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RESUMO

O comércio ilicito de medicamentos seja por falsificacdo, contrabando ou
descaminho é um problema mundial, atualmente agravado pela facilidade de compra
e venda anbnima destes produtos pela internet. Por serem produzidos sem
obedecer as boas praticas de fabricacdo, esses produtos podem ter sua composi¢cao
completamente diferente da original, ou possuir concentracdes relevantes de
impurezas e contaminantes toxicos, podendo oferecer sérios riscos a saude publica.
Sabendo que os esteroides anabolizantes encontram-se entre as principais classes
terapéuticas irregulares, o objetivo deste estudo foi propor estratégias para uma
coleta de informacfes robusta acerca de amostras desses medicamentos,
apreendidos pela Policia Federal no estado do Rio Grande do Sul, utilizando as
técnicas de Microespectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de
Fourier no Modo Reflexdo Total Atenuada (LATR-FTIR) e Cromatografia em fase
Gasosa com deteccdo simultdnea por Espectrometria de Massas e lonizacdo de
Chamas (GC/MS/FID). Ambas foram aplicadas de maneira inédita para a anélise
forense de medicamentos anabolizantes e mostraram-se eficazes para a distingéo
entre produtos auténticos e inauténticos com base na deteccdo do principio ativo.
Através HATR-FTIR, associada aos métodos univariado de integracdo de bandas e
multivariado de resolucdo de curvas, foi possivel criar mapas de distribuicdo de
substancias em determinadas regidées da amostra. Além disso, um método analitico
por GC/MS foi satisfatoriamente adaptado para a deteccdo simultanea por FID, de
forma a possibilitar a estimativa da proporcdo relativa dos principios ativos
detectados em diferentes amostras. Através de sua aplicacado, foi possivel inferir a
irregularidade dos medicamentos devido a auséncia dos principios ativos descritos
no roétulo, pela presenca de substancias diferentes das mencionadas, assim como
pela variacdo expressiva do teor de principio ativo entre amostras de mesmo lote.
Conclui-se que ambas as metodologias sdo promissoras para a analise de
medicamentos esteroides anabolizantes questionados, e devem ser utilizadas em

conjunto para a melhor classificagdo de amostras auténticas e inauténticas.

Palavras-chave: medicamentos irregulares; esteroides anabolizantes; pATR-
FTIR; imagem quimica; GC/MS/FID; gquimiometria; analise pericial; inteligéncia

forense.






ABSTRACT

Contribution to forensic study of anabolic steroids through application of
spectroscopic, chromatographic and chemometric tools

The illicit trade of medicines is a worldwide problem, currently aggravated by
the ease of anonymous purchase and sale of these products over the Internet.
Because they usually do not comply with good manufacturing practices, these
products may have their composition completely different from the original, or may
present harmful impurities and toxic contaminants, causing serious public health
risks. Knowing that anabolic steroids are among the main irregular therapeutic
classes, the objective of this study was to propose robust methodologies for the
analysis of samples of these medicines, seized by the Brazilian Federal Police in the
state of Rio Grande do Sul, using Attenuated Total Reflection Fourier Transform
Infrared  Microspectroscopy (MATR-FTIR) and Gas Chromatography with
simultaneous detection by Mass Spectrometry and Flame lonization (GC/MS/FID).
Both techniques were applied in a novelty way for the analysis of anabolic drugs and
used to distinguish between authentic and inauthentic products based on active
pharmaceutical ingredients’ detection. Through PATR-FTIR, associated with
univariate bands integration and multivariate curves resolution methods, it was
possible to create substance distribution maps of samples. In addition, an analytical
method by GC/MS was adapted satisfactorily for simultaneous detection by FID, in
order to allow the estimation of the relative proportion of the active pharmaceutical
ingredients detected in different samples. Through its application, it was possible to
infer drugs' irregularity due to the absence of active pharmaceutical ingredients, to
the presence of substances that were not described in labels, as well as by the
expressive variation of the content of the active pharmaceutical ingredient between
samples taken from the same batch. It can be concluded from this study that the
methodologies are promising for the analysis of questioned anabolic steroid drugs,
and should be used in a complementary way for a better classification between

authentic and inauthentic products.

Keywords: irregular medicines; anabolic steroids; PATR-FTIR; chemical
image; GC/MS/FID; chemometrics; forensic analysis; forensic intelligence.
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1. INTRODUCAO







Conforme disposto na Lei 5.991/1973, medicamento €& todo o “produto
farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilatica, curativa,
paliativa ou para fins de diagndstico” (BRASIL, 1973). Para serem registrados no
Brasil, esses produtos devem ser fabricados sob normas rigidas de qualidade,
determinadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da
Resolucdo RDC N° 17/2010, além de passarem por diversos testes de qualidade,
gue garantem a sua seguranca e eficacia para o consumo (BRASIL, 2010, 1976).
Entretanto, medicamentos sdo objetos constantes do comeércio ilicito, seja por
falsificacdo, adulteracdo, contrabando ou descaminho (ORTIZ, 2013). Por né&o
atenderem requisitos legais, esses podem ser denominados “medicamentos

irregulares”, e representam sérios riscos para a saude dos consumidores.

Dentre os medicamentos irregulares, encontram-se produtos de referéncia,
similares e genéricos das mais variadas classes terapéuticas. O presente estudo
teve seu foco voltado para a analise de medicamentos anabolizantes, cujos dados
de apreensdes de medicamentos pela Policia Federal brasileira revelam ser a
segunda classe mais apreendida, ficando atrds apenas dos farmacos utilizados no
tratamento da disfuncéo erétil (AMES; SOUZA, 2012; MARCHETI, 2014).

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo horménios derivados do
colesterol, guimicamente similares a testosterona. Seu uso nha clinica ja foi
largamente documentado para o tratamento de diversas condi¢cdes médicas, como
hipogonadismo masculino, deficiéncia do metabolismo proteico, anemias graves,
insuficiéncia renal aguda, entre outros (CECCHETTO; DE MORAES; DE FARIAS,
2012; CUNHA et al., 2004). Entretanto, devido as suas propriedades anabdlicas, os
EAA tém sido muito utilizados sem fins medicinais, no intuito de melhorar

desempenho fisico, aumentar forca e massa muscular.

No Brasil, a compra regularizada de esteroides anabolizantes exige a
apresentacdo de Receita de Controle Especial em duas vias, uma vez que essas
substancias sdo controladas pela Portaria 344/98 (Lista C5), o que pode contribuir
para o aumento da demanda por esses produtos no mercado ilicito (BRASIL,
1998a). Sendo assim, quando o usuario adquire medicamentos anabolizantes para
fins ndo meédicos, pode acabar aumentando a sua exposicdo aos produtos

irregulares.
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Como a maior parte desses produtos ndo passa pelo controle de qualidade
preconizado pela ANVISA, diversos s&o 0s riscos para a sua utilizagdo. Por isso, o
combate a esse comércio € extremamente importante para a sociedade. Nesse
sentido, o papel da pericia criminal na andlise dos produtos apreendidos é
fundamental, uma vez que possibilita a materializagdo do crime e, em um passo
além, a reunido de informacBes solidas acerca do modus operandi de uma

organizacao criminal, através da inteligéncia forense.

