdes das amostras e de agrupamento de amostras que
apresentem caracteristicas semelhantes. E através da Analise de Componentes
Principais que se determina a dimensionalidade do conjunto-de dados [19].
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Varidvel 2

Varidvel 1

Figura 5. Primeira componente principal (PC 1) e Segunda componente principal (PC 2) em um
espaco multidimensional.

1.8.2 Soft Independent Modeling of Class Analogy (SIMCA)

SIMCA é um método quimiométrico probabilistico, modelativo e paramétrico,
que modela a localizagdo das classes de amostras através do uso de
componentes principais. O SIMCA é fundamentado na Andlise de componentes
principais (PCA). Para cada determinado agrupamento ou classe de amostras, é
criado um modelo PCA que delimita uma regido espacial multidimensional. Uma
nova amostra pode ser classificada como pertencendo a uma das clésses, quando
possuir caracteristicas semelhantes que a permitam ser inserida neste espago
multidimensional de um dos agrupamentos. Os métodos mateméaticos utilizados no
SIMCA estéo baseados no cdlculo da distancia da amostra ao modelo, que é a
varidncia residual para cada amostra da classe ¢ (S)) e da varidncia residual total
(So) (equagéo 8 e 9). Entdo é aplicado um teste F (equagiio 10) para verificagdo
da posi¢do da amostra no modelo. Este valor é comparado com um valor critico
tabelado de F para um determinado nivel de probabilidade e graus de liberdade,
determinando a classificagéo ou ndo da amostra no modelo.

Ng M
Zq Z (res_? )2

i=1 j=1
8 So= 9
© (Nq —Aq —1)(M—Aq) ©)
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S N,
(88)> (Ng—44-1)

(10)

Nas equagdes 8, 9 e 10, N; é o nimero de espectros ou amostras utiizadas na
classe de treinamento (q), A, € 0 nimero de componentes principais utilizados no
modelo da classe g, M € o nimero de variaveis, / e j representam os indices de
amostras e variaveis respectivamente. Amostras com um nivel de probabilidade
na faixa de 0,1 - 1,0 sdo classificadas como pertencendo ao modelo, enquanto
que amostras com valores abaixo de 0,05 sido classificadas como n&o
pertencendo ao modelo e amostras com valores intermediarios a 0,05 —- 0,1 séo
consideradas como Outliers.

E considerado também na classificagdo por SIMCA o valor de Leverage da
amostra (Hi), que é a medida de quéio distante a proje¢ao de uma amostra no
modelo est4 em relagéo ao centro da classe modelada.

4

mel,$ i (1)
1 a=1 tcz;ta

Onde 7 € o n® de amostras, A é o n?de componentes principais, a € o indice da
componente principal, i € nGmero da amostra, f;; & o valor do score da amostra no
componente principal a, e {; é o vetor dos scores das amostras empregadas no
modelo. O T da equagso significa que o vetor de scores deve ser transposto.

O calculo destas duas distancias (F e H;) é que determina a classificacdo de
uma nova amostra [17,18, 18]. Um modelo SIMCA é mostrado na figura 6.

O SIMCA operado pelo Unscrambler fornece como resultade de uma
classificagéo, uma tabela de onde s&o mostrados com asteriscos, as amostras que
séo classificadas e a que classes estas amostra pertencem. Ele também fornece
como resultado duas possibilidades de graficos, o de S/S, vs Leverage (H) e o
grafico de Coomans (S x S)).
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Figura 6. Modelo SIMCA de Classificacdo. As classes s40 modeladas de acordo com o nimero
de componentes principais requerido.

No grafico de Si/S, x Leverage (H;), Si/S, € a distancia relativa da nova amostra
ao modelo (Desvio padrao residual) e H; é a projecao da distancia da amostra ao
centro do modelo. No grafico de §/S, vs Leverage (H)), a amostra é considerada
como pertencendo a classe modelada se ambas as distancias medidas S;/S; e H;
forem menores que um valor critico de distancia da classe modelada. O resuitado
é fornecido para cada classe separadamente.

No grafico de Coomans, (S; vs S; — §; (Raiz quadrada da variancia residual da
amostra) = a distancia da proje¢io da nova amostra ao modeio) os modelos 1 e 2
representam os modelos construidos com medicamentos de referéncia. Neste
grafico de Coomans é representada a classificacio de novas amostras em dois
modelos. Nesta classificagéo existem 4 resultados possiveis:

- A classificagdo da nova amostra como pertencendo a classe 1 ou a classe 2.
Isto ocorre quando as amostras obtém valores de distancias inferiores a uma
distincia critica estipulada para uma ou outra classe (delimitada pelas linhas
vertical para a classe 1 e horizontal para 2). Como resultado, a amostra pertence
a respectiva classe.

- A classificacdo da nova amostra como pertencendo tanto a classe 1 como a
classe 2. Isto ocorre quando as amostras obtém valores de distincias inferiores a



Introdugdo 18

uma distancia critica estipulada para ambas as classes simultaneamente, caindo
em uma regido comum as duas classes. Como resultado disto, a amostra pode ser
classificada como pertencendo a ambas as classes.

- A classificagdo da nova amostra como ndo pertencendo a nenhuma das
classes. Isto ocorre quando a nova amostra obtém valores de distincia superiores
aos valores estipulados para ambas classes. Como resultado a amostra ndo
pertence a nenhuma das classes. Este tipo de classificagdo possui uma
probabilidade de 95 %, ou seja, uma confiabilidade de 95 % de um resultado
correfo.

Este valor da distdncia critica da classe, delimitada pela linha no gréfico, é
calculado a partir do teste F do SIMCA e possui um valor que depende do nimero
de amostras e componentes principais da classe modelada.

1.8.3 Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS)
(Partial Least Square)

A regressdo por minimos quadrados parciais, faz parte de um conjunto de
métodos denominados de calibragdo muitivariada. O PLS é um método de
previsdo de uma informag¢éo quantitativa Y, a partir de valores de medida (como
absorbéncia) X, via alguma fungao de transferéncia [19]:

Y= §(X) (12)

A calibragéo multivariada relaciona a matriz de dados das variaveis medidas
(X1, Xz, ..., Xn) com uma matriz de dados de concentrag&o ou propriedade Y.

De maneira semelhante ao PCA, o PLS decompde a matriz de dados X em
componentes principais, relacionando-os com a matriz de dados Y,
simultaneamente trocando informagbes entre matrizes até a compbsigéo do
melhor modelo para a classe analisada. Ambos os modelos das matrizes X e Y

procuram simultaneamente as variaveis latentes em X que predizem as variaveis
em Y da melhor maneira.



Introdugdo 19

Este método apresenta as vantagens de utilizar um maior nimero de variaveis,
diminuindo o erro, poder ser usado em determinagbes simultdneas e em anélises
sem resolucdo ou na presenga de interferentes. A figura 7 mostra o ajuste do
componente principal da matriz de dados X, de acordo com o vetor de
concentragdo ou propriedade Y.

PCy = f(PCy)
u = (t)

Figura 7. Ajuste do componente principal da maltriz de dados X, comelacionado com o vetor de
concentracdo ou propriedade Y na modelagern por PLS.

A quantificagéo de novas amostras por PLS é baseada em uma equagio que
relaciona os valores das variaveis de dados (X) com valores de concentragdo ou
uma propriedade (Y). Na calibragéo, coeficientes ponderam a influéncia de cada
uma das variaveis na relagdo com um valor de concentragdo. Esta equagsio, que
atribui um coeficiente ou peso ao valor da varidvel com a concentragao, é utilizada
na previsdo de novas amostras. Os coeficientes, definidos na equagio de
calibragéo para cada variével, séo utilizados pela nova amostra que a partir desta
equacéao, retorna o valor de concentragdo ou da propriedade da nova amostra.

1.8.4 Tratamento de Dados Utilizando o Programa Luminar Real —
‘Time Predictor 1.26

O programa Luminar Real-Time Predictor 1.26 acompanha o programa de
controle Snap 2.03 do espectrofotdmetro Brimrose. Sua operagio é muito simples.
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A partir do conjunto de dados de amostras de medicamentos verdadeiros é
construido um padrdo interno de referéncia que é armazenado em um arquivo.
Acoplado ao programa de controle do instrumento Snap 2.03, o programa obtém
um novo espectro de uma amostra desconhecida, que baseado no céiculo de uma
Disténcia Critica, pode ser classificado ou ndo como pertencendo a mesma classe
do conjunto de espectros padroes do medicamento. Desta forma, a classificagdo é
feita “on-line”, quase a tempo real. O programa aceita a inclusdo de mais de um
grupo padrdo na analise. Espectros de amostras desconhecidas que ficam abaixo
do valor de disténcia critica estipulado para cada grupo de medicamento, s3o
classificados como pertencendo a mesma classe do padrao de referéncia.
Amostras que ultrapassam esta distancia critica sdo classificados como Outliers,
ou nao pertencendo a classe (aparecimento da palavra Outlier, que indica que a
amostra n&o pertence a nenhum grupo).

O mesmo conjunto de dados dos padrdes utilizados no tratamento de dados

pelo programa Unscrambler pode ser utilizado por este programa.

O calculo desta distancia critica € fundamentado no célculo da distancia semi-

Euclidiana, e segue os seguinte passos:

1. Primeiro é calculado a média dos valores de refietdncia obtidos em cada
comprimento de onda dos espectros de referéncia e do desconhecido.
AvgRef = média dos valores dos espectros de referéncia (calibragao).
Avgdesc = média dos valores dos espectros desconhecidos (predi¢do).

2. Entdo é calculado a diferenca (Dif) entre estes valores médios.

Dif = Avgdesc — AvgRef (13)

3. Para cada valor de comprimento de onda [i], é calculado a diferenca entre
um ponto do espectro desconhecido (Desc) e do espectro de referéncia
médio (Ref) e entdo subtraido a diferenca (Dif) dos valores meédios.
Finalmente, é calculado o valor absoluto do resultado. A soma de todos os
valores absolutos fornece a distancia critica (DC).

DC = ¥ ( Abs (Desc [i] - Ref [i] - Dif )) (14)
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2. Objetivos

O objetivo deste trabatho é o de avaliar a Espectroscopia no Infravermelho
Préximo (NIR) quanio a seu potencial para identificacio de medicamentos
falsificados ou adulterados, estabelecendo uma metodologia para sua utilizagéio e
avaliando a sua performance. Secundariamente, a técnica NIR foi avaliada quanto
a possibilidade de seu uso para diétinguir entre medicamentos genéricos, similares
e de referéncia, medicamentos de diferentes fabricantes contendo o mesmo
principio ativo, medicamentos dentro da embalagem (blisteres), medicamentos
com prazo de validade vencido, medicamentos nas diversas formas de

apresentagdes (liquidos, pomadas capsulas) e medicamentos com diferentes
teores de principio ativo.
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3. Parte Experimental

A parte experimental deste trabalho, estd fundamentada na utilizagdo de um
Espectrofotdmetro de Infravermelho Préximo de operag&o simples.

A primeira etapa do projeto, envolveu a utilizacdo de um protétipo de um
Espectrofotdmetro de Infravermelho Préximo construido pelo aluno de doutorado
Renato Guchardi, como projeto de sua tese de doutorado {32]. Este protétipo foi
utilizado para se estabelecer um primeiro contato com a técnica de espectroscopia
NIR e com a sua instrumentagio. Este espectrofotdmetro atua na faixa de
comprimento de onda de 850 a 1600 nm ( cm™), utilizando como monocromador
um filtro éptico-actstico de TeO2 (AOTF). O protétipo foi utilizado até a chegada
em juiho de 1999 de um Espectrofotdmetro NIR comercial da marca Brimrose
modelo ' Luminar 2000 dual mode com Free Space 2030 (Figura 8). Este
espectrofotdmetro & composto por duas unidades, que atuam nas faixas de
comprimento de onda de 850 a 1800 nm e 1100 a 2400 nm. Este instrumento é
mais rapido e adequado aos propésitos do projeto de investigacdo da
espectroscopia NIR para identificacdo de medicamentos falsificados. O
espectrofotdmetro comercial utilizado é um dos mais completos do mercado,
permitindo que todos os tipos de medidas (refletincia, transflectancia,
transmiténcialébsorbancia) possam ser efetuados. Sua velocidade de aquisicio de
dados é essencial para a elaboragdo de bibliotecas extensas e que possam
incorporar a maior variagdo possivel entre espectros de medicamentos
verdadeiros. Um microcomputador faz o controle e aquisicao de dados do
instrumento.



Parte Experimental 23

3.1 Espectrofotometros NIR Brimrose Luminar 2000 e Luminar
Free Space 2030 (Dual Mode)

Figura 8. Espectrofotémetro NIR Brimrose Luminar 2000 (A) e Free Space Luminar 2030 (B).

O Espectrofotdmetro NIR Brimrose Luminar 2000 Dual Mode é composto, na
realidade, por dois espectrofotdmetros. O espectrofotémetro denominado Luminar
2000, & composto por uma fonte (lampada com filamento de tungsténio), um
monocromador baseado em um filtro dptico-acustico sintonizavel de TeO, (AOTF)
com faixa espectral de 850 nm a 1800 nm, um detetor de Arseneto-Galio-indio,
fiboras Opticas para obtengcdo dos espectros nos modos absorbancia e
transmitdncia e uma sonda para obtencdo dos espectros no modo e
transflectancia (Figura 9). Um computador dedicado é parte integrante do
espectrofotdmetro.

O outro espectrofotémetro denominado Free Space Luminar 2030 é acoplado
ao Luminar 2000 e possui os mesmos componentes, excecao feita a faixa de
atuac@o do AOTF de 1100 nm a 2400 nm e que ndo utiliza fibras épticas para a
obtencéo dos espectros no modo refletdncia. Esta unidade compartilha com a
unidade Luminar 2000, o sistema de controle.
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Figura 9. A - Espectrofotémetro NIR Brimrose Luminar 2000 (850-1800 nm), B - Sonda de fibra
dptica para liquidos, C - Posicionador (X Y Z) porta amostra, D - Espectrofotémetro NIR Brimrose
Free Space Luminar 2030 (1100-2400 nm) e E - Microcomputador AMD K86 |1 400 Mhz.

3.2 Obtengao de Espectros nos Espectrofotometros NIR

Brimrose Luminar 2000 e Free Space Luminar 2030

Os espectros de transflectancia dos medicamentos na forma liquida, foram
obtidos no espectrofotdmetro Luminar 2000, na faixa de 850-1800 nm, com uma
sonda para amostras liquidas (Figura 10). Esta sonda € mergulhada na amostra
do medicamento liquido, e o feixe de luz proveniente da fibra dptica incide e
atravessa a amostra, reflete em um espelho em sua base e retorna a fibra,
fornecendo as informagdes da amostra.

Os espectros de refletancia dos medicamentos na forma sélida ou capsulas,
foram obtidos pelo espectrofotémetro Luminar Free Space 2030, na faixa de 1100-
2400 nm, com as amostras colocadas em um suporte contendo uma iris (Figura
11a, 11b) que, ao fechar centraliza o comprimido no feixe de luz incidente, a
distdncia de maior resposta de intensidade luminosa possivel, previamente
estabelecida.
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Figura 11. Posicionador XYZ com amostras na forma de capsula (a) e comprimido (b).

Os espectros foram obtidos, analisando-se varios comprimidos do mesmo
medicamento posicionados no suporte, alternando-se a face e retirando-os e
recolocando-os, para a obtencdo da maior variagdo possivel dos dados devido a
composicdo e variabilidade espectral devido a pequena flutuacdo no
posicionamento.

Na obtengao dos espectros foram efetuadas 300 varreduras da faixa espectral.
O espectro final € uma média destas 300 varreduras. Nestas condi¢ées, o tempo
de obtengédo de um espectro final & de cerca de 30 segundos.
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Experimentos preliminares mostraram a necessidade de se incluir na biblioteca
de espectros referentes aos medicamentos verdadeiros, fatores que afetam os
dados espectrais na regido NIR. Os principais fatores séo:

1) Face do comprimido ~ A incidéncia da luz em superficies irregulares faz
com a reflexdo da luz ndo seja reprodutivel. Isto faz com que os espectros de
refletdncia NIR ndo sejam reproduzidos da mesma maneira, adicionando ruidos
aos espectros ou causando uma variacdo na linha de base e intensidade de
absorgéo. Para medicamentos na forma de comprimidos, o formato e as inscrigbes
em sua superficie influem nos espectros de refletancia sobre a qual a radiagéo
NIR incide. Um mesmo comprimido, com inscricdes diferentes nas faces, pode
apresentar perfis espectrais diferentes, quando coletados espectros nas duas
faces. Para incluir este efeito na colegdo de espectros referentes a um dado
medicamento, foram obtidos espectros de ambas as faces dos comprimidos.

2) Teor de agua (Umidade) — O teor de agua nos comprimidos,
- principalmente na sua superficie depende da umidade atmosférica a qual o
comprimido esta exposto. Fatores como.a umidade ambiente podem: influenciar
nos espectros de refletancia, principalmente em amostras em p6. Neste tipo de
amostra, a absorgdo de agua, pode ser ohservada através de um aumento na
banda de absorgao nas regides de 1425 e 1900 nm.

Para averiguar estes efeitos, foram feitos estudos utilizando comprimidos de
Aspirina 500 mg, variando-se a umidade relativa do ar de 30 % a 80% e coletando
espectros em cada valor de umidade e estudos mantendo-se temperatura e
umidade da sala constantes.

Foi necessario, também, que todas as medidas fossem tomadas nas mesmas
condigdes ou que a variagdo destes fatores fosse levada em consideragdo e
fossem incluidas na construgdo do modelo do medicamento.

3) Posicionarmento - Ja & de conhecimento geral que a posicdo e a forma da
amostra, além do tamanho das particulas que a constitui, influem no espectre de
refletdncia [16,20). Para se avaliar este efeito, foram efetuados, inicialmente,
estudos da posicdo da amostra em relagdo ao feixe de luz incidente, visando a
obtencdo da melhor relagéo sinal/ruido dos espectros.
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Na posicio de maior intensidade luminosa refietida, foram coletados 50
espectros de 20 comprimidos de Aspirina 500 mg em uma Unica face. Fez-se
entao, uma analise de componentes principais para este conjunto de espectros,
que serviu como modelo padréo do medicamento. Este modelo necessitou de 3
componentes principais para a explica¢cao de 97 % da varidncia dos dados.

O estudo da posicdo da amostra foi feito com um comprimido de Aspirina 500
mg, variando-se sua localizacdo a passos de 0,5 mm no eixo X e Y (Plano de
incidéncia da luz) e 1 mm no eixo Z (aitura da amostra em relagéo a janela de
saida de luz do espectrofotometro), a partir da posigdo em que se registrou a
maior intensidade luminosa refletida. Coletando-se espectros desta amostra em
cada uma das posigcdes, pode ser feita uma classificagéio no modelo de Aspirina
500 mg construido, e verificado em quais combinagdes de posicdes a amostra
continua sendo classificada como pertencendo a classe padriao. Desta forma
determina-se a tolerancia de deslocamento em cada eixo. Para a maior absorgéo
possivel, o fabricante recomenda que a amostra deveria ser posicionada a 65 mm
da janela do espectrofotdmetro (eixo Z).

4) Limite de Detecgéo - Para se avaliar a eficiéncia e o limite de detecgéio do
instrumento, foram utilizadas amostras de um placebo do medicamento Microviar
e amostras verdadeiras de Microviar que possui em sua composi¢do uma
quantidade pequena dos principios ativos Levonorgestrel (0,15 mg) e
Etinilestradiol (0,03 mg). Esta amostra de placebo foi gentimente fornecida pelo
laboratério da Receita Federal na alfindega da cidade de Santos, prévia e
devidamente analisada.