Varias técnicas analiticas ja foram aplicadas para a verificacdo da
autenticidade de medicamentos anabolizantes, incluindo cromatografia em fase
liquida com deteccdo por ultravioleta ou espectrometria de massas, cromatografia
em fase gasosa acoplada a detectores de massas ou de nitrogénio-fésforo,
espectroscopia de infravermelho médio ou préximo, espectroscopia Raman,
ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas, entre outros (GOROG,
2004; NEVES et al., 2017; NEVES; CALDAS, 2017; NIELEN et al., 2001,
PELLEGRINI et al., 2012; PROKUDINA et al., 2015; REBIERE et al., 2016; THEVIS
et al., 2008; VAN POUCKE et al., 2007; WALTERS; AYERS; BROWN, 1990). Nesse
estudo, focamos em duas ferramentas principais: a espectroscopia de infravermelho

e a cromatografia em fase gasosa.

A primeira técnica a ser explorada foi a de Microespectroscopia no
Infravermelho Médio por Transformada de Fourier no Modo Reflexdo Total Atenuada
(LATR-FTIR). A partir da analise de comprimidos anabolizantes questionados,
buscou-se avaliar a aplicabilidade da utilizacdo dos dados de PATR-FTIR para a
criacdo de mapas de distribuicdo de principios ativos e excipientes na amostra pelos

métodos univariado de integracdo de bandas e multivariado de resolucao de curvas.

Como se trata de uma técnica ndo destrutiva aplicada a escala microscopica,
permite a analise de microvestigios com a preservacao da prova, e, portanto, a
microespectroscopia ja vem sendo estudada para diversas areas das ciéncias
forenses. Entretanto, até onde se tem conhecimento, este é o primeiro trabalho que
aplica a técnica de PATR-FTIR para a analise de medicamentos anabolizantes

questionados.
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Em seguida, foi realizada a adaptacdo de um meétodo cromatografico de
identificacdo de principios ativos anabolizantes. A metodologia explorada pelo
presente estudo foi cromatografia em fase gasosa (GC) com deteccédo simultanea
por espectrometria de massas (MS) e ionizacdo de chama (FID) (GC/MS/FID). A
cromatografia em fase gasosa foi a técnica de escolha por ja ser bastante utilizada
nos laboratérios forenses oficiais, o que facilita a sua implementagdo na rotina de
analise de anabolizantes questionados. A aplicacdo da deteccdo simultanea por MS
e FID, por sua vez, permite a realizacdo, ao mesmo tempo, da identificacdo de
principios ativos e da estimativa da sua propor¢cdo entre diferentes amostras,

agregando informacdes relevantes para a inteligéncia forense.

Dessa forma, a segunda técnica a ser utilizada foi a GC/MS/FID, aplicada a

determinacao de esteroides anabolizantes em amostras de capsulas e comprimidos
periorais, com preparo de amostra simples, originalidade e ineditismo, uma vez que

ndo ha relatos na literatura do uso dessas metodologias combinadas para analise de

anabolizantes, caracterizando mérito cientifico.

Este estudo € parte do projeto aprovado pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e pelo Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) junto a Chamada Publica
MCTI/CNPQ/CAPES/FAPS N° 16/2014 - PROGRAMA INCT, processo numero
465450/2014-8, intitulado "Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Forense (INCT
Forense)". Foi desenvolvido de acordo com o Convénio de Cooperacdo Técnico-
Cientifica vigente entre a UFRGS, através do Laboratorio de Andlises e Pesquisa em
Toxicologia (LABTOXICO) da Faculdade de Farméacia, e a Superintendéncia
Regional de Policia Federal do Rio Grande do Sul (SR/PF/RS), renovado sob
Processo n° 23078.007718/2018-66.
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2. OBJETIVOS







2.1

Objetivo Geral

Aplicar ferramentas espectroscépicas, cromatograficas e quimiométricas para

a analise de medicamentos anabolizantes na forma de comprimidos e capsulas,

tendo em vista sua aplicacdo em atividades periciais e de inteligéncia forense.

2.2.

Objetivos Especificos

Estabelecer metodologia para a andlise de comprimidos anabolizantes
guestionados através da Microespectroscopia no Infravermelho Médio por
Transformada de Fourier no Modo Reflexdo Total Atenuada (MATR-FTIR),
comparando a aplicabilidade dos métodos univariado de integracdo de
bandas e multivariado de resolucdo de curvas para a criacdo de mapas de
distribuicdo de principios ativos e excipientes;

Estabelecer metodologia para andalise de medicamentos anabolizantes
questionados na forma de comprimidos e capsulas empregando
cromatografia gasosa com deteccdo simultanea por espectrometria de
massas e ionizagao de chamas (GC/MS/FID);

Aplicar as metodologias estabelecidas para analise de amostras reais

apreendidas pela Policia Federal no estado do Rio Grande do Sul.
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3. REVISAO







3.1. A problemética dos medicamentos irregulares

7

A comercializacdo ilegal de medicamentos € um problema mundial que
acarreta sérios riscos a saude publica. Os conceitos utilizados para definir produtos
farmacéuticos irregulares estdo sob constante debate, embora as definicdes
apresentadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sejam as mais utilizadas
como referéncia mundial (DEGARDIN; ROGGO; MARGOT, 2014; REBIERE et al.,
2017).

Recentemente, a OMS adotou trés diferentes termos para denominar
produtos farmacéuticos irregulares: “produtos médicos nao registrados” para os que
nao passaram pela avaliacdo ou aprovagdao da vigilancia sanitaria; “produtos
médicos de qualidade inferior” para aqueles que, embora autorizados e produzidos
por fabricantes registrados, por algum motivo ndo conseguiram alcancar seus
padrées de qualidade ou especificagdes (ndo intencionalmente); e “produtos
médicos falsificados”, para os que intencionalmente forem modificados quanto a

identidade, composigéo ou fonte (OMS, 2018).

Estes produtos podem ser de diferentes tipos, incluindo: dispositivos médicos,
matéria-prima utilizada para a fabricacdo ou os medicamentos em sua forma
comercial. Esses Ultimos podem conter modificacbes em sua formulacao,
embalagem ou documentacdo (DEGARDIN; ROGGO; MARGOT, 2014; REBIERE et
al., 2017).

A utilizacdo de medicamentos irregulares é uma pratica de elevado risco, uma
vez que nao é possivel ter certeza acerca da composicdo dos produtos adquiridos.
Esses podem conter o mesmo principio ativo do original, porém néo
necessariamente em doses adequadas, sejam essas elevadas demais ou mais
baixas do que o recomendado. Em outros casos, o produto contém principios ativos
diferentes daqueles indicados em seu rotulo e registro, muitas vezes por serem mais
baratas ou mais faceis de adquirir, além de contaminantes e diluentes. Podem até
mesmo ndo conter principio ativo algum. Em todos o0s casos, a compra desses
medicamentos traz algum prejuizo para o consumidor, uma vez que eles podem
causar resisténcia ao tratamento, aumentar a chance de aparecimento de efeitos

adversos, causar intoxicacdoes e até mesmo a morte, por complicagdes, overdoses
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ou ineficiéncia do tratamento (DEGARDIN; ROGGO; MARGOT, 2014; OMS, 2018;
1999; REBIERE et al., 2017).

Além disso, como destacado por Sacré, et al. (2011), a producdo desses
medicamentos, em geral, ndo esta de acordo com as Boas Praticas de Fabricacao
requeridas pela vigilancia sanitaria e, portanto, € provavel que haja grande
quantidade de impurezas em sua formulagdo. Essas podem ser provenientes, por
exemplo, do uso de matérias-primas de baixa qualidade, de subprodutos e solventes
residuais da sintese do principio ativo ou de produtos de degradacdo formados
durante sua fabricagcdo ou armazenamento (KOVALESKI et al., 2007).

Estudos sugerem que o crescimento significativo do fenémeno de producéo
de medicamentos falsificados pode estar associado a facilitacdo do acesso as
tecnologias necessérias para copiar produtos farmacéuticos genuinos (FERNANDEZ
et al., 2011). Essa questdo é ainda agravada pelo livre comércio desses produtos
através da internet, o qual tem crescido exponencialmente nestes ultimos anos por
diversos motivos. Um deles é a conveniéncia: com apenas alguns cliques é possivel
adquirir o produto desejado, até mesmo sem necessidade de apresentacdo de
receita médica. Além disso, o comércio pela Internet oferece anonimato, o que é
muito atraente tanto para consumidores que buscam tratamento para condicdes
estigmatizadas, como a impoténcia sexual, quanto para todos os integrantes da
cadeia de suprimento de medicamentos irregulares, visto que fabricantes,
atacadistas, distribuidores e revendedores ndo precisam se identificar para que
possam realizar suas vendas em sites fraudulentos (DEGARDIN; ROGGO;
MARGOT, 2014; OMS, 2018). Sabendo desse panorama, estima-se que mais da
metade dos medicamentos vendidos pela internet sejam irregulares (DEGARDIN;
ROGGO; MARGOT, 2014). Esse numero é reduzido para 10% quando se fala do
comércio em geral (HURTADO; LASMAR, 2014). Entretanto, como essa € uma
atividade ilegal, ndo é possivel determinar qual porcentagem desses produtos néo é

sequer detectada pelas autoridades.

Do ponto de vista legal, a falsificagdo e o comércio irregular de medicamentos
sdo considerados infragcbes de natureza sanitaria, previstas na Lei n°® 6437/1977,
além de crimes contra a saude publica, previstos nos artigos 273, 274, 275 e 276 do
Caodigo Penal brasileiro (BRASIL, 1998b, 1977, 1940).
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“Art. 273 - Falsificar, corromper, adulterar ou alterar produto destinado
a fins terapéuticos ou medicinais:

Pena - reclusao, de 10 (dez) a 15 (quinze) anos, e multa.

8§ 1° - Nas mesmas penas incorre quem importa, vende, expde a venda,
tem em depdsito para vender ou, de qualquer forma, distribui ou
entrega a consumo o produto falsificado, corrompido, adulterado ou
alterado.

8 1°-A - Incluem-se entre os produtos a que se refere este artigo os
medicamentos, as matérias-primas, 0s insumos farmacéuticos, o0s
cosmeéticos, os saneantes e 0s de uso em diagndstico.

8§ 1°-B - Esta sujeito as penas deste artigo quem pratica as acdes
previstas no 8 1° em relacdo a produtos em qualquer das seguintes
condicoes:

| - sem registro, quando exigivel, no 6rgdo de vigilancia sanitaria
competente;

Il - em desacordo com a férmula constante do registro previsto no
inciso anterior;

lIl - sem as caracteristicas de identidade e qualidade admitidas para a
sua comercializacao;

IV - com reducgé&o de seu valor terapéutico ou de sua atividade;
V - de procedéncia ignorada;

VI - adquiridos de estabelecimento sem licenca da autoridade sanitaria
competente.

§ 2° - Se o crime é culposo:
Pena - detencéo, de 1 (um) a 3 (trés) anos, e multa. (...)

Art. 274 - Empregar, no fabrico de produto destinado a consumo,
revestimento, gaseificacdo artificial, matéria corante, substancia
aromatica, anti-séptica, conservadora ou qualguer outra n&o
expressamente permitida pela legislacéo sanitéaria:

Pena - recluséo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa. (...)

Art. 275 - Inculcar, em invélucro ou recipiente de produtos alimenticios,
terapéuticos ou medicinais, a existéncia de substancia que néo se
encontra em seu conteudo ou que nele existe em quantidade menor
gue a mencionada:

Pena - recluséo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa. (...)
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Art. 276 - Vender, expor a venda, ter em deposito para vender ou, de
gualquer forma, entregar a consumo produto nas condi¢cdes dos arts.
274 e 275.

Pena - recluséo, de 1 (um) a 5 (cinco) anos, e multa.”

(BRASIL, 1940)

Todos esses casos de irregularidade sdo considerados crimes hediondos e,
portanto, sdo inafiancaveis e insuscetiveis de anistia, graca ou indulto (BRASIL,
1990).

Os medicamentos alvos de falsificacdo, contrabando e descaminho variam
para cada regido do planeta, podendo ser de qualquer classe farmacoldgica.
Estudos brasileiros indicam que os principais medicamentos irregulares no Brasil sédo
aqueles utilizados no tratamento da disfuncdo erétil e, em segundo lugar, os
esteroides anabolizantes, o que se pode explicar pela alta demanda pela populacéo
brasileira e pelo elevado preco desses produtos (AMES; SOUZA, 2012; HURTADO;
LASMAR, 2014; MARCHETI, 2014). Por isso, os esforcos para o controle desse

problema devem ser focados, inicialmente, nessas classes farmacoldgicas.