5) Geometria dos comprimidos - Amostras em p6 também representam uma
dificuldade para andlises no modo refletdncia devido a granulometria e superficie
desigual de cada amostra. Na tentativa de minimizar estes efeitos, foi construido
no laboratério um empastilhador para a transformagéo destas amostras em pé em
amostras na forma de comprimidos.

Alguns medicamentos, como o Microviar, para serem analisados precisavam
ser macerados, transformados na forma de p6, e novamente empastilhados. A
amostra de seu placebo estava na forma de pé, entdo comprimidos de Microviar
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foram triturados e empastilhados em um empastilhador construido no laboratério
para a obtengio dos espectros .

Para se investigar se a distingdo entre amostras de Aspirina € Melhoral, que
apresentam composicdo semelhante, era devido ao formato do comprimido ou
fatores geométricos relacionados a amostra e ndo sua composicdo quimica,
amostras destes medicamentos também foram trituradas e analisadas. Um dos
recursos usado para minimizar fatores como granulometria da amostra na forma
de po, foi fazer a transformagdo destas amostras em pastilhas, com o
empastilhador construido no laboratério. Isso garantia uma maior reprodutibilidade
das medidas.

No tratamento de dados, os valores de refletincia e transflectancia dos
espectros obtidos sao centrados na média.

3.3 Suporte de Amostras

A figura 12, mostra o suporte de amostras utilizado na obtengdo dos espectros
de refleténcia.

Vista lateral Vista superior
Figura 12. Vistas do suporte porta amostra posicionador X Y Z (com iris centralizadora).
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Este suporte posicionador possui movimentacéo nos trés sentidos, X, Y e Z, isto
faz com que a posicdo da amostra possa ser ajustada conforme a necessidade.
Ele possui também uma iris, que ao ser fechada, posiciona a amostra em seu
centro e consequentemente sob o feixe de luz incidente.

3.4 Amostras Utilizadas

Foram utilizadas no estudo, amostras de diversos lotes de diferentes
medicamentos, na forma de comprimidos, para obtermos a maior variagéo
possivel de composigéo e de fatores geométricos associados aos medicamentos
verdadeiros.

Entre as amostras utilizadas, estdo varios lotes de Aspirina 500 mg, lotes de
Melhoral 500 mg. Ambos foram empregados na construcio da biblioteca de
espectros e na avaliagdo do método de classificagdo. A performance dos métodos
de classificagdo foi verificada com o uso de placebos e outros medicamentos e/ou
simulando-se composi¢cdo grosseiramente distinta daquela dos medicamentos
verdadeiros. '

Para que ndo houvesse uma dispersao do estudo a muitos medicamentos, as
analises foram restringidas a poucos medicamentos com caracteristicas
selecionadas, a fim de que fossem investigadas as diversas possibilidades de
utilizagéo da espectroscopia NIR em medicamentos como: andlises dentro de
blisteres, comparagio de genéricos e similares, identificacdo de medicamentos
adulterados e identificagédo de medicamentos vencidos.

Os principais medicamentos utilizados foram: Aspirina 500 e 650 mg, Melhoral,
Doril e AAS todos 500 mg, Yomax, Ampicilina Genérica e Similar, Binotal, Litocit,
Pressotec, Microvlar, Takil, Primeral, Farlac além de outros medicamentos para
classificag&o, placebos e medicamentos montados e adulterados no laboratério.

Para isto, foram utilizados os medicamentos mostrados na Tabela 2 na forma
solida (modo refletancia) e na forma liquida (modo absorbancia):
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Tabela 2. Medicamentos utilizados.

Comprimidos Capsulas Liquidos Pomadas
Aspirina 500 mg (Bayer) Tanakan F (Knoll) | Primeral (Synthéiabo) | Farlac (Farmasa) Takil (Marjan)
Melhoral 500 mg (S. Ross) Aldomet (Prodome) | Permixon (Asta) Lactutona (Luitpold) Sulnil (Frumtost)
AAS 500 mg (S. W.) Fermme (Aché) Flogane (Aché) Retemic (Apsen) Plastenan (S. Winthrop)
Doril 500 mg (DM) Floxacin (Merk 8.D) Tytenol (Cilag) Omcilon-A “M” (Squibb)
Litocit (Apsen) Melleril (Sandoz) Mucolin {Knoli)
Yomax (Apsen) Combiron {Aché)
Ampicilina 500 mg (EMS) Decadron {Prodome)

Ampicilina Genérica (EMS)

Binotal 500 mg (Bayer)

Microviar (Schering Brasil)

Citoneurin 5000 (Merk)

Pressotec 5, 10, 20 mg (Teuto)

- Pasalix (Marjan)

Medicamentos utilizados na avaliacao dos modelos

- Dorflex (Merell Lepetit)

- Quinoflox (Biolab)

- Calman (Ativus)

- Liberan (Apsen) - Levordiol (Nova Quimica) - Aspirina 650 mg (Bayer) - Liberan (Apsen)

Além destes medicamentos, foram utilizados placebos e excipientes como

Lactose e Amido, além de medicamentos produzidos ou adulterados no
laboratério.

3.5 Tratamento de Dados Obtidos com o Espectrofotometro NIR
‘Luminar 2000 Dual Mode com Free Space 2030

O tratamento dos dados foi feito por métodos estatisticos multivariados
utilizando o programa computacional quimiométrico Unscrambler® 7.5 da Camo
SA. 0 tratamento utilizou os métodos quimiométricos de Andlise de
Componentes Principais (PCA) e modelos SIMCA para classificacdo. Para
previsbes quantitativas foi utilizada Regress&o por Minimos Quadrados Parciais
(PLS).

Para o tratamento dos dados foi utilizado também um Programa computacional
da Brimrose que acompanha o instrumento chamado Real-Time Predictor 1.26,
que faz uma classificacéo “on-line”. '
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4. Resultados e Discussido

A investigagdo sobre o uso da espectroscopia NIR para identificagdo de
medicamentos falsificados requer a construgéo de uma biblioteca de dados com
espectros de medicamentos verdadeiros, contendo a maior variagéo possivel de
amostras e de lotes do medicamento, com nome de fabricante e quantidade de
principio ativo definidos para cada tipo de medicamento. O usuario acessa um
programa que faz uma comparagdo dos dados espectrais de uma amostra, que
ele julga ser de um determinado medicamento, com os espectros contidos no
banco de dados referentes aos espectros de medicamentos verdadeiros. O
programa que faz esta comparagdo, através de métodos quimiométricos, informa
ao usuario se sua amostra possui as caracteristicas que permitam sua
classificago como pertencendo ao grupo referente do medicamento.

O projeto de investiga¢do do uso da espectroscopia no infravermelho préximo
para identificacio de medicamentos falsificados foi dividido em 2 etapas. A
primeira etapa baseou-se na obten¢do de amostras de medicamentos com
médicos, hospitais e farmacias, que gentiimente cederam algumas amostras. A
maioria se apresentava no prazo de validade e outras com validade espirada.

Uma das metas do projeto, além da avaliagdo de possiveis falsificacdes, era
investigar se era possivel a determinacéo, através da espectroscopia NIR, de
variagdes na composicio de medicamentos apds ter se expirado sua validade.

De posse das amostras, deu-se inicio 4 segunda etapa do projeto, que consistiu
da aprendizagem, quanto ao uso da instrumentagéo a ser utilizada, das técnicas
de espectroscopia NIR e dos métodos quimiométricos utilizados no tratamento dos
dados espectrais.

4.1 Resultados Obtidos no Protétipo de Espectrofotometro NIR

O trabalho realizado com protétipo de espectrofotdmetro consistiu, na verdade,
apenas de uma aprendizagem e um contato com a Espectroscopia no
Infravermelho Préximo e com as técnicas de medida em espectroscopia NIR. Os
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primeiros estudos foram feitos a partir da obtencsio de espectros de refletancia de
medicamentos diversos, como Aspirina e Melhoral.

O Protétipo de Espectrofotdmetro utilizado apresenta todas as caracteristicas
necessarias a sua utilizagao, quando comparado a espectrofotdmetros comerciais.
Mas, devido a falta de componentes mais avangados como detetores mais rapidos
e potentes, por exemplo, sua utilizagdo torna-se prejudicada por deficiéMtias, tais
como: ‘a lentiddo na coleta de espectros e utilizagio de fibras opticas néo
adequadas (alta atenuagfio) para coleta de dados no modo refletdncia, que
causam baixa reprodutibilidade espectral e ruidos excessivos.

A partir dos resultados preliminares obtidos no protétipo de espectrofotdmetro,
pode-se concluir ser viavel a utilizagdo do método de analise de medicamentos
por NIR proposto, necessitando pequenos ajustes matematicos que corrijam
fatores como variagao na linha de base ou ruidos nos espectros.

Com a instalaciio do espectrofotémetro comercial Brimrose Luminar 2000, mais
rapido e adequado aos propésitos do projeto, deu-se continuagsio ao pro;eto com
a obtencao de melhores resuitados.

4.2 Resultados Obtidos no Espectrofotdometro NIR Brimrose
Luminar 2000 Dual Mode Free Space Luminar 2030

Com a instalaciio deste espectrofotdmetro comercial, este passou a ser
utilizado na obtengdo dos espectros de refletincia a absorbancia dos
medicamentos.

O controle do Espectrofotbmetro Brimrose Luminar 2000 Dual Mode Free
Space Luminar 2030 e a aquisicio de dados, fica a cargo do programa
computacional Snap 2.03 da Brimrose.

Como foi dito anteriormente, as anélises ndo foram estendidas a muitos
medicamentos, mas sim, a alguns medicamentos selecionados de forma a
representar grande parte das caracferisticas dos produtos comercializados. E
necessario que antes da obteng¢do dos espectros no modo refletancia, sejam feitas
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investigacdes sobre a influéncia do posicionamento das amostras, sobre a faixa
espectral utilizada e outros fatores que influenciam a coleta dos espectros.

Os medicamentos utilizados no projeto foram escolhidos de acordo com suas
caracteristicas especificas. Estes medicamentos foram empregados para se
investigar a melhor forma de obtengfio dos dados espectrais para compor a
biblioteca de medicamentos de referéncia. Desta forma, investigou-se também a
possibilidade de obtencéo do espectro de refletdncia de medicamentos dentro de
suas embalagens (blister). Avaliou-se também a possibilidade de identificagéo de
medicamentos vencidos, de medicamentos genéricos e similares, de
medicamentos com diferentes concentragées de principio ativo, de medicamentos
de diferentes fabricantes contendo o mesmo principio ativo, de medicamentos nas

mais diversas formas de apresentacdo e de medicamentos adulterados ou
falsificados.

4.3 Fatores que Influenciam as Medidas de Refletancia

Fatores ambientais como temperatura e umidade e outros como posicéo, forma
da amostra e sua granulometria, afetam seu espectro de refletincia e necessitam
ter seu efeito avaliado [16]). Para se estudar estes fatores, as andlises se
restringiram a poucos medicamentos sélidos. A anélise do efeito da posicdo e
distdncia da amostra na coleta de espectros, influéncia da face do comprimido e
tempo de exposicio da amostra no ambiente fora da embalagem, além de outros
fatores, foram restritas aos medicamentos Aspirina e Melhoral, ambos contendo
500 mg do principio ativo acido acetilsalicilico. Em vista da composigao
semelhante apresentada por estes medicamentos, eles foram de grande utilidade
para a avaliagio do método de classificacéio (identificagéo), que tem a tarefa de

discriminar, a partir das pequenas diferencas espectrais observadas,
medicamentos de formulag&o semelhante.
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4.3.1 Repetibilidade dos Espectros de Refletincia

Um estudo da repetibilidade dos espectros de refletincia foi efetuado para se
inferir a confiabilidade estatistica das medidas espectrofotométricas. A analise dos
resultados deste estudo, através dos desvios padrées dos espectros, permite
estabelecer o limite de precisé@o associado a instrumentagéo utilizada.

Para o estudo da repetibilidade dos espectros de refletdncia de amostras de
comprimidos, foram obtidos 20 espectros (média de 300 varreduras) de um
mesmo comprimido de Aspirina 500 mg em uma Unica face. Na obten¢éo de cada
um dos espectros, o comprimido foi retirado e recolocado no suporte amostrador.
Desta forma, incluiu-se no estudo o efeito de possiveis deslocamentos da
amostra. ~

Na figura 13 é mostrado o grafico dos desvios padrdes relativos das medidas
em cada variavel dos 20 espectros do mesmo comprimido. Pode ser evidenciada
a boa repetibilidade dos espectros de refletncia, com valores de desvio padrao
médio da ordem de 10 na faixa de 1100 & 1200 e 2000 a 2400, e valores de
desvios padrbes da ordem de 10™ na faixa de 1200 a 2000, garantindo assim a
precisdo das medidas obtidas com o espectrofotdémetro. Com a utilizagdo de
ferramentas de normalizagéo dos espectros como primeira derivada, os valores
dos desvios padroes das medidas (dR/dA) séo da ordem de 10 na faixa de 1100
4 1200 e 2000 & 2400, e 10 na faixa de 1200 a 2000.

Em outro estudo da repetibilidade dos espectros de refletancia de amostras de
comprimidos, foram obtidos 20 espectros de um mesmo comprimido de Aspirina
500 mg em uma Unica face, sem a alterag&io na sua posigéo. O desvio padrio dos
valores em cada varidvel dos 20 espectros do mesmo comprimido apresentou
uma boa repetibilidade dos espectros de refletancia, com valores de desvios
padrdes da ordem de 10™ para toda a faixa espectral.

O aumento do ruido observado na regio espectral NIR, abaixc de 1200 nm e
acima de 2000 nm, deve-se a um conjunto de fatores associados. Entre os fatores,
esta a baixa eficiéncia do AOTF nos extremos da faixa especiral. Outro fator é a
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menor eficiéncia de emisséo da iAmpada a valores de compﬁmento de onda acima
de 1500 nm.
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Figura 13. Gréfico do desvio padrdo da amostragem de 20 espetros do mesmo comprimido.

4.3.2 Influéncia da Posicdao e Formato da Amostra

Como foi dito na parte experimental, o estudo da posigéo da amostra foi feito
com uma amostra de Aspirina 500 mg, variando-se a localizagio do posicionador
em cada um dos eixos X, Y e Z, a partir da posi¢cdo de maior intensidade luminosa
(posigdo inicial) em que foi fixado o posicionador.

Deste estudo pode-se concluir que, baseando-se na posicdo de maior
intensidade luminosa em que foi fixado o posicionador, as' possiveis variagdes ou
desiocamento no posicionador que permitam que a amostra continue sendo
classificada como pertencente a classe padrdao de Aspirina, sdo de + 3 mm no
eixo X, £+ 3 mm no eixo Y e £ 6 mm no eixo Z. Para a maior absorgéo possivel, o
posicionador foi fixado & 65 mm da janela do espectrofotdmetro (eixo Z). Estes
valores. demonstram uma boa tolerancia em relagdo ao posicionramento da
amostra permitindo, em vista do suporte empregado e da sua precisdo, concluir
que este fator ndo exerce influéncia significativa sobre o procedimento de
claésiﬂcagao.
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Outro fator que afeta os espectros de refletdncia de comprimidos, € que suas
faces influenciam, causando variagées no espectro. Normalmente, os comprimidos
apresentam uma face provida de um sulco utilizado para estabelecer o seu corte
para meia dose, ou inscrigdes com o nome do fabricante ou do produto. Desta
forma é observada uma menor reprodutibilidade espectral ao se alterar a face,
espalhando diferentemente o feixe de luz. Para a construgdo do grupo de
espectros padrao este fator deve ser levado em conta, coletando-se espectros nas
duas faces do comprimido. Este efeito pode ser visualizado nos espectros de
Aspirina 500 mg obtidos nas duas faces do comprimidos mostrado na figura 14.
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Figura 14. Espectros de refletancia de Aspirina 500 mg obtidos nas duas faces dos comprimidos
com inscricbes Bayer (Rosa) e Aspirina (Azul).

Para minimizar estes problemas de alteragdo espectral, foi necessario a
aplicacdo de métodos matematicos como primeira derivada que sdo eficazes,
conforme pode ser observado na figura 15, para se corrigir flutuagdes aditivas de
linha de base, otimizando assim a extragdo de informagdes analiticamente Uteis
[14].

Amostras em p6 também representam uma dificuldade para analises no modo

refletdncia devido a granulometria e superficie desigual de cada amostra. Na
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tentativa de minimizar estes efeitos, foi construido no laboratério um empastilhador
para a fransformagdo destas amostras em pé em amostras na forma de

. comprimidos.
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Figura 15. Espectros de comprimidos de Aspirina 500 mg apresentados na figura 14, tomados nas
duas faces, na forma da 1? derivada.

4.3.3 Influéncia da Umidade

Fatores como a umidade ambiente também podem influenciar nos espectros de
refletdncia, através da absorgdo de agua pelos medicamentos. Nos espectros de
amostras em pé ou comprimidos a absorgdo significativa de agua pode ser
observada afravés de um aumento na banda de absor¢éo nas regides de 1425 e
1900 nm, referentes as bandas do 1° sobretom e combinagéo da ligagdo O-H,
respectivamente.

Para evitar a influéncia da umidade ambiente nos espectros das medidas de
refletdncia das amostras de medicamentos sélidos, esta foi mantida constante.
Este procedimento foi adotado, apds estudos sobre o efeito da umidade do ar
sobre os espectros realizados, apresentarem melhores resultados na modelagem
por PCA guando realizados sob umidade ambiente constante.
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Na figura 16 é mostrado o espectro de refletdncia de uma amostra de Aspirina
500 mg triturada em almofariz (em pd), exposto ao ambiente com alta umidade
relativa do ar (Umidade relativa do ar de 80%) e exposto ao ambiente com baixa
umidade relativa do ar (Umidade relativa do ar de 40%). Nesta figura pode ser
observado a grande variagdo da absor¢do nas bandas relativas a absorcéo da
agua. Este efeito € mais acentuado em medicamentos muito higroscépicos como o
Litocit. Na figura 17 & mostrado o espectro de refletdncia de uma amostra de
Litocit triturada em almofariz (em pd), exposto ao ambiente com alta umidade
relativa do ar (Umidade relativa do ar de 80%) e exposto ao ambiente com baixa
umidade relativa do ar (Umidade relativa do ar de 40%).

D35 e s
0304 -
0.25 At e A

BASH s

T T v v T v T T v T v v - r T v - T
1000 1200 1400 1600 1800 2000
Lmido Seco

Figura 16. Variagdo nos espectros de refletancia do medicamento Aspirina 500 mg exposto ao
ambiente com alta umidade relativa do ar (Azul) e exposto ao ambiente com baixa
umidade relativa do ar (Rosa).
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Figura 17. Variag&o nos espectros de refletancia do medicamento Litocit exposto ao ambiente com
alta umidade relativa do ar (Rosa) e exposto ao ambiente com baixa umidade relativa
do ar (Azul).

4.4 Aplicacoes da Metodologia NIR em Farmacos

Para se avaliar a utilizagdo da técnica NIR na identificacdo de medicamentos,
esta foi testada em diversas situagbes, e para isso, utilizou-se diferentes
medicamentos que apresentam caracteristicas distintas e representativas da
maioria dos farmacos comercializados, de forma a se avaliar medicamentos:

# De diferentes fabricantes, contendo mesmo principio ativo. (Aspirina @ Melhoral)
# Adulterados ou falsificados (Aspirina)

#% Dentro de Blisteres. (Medicamento Yomax)

# Vencidos e nao vencidos. (Medicamento Litocit)

% Genéricos e similares. (Ampicilina, Ampicilina genérica e Binotal)

% Em diferentes tipos de formulacées (Capsulas, liquidos, xaropes, etc.).