O nosso grupo de pesquisa ja explorou diversas técnicas para a analise dos
medicamentos destinados ao tratamento da disfuncdo erétil, contemplando
diferentes abordagens, como a identificacdo e quantificacdo de substancias
farmacologicamente ativas, a aquisicdo dos perfis tecnolégico, organico e inorganico
de amostras comerciais e questionadas, e 0 processamento de imagens. As
metodologias desenvolvidas pelo grupo, com o objetivo de detectar falsificacbes dos
produtos comerciais Cialis® e Viagra® e de classificar amostras questionadas

similares, incluem:

- Obtencdo do perfil tecnologico dos comprimidos através da medida de suas
caracteristicas pds-compressdo (massa, espessura, comprimento longitudinal e

comprimento transversal), associado a analise qumiométrica por Analise de
Agrupamentos Hierarquicos (HCA) (ORTIZ et al., 2012b);
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- Processamento de imagens dos comprimidos, obtidas em Comparador
Espectral de Video (VSC) sob condicbes de iluminacdo controladas, através da
construcdo de modelo estatistico baseado nos componentes de cores RGB (JUNG
et al., 2012);

- Obtencédo de perfil térmico através de analise por Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC), associada a analise quimiométrica por HCA (SANTOS et al.,
2019);

- Caracterizagcdo quimica através da analise por Espectroscopia no
Infravermelho Médio por Transformada de Fourier no Modo Reflex@o Total Atenuada
(ATR-FTIR), associada a analise quimiométrica por Andalise de Componentes
Principais (PCA) (ORTIZ et al., 2013a);

- Desenvolvimento de diferentes abordagens multivariadas de selecdo de
comprimentos de onda e de classificagdo entre amostras auténticas e inauténticas,
partindo de dados de caracterizacdo quimica por ATR-FTIR (ANZANELLO et al.,
2017, 2014a, 2014c, 2013; KAHMANN et al., 2018b);

- Obtencéo do perfil inorganico (presenca de metais) por Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-x (XRF), associada a andlise quimiométrica por PCA e HCA
(ORTIZ et al., 2012a);

- Obtencédo do perfil organico por Espectrometria de Massas com lonizacao
por Electrospray (ESI-MS) com infusdo direta, associada a analise quimiométrica por
PCA (ORTIZ et al., 2011);

- Determinacdo de principios ativos por Cromatografia Liquida de
Ultraeficiéncia com Detecgdo por Arranjo de Diodos (UPLC-DAD) (ORTIZ;
ANTUNES; LINDEN, 2010);

- Caracterizacdo quimica por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia com
deteccdo de Arranjo de Diodos e de Espectrometria de Massas com lonizacao por
Electrospray (UPLC-DAD-ESI-MS), associada a analise quimiométrica por PCA e
HCA (ORTIZ et al., 2013b);
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Considerando as extensas pesquisas realizadas por nosso grupo de pesquisa
para analise dos medicamentos utilizados no tratamento da disfungdo erétil,
portanto, o presente estudo teve seu foco voltado para a segundo classe mais

apreendida: a dos esteroides anabolizantes.

3.2. Esteroides anabolizantes

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA), ou esteroides anabolizantes,
sdo hormonios derivados do colesterol, quimicamente similares a testosterona. Seu
uso na clinica ja foi largamente documentado para o tratamento de diversas
condicbes médicas, como: hipogonadismo masculino; deficiéncia do metabolismo
proteico decorrente de politraumatismos; queimaduras e pdos-operatorios; anemias
graves; insuficiéncia renal aguda; perda de massa muscular corporal devido ao
cancer e a sindrome da imunodeficiéncia adquirida; entre outros (CECCHETTO; DE
MORAES; DE FARIAS, 2012; CUNHA et al.,, 2004). Entretanto, devido as suas
propriedades anabdlicas, os esteroides anabolizantes tém sido muito utilizados por
homens e mulheres saudaveis sem fins medicinais, no intuito de melhorar

desempenho fisico, aumentar a for¢ca e a massa muscular.

Estimativas recentes do uso de EAA no Brasil indicam que a prevaléncia de
uso varia entre 2,1% e 31,6%, de acordo com a regido e a populagédo analisada. Em
geral, maior prevaléncia tem sido encontrada entre os frequentadores de academias,
compostos por atletas recreativos e praticantes regulares de atividade fisica, que
buscam essencialmente obter melhores resultados fisicos e estéticos (ABRAHIN; DE
SOUSA; SANTOS, 2014).

O uso indiscriminado, abusivo e ndo terapéutico dos esteroides anabolizantes
esta relacionado a uma série de efeitos toxicos e colaterais, relacionados,
principalmente, a suas propriedades androgénicas. Esses incluem alteragbes
dermatoldgicas, musculoesqueléticas, endocrinas, geniturinarias, cardiovasculares,
hepaticas e psicologicas (ABRAHIN; DE SOUSA, 2013). Especificar essas
alteracdes em detalhes foge do escopo desse estudo, porém, cabe salientar que aos
esteroides anabolizantes irregulares somam-se ainda riscos relacionados a baixa

qualidade dos produtos adquiridos e ao potencial toxicolégico de principios ativos de
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outras classes farmacoldgicas utilizados na sua adulteracdo, além de possiveis

contaminantes, adulterantes e/ou produtos de degradacéao.

Ressalta-se que, no Brasil, a compra regularizada de esteroides
anabolizantes exige a apresentacdo de Receita de Controle Especial em duas vias,
uma vez que essas substancias sdo controladas pela Portaria 344/98 (Lista C5),
tornando o0 processo de compra mais complexo, o que pode, em certo grau,
contribuir para 0 aumento da demanda por esses produtos no mercado ilicito
(BRASIL, 1998a). Dessa forma, quando o usuario adquire medicamentos
anabolizantes para fins ndo médicos, pode acabar aumentando a sua exposi¢cao aos
produtos irregulares, provenientes de falsificacdo, adulteracdo, contrabando e
descaminho. Esses s&o comercializados principalmente em academias, lojas

esportivas e atraves de sites na internet (REBIERE et al., 2016).

Um estudo retrospectivo, realizado com dados obtidos através de laudos
emitidos pela Policia Federal brasileira, verificou que aproximadamente um terco dos
produtos anabolizantes investigados entre 2006 e 2011 foi considerado falso.
Desses produtos, 48,6% ndo apresentavam nenhum principio ativo, 28,3%
apresentavam principios diferentes dos declarados nos rétulos, 5,7% apresentavam
apenas algumas das substancias descritas e 1,4% continham substancias adicionais
as declaradas (NEVES; MARCHETI; CALDAS, 2013). Com esse panorama, €
possivel verificar que o risco da utilizacdo de esteroides anabolizantes é bastante
elevado, e infelizmente, seu comércio estd bem consolidado no Brasil. Portanto,
esforcos devem ser aplicados para o combate desse problema, sendo um dos focos
de trabalho relacionado ao desenvolvimento de novas metodologias para andlise

dos produtos apreendidos.

Véarias técnicas analiticas ja foram aplicadas para a verificacdo da
autenticidade de medicamentos anabolizantes, incluindo cromatografia em fase
liquida com deteccéo por ultravioleta ou espectrometria de massas, cromatografia
em fase gasosa acoplada a detectores de massas ou de nitrogénio-fosforo,
espectroscopia de infravermelho médio ou proximo, espectroscopia Raman,
ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas, entre outros (GOROG,
2004; NEVES; CALDAS, 2017; NEVES et al.,, 2017; NIELEN et al., 2001;
PELLEGRINI et al., 2012; PROKUDINA et al., 2015; REBIERE et al., 2016; THEVIS
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et al.,, 2008; VAN POUCKE et al.,, 2007; WALTERS; AYERS; BROWN, 1990;
WALTERS). Nesse estudo, focamos em duas ferramentas principais: a

espectroscopia de infravermelho e a cromatografia em fase gasosa.

3.3. Espectroscopia de infravermelho

A Espectroscopia de Infravermelho é uma técnica analitico-instrumental de
espectroscopia vibracional. Engloba o infravermelho proximo (NIR), o infravermelho
médio (MIR) e o infravermelho distante (FIR), os quais utilizam as faixas do espectro
eletromagnético em que as ligacdes moleculares vibram, de 12800 — 4000 cm™,
4000 — 400 cm™ e 400 — 10 cm™, respectivamente (CHALMERS; EDWARDS;
HARGREAVES, 2012). Essas técnicas tém como principal vantagem o oferecimento
de medidas répidas, ndo destrutivas e extremamente informativas da composicédo
quimica de uma amostra, qualidades essas indispensaveis para aplicacdo nas
ciéncias forenses, cujas amostras geralmente apresentam-se em quantidades
reduzidas e cujos resultados devem ser confirmados por varias técnicas antes de

serem liberados em um laudo pericial.

Os equipamentos mais utilizados para a aplicagcdo da MIR atualmente sao os
denominados espectrémetros de infravermelho médio com transformada de Fourier
(FTIR). Esses instrumentos coletam informacdes de todos os numeros de onda
simultaneamente através da medicdo de um interferograma. Como esse sinal é
muito complexo para ser diretamente interpretado, deve ser traduzido em um gréfico
de intensidade versus frequéncia, o espectro, através da operacdo matematica
denominada transformada de Fourier. Suas vantagens sobre os tradicionais
espectrometros dispersivos sdo a producdo de espectros muito mais rapidamente e
a obtencdo de uma melhor relacdo sinal-ruido (PAVIA et al., 2010; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Em um espectrometro FTIR, as amostras podem ser medidas nos modos de
transmissdo ou reflexdo. Para soélidos espessos, a técnica de amostragem de
Refletancia Total Atenuada (ATR) € mais indicada, pois independe da espessura da
amostra e muitas vezes nao exige seu tratamento prévio, uma vez que o sélido é

posicionado diretamente em contato com a superficie de um cristal para a obtencéo
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dos dados espectroscopicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; SKOOG,;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A espectroscopia de infravermelho pode ser aplicada para andlise de diversos
tipos de vestigios e permite manter a amostra inalterada apds a analise, permitindo a
sua preservacao, a realizacao de analises adicionais e a repeticdo dos exames em
contraprovas. Por isso, a técnica de ATR-FTIR € uma ferramenta muito utilizada nas
ciéncias forenses atualmente. Alguns exemplos abrangem a sua utilizagdo na
datacdo de tintas e canetas em documentos questionados, a caracterizacao quimica
de drogas ilicitas e a deteccdo de falsificacdo de medicamentos (CARVALHO et al.,
2019; GONZALEZ, 2018; KAHMANN et al., 2018a; MARCELO et al., 2015; ORTIZ et
al., 2013a).

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando ha anos com a andlise de
medicamentos irregulares, empregando diversas metodologias analiticas
(ANZANELLO et al., 2017, 20144, 2014c, 2013; JUNG et al., 2012; KAHMANN et al.,
2018b; MARIOTTI et al., 2013; ORTIZ; ANTUNES; LINDEN, 2010; ORTIZ, 2013;
ORTIZ et al., 2013a, 2013b, 2012a, 2011; SANTOS et al., 2019). Em um dos
trabalhos publicados, diversas técnicas utilizadas para a deteccdo da falsificacao
dos medicamentos Viagra® e Cialis® foram comparadas. A conclusédo do grupo foi
de que a espectroscopia no infravermelho médio, aliada as técnicas de
quimiometria, foi uma das técnicas que mostrou melhores resultados quando
utilizadas para a deteccéo de falsificacdes (ANZANELLO et al., 2014b).

Considerando que os dados de infravermelho j& vém sendo largamente
utilizados pelo nosso grupo de pesquisa e pelos setores de pericia da Policia
Federal brasileira, no presente trabalho buscou-se explorar uma nova aplicacéo
dessa metodologia: a utilizacdo da microespectroscopia de infravermelho médio

como auxiliar na detecgéo de medicamentos irregulares.

3.3.1. Microespectroscopia

A microespectroscopia, resultante da combinacdo de espectrémetros com

sistemas de microscopia éptica, € uma técnica que permite realizar a inspecéo visual
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microscoépica e a coleta de espectros de uma pequena regido da amostra. Em outras
palavras, € uma técnica que permite a aplicacdo da andlise espectroscopica em

escala microscopica.

Por realizar a aquisicdo de espectros de areas menores do que a
espectroscopia convencional, a probabilidade de deteccdo de materiais tracos em
uma amostra é bem maior quando a microespectroscopia é aplicada, o que torna a
técnica extremamente relevante para o estudo de microvestigios. Nesse sentido,
essas técnicas ja vém sendo largamente utilizadas na area forense. Alguns
exemplos de aplicacdo incluem o estudo de cruzamento de tracos de canetas na
documentoscopia, a distincdo entre fibras téxteis naturais e sintéticas provenientes
de cenas de crime, deteccao de residuos de drogas ou explosivos em impressfes
digitais latentes, entre outros (CHALMERS; EDWARDS; HARGREAVES, 2012;
DAVIS; SCOTT CARNEY; BHARGAVA, 2011; EWING; KAZARIAN, 2017).

3.3.2. Mapeamento quimico

A espectroscopia de infravermelho, macroscépica ou microscépica, assim
como as demais técnicas de espectroscopia vibracional, pode ser utilizada para a
aquisicdo de imagens quimicas de uma determinada amostra, ou seja, para a
obtencdo de informacfes espectrais e espaciais de determinada superficie a ser
analisada. Esse procedimento, de mapeamento quimico, pode ser obtido por
diferentes metodologias, dependendo do tipo de equipamento e do detector que

compde o sistema espectroscdpico em uso.

O mapeamento de pontos por microespectroscopia de infravermelho com
detector de elemento Unico foi a técnica utilizada para o nosso trabalho. Nessa
metodologia, primeiramente, utilizando uma imagem obtida pelo microscépio optico,
localiza-se uma regido de interesse e define-se uma matriz de pontos a serem
analisados na superficie da amostra. Em seguida, com a utilizacdo de uma
plataforma de amostragem motorizada, para cada posicao definida, um espectro de
infravermelho é medido e armazenado junto de sua informacdo espacial, até que
todos os pontos sejam analisados. Apos o tratamento dos dados, € possivel

apresentar os resultados quimicos em um gréafico que represente distribuicdo de um
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componente especifico da amostra (CHAN; KAZARIAN, 2003; GENDRIN; ROGGO;
COLLET, 2008).