#* Em diferentes concentragdes. (Medicamento Pressotec)
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4.5 = Identificacdo de Medicamentos de Diferentes Fabricantes
Contendo o Mesmo Principio Ativo

O objetivo deste estudo foi avaliar, com o0 auxilio da espectroscopia NIR, a
possibilidade de identificagdo de medicamentos de diferentes fabricantes que
apresentam composicdo semelhante. Medicamentos de diferentes fabricantes que
apresentam em sua composi¢do 0s mesmos principios ativos em teores iguais
podem ser chamados de medicamentos similares.

Para este estudo, foram utilizados por sua composicdo e formato do
comprimido semelhantes, os medicamentos Aspirina, Melhoral, Doril e AAS, todos
contendo 500 mg do principio ativo acido acetilsalicilico, aiém de excipientes. Os
medicamentos Methoral e Doril apresentam também em sua formulagéo 30 mg de
Cafeina. Todos sdo empregados como analgésicos e antitérmicos. :

Este estudo é relevante na investigacac do uso da espectroscopia NIR na
identificagio de medicamentos falsificados, porque permite avaliar a téanca
quanto a capacidade de distinguir entre, medicamentos de acordo com sua
composicéo com relagdo aos excipientes e pequenas variagdes que caracterizam
os diferentes fabricantes. Isto permite uma distingdo mais clara dos diversos
medicamentos de marcas diferentes, associando a composigdo do medicamento
ao seu fabricante. Desta forma, pode-se concluir, por exempio, se um outro
medicamento, mesmo que com compaosi¢cdo semelhante, foi embalado e vendido
como sendo de outra marca [12, 21, 27].

4.5.1 Investigagao Sobre os Medicamentos Aspirina e Melhoral
500 mg na Forma de Comprimidos

A figura 18 mostra os espectros de refletdncia dos medicamentos Aspirina,
Melhoral, AAS e Doril obtidos na forma dos comprimidos originais. Pequenas
diferencas espectrais entre os medicamentos podem ser visualizadas. Estas
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pequenas diferencas espectrais despertam o interesse pelo estudo da
possibilidade de identificagdo de cada um dos medicamentos.
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Figura 18. Espectros de refletancia dos medicamento Aspirina 500 mg (Azul-1), Melhoral 500 mg
(Rosa-2), Doril 500 mg (Preto-3) e AAS 500 mg (Verde-4).

Em nenhum dos medicamentos ha referéncia sobre a composicdo dos
excipientes. Os comprimidos dos medicamentos Aspirina, Melhoral possuem, em
media, massas de 613 mg e 615 mg, respectivamente. J4 os comprimidos de Doril
e AAS apresentam massas, em média, de 573 mg e 571 mg, respectivamente.
Para os medicamentos Aspirina e Melhoral estes valores representam uma
porcentagem, em massa, de 81,5 % e 81,3 %, respectivamente, de principio ativo
no comprimido. Os teores de cafeina nos comprimidos de Melhoral e Doril sdo, em
média, 4,88% e 5,2%, respectivamente.

Foram obtidos varios grupos de espectros de amostras de Aspirina 500 mg e
Melhoral 500 mg para construcdo dos padrées destes medicamentos. Para se
minimizar os efeitos do formato dos comprimidos dos medicamentos, os espectros

foram matematicamente processados para a forma de suas primeiras derivadas.
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Foram construidos modelos PCA dos medicamentos Aspirina e Melhoral, sendo
que os outros dois medicamentos foram utilizados apenas para classificagao.

Os espectros foram obtidos variando-se diversos pardmetros experimentais
como faixa de comprimento de onda medido e posi¢cdo da amostra, mantendo-se
constantes umidade ambiente e nimero de varreduras, visando a otimizagdo das
medidas, até o ajuste dos parametros experimentais mais adequados. Para estes
medicamentos, a faixa de comprimentos de onda utilizada foi de 1100-2000 nm. A
faixa de trabalho do aparelho vai de 1100 a 2400 nm, no modo refletancia. Porém,
para estes medicamentos, medidas a comprimentos de onda acima de 2000 sé
acrescentam ruidos aos espectros, como pode ser visto na figura 13 do item 4.3.1.

Depois de estudados e ajustados os parametros para obten¢do dos espectros,
foi feita uma andlise de componentes principais (PCA) do conjunto dos espectros,
e através do grafico dos scores, verificou-se a discriminag¢&o entre as duas classes
dos medicamentos Aspirina e Melhoral 500 mg, como mostrado na figura 19. Para

-a construgdo do modelo PCA do medicamento foi utilizada como técnica de
validagéo, a validagdo cruzada (“Cross Validation™).

Verificada por PCA a discriminagdo entre as classes dos medicamentos
Aspirina e Melhoral 500 mg, foi construido um modelo para cada medicamento,
utilizando 200 espectros de 100 amostras de Aspirina de 20 lotes diferentes e 200
espectros de 60 amostras de Melhoral de 11 lotes, com espectros coletados das
duas faces do comprimido, a fim de se incluir na modelagem fatores relacionados
a face ou posicionamento da amostra, de efeitos do tamanho de particulas e

‘variagdo aceitavel de concentragéo do principio ativo. A temperatura ambiente
flutuou entre 19° e 21°C e a umidade relativa do ar fiutuou entre 39 % e 45 %.

Postériqrmente, foram construidos modelos PCA para ambos os conjuntos de
amostras, que serviram como padrdao do medicamento para a classificacdo de
novas amostras por SIMCA. O modelo de Aspirina 500 mg utiliza 3 componentes
principais (PC) para explicar a varidncia de seus dados e o modelo Melhoral S00
mg utiliza 4 PC. Em todas as andlises e classificagbes efetuadas para novas
amostras, o resultado obtido foi sempre correto. Aspirina e Melhoral séo
classificados como pertencendo a suas respectivas classes, ndo sendo
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classificados em classes de outros medicamentos, totalizando 100 % de acerto.
Devido ac grande nimero de marcas de medicamentos existentes, seria
impossivel afirmar, que uma amostra de um medicamento n#o iria nunca
classificar como pertencendo a classe de outro medicamento. Mas pode-se
afirmar com certeza que, em caso da classificagio como pertencendo a uma
classe de referéncia, a amostra pertence a classe do medicamento.
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Figura 19. Grafico de “scores” da andlise de componentes principais dos medicamentos Aspirina e
Metlhoral.

A néo classificagdo de uma amostra verdadeira em seu padrao é resultado de
problemas na obtengdo do espectro desta nova amostra ou problemas na
modelagem da classe padrdo. No entanto, em vista da similaridade entre
medicamentos avaliados neste estudo, é possivel dizer que muito provavelmente,
a identificacdo em outra classe de medicamentos totaimente diferente nao seria
obtida, pois compostos (principalmente referentes ao principio ativo) distintos
-afetariam muito mais os espectros do que as alteragdes observadas neste estudo
com os analgésicos. Isto significa dizer que espectros de medicamentos diferentes
seriam bastante distintos.
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Uma classificacdo de novas amostras dos medicamentos de diferentes
fabricantes (Aspirina, Melhoral, Doril e AAS) é mostrada no gréafico de Coomans
da figura 20.
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Figura 20. Grafico de classificag8io de novas amostras nos modelos dos medicamentos Aspirina e
Melhoral.

4.5.2 Anadlise de Medicamentos Similares na Fdrma de Po e .
Empastilhados

Para se avaliar se a distingdo de classes entre os medicamentos Aspirina e
Melhoral, observada apés uma Andlise de Componentes Principais (PCA), era
devida a geometria da amostra (formato do comprimido) e n&o a sua composicéo
quimica, algumas amostras foram trituradas, colocadas em um suporte apropriado
e tiveram seus espectros coletados. Desta forma, possiveis variages devidas ao
formato dos comprimidos, ndo corrigidas pela utilizagso da derivada dos espectros
foram cancelados. O resultado desta investigagio foi a manutengdo, como nos
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medicamentos originais, da distingdo das classes dos medicamentos Aspirina e
Melhoral, mostrando que ela se deve a composigéo quimica das amostras.

Para que fossem minimizados os efeitos do tamanho de barticula, superficie
iregular da amostragem dos comprimidos triturados e mantido um padrao
geométrico, as amostras foram também empastilhadas e analisadas, fornecendo o
mesmo resultado das amostras de comprimidos originais e das amostras em pg,
ou seja, a distingdo entre as classes dos medicamentos analisados Aspirina e
Meihoral.

Desta forma, utilizando-se Analise de Componentes Principais, foi possivel
verificar que as diferengas espectrais em ambos os casos, eram realmente
devidas & composicdo quimica dos medicamentos e ndo ao formato do
comprimido.

Os resultados obtidos mostram ser possivel, utilizando um conjunto de
amostras de referéncia que incluem a variagdo de parametros de amostragem,
como face do comprimido, posicdo da amostra, e de composicéo, fazer-se uma
discriminacdo entre amostras dos medicamentos Aspirina 500 mg de amostras de
Melhoral 500 mg ou de outros medicamentos similares.

Um conjunto de referéncia por necessitar da inclusdo de pardmetros, como
variagdo da composigdo, deve possuir no minimo 10 diferentes amostras de um
mesmo medicamento. Para a constru¢céo dos modelos PCA, que englobem todos
* 08 paramefros, devem ser obtidos no minimo 20 espectros destas 10 amostras.
Estes sdo0 os nimeros minimos necessarios para que todos os parimetros
experimentais sejam considerados, fornecendo com isso um modelo confiavel do
medicamento, que resulte em 100% de identificagéo positiva.

Pode ser verificado assim, que o método é eficiente para a classificagéo de
amostras de marcas comerciais diferentes, contendo praticamente a mesma
formulagdo. Consequentemente, pode-se concluir ser possivel a discriminagéo
entre medicamentos de diferentes fabricantes contendo o0 mesmo principio ativo e
nas qhais pequenas variacées de composicado estdo presentes.

Quando a composicdo dos medicamentos nfo apresenta principios ativos
adicionais, as diferengas espectrais, que fazem com que seja possivel a distingdo
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de medicamentos similares de diferentes fabricantes, devem-se nao & geometria
do comprimido ou inscricdes nas faces dos mesmos, mas a composi¢do de
excipientes diferenciada dos medicamentos. Contudo, ndo é possivel a
observacgéo destas diferengas espectrais sem o auxilio de métodos quimiométricos
de analise como o PCA e SIMCA.

4.6 Identificacdo de Medicamentos Adulterados

Durante o estudo anterior, foi comprovada a possibilidade de identificagdo de
medicamentos contendo 0 mesmo principio ativo conforme o fabricante e que a
metodologia desenvolvida era capaz de distinguir medicamentos semelhantes.

Uma vez que é possivel a distingéo entre medicamentos muito semelhantes por
espectroscopia NIR, a possibilidade de identificacio de diferencas em
medicamentos, causadas por adulteragﬁées grosseiras ou reembalagem de outro
tipo de medicamento ou excipiente, € muito maior.

Estudou-se, portanto, a potencialidade da espectroscopia NIR de distinguir
entre medicamentos verdadeiros, adulterados, de falsificagdo simulada ou que
tiveram seu teor de principio ativo reduzido pelo acréscimo de excipientes.
Avaliou-se também neste estudo, a possibilidade de identificagio de amostras de
Placebos de medicamentos, como o Microvlar.

Placebos s&o medicamentos que n&o apresentam efeitos terapéuticos reais.
Sdo compostos por todos os excipientes (veiculo) de um determinado
medicamento, com excegéo do principio ativo. Séo utilizados principaimente em
casos onde as doencas tem fundo psicolégico e em programas de avaliagdo da
eficacia e de efeitos colaterais de medicamentos novos.
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4.6.1 Adulteragio de Aspirina 500 mg

O modelo de Aspirina 500 mg empastilhada no laboratério, construido
anteriormente, foi usado na classificagdo por SIMCA de novas amostras de
Aspirina 500 mg ndo incluidas no conjunto de amostras utilizadas para a
construgdo do modelo PCA. Além disto, foram classificadas amostras de
excipientes puros, como lactose e amido, amostras de Aspirina 500 mg
adulteradas com amido e lactose, amostras simulando Aspirina montadas no
laboratério (contendo 500 mg de Aacido acetilsalicilico e amido) e amostras de
Aspirina 650 mg, todas empastilhadas.

O modelo de Aspirina 500 mg utiliza 4 componentes principais (PC) para
explicar 90 % da varidncia de seus dados. A faixa espectral utilizada também foi
de 1.100 4 2.000 nm. :

Amostras de Aspirina 500 mg foram trituradas e adulteradas pelo acréscimo de
quantidades definidas de compostos comumente usados como excipientes ém
medicamentos como lactose e amido. Considerando que os c'omprimidos de
Aspirina 500 mg possuem em média uma massa de 613 mg, sendo 500 mg de
acido acetilsalicilico (valor nominal) e aproximadamente 100 mg de excipientes; o
teor de acido acetilsalicilico (AAS) no comprimido é de cerca de 81,5%.

Para a adulteragdo deste medicamento, foram adicionados aos comprimidos
triturados, valores de massa definidos de amido ou lactose para uma diluigéo a
teores de 80, 75, 70, 50 % de AAS no comprimido. A simulagao no laboratério de
um comprimido de Aspirina foi feita com a mistura de 500 mg de A&cido
acetilsalicilico @ amido, ambos P.A.. Todas as amostras foram empastilhadas
empregando-se a mesma massa das misturas.

Quando os pardmetros que afetam a obtengéo do espectro de refletidncia sao
mantidos constantes, o resultado obtido & sempre a classificagéo correta das
amostras de Aspirina verdadeiras em sua respectiva classe, e a classificagio
como ndo pertencendo a classe Aspirina 500 mg, das amostras dos
medicamentos adulterados com lactose ou amido, mesmo quando a adulteragéo é
feita pela adicdo de pequenas quantidades de excipientes.
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O resultado mostra também, a classificagdo como ndo pertencendo da Aspirina
de outra concentracdo (Aspirina 650 mg), Aspirina simulada e dos excipientes
puros. Uma classificacdo de novas amostras de Aspirina e Aspirina adulterada
com lactose é mostrada no grafico de S;/S, x Leverage (H;) da figura 21.

Siso
60+
Lactose «
A -
40+
54
»
- p 3 ClasSe Aspmna
20 ..‘“J.___‘__..
Aspirina Adutersida
* --....'. ud sua 54
AL
- m RUUTHY
Leverage
| z’u 4'8 3ID 9|D

0
-ﬁESULTZ, Significance = 5.0%, Model: Asppren
Figura 21. Grafico de classificacdo de amostras aduiteradas no modelo do medicamento Aspirina.

O gréafico da figura 21 mostra que Aspirina 500 mg verdadeira é classificada
corretamente em sua classe padrio, enquanto que amostra de Aspirina adulterada
com uma pequena quantidade de lactose e a Aspirina na concentracéo de 650 mg
de acido acetilsalicilico ndo sdo classificadas como pertencendo a ciasse padrao
de Aspirina 500 mg. Amostras do excipiente lactose, por apresentar composigdo
totalmente diferente da Aspirina, localizam-se em uma regido distante da classe
padrao de Aspirina 500 mg.

Os resultados obtidos mostram ser possivel, utilizando um conjunto grande de
amostras padrao com uma grande variagdo de pardmetros de amostragem, como
face do comprimido, posi¢do da amostra, além de algoritmos matematicos que
normalizem os dados (como aplicagdo de primeira derivada), fazer-se uma
discriminacdo entre amostras dos medicamentos verdadeiros de amostras de
Aspirina adulterada, de medicamentos totalmente diferentes, placebos ou
contendo teores ou composigdo diferente, como no caso da Aspirina 650 mg.
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- Isto evidencia o potencial da espectroscopia NIR na verificagdo da
autenticidade de medicamentos.

Um dos aspectos observados & a possibilidade de identificagdo de
medicamentos simulados e distingdo do medicamento de marca, mesmo que esta
simulagéo contenha 0 mesmo teor de principio ativo do medicamento verdadeiro.

Para uma n#o distingéo deste tipo de falsificagdo entre medicamento de marca
e simulado, seria necessario que a simulagdo fosse uma copia fiel do
medicamento de marca. Isto porque, na analise por NIR, o espectro do
medicamento é devido ndo sé ao principio ativo, mas a composicdo total do
medicamento (principio ativo e excipientes) e aspectos fisicos como dureza do
comprimido, inscrigdes na face, etc.. _

Com isto, pode-se concluir, ser possivel a utilizagéo da espectroscopia NIR na
identificacdo de adulterages de medicamentos. Esta identificagdo é possivel até
mesmo em medicamentos com adulteragées sutis, como redugéo do teor de
principio ativo pela adigao de excipientes.

4.6.2 Classificagdo de Microvlar e Placebo de Microviar

O medicamento Microviar, utilizado como anticonceptivo feminino, foi um dos
primeiros medicamentos falsificados descobertos no Brasil. Ele foi um dos marcos
da descoberta da faisificagdo de medicamentos, principaimente pela repercussio
que ocasionou. A industria fabricante alega ter embalado farinha de trigo em um
teste para uma maquina embaladora e permitido, inadvertidamente, a distribui¢ao
desta farinha embalada como medicamento. Pela repercussdo causada e pela
pequena quantidade de principio ativo que apresenta em sua composigio, 0,15
mg de Levonorgestrel (0,22 % em massa do comprimido) e 0,03 mg de
Etinitestradiol (0,04 % em massa do comprimido), em comprimidos de 85 mg (70
mg retirando-se a casca que recobre o comprimido), este medicamento constitui
um desafio ao esfudo de identificacdo de medicamentos falsificados pela
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espectroscopia NIR. Neste caso, o aspecto relacionado com a sensibilidade da
técnica pode ser avaliado.

Amostras de placebo de Microvlar, previamente analisadas, foram gentilmente
fornecidas pelo laboratério da Receita Federal na alfandega da cidade de Santos.

Para a construgdo do padrdo do medicamento, foram utilizados 10 lotes de
Microvlar e outros 3 lotes para a validagédo do modelo.

Os comprimidos de Microvlar foram raspados e a cobertura que os recobria
retirada. Dez comprimidos de cada lote do medicamento foram triturados e
novamente empastilhados, fornecendo comprimidos de aproximadamente 700 mg.
Comprimidos de Placebo também foram montados com a mesma massa.

Foram obtidos 50 espectros dos 10 diferentes lotes de amostras de Microvlar e
50 espectros de 10 amostras de placebo, com espectros tomados nas duas faces
da pastilha. A faixa espectral utilizada foi de 1.200 a 2.200 nm. Estes espectros
serviram como padrao para o medicamento e seu placebo.

Visualmente é possivel a observacdo de pequenas diferengas espectrais entre
o Microvlar e seu placebo, como mostrado na figura 22.
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Figura 22. Espectros do medicamento Microvlar (Azul-1) e seu Placebo (Rosa-2).
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- Para a verificagdo e confirmacdo destas diferengas, foi feita uma andlise de
componentes principais, observando-se o aparecimento de duas classes distintas
de amostras, a classe Microvlar e a classe Placebo (figura 23).
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Figura 23. Gréfico de Scores da Andlise de Componentes Principais do medicamento Microviar e
Placebo de Microvlar.

. Verificada a distingéo de classes, foram construidos, entéo, modelos PCA para
os conjuntos de amostras de Microviar e placebo, que serviram como padréao.
Estes modelos foram posteriormente usados na classificagcdo de novas
amostras de Microviar e amostras de placebo de Microvlar, que ndo foram
incluidas no conjunto de amostras utilizadas para a constru¢do dos modelos PCA.
O modelo PCA para o medicamento Microvlar utilizou 10 componentes
principais em sua construgdo, o modelo PCA para o placebo utilizou 9
componentes principais em sua construgdo. Porém, ambos modelos fornecem um
resuitado seguro na classificagdo de novas amostras valendo-se de apenas 3

componentes principais.
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O nimero excessivo de componentes deve-se, talvez, ao empastilhamento
destas amostras e refiete, provavelmente, apenas ruidos. A variancia explicada ao
se reduzir de 10 componentes principais para 3 varia de 78% a 50 %.