As imagens quimicas também podem ser obtidas a partir das metodologias de
varredura de linha, em que espectros de uma linha da matriz sdo adquiridos por vez,
e de imageamento global, em que todos os pontos da matriz sdo adquiridos de uma
vez, através da utilizacdo de detectores multicanais do tipo matriz de plano focal
(FPA) (GENDRIN; ROGGO; COLLET, 2008; SACRE et al., 2014). Cada sistema
possui suas vantagens e desvantagens, as quais estao relacionadas principalmente
com tempo de aquisicdo da imagem, quantidade de ruido e resolucdo espectral,
devendo a escolha do melhor método ser estudada para cada aplicacdo especifica.
Por exemplo, enquanto a metodologia de imageamento global possui a vantagem de
ser mais rapida, por permitir a coleta de milhares de espectros simultaneamente, a
relacdo sinal-ruido tende a ser melhor quando os espectros sdo adquiridos por
mapeamento de pontos (CHAN; KAZARIAN, 2006; GENDRIN; ROGGO; COLLET,
2008).

Em todos os casos, o resultado do experimento € uma matriz tridimensional,
formada por duas dimensbes espaciais (x e y) e uma dimensao espectral (A)
(SACRE et al., 2014). Em outras palavras, para cada ponto da imagem quimica ha
um espectro na terceira dimensdo e, por isso, essa imagem também pode ser
denominada como imagem hiperespectral (GENDRIN; ROGGO; COLLET, 2008).

O objetivo do processamento de dados nesses estudos, além da
caracterizacdo de substancias, como na andlise espectroscépica tradicional, é
também a obtencdo de mapas de distribuicdo de determinados componentes em
uma superficie, o que traz uma maior facilidade de interpretacao dos resultados
obtidos pela espectroscopia. Os resultados para diferentes amostras podem ser
comparados entre si de maneira muito mais simples, através de uma analise visual

das imagens.

Outra vantagem do mapeamento quimico em relacdo a analise
espectroscopica tradicional € a possibilidade de deteccdo de diversos analitos
simultaneamente. A deteccdo de impurezas, por exemplo, € aumentada com o

mapeamento, poiS mesmo que essas possuam concentragdes superficiais muito

43



baixas, ainda podem fornecer sinais intensos em pontos especificos da amostra (DE
JUAN et al., 2004). Essa vantagem é maximizada quando se utiliza a técnica de
microespectroscopia para 0 mapeamento quimico, pois como a regido amostrada é
menor, 0S espectros obtidos em cada posicdo do mapa possuem menos
interferéncia das substancias ao seu redor (LANZAROTTA, 2016).

Devido a essas e outras vantagens, as técnicas de espectroscopia de imagem
tém sido utilizadas nas mais diversas areas das ciéncias forenses, que usualmente
precisam resolver questfes relacionadas a andlise de tragcos ou que exijam a
comparacao entre amostras questionadas e de referéncia, bem como necessitam
preservacao do material pericial. Exemplos de aplica¢des incluem estudos da area
de papiloscopia forense, relacionados a diferenciacdo da composicdo lipidica e
proteica de impressfes digitais latentes de diferentes doadores, a alteragdo da sua
composicdo de acordo com o tempo de deposicdo (para fins de datacédo) e a analise
de impressdes digitais em diferentes substratos sem a necessidade de aplicar
reveladores quimicos (ANTOINE et al, 2010; CHALMERS; EDWARDS;
HARGREAVES, 2012; EWING; KAZARIAN, 2017; GONZALEZ et al., 2020; RICCI et
al., 2007a; WILLIAMS; SCHWARTZ; BARTICK, 2004). Outras aplicacbes forenses
incluem a verificacdo da alteracdo documental através da andlise de tintas e
suportes, a determinagcdo do envelhecimento de vestigios biolégicos através de sua
composi¢do quimica, a comparacao de lascas de tintas multicamadas em vestigios e
suspeitos, a autenticacdo de obras de arte e a analise toxicologica de cabelo e
tecidos animais (CHALMERS; EDWARDS; HARGREAVES, 2012; DOTY; MURO;
LEDNEV, 2017; EWING; KAZARIAN, 2017; FLYNN et al., 2005; LANZAROTTA,
2016; PEREIRA et al., 2017).

O mapeamento quimico por espectroscopia vibracional também vem sendo
largamente utilizado para a andlise de amostras heterogéneas, quando a informagéo
sobre a distribuicdo de seus componentes na matriz é relevante para o estudo, como

€ 0 caso da andlise de produtos farmacéuticos.

Um dos critérios basicos para a produgédo de um medicamento de qualidade é
a obtencédo de misturas farmacéuticas homogéneas previamente a sua preparacao,
compressdo ou encapsulamento, de modo a assegurar a obtencdo de doses
unitarias reprodutiveis (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007). Nesse sentido, a
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espectroscopia de imagem tem sido muito utilizada na area farmacéutica de controle
de qualidade de producéo e de produtos finalizados, em aplicagcdes que envolvem a
avaliacao da distribuicdo dos componentes da formulag¢édo, do tamanho de particulas
e da uniformidade da mistura, e a caracterizacdo de formas polimorficas (CHAN;
ELKHIDER; KAZARIAN, 2005; CHAN; HAMMOND; KAZARIAN, 2003; CHAN;
KAZARIAN, 2006; GENDRIN; ROGGO; COLLET, 2008; MAZIVILA; OLIVIERI,
2018).

Sabendo que medicamentos irregulares muitas vezes diferem dos auténticos
pela auséncia de controle de qualidade, diversos estudos tém aplicado essas
ferramentas também na verificacdo de autenticidade de medicamentos (GENDRIN;
ROGGO; COLLET, 2008). Puchert e colaboradores (2010), por exemplo, estudaram
a falsificagdo de comprimidos contendo o beta-bloqueador hemifumarato de
bisoprolol através da metodologia de imageamento global por FT-NIR e analise
multivariada de dados. Nesse estudo, em que foi possivel identificar e determinar a
distribuicdo dos componentes em medicamentos auténticos e falsificados, os
autores indicaram que a verificagcdo da homogeneidade desses comprimidos pode
ser utilizada para a determinacdo de sua falsificagdo (PUCHERT et al., 2010).
Outros estudos que aplicaram o mapeamento por espectroscopia de infravermelho
proximo incluem a avaliacdo de autenticidade de medicamentos a base de
carbamazepina, lamivudina e citrato de sildenafila, todos utilizando métodos
multivariados para a criacdo de mapas de distribuicdo de principios ativos e
excipientes (LOPES et al., 2010; SABIN et al., 2013; SABIN; ROCHA; POPPI, 2011).

O imageamento global por espectroscopia de infravermelho médio também ja
foi explorado em alguns estudos para a analise de autenticidade de medicamentos.
O grupo de pesquisa composto por Ricci e colaboradores, por exemplo, aplicou a
técnica de ATR-FTIR tradicional (RICCI et al., 2007c) e a técnica pPATR-FTIR (RICCI
et al., 2007b) de para a analise de comprimidos de artesunato, criando mapas de
distribuicdo de principios ativos e excipientes, por método univariado, o que permitiu
a identificacdo da composicdo das amostras e a sua classificagdo como auténticas

ou inauténticas.

Lanzarotta e colaboradores (2011), por sua vez, optaram por comparar 0S

resultados obtidos por ATR-FTIR convencional e pelo imageamento por HATR-FTIR,
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concluindo que as técnicas utilizadas sdo complementares. Enquanto o
infravermelho tradicional é capaz de diferenciar comprimidos auténticos de
inauténticos a partir da comparacéo de seus perfis espectrais com os produtos de
referéncia, a técnica de imageamento por microespectroscopia permite a analise de
distribuicdo de componentes minoritarios da formulagéo, possibilitando detectar as
minimas diferencas qualitativas entre as formulagbes suspeitas e auténticas
(LANZAROTTA et al., 2011). Essa abordagem é especialmente relevante quando os
produtos em analise possuem registro de todos os componentes de sua formula,
como é o caso dos medicamentos comercializados no Brasil. Se a partir da andlise
microespectroscopica for detectado um excipiente ou principio ativo que ndo foi
descrito no registro do medicamento, é possivel considera-lo irregular mesmo sem

realizar a andalise quimica de um produto auténtico para comparacao.

A interpretacdo de mapas de distribuicdo de componentes criados a partir das
técnicas de microespectroscopia também é relevante no caso de falsificacdes mais
elaboradas, em que os compostos da formulagdo podem encontrar-se nas mesmas
quantidades que no produto auténtico, porém ndo sdo homogeneamente distribuidos
no comprimido. Esse tipo de informacéo ndo poderia ser obtido através das técnicas
espectroscopicas tradicionais, nem mesmo através das técnicas cromatograficas,
em que poderiam ser detectados e quantificados os compostos da formulacdo, mas
ndo poderia ser analisada a sua distribuicdo espacial. Por isso, as técnicas de
mapeamento quimico mostram-se promissoras ndo apenas no ambito das analises
periciais em medicamentos questionados, mas também na rotina de controle de

qualidade de medicamentos.

Ainda assim, o Unico trabalho do qual se tem conhecimento de que o
mapeamento espectroscopico foi aplicado para a analise de esteroides
anabolizantes questionados foi conduzido por Rebiere e colaboradores (2016).
Nesse estudo, os autores utilizaram a espectroscopia Raman para a criagdo de
imagens quimicas de comprimidos de metandrostenolona questionados, e obtiveram
sucesso na classificagdo das amostras entre auténticas e inauténticas a partir dessa
metodologia (REBIERE et al., 2016). Até o presente momento, entretanto, ndo ha
conhecimento de estudos que aplicaram a técnica de Microespectroscopia no

Infravermelho Médio por Transformada de Fourier no Modo Reflexdo Total Atenuada
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(LATR-FTIR) para a avaliagao de autenticidade de esteroides anabolizantes, sendo
0 nosso trabalho pioneiro nesse sentido.

3.3.3. Processamento de dados hiperespectrais

A distribuicdo espacial de componentes quimicos em uma amostra é obtida a
partir da extracdo de mapas de distribuicdo, formados por um conjunto de pixels cuja
intensidade de luz ou coloracéo pode ser determinada a partir de diferentes métodos

de analise, classificados em univariados e multivariados.

Os métodos univariados sdo aqueles em que uma Unica banda do espectro
de infravermelho é utilizada para localizar a presenca de um composto quimico.
Nesses casos, para calcular o valor relacionado a cada pixel da imagem, pode-se
utilizar, por exemplo, a altura ou a area da banda caracteristica da substancia em

questdo (GENDRIN; ROGGO; COLLET, 2008).

Para a aplicacdo dos meétodos univariados, portanto, é necessario obter
informacdes prévias sobre os compostos presentes na amostra. Caso a formulagéo
em andlise seja desconhecida, os espectros de infravermelho obtidos deverdo ser
analisados em conjunto, de forma a reconhecer as bandas caracteristicas
especificas e bem resolvidas de cada analito presente na amostra, uma vez que nao
podem ser utilizadas bandas se sobreponham nos demais componentes (SACRE et
al., 2014). A sobreposicdo de bandas pode levar a criacdo de imagens quimicas
inadequadas, em que se observam sinais falsos positivos devido a presenca de
outros compostos com absor¢cdo no mesmo comprimento de onda escolhido para
analise (CHAN; ELKHIDER; KAZARIAN, 2005).

Em contrapartida, os métodos multivariados utilizam toda a informagéo
espectral para a construcao da imagem quimica desejada, e podem ser classificados
como técnicas de resolucdo, regresséo e classificacdo (SACRE et al., 2014). Nesse
trabalho, foi aplicada a técnica de resolucdo denominada Resolugdo Multivariada de
Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS), um dos métodos mais

utilizados atualmente para o processamento de dados hiperespectrais.
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O MCR-ALS € um método quimiométrico de processamento de sinais,
pertencente ao grupo de técnicas de andlise de fatores, que tem como objetivo a
recuperacao de espectros puros e suas concentracdes relativas em uma amostra, a
partir da decomposi¢cdo de uma matriz de dados com misturas de sinais (MARCO et
al., 2014).

O MCR-ALS é aplicado na matriz de dados desdobrada e baseia-se na
premissa de que a absorbancia total de uma amostra é resultante da soma das
absorbancias individuais das substancias que a compde (GENDRIN; ROGGO,;
COLLET, 2008). Ou seja, um espectro misto pode ser decomposto em espectros de
cada composto puro, mais o ruido experimental. Matematicamente, 0 método se

baseia em um modelo bilinear conforme a Equagéao 1:
D=CS"+E Equacso 1

Em que D é a matriz de dados instrumentais (espectros medidos), C a matriz
referente & concentracao relativa de cada substancia pura, S' a matriz de espectros
puros dessas substancias e E a matriz de residuos ndo explicados pelo modelo
(JAUMOT et al., 2005).

Para que o método MCR-ALS possa ser aplicado, é preciso inicialmente
estimar o posto da matriz, que equivale ao numero de componentes presentes no
sistema. Se ndo h& informacdo quimica prévia, este valor pode ser estimado, por
exemplo, através da porcentagem de variancia explicada por Decomposicao em
Valores Singulares (SVD) (MARCO et al., 2014; MAZIVILA; OLIVIERI, 2018).

Para seguir com 0 processo, € preciso conhecer 0s espectros ou as
concentracbes dos componentes puros presentes na matriz de dados. Quando nao
for possivel obter essa informacdo previamente, pode-se estima-la através de

ferramentas matematicas de aproximacéo iterativas (MARCO et al., 2014).

A partir dessas estimativas iniciais, 0 MCR-ALS realiza a otimizagdo das
matrizes de concentracdo e espectros por minimos quadrados alternados. A cada
processo iterativo, uma matriz D* é reconstruida pelo produto das matrizes C e S”,
de forma a reduzir o erro de reconstrucdo até que se alcance o critério de

convergéncia previamente estabelecido, que pode ser quando a variacdo de
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resultados entre duas iteracées consecutivas for abaixo de determinado valor ou
gquando um numero méaximo de itera¢ges for atingido (DA-COL; DANTAS; POPPI,
2018; MARCO et al., 2014; SABIN; ROCHA; POPPI, 2011). Para restringir o nimero
de solucbes para a equacao e aproximar mais o modelo da realidade, podem ser
aplicadas restricbes, como a de ndo negatividade, que impede que os valores de

sinal ou de concentracdo sejam negativos.