Para a validagdo do conjunto de dados e dos modelos construidos, foi feita a
classificacdo de 10 espectros de amostras de Microviar e 10 amostras de
placebo, que néo fizeram parte do conjunto padrdo. Como resultado, foi possivel a
verificacdo da classificacdo correta de todas as amostras em suas respectivas
classes padrido (tabela 3 e figura 24).

Tabela 3. Classificag8c de novas amostras de Microviar e Placebo de Microviar nos modelos
padrées Microviar e Placebo de Microviar. O asterisco (*) significa que o espectro foi
classificado como pertencendo ao modelo.

Amostra Modelo Microviar Modelo Placebo
Placebo 1 *
Placebo 2
Placebo 3
Placebo 4
Placebo 5
Placebo 6
Placebo 7
Placebo 8
Placebo 9

Placebo 10
Microvlar 1
Microviar 2
Microviar 3
Microvilar 4
Microviar &
Microviar 6
Microviar 7
Microviar8
Microvlar 9

Microviar 10

* % N ¥ ¥ ¥ * * *

% * * * ® * 3 * ¥

Amostras do medicamento Levordiol que contém os mesmos principios ativos
que o Microviar e a cobertura do Microviar transformada em pastilha, também
foram utilizadas na classificagdo, mas em nenhum momento foram classificadas
como pertencéntes as classes padrao do Microviar ou do seu placebo.
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Figura 24. Grafico de Coomans de classificagdo SIMCA de novas amostras de Microvlar (azul) e
Placebo (preto) nos modelos padrio de Microviar (@) e Placebo (b). (N° de
componentes =3).

A classificagao correta das amostras nas respectivas classes padrao evidencia
0 potencial de identificagdo e discriminagdo de medicamentos verdadeiros de
placebos, mesmo quando os principios ativos estdo presentes em teores
reduzidos.

Para o medicamento Microvlar, o resultado obtido foi a classificacdo correta de
todas as amostras de Microvlar como pertencendo & sua respectiva classe padrio
e a classificagdo de todas as amostras de Placebo como pertencendo a sua
classe padrao. Ndo ocorreu em nenhum momento, como resultado, a classificagéo
de placebo como pertencendo a classe Microvlar.

Pode-se concluir com isto, que o resultado da classificacdo de novas amostras
obtido foi muito bom. Mesmo com a pequena guantidade de principio ativo contido
no produto, foi pdssivel discriminacéo entre placebo e medicamento verdadeiro.

Uma das medidas que pode ser avaliada futuramente, a fim de se evitar falsas
classificacbes de placebos em padrdes de medicamentos, devido a pequena
diferenca espectral causada pela pequena quantidade de principio ativo contido no
medicamento, é a extragdo do principio ativo do comprimido por solventes
adequados e posterior analise do material concentrado.
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4.6.3 Classificagdo do Principio Ativo Atenolol

O composto denominado Atenoloi é utilizado como principio ativo de diversos
medicamentos comerciais, como por exemplo, o medicamento Atenoric 100 mg da
industria Neo Quimica. Os medicamentos que levam em sua formulagdo este
principio ativo, sdo utilizados no controle da pressio arterial.

Um importador de produtos farmacéuticos, comprou de uma inddstria indiana,
10 lotes do composto Atenolol, cada um contendo 50 kg do produto. Em uma
andlise de ponto de fusdo, foi constatado que um dos lotes ndo apresentava o
ponto de fusdo referente ao composto Atenolol. A pedido deste importador, a

- Central Analitica da Unicamp efetuou entdo, uma analise do lote suspeito, a fim de

" se averiguar se 0 composto era ou ndo Atenolol. Utilizando-se diversas técnicas
de analise tais como CG-MS, Infravermetho e RMN de préton e °C, foi constatado
que o0 composto do lote suspeito, reaimente ndo se fratava de Atenolol, mas sim,
" de Sulfametoxazol.

Este fato poderia ocasionar graves conseqléncias, caso nao fosse constatado
pelo importador que um dos recipientes ndo continha o composto Atenolol. Como
conseqiéncia disso, medicamentos formulados a base de Atenolol, poderiam ser
produzidos com a outra substéncia. Esta altera¢cdo na composi¢do do produto
poderia ser considerada como uma adulteracdo de medicamentos.

Ocorréncias como esta podem ser facilmente detectadas, utilizando-se a
metodologia desenvolvida na identificagdo de medicamentos por infravermelho
préximo como ferramenta analitica.

O objetivo deste estudo foi de verificar, em um caso real, a possibilidade de
distingdo de amostras padrdao de Atenolol de amostras de Sulfametoxazol,
inadvertidamente embaladas como Atenolol.

A partir das amostras padrado de Atenolol e da amostra suspeita, gentimente
cedidas pela Central Analitica, foram obtidos 20 espectros de refletancia do lote
padrdo de Atenolol e 20 espectros do lote suspeito, coletados em um suporte
plastico.
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Visualmente, é possivel a verificagdo de diferencas espectrais acentuadas entre
os dois lotes do medicamento, o padrdo e o suspeito (figura 25). Utilizando-se a
primeira derivada dos espectros, foi feita uma analise de componentes principais,
verificando-se duas classes distintas de amostras. Estas classes referem-se a
classe Atenolol e a classe do lote suspeito. Esta distingdo de classes pode ser

visualizada no grafico de Scores da figura 26.
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Figura 25. Espectros das amostras de Atenolol (Azul) e de Sulfametoxazol (lote suspeito) (Rosa).
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Figura 26. Grafico de scores da PCA das amostras de Atenolol e de Sulfametoxazol.
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Verificada a distingdo de classes, foi construido entdo, um modelo PCA para o
conjunto de amostras de Atenolol, que serviram como padréo.

Este modelo foi posteriormente usado na classificacdo de novas amostras de
Aten'olol, gue ndo foram incluidas -no conjunto de amostras utilizadas para a
construgcdo dos modelos PCA e amostras do lote suspeito contendo
sulfametoxazol. O modelo PCA para o principio ativo Atenolol utilizou 2
componentes principaisfem sua construgéo.

Como resultado de novas classificagdes no modelo construido para o Atenolol,
foi possivel a verificagdo da classificacio correta de amostras de Atenolol, e a
classificagdo como n&o pertencendo das amostras do lote adulterado, como
mostrado no grafico Si/S, x H; da figura 27.
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Figura 27. Classificaco de novas amastras no modelo Atenolol.

Né&o é possivel se determinar, apenas por infravermelho préximo, qual produto
compunha o lote suspeito, mas pela metodologia desenvolvida & possivel se
determinar se o composto se tratava ou ndo de Atenolol. Pela classificagdo destas
amostras do lote adulterado no modelo Atenolol padrao, foi verificado n&do se tratar
do composto Atenolol.
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4.7 Identificacado de Medicamentos Dentro de Embalagens

(Blisteres)

O objetivo deste estudo é avaliar, com o auxilio da espectroscopia NIR, a
possibilidade de identificacdo e classificagdo de medicamentos dentro da prépria
embalagem (Blister) [23, 24, 25, 26].

Este tipo de procedimento apresenta a vantagem de manter intactas as
embalagens em que estao contidos os comprimidos, visando assim sua utilizagao
em inspecdes e fiscalizagbes de medicamentos sem comprometimento do
produto. Outra vantagem € a nao influéncia da umidade ambiente sobre o
espectro, uma vez que o comprimido mantém a umidade estavel dentro da
embalagem. ’

4.7.1 Analise do Medicamento Yomax

Figura 28. Obtencéo dos espectros do medicamento Yomax dentro dos Blisteres.

Neste estudo foi utilizado como medicamento de referéncia o medicamento
Yomax. Este medicamento foi utilizado por possuir outros medicamentos com
aparéncia, formato e blister semelhante.
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O farmaco Yomax possui por principio ativo 5,4 mg de lombina que atua como
vasodilatador do corpo cavernoso do pénis, por seu efeito alfa-antagonista. E
utilizade na disfungdo sexual masculina de origem psicogénica, vascular e
diabética.

Para a construcdo dos modelo de classe deste medicamento, foram obtidos,
sempre mantendo constantes os pardmetros de obtengdo, 50 espectros de 14
amostras do medicamento Yomax, todas presentes dentro de seus “blisteres”. A
fim de se excluir a absor¢do de luz pela embalagem (Blister) no espectro, esta foi
utilizada como referéncia e seu valor descontado dos espectros do medicamento.

Estes espectros foram obtidos variando-se diversos pardmetros experimentais
como faixa de comprimento de onda utilizado e posi¢&o da amostra, mantendo-se |
constante o nimero de varreduras (300), visando a otimizagdo das medidas até o
ajuste dos pafémetros experimentais mais adequados.

Para este medicamento, a faixa espectral de comprimento de onda utilizada foi

-de 1.100 - 2.220 nm. Para este medicamento, valores acima de 2.220 nm sé
acrescentam ruidos aos espectros de refletancia e foram excluidos.

Na figura 29 (a) e (b) podem ser vistos os espectros do medicamento Yomax
obtidos dentro do blister e 0 espectro do blister. Na figura 30 pode ser visto o
espectro do medicamento Yomax obtido dentro do biister utilizando o blister como
referéncia (“background”).
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Figura 29. Espectros do medicamento Yomax obtido dentro do blister (a) e somente do blister (b).
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Figura 30. Espectro do medicamento Yomax obtido dentro do Blister utilizando o Blister como
referéncia.

O tratamento dos dados foi feito através de métodos quimiométricos como PCA
e classificagéo via SIMCA. A partir dos espectros do medicamento Yomax padréo
obtidos, foi construido um modelo PCA. Este modelo PCA do medicamento utiliza
50 espectros das 14 amostras e é composto por 2 componentes principais e utiliza
como técnica de valida¢dio, a validagéio cruzada (“Cross Validation™). Este modelo
serviu como padrdo do medicamento. Este modelo foi posteriormente usado na
classificagédo de novas amostras de Yomax e amostras de outros medicamentos
dentro dos blisteres, como o Liberan, Ciflox, € o Calman.

A classificagio das amostras do medicamento Yomax como pertencendo ao
sua classe padrao, e a classificacdo como ndo pertencendo das amostras de
outros medicamentos, foi observada em todos os experimentos. As amostras do
medicamento Yomax utilizadas na validagédo da classificagdo néo fizeram parte da
construg¢do do modelo.
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A seguir segue uma classificacdo de novas amostras no modelo Yomax padrao
(figura 31).
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Figura 31. Grafico de Coomans de Classificagdo SIMCA para a classe do medicamento Yomax.

Para embalagem de medicamentos, a industria farmacéutica, geraimente utiliza
blisteres produzidos a base de PVC [24,25]. Esta embalagem também absorve a
radiagdo na regido NIR. Tal fato poderia ocasionar a nao classificacdo de uma
amostra de um dado medicamento, na classe padrao de outro medicamento,
devido a diferencas espectrais da embalagem e nao do medicamento em si.
Poderia também ocasionar a classificagdo na classe padrao do medicamento B,
de um medicamento A embalado com o blister do medicamento B.

A figura 32 mostra que 0s espectros dos blisteres do medicamento Yomax e do
medicamento Liberan sdo feitas do mesmo material, @ que as diferengas entre
medicamentos que fazem com que apenas 0 medicamento Yomax seja
classificado em sua classe padrao, devem-se a composicao diferenciada de cada

medicamento e ndo a sua embalagem.
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Figura 32. Espectros dos blisteres do medicamento Yomax (1) e do medicamento Liberan (2).

Com estes resultados, foi verificado ser possivel a obtencdo de espectros e
classificagdo e discriminagdo de amostras, mesmo estando o comprimido dentro
de sua embalagem.

A analise do medicamento sem remogdo da embalagem, garante a vantagem
da nao influéncia da umidade ambiente sobre o espectro, uma vez que o
comprimido mantém a umidade estavel dentro da embalagem. A embalagem é
mantida intacta, podendo a qualidade do medicamento ser verificada em
fiscalizagbes, sem que a embalagem do produto seja rompida, mantendo a
integridade do produto e evitando gastos.
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4.8 Identificagcdo de Medicamentos Fora do Prazo de Validade

O objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade da diferenciagdo entre
medicamentos vencidos e medicamentos dentro do prazo de validade, ou melhor,
de medicamentos que sofreram alteragbes em suas caracteristicas quimicas e
fisicas pela agdo do tempo.

Os medicamentos, como a maioria dos produtos comerciais possuem uma vida
atil, ou seja, um prazo determinado por estudos, em que os fabricantes asseguram
que o medicamento apresentara a qualidade e os efeitos terapéuticos desejados.
Este prazo é denominado prazo de validade. Mas, nem sempre um produto dentro
do prazo de validade encontra-se adequado para o consumo, ou um produto com
prazo de validade vencido encontra-se impréprio para o consumo. Isto acontece
também com os medicamentos que, por vezes, acabado o prazo de validade,
ainda encontram-se proprios para o0 consumo, e por vezes, ainda com prazo de
validade vigente, devido a fatores como a forma de sua armazenagem,
encontram-se degradados e impréprios para o consumo. Estes medicamentos que
pela agéb do tempo sofrem degradagbes e muitas vezes perdem sua eficacia pela'
decomposicdo de seu principio ativo e excipientes, podem tornar-se produtos
nocivos a satde.

O estudo visa o desenvolvimento de um método de andlise por NIR, que
permita a identificacdo de medicamentos que sofreram alteragdes guimicas que o
diferem do medicamento padrao em bom estado.

Este estudo & de grande valia na investigagdo do uso da espectroscopia NIR na
identificacdo de medicamentos falsificados, principalmente porque uma das
formas de falsificacdo de medicamentos é a utilizagdo de medicamentos vencidos
reembalados e comercializados com nova data de validade. Este estudo é de
grande importdncia, também, no controle de qualidade de estoques de
medicamentos pela possibilidade de identificacdo de medicamentos com
caracteristicas alteradas pelo tempo e que podem, assim, deixar de causar o
"efeito terapéutico desejado ou causar mal & salde de seu usuario.
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4.8.1 Analise do Medicamento Litocit

Neste estudo, por suas caracteristicas apropriadas e por possuir lotes vencidos
€ nac vencidos do medicamento, utilizou-se como referéncia o medicamento
Litocit. Este medicamento apresenta em sua formulagdo 1080 mg (10 mEg ) do
principio ativo Citrato de Potassio por comprimido e é utilizado no fratamento de
acidose tubular renal com formacgéo de calculos por sais de calcio, hipocitratiria
com redugéo da excregdo de oxalato de calcio e litiase por sais de acido urico.

Para a construcdo dos padrées deste medicamento, foram obtidos e testados,
sempre mantendo constantes os pardmetros de obtengéo de espectros estudados,
varios espectros de amostras de Litocit. Estes espectros também foram obtidos
variando-se diversos parametros experimentais como faixa de comprimento de
-.onda medido e posi¢gdo da amostra, mantendo-se constantes umidade ambiente e
nimero de varreduras, visando a otimizagdo das medidas até o ajuste dos
parametros mais adequados. Para este medicamento, a faixa espectral de
comprimento de onda utilizada foi de 1100-2280 nm. Valores de refletdncia acima
de 2280 nm s6 acrescentam ruidos aos espectros e foram portanto, excluidos.

Como o medicamento ndo apresentava um formato de comprimido ideal para a
andlise, todos os comprimidos foram macerados e novamente empastilhados.

Dois lotes deste medicamento estavam com seus prazos de validade vencidos,
um a partir de margo de 1999 (03/1999) e outro a partir de setembro de 1999
(09/1999). Dois estavam com seus prazos de validade vigentes, um com prazo até
agosto de 2000 (08/2000) e outro com prazo até novembro de 2000 (11/2000).

Pela observagédo dos espectros obtidos, como os da figura 33, néo podem ser
visualizadas diferen¢as espectrais acentuadas entre as amostras Litocit de lotes
vélidos e vencidos. Foi feita, entdo, uma analise de componentes principais (PCA)
com todas as amostras e lotes e verificada a distingdo de classes de
medicamentos vencidos e validos, como € mostrado no grafico de scores do PCA
dos lotes com validade até 03/1999 e com validade até 11/2000 da figura 34.
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Figura 33. Espectros na forma da 1* derivada das amostras de Litocit dos lotes 03/1999 (Azul) e
11/2000 (Rosa).
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Figura 34. Grafico de scores da PCA das amostras dos lotes 03/1999 e 11/2000. (Espectros
obtidos em 22/02/2000).

Com base no grafico de scores da figura 34 pode-se ver a grande separagao de

classes dos medicamentos vencidos e validos no primeiro componente principal.
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Verificada a distingdo de classes dos espectros obfidos, construiu-se um
modelo PCA com 40 espectros de 19 amostras dos dois lotes do medicamento

Litocit com prazo de validade vigente, que serviu como padrdo do medicamento.
" Este modelo utiliza 13 componentes principais para explicar 93% da variancia,
mas utilizando apenas 4 componentes principais (67 % da varidncia) & possivel
obter-se resultados seguros. Esse modelo foi posteriormente usado na
classificacdo de novas amostras de Litocit vencidos e ndo vencidos via SIMCA.

Nas classificagdes de novas amostras realizadas, em todas as analises foi
possivel verificar a classificacéo correta de 100 % das amostras de medicamentos
validos de lotes com prazo de validade 08/2000 e 11/2000 como pertencente a
classe padrédo de Litocit validos, discriminando-os dos medicamentos vencidos do
lote 03/99, que em nenhum momento foram classificados como pertencentes a
classe pa‘d:réo de Litocit validos.

O lote 09/99, apesar ser um lote do medicamento vencido, apresentou como
resultado a ndo classificagdo, na classe Litocit validos, de 80 % das amostras, e a
classificagdo de cerca de 20 % das amostras como pertencentes a classe Litocit
validos.

Uma das hipéteses para este fato, é de que por ter tido seu prazo de validade
expirado ha muito pouco tempo o medicamento ainda ndo apresentava uma
alteracao sigriiﬁcativa em sua composicéo, tanto de principio ativo quanto de
excipientes, que o faria diferir do padrdo de medicamentos vélidos.

A figura 35 mostra a classificagdo de algumas amostras no modelo Litocit valido
e & um gréfico de classificagdo S;/S, vs Leverage (H;).

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir ser possivel a analise e
identificag@o por infravermelho préximo, de medicamentos com prazos de validade
vencidos, ou que tenham alteragées quimicas de sua composi¢cido que os tornem
-diferentes do medicamento original.
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Figura 35. Gréafico de classificacfio de novas amostras vencidas e ndo vencidas no modelo Litocit
“vélido.

Como pode ser visto pelos resultados, é perfeitamente possivel a identificagdo
e claSSiﬁcég:éo correta de novas amostras de medicamentos com prazo de
validade vigente na classe padrdo do medicamento valido e a classificagéo de
amostras de medicamentos com prazo de validade vencidos, como néo
pertencendo ao modelo padrédo de medicamentos validos. Isto mostra ser possivel
a idéntiﬁcagéo de medicamentos vencidos (que sofreram alteragbes em sua
composicdo), ou que sofreram uma grande degrada¢do por ma conservac¢io,
problemas de produ¢éo ou de embalagem. |

As medidas foram efetuadas em margo de 2000, e em algumas oportunidades,
foi verificada a classificagdo de amostras de medicamentos com data de
vencimento 09/1999, como pertencendo a classe de medicamentos validos. Estas
amostras por vencerem pouco fempo antes da realizagdo das medidas, tiveram
poucas alteragdes em sua composi¢do quimica e ainda mantinham as
caracteristicas do medicamento com validade vigente.

Pode-se concluir também, ser este estudo relevante na investigagédo do uso da
espectroscopia NIR na identiﬁcagéo de medicamentos falsificados, uma vez que a
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reutilizacdo de medicamentos vencidos para comercializacio com nova data de
validade pode-se constituir em uma das formas de falsificagdes.

4.9 Identificacdo de Medicamentos Genéricos, Similares e de
Referéncia

A adocéo de uma politica de medicamentos genéricos, envolvendo a produgéo,
a garantia de qualidade, a prescrigédo, a dispensagéo e o uso dos mesmos, é parte
fundamental de uma diretriz para promog¢ao do uso racional de medicamentos no
Brasil. A promog¢do do uso racional dos ‘medicamentos é, também, uma das
principais diretrizes preconizadas pela Organiza¢&o Mundial de Saiide — OMS.

Diante do uso irracional de remédios, como os aumentos abusivos de precos e
da monopolizagéo no setor das industrias farmacéuticas, surgiu no Brasil no ano
de 1998 a necessidade da implantacdo de um sistema comumente utilizado em
paises como Estados Unidos, Inglaterra, Italia, Alemanha e Jap&o, onde os pregos
dos remédios séo até 60 % mais baratos, que é a autorizagio da fabricacdo de
medicamentos genéricos.

Medicamento genérico € uma cépia do medicamento de marca e quase sempre
custa mais barato que os medicamentos de marca, por ser produzido apés
expira¢do patentaria.

Entende-se por medicamento genérico, na concepgiio da OMS “Produto
farmacéutico intercambiavel’”, um produto farmacéutico que pretende ser
intercambiavel com o produto inovador (ou seja, deve apresentar a mesma
segurangz e eficacia do medicamento de referéncia), geralmente produzido apés
expiragao da protegéo patentaria ou outros direitos de exclusividade, e designado
pela Denomina¢éo Comum Brasileira, ou seja, niao apresenta marca. Apresenta
apenaé em sua embalagem, como nome, o nome do principio ativo utilizado e a
designac¢do de medicamento genérico da lei 9787/99.

O medicamento genérico deve conter 0 mesmo farmaco, na mesma dose,
forma farmacéutica e via de administracéo do medicamento de referéncia eleito
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pelo ministério da saide. O medicamento de referéncia corresponde a um produto
comercializado, eleito pelo ministério da salde, com eficicia, seguranca e
qualidade comprovada, com o qual os outros produtos pretendem ser
intercambiaveis na pratica clinica.

O medicamento genérico € intercambiavel com o medicamento de referéncia
porque tem qualidade assegurada através de testes /n vitro e In vivo e é
considerado seu equivalente terapéutico, ou seja, tem a mesma eficacia clinica e
o mesmo potencial para gerar efeitos adversos, em relag&o & referéncia. A
equivaléncia terapéutica, na maioria das vezes, é assegurada pelos testes de
bicequivaléncia e biodisponibilidade.

Biodisponibilidade é uma propriedade biolégica, avaliada apés a administragso
do medicamento no organismo por via extravascular, através da determinagio de
pardmetros relacionados a absorcéo do farmaco. Ela se refere & quantidade de
farmaco absorvido a partir da forma farmacéutica administrada e a velocidade do
processo de absorgéo.

A Bioeduivaléncia esta relacionada a agéo terapéutica de uma substincia ativa.
Partindo do principio de que a ac¢&o terapéutica de uma substéncia ativa depende
da sua disponibilizag@o no local de agéo, numa concentragio efetiva, durante um
periodo determinado, & previsivel que na presenca de resultados farmacocinéticos
semelhantes, obtenha-se um agéo terapéutica equivalente. Sendo assim, dois
medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando ndo forem constatadas
diferencas estatisticamente significativas entre a quantidade absorvida e a
velocidade da absorgéo [30].

A investigagio da utiizagio da espectroscopia NIR na identificagdo de
medicamentos falsificados se inclui a possibilidade de se identificar e distinguir
medicamentos genéricos de similares e de referéncia, a fim de se evitar, por
exemplo, que medicamentos genéricos, por seu custo menor, sejam reembalados
e vendidos como medicamentos de referéncia. A espectroscopia NIR também
pode atuar como ferramenta analitica no controle de qualidade da fabricagdo de
medicamentos genéricos.
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4.9.1 Analise dos Medicamentos Contendo como Principio Ativo
Ampicilina 500 mg

Pela nova lei dos medicamentos genéricos (lei 9787/99), o medicamento
genérico é uma cépia do medicamento de referéncia e sua eficacia é comprovada
pelos testes de bioequivaléncia e biodisponibilidade. Para os medicamentos
contendo o principio ativo Ampicilina 500 mg, o medicamento de referéncia
registrado no ministéric da satide é o Binotal 500 mg da Bayer S.A.. Antes da lei
dos genéricos, a indulstria farmacéutica EMS possuia no mercado brasileiro o
medicamento registrado sob a marca de Ampicilina 500 mg, que por ndo possuir
ainda os testes de bioequivaléncia e biodisponibilidade, era considerado como um
medicamento similar. No ano de 1999 a indastria EMS, visandb_ A nova lei dos
genéricos, adequou seu processo de produgdo e langou no mercado ©
medicamento sob a marca de Ampicilina 500 mg genérica, que possui
comprovada eficacia pelos testes de bioequivaléncia e biodisponibilidade e é
considerado como um medicamento genérico. | '

No presente trabalho averiguou-se a possibilidade de identificacdo de
diferengas entre medicamentos genéricos, similares e de referéncia. Para isto,
foram utilizados os medicamentos Ampicilina 500 mg (similar) e Ampicilina 500 mg
genérica, ambos do fabricante EMS e o medicamento Binotal 500 mg da Bayer
(referéncia). Estes medicamentos apresentam em sua formulacdo 575 mg do
principio ativo Ampicilina trihidratada, equivalente a 500 mg de Ampicilina anidra
(D-(-)-a-aminobenzilpenicilina) por comprimido e sdo utilizados como antibistico
sistémico simples. Os medicamentos da indlstria EMS apresentam em sua
formtlagdo amido, polietilenoglicol, glicolato de amido sédico, estearato de
magnésio, celulose microcristalina, talco, corante aluminio laca amarelo tartrazina
5 e corante laca azul 1como excipientes.

O estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa consistiu na analise e
comparagéo entre a Ampicilina similar e a Ampicilina genérica, ambas da EMS, e

outra etapa de comparagdo enire o medicamento de referéncia Binotal e seu
genérico, a Ampicilina genérica.
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4.9.2 Analise dos Medicamentos Ampicilina 500 mg Genérica e
Similar (EMS)

Para a construcdo dos padrdes de espectros deste medicamento, foram
obtidos, sempre mantendo constantes os parametros de obtengdo de espectros
estudados, 60 espectros de 6 amostras de Ampicilina similar e 80 espectros de 10
amostras de Ampicilina genérica. Estes espectros também foram obtidos variando-
se diversos parametros experimentais como faixa de comprimentos de onda
utilizado e posi¢cao da amostra, mantendo-se constantes umidade ambiente e
nimero de varreduras, visando a otimizagdo das medidas até o ajuste dos
parametros experimentais mais adequados.. Para este medicamento, a faixa
espectral de comprimento de onda utilizada foi de 1.100-2.200 nm. Valores acima
de 2.200 nm so acrescentam ruidos aos espectros no modo refletdncia e foram,
portanto, excluidos. Pela simples observagao visual dos espectros NIR de ambos
medicamentos como mostrado na figura 36, & possivel a verificagdo de diferengas
sutis. Porém, pela analise de componentes principais, foi verificada a definicao de
duas classes distintas de amostras, a classe das amostras de Ampicilina genérica

e a classe de Ampicilina similar.
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Figura 36. Espectros na forma da 12 derivada dos medicamentos Ampicilina (Azul) e Ampicilina

geneérica (Rosa).
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Esta discriminagdo é mostrada no grafico de scores da Figura 37, onde pode
ser visualizada perfeitamente a distingdo das duas classes no primeiro
componente principal.
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Figura 37. Gréafico de scores da Analise de Componentes Principais dos medicamentos Ampicilina
e Ampicilina genérica.

Com base na PCA da Figura 37, pode-se verificar que amostras de comprimido
do medicamentos Ampicilina e Ampicilina genérica, apesar de visualmente
semelhantes, possuem caracteristicas espectrais na regido NIR gue as diferem.
Sendo assim, concluiu-se ser possivel a discrimina¢do entre os dois tipos de
medicamentos, genérico e similar.

Visando a modelagem de cada ciasse de medicamento, foi construido um
modelo PCA para a Ampicilina genérica e um modelo para a Ampicilina similar. O
modelo PCA para a Ampicilina genérica utiliza 6 companentes principais (PC) e 0
modelo da Ampicilina similar utiliza 7 PCs. De posse dos modelos PCA para cada
classe, foram feitas varias classificagées, via SIMCA, de novas amostras de
Ampicilina e Ampicilina genérica. Pode ser verificado, em 100 % das analises, que
as amostras de Ampicilina genérica e similar classificaram apenas em suas
respectivas classes de padrdes, ou seja, as amostras de Ampicilina genérica
¢lassificaram como-pertencendo apenas a classe padrao Ampicilina genérica, ndo
classificando como pertencendo a classe padrdo Ampicilina similar, ocorrendo o -
~ mesmo com Ampicilina similar.
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Uma classificacao de novas amostras pode ser visualizada no grafico de S; /S,
vs Leverage (H;) da figura 38.
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Figura 38. Gréafico de S; /S, vs Leverage de classificagdo SIMCA dos medicamentos Ampicilina
genérica (a) e Ampicilina similar (b).

Na figura 38 (a), pode ser observada a classificagdo, como pertencendo a
classe padrao de Ampicilina genérica, de amostras de Ampicilina genérica apenas,
néo ocorrendo a classificagdo de amostras de Ampicilina similar nesta classe. Ja
na figura 38 (b), ocorre apenas a classificagdo de amostras de Ampicilina similar,
como pertencendo a classe padrao de Ampicilina similar, ndo ocorrendo a
classificacdo de amostras de Ampicilina genérica como pertencendo a classe
padrao Ampicilina similar.

A classificacdo das amostras dos medicamento genéricos e similares em
apenas suas respectivas classes padrao permite sugerir que estes medicamentos,
apesar de possuirem o mesmo teor de principio ativo, apresentam diferengas em
sua composi¢do. Em uma analise por HPLC, observou-se que a diferenga no teor
de principio ativo entre ambos era minima (da ordem de 8 mg em média). Assim, a
melhor hipotese para explicar as diferengas espectrais observadas, devem-se a
uma mudan¢a no teor, granulometria ou composi¢cdo dos excipientes, talvez
advinda da necessidade do fabricante de se adequar a nova legislacdo de
genéricos vigente,

no que se refere aos testes de Bioequivaléncia e

Biodisponibilidade.
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Deve-se também sugerir que o nimero excessivo de componentes principais
para os medicamentos da industria EMS tenha sido a ndo homogeneidade do
comprimido, principalmente em sua superficie.

A utilizagdo da espectroscopia NIR apresenta a vantagem da identificagdo de
medicamentos e de sua utilizagdo como ferramenta de andlise e controle de
qualidade de medicamentos genéricos, visando adequar o produto & nova lei dos
genéricos.

Com relagdo aos dois medicamentos da indistria EMS, os dois apresentam
praticamente a mesma quantidade de principio ativo, o que nos remete a hipotese
de que as diferengas espectrais observadas se devem a uma mudanga no teor
dos excipientes, talvez por necessidade do fabricante de se adequar a nova
legislagéo de genéricos vigente, no qué.'se refere aos testes de Bioequivaiéncia e
Biodisponibilidade. ‘

4.9.3 Analise dos Medicamentos Ampicilina 500 mg Genérica e
de Referéncia Binotal 500 mg

Para a construcdo dos padrdes de espectros deste medicamento, foram obtidos
e testados, sempre mantendo os pardmetros de obtencdo de espectros
estudados; 50 espectros de 17 amostras de Binotal 500 mg e 50 espectros de 8
amostras de Ampicilina genérica, na faixa espectral de 1100 a 2200 nm.

Como o medicamento Binotal ndo apresentava um formato de comprimido ideal
para a anilise, todos os comprimidos dos dois medicamentos foram macerados e
novamente empastilhados.

Pela simples observacédo do espectro NIR de ambos medicamentos da figura
39, é possivel a verificagédo de diferengas espectrais acentuadas. Através de uma
andlise de componentes principais, foi verificado duas classes distintas de
amostras, a classe das amostras de Ampicilina genérica e a classe Binotal. A
separagéo das classes se da ja no primeiro componente principal.
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Figura 39. Espectros de refletancia dos medicamentos Binotal (Azul) e Ampicilina genérica (Rosa).

Com base nos resultados da PCA da figura 40, pode-se verificar que os
medicamentos Binotal e Ampicilina genérica possuem caracteristicas espectrais
por NIR que os diferem. Sendo assim, torna-se possivel a discriminagdo entre os
dois tipos de medicamentos, mesmo apresentando o mesmo principio ativo nas
mesmas quantidades.
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Figura 40. Grafico de scores do PCA dos medicamentos Ampicilina genérica e Binotal.
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Visando a modelagem de cada classe de medicamento, foi construido um
modelo PCA para a Ampicilina Genérica e um modelo para Binotal. O modelo PCA
para a Ampicilina Genérica utiliza 8 PCs e o0 modelo do Binotal utiliza 6 PCs. De
posse dos modelos PCA para cada classe, foram feitas varias classificagdes, via
SIMCA, de novas amostras de Binotal 500 mg e Ampicilina genérica. Pode ser
verificada em 100 % das analises, que as amostras de Ampicilina genérica e
Binotal 500 mg classificaram apenas em suas respectivas classes de padrées, ou
seja, as amostras de Ampicilina genérica classificaram como pertencendo apenas
a classe padrao Ampicilina genérica, nao classificando como pertencendo a classe
padréo Binotal, ocorrendo o mesmo com o Binotal.

Uma classificagdo de 10 novas amostras pode ser visualizada no grafico de
Coomans (S; vs Sj) da figura 41.

100204 Sample Distance to Model Binotal Sample Distances
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1 * Amostras Padrdo de Binotal 500 mg
* Novas Amostras de Binotal
1.0015+ * Novas amostras de Ampicilina Genérica
Classe Binotal
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1.0005
Classe Ampicilina Genérica
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RESULTS, Significance = 5.0%, Model 2: Genérica, Model 1: Binotal

Figura 41. Grafico de Coomans de classificagcdo SIMCA dos medicamentos Ampicilina genérica e
Binotal.

Na figura 41 pode ser observada a classificacdo correta de amostras de
Ampicilina genérica na classe padrdao de Ampicilina genérica e a classificagédo de
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amostras de Binotal na classe padréo de Binotal, ndo ocorrendo a classificagédo de
amostras de um medicamento em outra classe.

A classificagdo das amostras dos medicamentos genéricos e de referéncia em
apenas sua respectivas classes padrbes, remete ao fato de que estes
medicamentos apesar de possuirem o mesmo teor de principio ativo, apresentam
diferengas em sua composic¢ao. Este fato, por sua vez, remete a hipétese de que
as diferengas espectrais observadas se devem aos excipientes que compde o
medicamento. Ndo ocorreu também em nenhuma oportunidade, a classificagdo da
Ampicilina similar nas classes Ampicilina Genérica ou do medicamento de
referéncia Binotal.

Uma hipétese formulada para as diferencas espectrais observadas entre os
medicamentos Ampicilina Genérica e 0 medicamento de referéncia Binotal,'é de
que estas diferen¢as se devem a uma composigdo diferente dos excipientes. :

Este fato mostra que o medicamento Ampicilina Genérica do fabricante EMS,
apesar de aprovado nos testes de Bioequivaléncia e Biodisponibilidade, e de ter
comprovada sua eficacia, ndo possui uma composicdo de excipientes igual ao
medicamento de referéncia Binotat 500 mg da Bayer.

A utilizacio da espectroscopia NIR apresenta a vantagem da identificacdo de
medicamentos, no intuito de se evitar que medicamentos genéricos, em vista de
seu pregc menor, 'sejam reembalados e vendidos como medicamentos de
referéncia. Outra vantagem da espectroscopia NIR, é sua utilizagdo como
ferramenta de andlise e controle de qualidade de medicamentos Genéricos,
visando adequar o produto a nova lei dos genéricos.

4.10 I|dentificagdo de Medicamentos Apresentados em Diferentes
Concentragdes

O objetivo deste estudo foi avaliar, com o auxilio da espectroscopia NIR, a
possibilidade de identificacdo e classificacdo de medicamentos apresentados em
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diferentes concentracdes. Este tipo de andlise apresenta a vantagem de identificar
o medicamento por sua dosagem do teor de principio ativo contido nos
comprimidos, visando assim sua utilizacdoc em inspegbes e fiscalizagbes de
medicamentos.

4.10.1 Analise do Medicamento Pressotec 5, 10, 20 mg

Neste estudo, utilizou-se os medicamentos Pressotec 5, 10 e 20 mg como
referéncia. Este medicamento apresenta em sua formulagdo 5, 10 ou 20 mg por
comprimido do principio ativo Maleato de Enalapril e é utilizado no tratamento de
hipertenséo essencial em todos os graus. Os comprimidos de Pressotec possuem
basicamente a mesma massa de 326 mg, em média. Para esta massa de
comprimido, o medicamento com 5 mg em sua formulagdo apresenta um teor de
- principio ativo Maleato de Enalaprii de 1,5% em massa (m/m). Para o
medicamento apresentando em sua formulagdo 10 mg, o teor de principio ativo é
de 3,1% m/m e para o medicamento apresentando em sua formutagdo 20 mg, o
_teor de principio ativo € de 6,1% m/m.

Para a construgdo dos padrdes deste medicamento, foram obtidos e testados,
mantendo-se os pardmetros de obtencdo, 50 espectros de 10 amostras de cada
um dos medicamentos Pressotec 5 mg, 10 mg e 20 mg, totalizando 150 espectros.

Todos os conjuntos de espectros foram obtidos nas duas faces do comprimido,
utilizando o suporte amostrador como referéncia (“background”), na faixa espectral
de 1100 a 2400 nm. Porém, os espectros apresentavam ruidos nas extremidades
da faixa espectral. Deste forma, utilizou-se apenas a faixa de trabalho de 1160 a
2100 nm.

Pela observagéo dos espectros na forma de 12 derivada (figura 42), quase nao
podem ser visualizadas diferengas espectrais enfre as amosfras de Pressotec.
Entao, foi feita uma analise de componentes principais com todas as amostras e

verificado a disting@o da classe do medicamento 20 mg das demais classes. Ndo
houve, no entanto, separagdo clara das classes do medicamento de 5 e 10 mg,
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como é mostrado no grafico de scores do PCA da figura 43. Este modelo exigiu 4

componentes principais.
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Figura 42. Espectros na forma de 1% derivada do medicamento Pressotec 5 mg (Rosa), 10 mg

(Azul) e 20 mg (Verde).
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Figura 43. Gréafico de scores do PCA do medicamento Pressotec 5, 10 e 20 mg.

Um dos problemas enfrentados durante a analise do medicamento Pressotec,
foi do modelo ter sido feito com amostras reais de medicamentos, sujeitas a até
+10 % de variagdo na concentragao do principio ativo e devido a semelhancas

espectrais causadas pela pequena quantidade de principio ativo das trés
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formulagdes, o que dificulta a discrimina¢do entre modelos construidos através de
PCA. '

Foi construido um modelo PCA para cada um dos 3 grupos de amostras para
verificar a classificacdo de novas amostras que nao fizeram parte do conjunto de
calibragdo. Cada modelo utiliza 3 componentes principais para descrevé-io.
Posterior a construgdo dos modelos, foram feitas classificagfes de novas
amostras de Pressotec em cada modelo e verificado a classificagdo correta, em
todas as andlises de amostras de Pressotec 20 mg em sua respectiva classe
padrio. Os medicamentos Pressotec 10 mg e Pressotec 5 mg, por possuirem uma
pequena quantidade de principio ativo, possuem caracteristicas espectrais
semethantes, ndo ocasionando uma boa separacdc de classes na analise de
componentes principaié, como mostrado na figura 43. Isto causa uma
sobreposi¢édo das classes devido a pequena distincia entre os modelos, tornando
a classificagdo de novas amostras prejudicada. Novas amostras de Pressotec 5 e
10 mg foram classificadas como pertencendo a ambas as classes, sendo assim,
néo foi possivel por este método, a distingdo de novas amostras destes dois tipos
de medicamentos. Uma classificacdo de 9 novas amostras que nao fizeram parte
do conjunto de calibragdo € mostrada na tabela de classificagdo 4. O asterisco
indica que a amostra foi classificada como pertencendo ao respectivo modelo. O
grafico de S; /S, x Leverage das figuras 44 e 45 também mostra esta classificagéo.

Tabela 4. Classificagdo de novas amostras de Pressotec 5, 10 e 20 mg nos modelos Pressotec
5, 10 e 20 mg. O asterisco em vermelho indica as classificagbes errdneas.

Prassotec Modelo Pressotec 5 mg Modelo Pressotec 10 mg Modelo Pressotec 20 mg
5mg1 * *
5mg 2 » .
5mg3 ' * *
10 mg 1 . *
10mg 2 * *
10mg 3 * *
20mg 1 *
20mg 2 *

20mg 3 *
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Figura'44. Classificagio de novas amostras de Pressotec 5, 10 e 20 mg no modelo Pressotec 20
mg.
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Figura 45. Classificagfo de novas amostras de Pressotec 5, 10 e 20 mg no modelo Pressotec 5
mg.
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4.10.2 Analise do Medicamento Pressotec 5, 10, 20 mg Utilizando
Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Airavés da Espectroscopia NIR é possivel fazer uma andlise quantitativa do teor
de principio ativo de um medicamento [10,22].

Obtém-se o espectro de um determinado nimero de amostras para a
construgdo do modelo do medicamento. Atribui-se ao espectro referente ao
comprimido, o valor obtido na quantificacdo do medicamento por um método
padrdo de quantificagdo de medicamentos como HPLC ou pelo método da
farmacopéia. Através de uma regressao por minimos Quadrados Parciais (PLS) é
possivel construir uma curva de calibragdo e posterior quantificagdo de novas
amostras. O método PLS1 é o mais recomendado para ser utilizado na calibragdo
multivariada e a validagéo cruzada (“Cross Validation®) como método de vaIidacao'.

A quantificagéo de principios ativos de novas amostras por PLS é baseada em
uma equacdo que relaciona os valores das intensidades luminosas (refletancia,
absorbéncia) do espectro NIR a cada comprimento de onda com valores de
concentragdo ou uma propriedade. Na calibragdo, coeficientes ponderam a
influéncia de cada uma das varidveis na relagdo com um valor de concentragio.
Esta equacgéo, que atribui um coeficiente ou peso ao valor de intensidade luminosa
de cada comprimento de onda e relaciona a um valor de concentragéo, é utilizada
na previsdo de novas amostras. Os coeficientes definidos na equacgdo de
calibracéo para cada variavel, sdo utilizados pela nova amostra, que a partir desta
equagéo, retorna o valor de concentragao ou da propriedade da nova amostra.

Visto nao ser possivel a discriminagdo por PCA dos medicamentos Pressotec 5
e 10 mg, foi utilizado, na tentativa de discriminag&o do medicamento por seu teor
de principio ativo, a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS). Na
regressdo por minimos quadrados parciais, uma calibracdc é construida com
espectros das amostras nas 3 concentragées e a previsao de novas amostras
fornece‘oomo resultado, o valor de concentragéo estimado. Utilizando-se o PLS,
os valores da matriz de dados s&o relacionados com o vetor de concentracgéo. Isto
faz com que na construcéo das componentes principais, os valores dos scores das
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amostras sejam . ajustados conforme o valor da concentragdo. Este ajuste da
posicdo da amostra conforme seu valor de concentragdo relacionado, fornece uma
melhor separagédo das classes, como é mostrado na figura 46. A identificagdo da
nova amostra pode entdo ser feita por comparag¢do do valor do teor previsto pelo
modelo PLS com o valor nominal. Neste caso, novas amostras serdo
consideradas como pertencendo a uma das classes, quanto maior sua
aproximagéo do valor nominal estipulado.

Para a construgdo do modelo quantitativo PLS, foram atribuidos aos espectros,
os valores nominais 5, 10 e 20 mg de teor de principio ativo do medicamento
Pressotec. Os espectros utilizados foram os mesmos utilizados no PCA.

Figura 46. Grafico de Scores do modele PLS do Medicamento Pressotec 5, 10 e 20 mg.

O modeio PLS utilizou 4 componentes principais na sua construcdo. O nimero
de componentes principais foi escolhido, com base na varidncia explicada para as
matrizes de dados e de concentragdo e com menores erros de calibragéo
(RMSEC) e previsio (RMSEP).
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Os valores dos emos de calibracdo e previsdo foram: RMSEC = 0,727 e
RMSEP = 0,809. mg. Os resultados de previsdo, para amostras do padrio,
mostram as faixas de valores quantitativos aceitaveis para cada concentragdo.
Para o medicamento Pressotec 5 mg esta faixa vai de 3,5 mg a 7 mg. Para o
medicamento Pressotec 10 mg esta faixa vai de 8 mg a 12 mg e para o
medicamento Pressotec 20 mg esta faixa vai de 18 mg a 21 mg.

A previséo para novas amostras resultou em valores de teor de principio ativo
previstos por NIR bem préximos dos valores nominais estipulados. Com isto, pode
ser efetuada a identificagédo do medicamento em cada um das formulagdes a partir
da comparagéo do valor previsto com o valor nominai.

Previsbes de 9 amostras contidas na tabela 5, exibem valores de teor de
principio ativo previstos por NIR bem préximos dos valores nominais estipulados.

Tabela 5. Previsfio de novas amostras de Pressotec 5, 10 e 20 mg por PLS

Amostra Previsto NIR (mg) Valor nominal (mg)

5mg 1 5.6 5.0
5mg 2 39 5.0
5mg 3 4.3 5.0
Média 5 mg 4.6 50
10mg 1 9.0 10.0
10mg 2 9.5 10.0
10mg 3 8.3 . 100
Média 10 mg 8.9 10.0
20mg 1 18.9 20.0
20mg 2 199 20.0
20mg 3 194 20.0
Média 20 mg 19.4 20.0

Pode-se observar deste estudo, que a distingao por PCA de medicamentos que
apresentam diferentes concentragdes de principios ativos pode ser dificultada. No
caso dos medicamentos como Pressotec 10 mg e Pressotec 5 mg, a dificuldade
advém do pequeno teor de principio ativo, proporcionando caracteristicas
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espectrais muito semelhantes a ambos, ndo permitindo uma boa separacéo de
classes com o uso da analise de componentes principais. Esta semethanca
espectral, causa uma sobreposigio das classes devido a pequena distancia entre
os modelos PCA. Sendo assim, ndo foi possivel por este método, a distingso de
novas amostras destes medicamentos. A solugéo encontrada para a identificagao
de medicamentos apresentados em diferentes concentragbes, foi a utilizagdo da
regress&o por minimos quadrados parciais (PLS) para efetuar a discriminagéio a
partir de resultados quantitativos. Os resultados obtidos por PLS se mostraram
muito bons e permitem a distingdo da formulagéo do medicamento pela previsdo
do seu teor de principio ativo.

4.11 Identificagdo de Medicamentos nas Diversas Formas de
Apresentagéo

O objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade da identificago, através da
técnica NIR, de medicamentos nas mais diversas formas de apresentagio, como
pomadas, liquidos ou xaropes e capsulas.

Muitos medicamentos, sdo apresentados nas formas descritas acima e muitas
vezes eles apresentam diferentes formulagées e teores de principio ativo quando
apresentados de outra forma, além daquela de comprimidos.

Na analise dos medicamentos na forma de pomadas e capsulas, os espectros
foram obtidos no modo refletdncia no espectrofotémetro Free Space Luminar
2030, que atua na faixa espectral de 1100 & 2400 nm. Na andlise dos
medicamentos na forma de liquidos, os espectros foram obtidos no modo
absorbéancia por inténnédio de uma sonda para liquidos, no espectrofotdmetro
Luminar 2000, que atua na faixa espectral de 850 & 1800 nm. |

Este estudo é de grande valia na investigacdo do uso da espectroscopia NIR na
identificacdo de medicamentos falsificados, principalmente por que, algumas das
principais formas de falsificagdo de medicamentos devem-se a formulagio de
capsulas, em farmacias de manipulagéo, que ndo contém o principio ativo ou nas
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quais este esta presente em teores abaixo do necessario. Outro tipo de
falsificagdo ja identificada, é a falsificacéo de cremes utilizados como anti-rugas e
estrias.

Devido a esta diversificagdo da falsificacdo de medicamentos, o estudo da
identificacdo por NIR de medicamentos apresentados nas mais diversas formas é
de fundamental importéncia.

4.11.1 Identificagdo de Medicamentos na Forma de Pomadas

Neste estudo, por suas caracteristicas apropriadas foram utilizados como
'_ medicamentos de referéncia, os medicamentos na forma de pomadas Takil, Sunil
e Piastenan. O medicamento Takil apresenta em sua formulagdo 700 mg do
principio ativo Tioconazol e 1050 mg de Tinidazol e é utilizado no tratamento de
Tricomoniases e Candidiases vaginais, isoladas ou associadas a Vulvovaginites
Bacterianas. Isto representa um teor de 2% de Tioconazol e 3% de Tinidazol em
bisnagas contendo 35 g..

O medicamento Sunil apresenta em sua formulagdo 35 mg do principio ativo
Cloranfenicol e 350 mg de Sulfacetamida sédica e & utilizado como pomada
oftalmica em infecgdes oculares. isto representa aproximadamente um teor de 1%
de Cloranfenicol e 10% de Sulfacetamida sédica em bisnagas contendo 3,5 g.

O medicamento Plastenan apresenta em sua formulagdo 50 mg g~ do principio
ativo Acexamato de Sddio e é utilizado no tratamento de queimaduras e cicatrizes.
isto representa aproximadamente um teor de 5% de Acexamato de Sédio em
bisnagas contendo 40 g. _

Para a construgdo dos padrdes deste medicamento, foram obtidos e testados,
sempre mantendo os paradmetros de obtencdo de espectros estudados, 30
espectros de amostras de Takil, 20 espectros de amostras de Plastenan e 10
espectros de amostras de Suknil, todos obtidos em um suporte plastico na faixa
espectral de 1100 a 2400 nm.
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Através da observacéo dos espectros obtidos, podem ser visualizadas grandes
diferengas espectrais entre as amostras. Foi feita entdo, uma analise de
componentes principais com todas as amostras e verificado a distingdo das trés
classes de medicamentos, como & mostrado no gréfico de scores do PCA da
figura 47.
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Figura 47. Gréfico de scores da Andlise de Componentes Principais dos medicamentos Takil,
Sulnil e Plastenan. '

Verificada a distingdo de classes dos espectros obtidos, foi construido apenas
um modelo PCA com 30 espectros do medicamento Takil, que serviu como padrio
do medicamento para classificacdo de novas amostras. Para a construgdo do
modelo PCA do medicamento foi utilizada como técnica de validagéo, a validagéo
cruzada (“Cross Validation™). '

Este modelo utiliza 3 componentes principais e foi posteriormente usado na
classificagdo de novas amostras de Takil e dos outros medicamentos via SIMCA.

Nas classificagbes de novas amostras feitas, em todas as analises, foi possivel
verificar a classificagéo correta de 100 % das amostras do medicamento Takil
como pertencendo a sua respectiva classe padrdo. Nido houve, em nenhum
momento, a classificagéo de outros medicamentos na classe Takil.

A figura 48 mostra um grafico de classificagéo S; /S, vs Leverage (H), de
algumas amostras no modelo Takil, onde pode ser visualizada a classificacio de
novas amostras de Takil apenas.
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Figura 48. Gréfico de classificagfio de novas amostras no modelo Takil. Para a classe Takil,
somente a localizag8o de algumas amostras é apresentada.

As diferengas observadas entre os medicamentos na PCA devem-se ndo s6
aos diferentes principios ativos que cada medicamento apresenta, mas a
composigao (principio ativo + excipientes) diferenciada de cada medicamento.

4.11.2 ldentificagdo de Medicamentos na Forma de Liquidos

Neste estudo, por suas caracteristicas apropriadas foram utilizados como
referéncia os medicamentos na forma de liquidos Farlac, Lactutona e Retemic. O
medicamento Farlac apresenta em sua formulagéo 667 mg mi”' do principio ativo
lactutose e é utilizado no tratamento sintomatico da constipagio intestinal. O
medicamento Labtutona também apresenta em sua formulagéo 667 mg ml™ do
principio ativo lactutose. O medicamento Retemic aprésenta em sua formulagéo 1
mg mi" do principio ativo Cloridrato de Oxibutinina e é utlizado como
antiespasmédico urinario.

Para a construgdo dos padrdes destes medicamentos, foram obtidos e
testados, sempre mantendo os pardmetros de obtencdo, 40 espectros de
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amostras de Farlac, 20 espectros de amostras de Lactutona e 20 espectros de
amostras de Retemic, todos obtidos com o auxilio de uma sonda para liquidos,
utilizando um caminho 6ptico de 10 mm, na faixa espectral de 850 a 1600 nm.
Pela observagdo dos espectros obtidos na figura 49, ndo puderam ser
visualizadas grandes diferengas espectrais entre as amostras dos medicamentos

Farlac e Lactutona que possuem o mesmo principio ativo.
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Figura 49. Espectros na forma de 1° derivada dos medicamentos Farlac (Azul) e Lactutona (Rosa).

Entao, foi feita uma analise de componentes principais com os espectros de
todas as amostras e verificada a distingdo da trés classes de medicamentos, como
@ mostrado no grafico de scores do PCA da figura 50.

Verificada a distincdo de classes dos espectros obtidos, foi construido apenas
um modelo usando PCA com 40 espectros do medicamento Farlac, que serviu
como padrdo do medicamento para classificagdo de novas amostras. Para a
construcdo do modelo PCA do medicamento foi utilizado como técnica de
validacéo, a validagao cruzada. Este modelo utiliza 3 componentes principais e foi
posteriormente usado na classificagdo de novas amostras de Farlac e dos outros
medicamentos via SIMCA.
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Figura 50. Grafico de scores da Andlise de Componerntes Principais dos medicamentos Farlac,
Lactutona e Retemic.

Nas classificagdes de novas amostras feitas, em todas as anélises, foi possivel
verificar a classificagdo correta de 100 % das amostras do medicamento Farlac
como pertencendo a sua respectiva classe padrdo. Ndo houve, em nenhum
momento a classificacdo de outros medicamentos na classe Farlac.

Pela composigdo diferente, era esperado que amostras do medicamento
Retemic, classificassem como ndc pertencendo a classe padriao do medicamento
Farlac. Em nenhum momento ocorreu a classificagédo do medicamento Lactutona
na classe Farlac, apesar de sua composicdo semelhante. Uma das hipéteses
elaborada para as diferen¢as espectrais que fazem com que seja possivel a
distingdo de medicamentos Farlac e Lactutona, é que estas diferengas devem-se a
composicio de excipientes diferenciada entre os medicamentos, j& que o principio
ativo e seu teor sdo iguais em ambos medicamentos. Contudo, novamente ndo é
possivel a observagdo de diferengas espectrais sem a ajuda de métodos
quimiometricos de analise.

A figura 51 mostra um grafico de Coomans (S; x Sj) de classificagdo de
algumas amostras no modelo Farlac, onde pode ser visualizada a classificagio
correta de novas amostras de Farlac.
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Figura 51. Gréfico de classiﬁca§é0 de novas amostras no modelo Farlac.
4.11.3 Identificagcao de Medicamentos na Forma de Capsulas

Este estudo tem por finalidade a investigagdo da possibilidade de identificagao
por NIR de medicamentos falsificados, comercializados na forma de capsulas. De
forma distinta dos comprimidos, o contetido das capsulas formulados comumente
por farmacias de manipulagéo, constitui uma das maiores fontes de adulteracéo e
falsificacdo de medicamentos.

A figura 52 mostra uma foto da forma de obtencéo dos espectros de capsulas
no modo refletdncia, empregando-se o espectrofotdmetro Free Space Luminar
2030.

Neste estudo, por suas caracteristicas apropriadas, utilizou-se como referéncia
0 medicamento na forma de capsula Primeral. O medicamento Primeral se
apresenta na forma de capsulas com aproximadamente 718 mg. Em sua
formulacéo, cada capsula apresenta 5 mg do principio ativo Bromoprida (0,7% em
massa da capsula), S0 mg de Dimeticona (7% em massa), 13 mg de Pepsina
(1,81% em massa), 24 mg de Alfa-amilase flingica (3,34% em massa) e 50 mg de
Lipase fungica (7% em massa) e é utilizado no tratamento de perturbacées e
insuficiéncia digestiva.
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Figura 52. Foto do suporte de amostra adaptado para a obtencdo do espectro de refletancia do
medicamento na forma de capsulas.

O medicamento Primeral foi escolhido para este estudo por possuir sua capsula
totalmente preenchida, ndo permanecendo espacgos entre a capsula e o produto
em seu interior. Para a construgdo dos padroes deste medicamento, foram obtidos
e testados, 52 espectros de 26 amostras de Primeral utilizando-se como
“background” a capsula vazia do medicamento, sempre mantendo os parametros
de obtencdo de espectros estudados. Para simulacdo de medicamentos
falsificados e a classificagdo de novas amostras, foram obtidos 12 espectros de 6
amostras de capsulas Primeral adulteradas preenchidas com Lactose, 8 espectros
de 4 amostras de Primeral adulteradas com Amido, 6 espectros de 3 amostras de
capsulas vazias de Primeral, 4 espectros de uma amostra do medicamento
Flogene e 4 espectros de 2 amostras do medicamento Permixon, também
utilizando-se como referéncia a capsula vazia. Todos os espectros foram obtidos
em um suporte plastico especial de capsulas, mantendo-se as capsulas em uma
unica dire¢do e na faixa espectral de 1100 a 2400 nm. A utilizacdo da capsula
vazia como “background” tem por finalidade eliminar a informagédo em comum de
todas as amostras, para que seja considerada apenas a informacao do contetdo
da capsula, onde estao os principios ativos.

As amostras de Primeral foram adulteradas retirando-se o contetido das
capsulas e adicionando-se, até completo preenchimento, Lactose e Amido.
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Foi construido um modelo PCA dos 52 espectros do medicamento Primeral
utilizando toda faixa espectral de 1100 a 2400 nm. Este modelo contém 4
componentes principais. Para a construgdo do modelo PCA do medicamento
utilizou-se a validagéo cruzada (“Cross Validation™) como técnica de validagéo.

Apds a construgdo do modelo, foram feitas classificagbes via SIMCA de novas
amostras de Primeral e dos medicamentos adulterados. Como resultado, as
previsdes de novas amostras apresentaram a classificagdo de todas as amostras
como pertencendo a classe padrdo Primeral, inclusive as adulteradas e a capsula
vazia. Ndo ocorreu no entanto, a classificacdo dos medicamentos Flogene e
Permixon. Como as capsulas dos medicamentos aduiterados e original eram
idénticas, a espectroscopia NIR ndo foi capaz de identificar e distinguir os
medicamentos adulterados do original, utilizando toda a faixa espectral. |

Foi feita uma tentativa de descarte das variaveis que continham as informagdes - :

espectrais referentes apenas a capsula, mantendo as informag¢des referentes ao
medicamento contido na capsula. Foi necessario efetuar-se, entdo, uma seleg¢éo
de variaveis. Esta sele¢éo de variaveis visa a obtencdo da informagdo espectral
do medicamento contido na capsula apenas e ndo da propria cipsula, uma vez
que nem mesmo a utilizacdo da capsula vazia como “background” foi capaz de
obter as informagées referentes ao medicamento contido na capsula. Baseando-
se nas sutis diferehgas entre 0s espectros na forma de 12 derivada, dos
medicamentos adulterados e originais, foram escolhidas trés faixas de
comprimento de onda contendo apenas 35 variaveis. As faixas escolhidas foram
de 1240-1252, 1382-1394 e 1724-1764 nm. Esta escolha foi reforcada pela
visualizag&o do pesos (“Loadings”) destas variaveis na modelagem via PCA. |
Este novo modelo com 35 variaveis necessita de 13 componentes principais
para explicagdo de 99% da variancia dos dados. Nas classificacdes de novas
amostras no novo modelo feitas, em todas as analises, foi possivel verificar a
classificagdo cormreta de 100 % das amostras do medicamento Primeral como
pertencendo a sua respectiva classe padrdo e a classificagdo como n&o
pertencendo, de amostras das capsulas adulteradas e dos outros medicamentos.
Esta élassiﬁcagéo reforca a hipétese de que as varidveis escolhidas, contém
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informacéo referentes ao conteido da capsula, permitindo a distincdo das
amostras do medicamento original dos adulterados. Deve-se, no entanto, observar
que o modelo produzido se apresenta de forma bastante complexa, exigindo um
numero expressivo de componentes principais. Desta forma, sua estabilidade
deve ser motivo de averiguagées futuras. Técnicas mais robustas de selegao de
variaveis poderdo ser também averiguadas com o objetivo de simplificar este
modelo.

A figura 53 mostra um grafico de S; /S, vs Leverage (H)), de classificacao de
amostras no modelo Primeral com apenas 35 variaveis. Neste grafico pode ser

visualizada a classificagdo correta de amostras de Primeral em sua respectiva
classe padrao.
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Figura 53. Gréfico de Classificagdo Si/S, x H; do medicamento na forma de capsulas Primeral.

Pode-se concluir destes estudos, que é possivel a identificacdo por NIR de
medicamentos nas mais diversas formas de apresentagdes: pomadas, liquidos e
capsulas.

Em vista da néo disponibilidade de medicamentos falsos na forma de pomada e
liquidos e da dificuldade de simulagdo de um medicamento falso, foi necessaria a
utilizacdo de outros medicamentos apresentados nestas formas para uma
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simulagdo da falsificagdo e para a investigacdo da possibilidade de identificagéo
de medicamentos nestas formas. A identificacdo de medicamentos na forma de
liquidos apresentou bons resultados e foi uma das analises de mais facil manuseio
experimental, ndo necessitando ajustes como posicionamento das amostras, mas
s0 a escolha do caminho 6ptico. A repetibilidade de obtencdo dos espectros se
reflete também na menor dispersdo das amostras observadas no grafico dos
scores, nos primeiros componentes principais do modelo PCA.

A identificacdo de medicamentos na forma de pomadas apresentou bons
resultados, mas a maior dificuldade deste tipo de analise é o dificii manuseio e a
superficie irregular das amostras.

. A.analise de medicamentos na forma de capsulas também representou um
desafio a técnica de identificagdo, por necessitar selegdo mais rigorosa de
var:iéveis que exprimam as informacdes do medicamento contido na cépsula.

Porém, ajustados os pardmetros experimentais e efetuada a escoiha das
variaveis a serem utilizadas, posicionamento da amostra, controle de umidade,
entre outros, é possivel a identificagdo de amostras de medicamentos nas mais
diversas formas de apresentaggo.

E importante, no entanto, observar que a distingdo entre medicamentos
faisificados ou ndo, quando apresentados na forma de capsulas seria feita de
forma mais facil removendo-os e expondo-os diretamente a radiagéo NIR.

4.12 Avaliagdo da Performance do Programa Real-Time Predictor
1.26 da Brimrose ”

Para a utilizagdo do Real -Time Predictor sdo necessarios ajustes previos de
alguns parametros fazendo-se diversas avaliagdes e repeticdes. Estes ajustes se
referem ao arquivo ou arquivos de padrdes a serem utilizados, os pré-
processamentos matematicos aplicados, numeros de varreduras, faixa de
comprimentos de onda utilizada e estipulagdo do valor de distancia critica ideal
para a clasée utilizada. Com os ajustes destes dados é possivel fazer uma
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classificacao on-line, e verificar em poucos segundos se a amostra desconhecida
pertence ou n&o a classe ou classes de referéncia.

Para avaliagdo deste método de classificagdo, foram utilizados os espectros
dos padries de medicamentos verdadeiros Aspirina utilizados na classificagsio de
novas amostras pelo programa quimiométrico Unscrambler e amostras de outros
medicamentos. |

Os resultados se mostraram muito bons quando estipulada uma distancia critica
adequada para cada medicamento, obtendo a classificagsio correta na classe
padrdo de todas as amostra verdadeiras analisadas e a nao classificagdo de
amostras de outros medicamentos. O mesmo procedimento de classificagio foi
utilizado para os medicamentos Melhoral, Ampicilina genérica e Yomax
fornecendo como resultado a classificagédo correta na classe padrao de todas as
- amostra verdadeiras analisadas e a néo classificacio de amostras de outros
medicamentos.

O medicamento Pressotec na forma de comprimidos possui trés formulages: 5,
10 e 20 mg. Este medicamento foi utilizado no intuito da avaliagéo de identificagéo
do medicamento como pertencente ou néo a classe padrio. Deve-se avaliar
também, caso o medicamento pertenga a classe padriio, a formulagio (teor de
principio ativo) em que o medicamento analisado se apresenta.

4.12.1 Analise do Medicamento Aspirina 500 mg

Na andlise do medicamento Aspirina, foram utilizados os dados do grupo
padréo contendo 200 espectros de Aspirina 500 mg de 1100 a 2000 nm, na forma
de sua 1*derivada, 300 varreduras por espectro e estipulada uma distancia critica
ideal no valor de 0,0800.

A escolha do valor ideal de distancia critica foi feita da seguinte maneira:

1. Foram obtidos 200 espectros em ambas as faces do medicamento,

mantendo-se constantes os pardmetros de obtencfo de espectros. Estes
espectros serviram como padréo do medicamento.
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2. Mantendo-se as mesmas condicbes, foram obtidos espectros de
comprimidos de Aspirina que nao fizeram parte do conjunto de amostras do
padrao.

3. Verificou-se a Distancia Critica (DC) (ver item 1.8.4) que cada amostra de
Aspirina forneceu. Este valor foi de 0,0750 em média.

4. Mantendo-se as mesmas condicbes, foram obtidos espectros de
comprimidos de composi¢édo semelhante como Melhoral, Doril e AAS.

5. Verificou-se a distincia critica que cada amostra forneceu. Os valores foram
em média de 0,1200 para o Melhoral, 0,1820 para o Doril e 0,1220 para o
AAS.

6. Estipulou-se, entdo, um valor de DC igual a 0,0800, que permite que
amostras de Aspirina sejam classificadas corretamente, nao permitindo que
amostras de Melhoral ou medicamentos semethantes sejam classificadas
na classe Aspirina.

O resultado obtido foi a classificagio correta, em todas as oportunidades, de
novas amostras de Aspirina, para as quais se obtiveram valores de distancia
critica inferiores ao estipulado para seus conjuntos e a néo classificagdo na classe
Aspirina, de amostras de outros medicamentos, que resultaram em valores de
distancia critica superiores ao estipulado para o conjunto citado acima.

Mesmo com um perfil espectral parecido, quando ajustada uma disténcia critica
ideal, ndo houve nenhum caso de classifica¢do incorreta dos medicamentos
Aspirina e Melhoral 500 mg ou de outros medicamentos similares, diferentes,
montados em laboratério ou adulterados com acréscimo de excipientes.

A figura 54 mostra a tela do programa contendo o resultado de uma das
andlises feita com uma amostra de Aspirina 500 mg verdadeira, classificada
corretamente em seu grupo.
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Figura 54. Tela do programa mostrando o espectro obtido no Real Predictor 1.26 para a
classificagdo do medicamento Aspirina 500 mg na sua classe padrdo. O espectro em
verde representa as amostras padrées de Aspirina 500 mg, o espectro em amarelo
representa a amostra utilizada na classificacdo “On Line”.

4.12.2 Analise do Medicamento Pressotec 5, 10 e 20 mg

Na analise do medicamento Pressotec, foram utilizados os dados dos trés
grupos de espectros padrdo. Do grupo padrdo contendo 50 espectros de
Pressotec 5 mg, 50 espectros de Pressotec 10 mg e 50 espectros de Pressotec 20
mg, na faixa de 1200 a 2100 nm na forma de sua 12 derivada, 300 varreduras por
espectro e estipulada uma distancia critica ideal no valor de 0,1000. O valor de
distancia critica ideal foi estipulado de maneira semelhante ao estipulado para o
medicamento Aspirina, mas utilizando outros medicamentos para se avaliar o valor
de DC que permite que amostras de Pressotec classifiquem e outros
medicamentos nado classifiquem. A andlise de novas amostras s6 poderia
apresentar 4 resultados possiveis: a ndo classificagdo da amostra em nenhum dos
grupos padrao e a classificagdo em uma das trés classes padrdo com 5, 10 e 20

mg. Além da analise qualitativa, o programa Real-Time predictor, baseado no
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modelo PLS construido no Unscrambler a partir dos espectros dos medicamentos
nas trés formulagdes, faz uma analise quantitativa da nova amostra, devolvendo
como resultado o teor de principio ativo do medicamento.

Os resultados se mostraram muito bons quando estipulada uma distancia critica
adequada para o medicamento, obtendo a classificagao correta das amostras dos
medicamentos, em suas respectivas classes padrio, que obtiveram valores de
distancia critica inferiores ao estipulado para o conjunto das trés formulagées e a
ndo classificagdo, em nenhuma das classes, de amostras de outros
medicamentos, que obtiveram valores de distancia critica superiores ao estipulado
para o conjunto citado acima. Em algumas oportunidades ocorreu a classificacdo
errnea das amostras contendo 5 mg como pertencendo a classe 10 mg e vice-
versa. Uma das hipdteses para este acontecimento, ‘é a nao distingdo das
diferencas espectrais entre os medicamentos nas duas fo:rmulagées, devido ao
pequeno teor de principio ativo de ambos. Os resultados quantitativos também
nao eram muito bons para amosiras contendo 5 mg, que apresentavam como
resuitados valores mais altos que o estipulado. Os resultados quantitativos para
amostras contendo 5 mg mostraram resultados com valores de aproximadamente
4 mg acima do valor -estipulado. Para amostras contendo 10 mg, os resultados
quantitativos apresentaram resultados com desvios de aproximadamente + 2 mg
em rela¢édo ao valor hominal estipulado. Amostras contendo 20 mg apresentaram
resultados com desvios de aproximadamente + 1 mg em relagdo do valor
estipulado.

Como pode ser observado, os resultados se apresentaram mais préximos do
valor estipulado, quando eram analisadas amostras com teores mais altos, como
os medicamentos contendo 10 e 20 mg. Pode-se com isso, observar que, quanto
maior o teor de principio ativo, melhor sera sua quantificagéo.

A tela do programa contendo o resultado de uma das analises feita com uma
amostra de Pressotec 20 mg verdadeira classificada corretamente em sua
respectiva classe padréo € mostrada na figura 55. O valor do teor de Maleato de
Enalapril obtido foi de 20,5 mg, bem préximo do valor nominal de 20 mg.
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A Luminar Predictor v 1.26
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Figura 55. Tela do programa mostrando o espectro obtido no Real Predictor 1.26 para a
classificacdo do medicamento Pressotec 20 mg na sua classe padrdo. O espectro em
vermelho, verde e azul representam as amostras padrées de Pressotec 5, 10 e 20 mg,
0 espectro em amarelo representa a amostra utilizada na classificagdo “On Line”. O
valor no quadro quantificagéo representa o valor do teor de principio ativo obtido da
quantificagcdo da nova amostra por PLS.

O tratamento de dados, utilizando o programa Real Time Predictor 1.26,
mostrou bons resultados em relagdo a classificagdo de novas amostras. Quando
se ajusta uma distancia critica ideal a cada classe de medicamentos, a
classificacdo correta das amostras dos medicamentos no respectivo modelo de
referéncia e a nédo classificacdo das amostras de outros medicamentos, foi
observada em todos os experimentos.

Este programa apresenta a vantagem de executar uma classificagdo direta e
rapida (“on-line”) de novas amostras nos modelos de espectros de referéncia.
Porém, apresenta como limitagéo de seu uso, a impossibilidade de uma escolha
de variaveis ou comprimentos de onda durante a andlise, permitindo apenas a
escolha de faixas continuas de comprimentos de onda e a exclusido de
comprimentos de onda nos extremos da faixa de trabalho. Outra limitacdo do
programa € que, antes de sua utilizacdo, deve ser efetuada uma escolha
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adequada da distancia critica (DC) ideal para cada medicamento. A escolha da
distancia critica ideal foi baseada nos valores de distancias criticas obtidas para
amostras padrées de cada medicamento e nos valores obtidos por outros
medicamentos. Esta distancia critica ideal permite que o medicamento verdadeiro
seja classificado como pertencente a classe padrdo e ndo permitindo que outros
medicamentos sejam classificados desta forma.

A analise de dados, utilizando o programa Real Time Predictor 1.26, mostrou -
também, bons resultados em relagdo a classificagdo e predicdo de valores
quantitativos de novas amostras. Este programa apresenta a vantagem de
executar uma previsdo direta dos valores quantitativos de novas amostras
utilizando modeios construidos com éspectros de referéncia.

4.13 Identificacao de Medicamentos Falsificados

Um lote de amostras reais de diversos medicamentos comprovadamente
falsificadas, foi gentiimente cedido pelo laboratério Noel Nutels do Rio de Janeiro.
Este lote & composto por amostras de medicamentos que apresentam dois tipos
de falsificagdo. Em um deles, a faisificagéo se deve A alteragdo da embalagem e
rotulagem, sendo o medicamento em si verdadeiro. O outro tipo, apresenta a
falsificagao do produto pela alteragdo de sua composigao.

Dentre os medicamentos cuja falsificagdo se deve a falsificacdo da embalagem
e rotulagem, estdo os medicamentos: Combiron liquido (Aché), Mucolin xarope
(Knoll), Tanakan F (Knoll), Aldomet 250 mg (Prodome}, Omcilon-A “M" (Squibb),
Floxacin 400 mg (Merck S.& D.) e Decadron (Prodome). Dentre os medicamentos
cuja falsificagdo se deve a falsificacdo do produto, estdo os medicamentos:
Femme com flior (Aché), Melleril 200 mg (Sandoz), Sulfanilamida p6 (Medic),
Tylenol gotas (Cilag) e Citoneurin 5000 (Merck).
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4.13.1 Medicamentos com Embalagem e Rotulagem Falsificada e
Produto Verdadeiro

Muitos dos medicamentos apreendidos, analisados e classificados como
resultado de falsificacdo sdo medicamentos que tiveram suas embalagens e
rotulagens falsificadas. O produto contido nestas embalagens é verdadeiro, ou
seja, o medicamento é realmente o fabricado pela industria, mas sua embalagem
nao corresponde a verdadeira ou dela foram apagadas a inscricido “Amostra
gratis”. Este tipo de falsificagdo ocorre principalmente pelo reembalamento de
amostras gratis em novas embalagens para sua comercializagao e corresponde a
40 % das amostras de medicamentos falsificados ép_reendidas.

O medicamento Aldomet 250 mg € um dos medicamentos cuja falsificacéo se
deu pela reembalagem de amostras gratis. Neste caso, o produto é verdadeiro,
mas sua embalagem n&o é verdadeira (Figura 56).

Figura 56. Foto da embalagem do medicamento Aldomet 250 mg verdadeira e falsas.

No intuito de se investigar se a falsificagdo do medicamento se restringia a
embalagem e rotulagem ou se estendia também ao produto, foram obtidos 60
espectros de refletdncia de 15 amostras de Aldomet 250 mg verdadeiro que
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serviram como padrao do medicamento. Foram obtidos também, 30 espectros de
10 amostras de Aldomet 250 mg falsificado. A faixa espectral utilizada de 1.100 a
2.200 nm. A figura 57 mostra os espectros do medicamento Aldomet 250 mg

verdadeiro e falso.
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Figura 57. Espectros de refletancia do medicamento Aldomet 250 mg verdadeiro (Azul) e falso
(Rosa).

O medicamento Aldomet 250 mg tem por principio ativo o composto Metildopa e
é utilizado como agente anti-hipertensivo. Os comprimidos de Aldomet 250 mg
possuem em média uma massa de 350 mg, sendo 250 mg de Metildopa (valor
nominal) e aproximadamente 100 mg de excipientes. O teor de Metildopa no
comprimido é de cerca de 71%.

Nao é possivel pela observacdo dos espectros a verificacdo de diferencgas
espectrais pronunciadas. Foi feita entdo, uma analise de componentes principais
(PCA) dos 90 espectros dos medicamentos verdadeiro e falso e verificado a nao
distingdo de classes entre medicamentos. Este fato constitui um indicativo da
similaridade entre as amostras.

Foi construido um modelo PCA dos espectros do medicamento Aldomet
verdadeiro. O modelo PCA de Aldomet 250 mg utiliza 7 componentes principais
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(PC) para explicar 78% da varidncia de seus dados, mas a utilizacdo de apenas 4
componentes principais com uma variancia de 70%, fornece bons resultados de
classificagdo. O modelo de Aldomet 250 mg construido, foi usado na classificagao
através de SIMCA de novas amostras de Aldomet 250 mg nac incluidas no
conjunto de amostras utilizadas para a construgdo do modelo PCA. Foi feita
também, a classificacdo dos 30 espectros das amostras de Aldomet 250 mg
faisificadas.

O resultado obtido foi a classificagdo na classe Aldomet verdadeiro, de todas as
amosfras de Aldomet, tanto verdadeiras quanto falsas. Estes resultados
comprovam que o produto nado é falsificado, mas apenas a embalagem do
produto.

Uma classifica¢do de novas amostras de Aldomet 250 mg e Aldomet 250 mg
falsificado é mostrada no grafico de S;/S, x Leverage (H;) da figura 58.
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Figura 58. Grafico de classificagdo de amostras de Aldomet 250 mg verdadeiras e falsas no
modelo Aldomet 250 mg verdadeiro.

Como pode ser visto no grafico da figura 58, as amostras de Aldomet
verdadeira e faisa classificam-se na classe padrido Aldomet. Este resuitado mostra
que o produto era verdadeiro, apesar de estar contido em uma embalagem do
medicamento falsificada. Foram obtidos, também, espectros dos medicamentos de
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marca Combiron, Mucolin, Tanakan F, Omcilon-A “M", Floxacin e Decadron, nas
formas verdadeira e falsa. Pela observacdo visual dos espectros e através do
SIMCA, verificou-se ndo haver diferengas significativas entre o medicamento
verdadeiro e falso de cada uma das marcas, comprovando, mais uma vez, que o
produto €& verdadeiro, apesar de estar contido em uma embalagem falsificada do
medicamento.

Nas figuras 59 e 60 sdo mostradas as fotos contendo a embalagem verdadeira
e falsa dos medicamentos de embalagem falsificada.

Figura 59. Fotos mostrando as embalagens de medicamentos apreendidas no comércio cujas
embalagens foram adulteradas. Medicamentos Tylenol (A), Decadron (B), Combiron (C), Floxacin
(D)
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Figura 60. Fotos mostrando as embalagens de medicamentos apreendidas no comércio cujas
embalagens foram adulteradas. Medicamentos Tanakan F (E), Mucalin (F) e Omcilon-A
“M” (G).

Os resultados obtidos mostram ser possivel uma identificacdo de amostras dos
medicamentos verdadeiros embalados em embalagens falsas. Isto evidencia o
potencial da espectroscopia NIR na verificagdo da autenticidade de

medicamentos.



Resultados e Discussdo 106

4.13.2 Medicamentos com Produto Falsificado

Como foi visto, muitos dos medicamentos apreendidos, analisados e de
comprovada falsificagdo sdo medicamentos que tiveram suas embalagens e
rotulagens falsificadas. O produto contido nestas embalagens é verdadeiro, mas
sua embalagem néo.

Outro tipo de falsificagdo, que traz maiores conseqiiéncias a salde, é a
falsificagdo do produto, ou seja, da alteragdo da composi¢ao do medicamento por
diminuicao do teor de principio ativo ou utilizagdo de outros compostos que nao
fazem parte do medicamento. Os medicamentos utilizados no trabalho, cuja
falsificacdo se deve a falsificagdo do produto, foram: Femme com fltor, Melleril
200 mg; Sulfanilamida p6, Tylenol gotas e Citoneurin 5000.

No intuito de se investigar a possibilidade de distincdo do medicamento
verdadeiro do medicamento de comprovada falsificagdo, foram obtidos 60
espectros de refletdncia de 30 amostras de Femme com flior verdadeiro que
serviram como padrdo do medicamento. Foram obtidos também, 10 espectros de
5 amostras de Femme com fluor falsificado. A faixa espectral utilizada foi de 1.100
a 2.200 nm. A figura 61 mostra os espectros do medicamento Femme verdadeiro
e falso.
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Figura 61. Espectros de refletancia do medicamento Femme verdadeiro (Azul) e falso (Rosa).
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O medicamento Femme & um complexo vitaminico e é utilizado como
suplemento vitaminico mineral na gravidez. Os comprimidos de Femme possuem
em média uma massa de 1430 mg.

Pela observacéo dos espectros, é possivel a verificagdo de diferengas
espectrais pronunciadas. A andlise de componentes principais (PCA) dos 70
espectros dos medicamentos verdadeiro e falso mostrou a distingdo de classes
entre os medicamentos.

Foi construido um modelo PCA dos espectros do medicamento Femme
verdadeiro. O modelo PCA de Femme utiliza 3 componentes principais (PC) para
explicar 91% da varidncia de seus dados. O modelo de Femme construido, foi
usado na classificagdo por SIMCA de novas amostras de Femme nao incluidas no
conjunto de amostras utilizadas para a construcdo do modelo PCA. Foi feita .
também, a classificacdo dos 10 espectros das amostras de Femme falsificadas.

O resultado obtido foi a classificagdo de todas as amostras de Femme
verdadeiras como pertencendo a classe padrido Femme e a classificagdo como
nao pertencendo, das amostras do medicamento falsificado. Estes resultados
mostram que o produto contido no medicamento Femme falsificado n&o possui as
caracteristicas que permitam que ele seja inserido no conjunto padrio do
medicamento verdadeiro, podendo assim, ser classificado como faiso.

Uma classificagdo de novas amostras de Femme verdadeiro e falsificado é
mostrada no grafico de Si/S, x Leverage (H;) da figura 62.

Como pode-se ver no grafico da figura 62, ocorreu a classificacéo na classe
padrao Femme verdadeira, das amostras de Femme verdadeiras e a nao
classificagdo das amostras de Femme falsas. Com a utilizagdo desta metodologia,
'baseado nos resultado obtidos, pode-se concluir que o medicamento analisado é
um produto falsificado.
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Figura 62. Grafico de classificagio SIMCA de amostras de Femme verdadeiras e falsas no
modelo Femme verdadeiro. :

- Outro medicamento analisado e de comprovada falsificagdo, utilizado no
trabalho, foi o medicamento Sulfanilamida em pé. _

O medicamento Sulfanilamida & um medicamento que tem por principio ativo a
sulfanilamida e é utilizado como agente anti-bacteriano. Este medicamento é
apresentado na forma de pé em cartuchos de 10 g.

De maneira similar ao medicamento Femme, foram obtidos 40 espectros de
refletdncia de amostras de Sulfanilamida verdadeira que serviram como padrao do
medicamento. Foram obtidos também, 6 espectros de amostras de Sulfanilamida
falsificada. A faixa espectral utilizada foi de 1.100 a 2.400 nm. O medicamento
Sulfanilamida por estar na forma de pé, precisou ser empastilhado no
empastilhador construido no laboratério.

Na figura 63 & possivel a visualizagdo dos espectros do medicamento
Suifanilamida verdadeiro e falso.
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Figura 83. Espectros de refletdncia do medicamento Sulfanilamida verdadeiro (Azul) e falso
(Rosa).

A andlise de componentes principais (PCA) dos 46 espectros dos
medicamentos verdadeiro e falso mostrou a distingdo de classes entre
medicamentos. Porém, pela observagao dos espectros, ja é possivel a verificagcdo
de diferencas espectrais pronunciadas.

Foi construido entdo, um modelo PCA dos espectros do medicamento
Sulfanilamida verdadeira. Este modelo PCA utiliza 10 componentes principais (PC)
para explicar 81% da variancia de seus dados. Porém, a utilizacdo de apenas 2
componentes principais € suficiente para uma classificagédo correta das amostras.
O modelo PCA construido foi usado na classificagdo por SIMCA de novas
amostras de Sulfanilamida néo incluidas no conjunto de amostras utilizadas para a
construcdo do modelo PCA e na classificagdo dos 10 espectros das amostras de
Sulfanilamida falsificadas.

O resultado da classificagdo obtido, foi a classificagdo como pertencendo a
classe padrdo, de todas as amostras de Sulfanilamida verdadeiras e a
classificagdo como nado pertencendo das amostras do medicamento falsificado.
Estes resultados mostram que o produto contido no medicamento Sulfanilamida

falsificado ndo possui as caracteristicas que permitam que ele seja classificado
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como pertencendo a classe padrao (medicamento Sulfanilamida verdadeiro),
podendo assim, ser classificado como falso.

Uma classificagao de novas amostras de Sulfanilamida verdadeira e falsificada
& mostrada no grafico de S;/S, x Leverage (H)) da figura 64.
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Figura 64. Grafico de classificagdo SIMCA de amostras de Sulfanilamida verdadeiras e falsas no
modelo Sulfanilamida verdadeira.

Como pode ser visto no grafico da figura 64, ocorreu a classificacdo na classe
padrdao Sulfanilamida verdadeira, das amostras de Sulfanilamida verdadeiras e a
ndo classificacdo das amostras de Sulfanilamida falsas. Com os resultados
obtidos, pode-se concluir que o medicamento analisado é um produto falsificado.

O medicamento Melleril 200 mg € um medicamento que tem por principio ativo
o Cloridrato de tioridazina e & utilizado em sintomas variados de disttrbios mentais
psicoticos e nao-psicoticos. Este medicamento, apresentado na forma de
comprimido, possui em média uma massa de 410 mg e um teor de principio ativo
de 49%.

De maneira similar aos outros medicamentos, foram obtidos 64 espectros de
refletdncia de amostras de Melleril 200 mg verdadeiro que serviram como padrao
do medicamento. Foram obtidos também, 4 espectros de 2 amostras de Melleril
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200 mg falsificado. A faixa espectral utilizada foi de 1.100 & 2.200 nm. Na figura 65
podem ser visualizados os espectros do medicamento Melleril 200 mg verdadeiro

e falso.
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Figura 65. Espectros de refletdncia do medicamento Melleril 200 mg verdadeiro (Azul) e falso
(Rosa).

Pela simples observacéo dos espectros, é possivel a verificagdo de diferencas
espectrais pronunciadas entre medicamentos. Foi construido um modelo PCA dos
espectros do medicamento Melleril 200 mg verdadeiro. O modelo PCA de Melleril
200 mg utiliza 10 componentes principais (PC) para explicar 75% da varidncia de
seus dados. Porém, a utilizacao de apenas 3 componentes principais é suficiente
para uma classificagao correta das amostras. O modelo de Melleril construido, foi
usado na classificagdo por SIMCA de 4 espectros das amostras de Melleril
falsificadas e novas amostras de Melleril ndo incluidas no conjunto de amostras
utilizadas para a construgdo do modelo PCA.

O resultado obtido foi a classificagdo, como pertencendo a classe padréo
Melleril, de todas as amostras de Melleril verdadeiras e a classificagdo como ndo
pertencendo das amostras falsas. O resultado mostra que o produto contido no
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medicamento Melleril falsificado ndo possui as caracteristicas que permitam que
ele seja classificado como pertencendo a classe do medicamento Melleril
verdadeiro, podendo assim ser considerado como falso.

Uma classificacdo de novas amostras de Melleril 200 mg verdadeiro e
falsificado é mostrada no grafico de S;/S, x Leverage (H;) da figura 66.
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Figura 86. Grafico de classificagdo SIMCA de amostras de Mellerit 200 mg verdadeiras e falsas no
modelo Melleril verdadeira.

Como pode ser visto no grafico da figura 66, ha a ocorréncia da classificagéo na
classe padrao Melleril verdadeiro, de amostras de Melieril verdadeiros, e que isto -
ndo ocorre para amostras do medicamento falsificado. Baseando-se nos
resultados obtidos, pode-se concluir que o medicamento analisado € um produto
falsificado.

O medicamento Citoneurin 5000 &€ um medicamento que tem por principio ativo
Mononitrato de tiamina (Vitamina B1), Cloridrato de piridoxina (Vitamina Bg) e
Cianocobalamina (Vitamina B1z) e é utilizado como antineuritico, antineuralgico e
suplemento vitaminico. Este medicamento apresenta em sua formulagdo drageas
com aproximadamente 700 mg, contendo 100 mg de vitamina B;, 100 mg de



Resuitados e Discussdo 113

vitamina Bs @ 5000 npg de vitamina B12. Os teores de vitamina B4, vitamina Bs e
vitamina B2 na dragea sao de 14%, 14% e 1%, respectivamente.

Foram obtidos 60 espectros de refletdncia de amostras de Citoneurin
verdadeiro que serviram como padrao do medicamento. Foram obtidos, também, 4
espectros de amostras de Citoneurin falsificado. A faixa espectral utilizada foi de
1.100 a 2.200 nm. Na figura 67, & possivel a visualizagdo dos espectros do
medicamento Citoneurin verdadeiro e falso. ’
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Figura 67. Espectros de refletdncia do medicamento Citoneurin verdadeiro (Azul) e falso
(Rosa).

Pela observagcdo dos espectros, € possivel a verificagdo de diferencas
espectrais pronunciadas entre medicamentos.

Foi construido um modelo PCA dos espectros do medicamento Citoneurin
verdadeiro. Este modelo PCA utiliza 6 componentes principais (PC) para explicar
88% da variancia dos dados. O modelo PCA construido, foi usado na classificagao
por SIMCA dos 10 espectros das amostras de Citoneurin falsificado e novas
amostras de Citoneurin ndo incluidas no conjuntc de amostras utilizadas para a
construcdo do modelo PCA.
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O resultado da classificagcdo obtido, foi a classificagdo como pertencendo a
classe padrdo, de todas as amostras de Citoneurin verdadeiro e a classificagao
como ndo pertencendo das amostras falsas do medicamento. O resultado mostra -
que'o produto contido na embalagem do medicamento Citoneurin falsificado nao
possui as caracteristicas que permitam que ele seja classificado como
pertencendo a classe padrao (medicamento Citoneurin verdadeiro), podendo
assim, ser classificado como faiso.

Uma ciassificagdo de novas amostras de Citoneurin verdadeiro e falso é
mostrada no grafico de S;/S, x Leverage (H;) da figura 68.
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Figura 88. Gréfico de classificagdo SIMCA de amostras de Citoneurin verdadeiro e falso no
maodelo Citoneurin verdadeiro.

A ocorréncia da classificacdo na classe padrdo Citoneurin verdadeiro, de
amostras de Melleril verdadeiros, e a nao classificagcdo de amostras do
medicamento falsificado, mostram que medicamento analisado n&o possui as
caracteristicas do medicamento verdadeiro. Com isto, pode-se concluir que o
medicamento analisado trata-se de uma falsificacéo.

O medicamento Tylenol € um medicamento que tem por principio ativo o
Paracetamol e é utilizado como analgésico e antitérmico. Este medicamento,
apresentado em frascos de 15 ml na forma de liquido (gotas), possui 200 mg ml™’
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de Paracetamol. Além de, neste caso, ser o produto falsificado, a embalagem
também apresentava problemas por ter sido apagada a inscri¢gdo “Amostra Gratis”,
que caracteriza falsificacao.

Com a utilizagdo de uma sonda prépria para amostras liquidas, foram obtidos
75 espectros de absorbancia de amostras de 5 lotes de Tylenol verdadeiro que
serviram como padrao do medicamento. Foram obtidos também, 10 espectros de
amostras de Tylenol falsificado. A faixa espectral utilizada foi de 850 a 1.800 nm.
Na figura 69 podem ser visualizados os espectros do medicamento Tylenol

verdadeiro e falso.
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Figura 69. Espectros de refletancia do medicamento Tylenol verdadeiro (Azul) e falso
(Rosa).

Pela simples observagao dos espectros, é possivel a verificagdo de diferencas
espectrais pronunciadas entre os medicamentos verdadeiros e falsos.

Para uma confirmacéo da nao similaridade entre medicamentos, foi construido
um modelo PCA dos espectros do medicamento Tylenol verdadeiro. O modelo
PCA de Tylenol utiliza 2 componentes principais (PC) para explicar 98% da
variancia de seus dados. O modelo de Tylenol construido, foi usado na
classificacdao por SIMCA de 10 espectros das amostras de Tylenol falsificadas e

novas amostras de Tylenol verdadeiro.
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O resultado obtido, foi a classificagdo, como pertencendo a classe padréao
Tylenol, das amostras de Tylenol verdadeiro e a classificacdo como néo
pertencendo das amostras falsas. O resultado mostra que o produto contido na
embalagem do medicamento Tylenol falsiﬂcado N0 possui as caracteristicas que
permitam que ele seja classificado como pertencendo A classe do medicamento
Tylenol verdadeiro, podendo assim ser considerado como falso.

Uma classificacdo de novas amostras de Tylenol verdadeiro e falsificado é
mostrada no grafico de Si/so X Leverage (H;) da figura 70.
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Figura T0. Grafico de classificagdio SIMCA de amostras de Tylenol verdadeiras e falsas no
modelo Tylenol verdadeiro.

Neste grafico h& a ocorréncia da classificagdo na classe padrio Tylenol
verdadeiro, de amostras de Tylenol verdadeiros, ndo havendo este fato para
amostras do medicamento falsificado. Baseado nos resultado obtidos, pode-se
concluir que o medicamento Tylenol analisado € um produto falso.
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5. Conclusoes

Este trabalho efetuou uma investigagao detalhada do uso da espectroscopia na
regido do infravermelho préximo na identificagdo de medicamentos. A influéncia
de parametros fisicos da amostra e ambientais na obtencéo dos espectros NIR foi
avaliada, permitindo estabelecer a sua relevancia. Observou-se que aspectos
como a umidade e temperatura ambientes, posicionamento da amostra, sua
geometria e granulometria devem ser considerados durante a obtenc&o dos
espectros de refletdncia. De forma a assegurar a qualidade da anélise, estes
fatores, preferencialmente, devem ser mantidos constantes ou a sua variagéo
deve ser considerada durgnté a construgéo do modelo.

A investigacdo feita mostrou resultados conclusivos para a aplicagio da
espectroscopia NIR na identificacdo de amostras reais cuja, composigdo foi
alterada, caracterizando a sua falsificagéo. Todas as amostras cuja falsificagdo se
devia a alteracdo de composigdo do produto, foram corretamente classificadas
como néo pertencendo ao conjunto de espectros das amostras verdadeiras, o que
permitiu a sua identificagdo como sendo um medicamento falsificado. Resultados
conclusivos também foram obtidos na identificagdo de amostras reais de
medicamentos cuja falsificacdo se deve a alteragdo da embalagem do produto,
que possui em seu contetudo, um medicamento verdadeiro. Todas as amostras
cuja falsificagdo se devia a alteragdo da embalagem do produto, foram
corretamente classificadas como pertencendo ao conjunto de espectros das
amostras verdadeiras.

Além desta constatacéo, taivez a mais relevante deste trabalho, a investigacdo
conduzida permite avaliar a potencialidade da espectroscopia NIR para o controle
de gqualidade de medicamentos ou a sua identificagio como falso ou verdadeiro.
Neste aspecto se destaca a capacidade derivada da técnica em distipguir
medicamentos genéricos de referéncia ou de similares, quantificar o principio
ativo, verificar alteragbes de composi¢do causadas por expiragio do prazo de
validade e realizar analises no interior da prépria embalagem do medicamento.
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A técnica NIR apresentou alta versatilidade nzio somente devido aos pontos
acima abordados, mas também pela possibilidade, demonstrada de trabalhar com
medicamentos nas suas mais variadas formas de apresentagsio: Sélido, pastas e
liquidos. Em qualquer uma das formas, a espectroscopia NIR garante a obtengéo
de resultados rapidos e n&o destrutivos.

Os programas quimiométricos avaliados se revelaram suficientes para a
utilizac&o da espectroscopia NIR para a finalidade deste trabalho. Em vista da
menor interferéncia do usuario necessaria quando a técnica PCA/SIMCA é
empregada, esta é recomendada quando comparada a 'técnica da Distancia
Critica fomecida junto com o espectrofotdmetro BRIMROSE. Esta Gltima técnica,
em vista de seu algoritmo poder ser executado a tempo real, imediata e
automaticamente apés a obtengao do espectro, possibifita uma maior agilidade na
classifica¢céo da amostra. | ,

A analise giobal dos resultados obtidos através das investigagbes feitas no
decorrer deste trabalho permite concluir que a espectroscopia NIR apresenta alto
potencial para ser empregada na fiscalizagdo de farmacos. Obviamente, um
programa real de fiscalizagdo baseado nesta técnica deveria ser precedido de
algumas medidas que somente poderiam ser implementadas através de
organismos reguladores oficiais como a agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Estes orggnismos poderiam estabelecer os procedimentos necessérios a
construgdo da biblioteca de espectros NIR de medicamentos verdadeiros,
obrigando os fabricantes a fonecerem lotes destes medicamentos e comunicarem
qualquer alteragdo de composigéo, principalmente aquelas associadas aos
excipientes. Desta forma uma biblioteca confiavel estaria sempre disponivel para a
fiscalizagéo.

Dos resultados obtidos neste trabatho, é possivel sugerir um procedimento para
a construcdo dos modelos dos medicamentos de referénbia e para sua utilizagdo
na verificagdo da autenticidade de uma amostra. Este procedimento pode ser
observado na figura 71.
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Obtengdo do medicamento de referéncia
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Figura 71. Diagrama proposto para a estratégia de utiizaclio da espectroscopia NIR na

identificac8o de medicamentos.
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