Ao final do processo, obtém-se os perfis espectrais puros, que permitem a
identificacdo das substancias presentes na amostra, e os perfis de concentracoes,
gue podem ser utilizados para a criacdo dos mapas de distribuicdo de cada
constituinte, além da matriz de ruidos residuais. A Figura 1 apresenta um esquema
simplificado das etapas de aplicacdo do MCR-ALS em dados de espectroscopia

vibracional.

MCR-ALS

| Matriz de dados analiticos (D) |

Estimativa do numero de
componentes

|

Inicializagao: estimativa dos

de concentracao

|

Otimizagao por Minimos
Quadrados Alternados (ALS),
sob restricbes nos perfis de
concentragao e de resposta
instrumental

/_// \

Perfis de concentracao Perfis espectrais das Residuos do
relativa (C) substancias puras (S) modelo (E)

Figura 1. Esquema simplificado das etapas de aplicagdo do MCR-ALS em dados de
espectroscopia vibracional. Fonte: Adaptado de Mazivila, Olivieri, 2018.

A qualidade dos resultados de MCR-ALS pode ser verificada através de

parametros que avaliam a dissimilaridade entre a matriz de dados experimental
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original (D) e a matriz de dados obtida ao final do processo iterativo (D*), como a
porcentagem de falta de ajuste (%LOF) e a porcentagem de variancia explicada (R?),
determinados pelas Equacbes 2 e 3, respectivamente (DA-COL; DANTAS; POPPI,
2018; JAYARAMAN et al., 2012).

%LOF =100 Equacéo 2

R*=100 (1-265J Equacéo 3

S d:

Em que dj € um elemento da matriz de dados experimental original (D) e e; €

0 residuo associado a esse elemento na matriz de dados reconstruida pelo MCR-

ALS (D*), calculado por dj — d*i,- (JAYARAMAN et al., 2012). Um bom modelo deve

obter uma matriz D* 0 mais parecido possivel com D e, portanto, deve apresentar

valores de %LOF mais proximos de zero (pouca informac&o na matriz de residuos) e

valores de R2 mais proximos de 100% (maior parte da informacéo original expressa
pelo modelo) (DA-COL; DANTAS; POPPI, 2018).

Nesse estudo, ambas as abordagens, univariada e multivariada, foram
aplicadas para a andlise dos dados obtidos por HPATR-FTIR, visando a estimativa de
mapas de distribuicdo de componentes em comprimidos de esteroides anabolizantes

guestionados.

3.4. Cromatografia em fase gasosa

A cromatografia corresponde a um grupo diversificado de métodos de
separacdo de substancias com um principio geral em comum: a distribuicdo dos
componentes de uma amostra entre as fases movel e estacionaria. Na cromatografia
em fase gasosa, a fase movel utilizada € um gas inerte, geralmente nitrogénio,
hidrogénio ou hélio, dependendo do tipo de detector e demanda analitica (SKOOG,;
HOLLER; NIEMAN, 2002).
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Diversos estudos aplicaram a técnica de cromatografia em fase gasosa (GC)
para a analise de medicamentos anabolizantes questionados, em geral, utilizando a
espectrometria de massas (MS) para a deteccdo dos analitos (COOPMAN;
CORDONNIER, 2012; GRAHAM et al.,, 2009; MUSSHOFF; DALDRUP; RITSCH,
1997; NEVES; CALDAS, 2017; PELLEGRINI et al., 2012).

A utilizacdo da técnica de GC/MS permite que um Unico sistema separe e
identifique misturas complexas de substancias volatilizaveis por meio da analise do
perfil de massas dos fragmentos de cada composto. Os softwares disponiveis para
analises por GC/MS normalmente possuem espectrotecas de estruturas que séo
bastante completas, sendo possivel caracterizar com boa assertiva as substancias e
refinar as necessidades analiticas requeridas para uma analise qualitativa precisa.
Entretanto, a quantificacdo de substancias por GC/MS é mais dificil de ser realizada,
uma vez que a resposta quantitativa de um espectrémetro de massa nao pode ser

atribuida a um Unico fenémeno.

A resposta quantitativa de um detector de ionizacdo de chamas (FID), por sua
vez, esta livre de alguns vieses, como aqueles provenientes da ionizacdo, do
analisador de massas ou do escaneamento e deteccdo dos ions obtidos. Métodos
gue utilizam FID s&o robustos e capazes de fornecer analises reprodutiveis e mais
exatas. O FID responde a praticamente todos os compostos organicos, € resistente
a flutuacbes pequenas no fluxo de gas, possui faixa de linearidade ampla,
simplicidade de operacdo e rapidez de resposta (PACCHIAROTTA et al., 2010;
VISENTAINER et al., 2014). Por outro lado, o FID tem aplicacdo limitada na area
forense devido a perda de informacéo qualitativa, quando comparado aos detectores

de massas.

Sendo assim, a combinacdo de ambas as técnicas para a analise de
medicamentos anabolizantes questionados visa a obtencdo de maiores informacgdes
acerca das amostras, 0 que é sempre desejavel em analises forenses. O
desenvolvimento de um método de analise simultanea GC/MS/FID, por sua vez,
pode oferecer uma maneira mais rapida e precisa de se obter as informagfes de

ambos os detectores, diminuindo erros e possibilidades de questionamentos legais.
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3.4.1. Detecgéo simultanea

Um método cromatografico pode ser desenvolvido para que os analitos de
interesse sejam analisados por mais de um detector simultaneamente, a partir de
uma Unica separacdo cromatografica. Isso é possivel a partir da divisdo do fluxo de
saida da coluna analitica para mais de um detector, utilizando acessorios
denominados divisores de fluxo. A Figura 2 apresenta um esquema simplificado da
diviséo de fluxo em um GC/MS/FID.

A utilizacao de divisores de fluxo permite a obtencédo simultanea de sinais de
multiplos detectores, com diferencas de tempos de retencdo de poucos segundos,
permitindo visualizar facilmente a correspondéncia entre os picos de um mesmo
analito nos diferentes cromatogramas. Sendo assim, utilizando um método de
GC/MS/FID, é possivel realizar estimativas de propor¢des e analises quantitativas a
partir de integracdo no cromatograma do FID, e confirmar a identidade da substancia
a partir do seu padrdao de fragmentacdo de massas, ao analisar o pico
correspondente a essa no cromatograma obtido pelo MS (MORGAN et al., 2017;
PACCHIAROTTA et al., 2010).

Injetor

Aux
EPC

FID

Coluna
Cromatografica

N
de Fhxo MS

Cromatagrafo Gasoso

Figura 2. Esquema simplificado de um cromatografo em fase gasosa com analise
simultanea por detectores de ionizacdo de chamas (FID) e espectrometria de
massas (MS), através da utilizacdo de divisor de fluxos, restritores capilares (R1 e
R2) e controle pneumatico eletrénico auxiliar (Aux EPC). Fonte: Adaptado de Agilent
Technologies, 2006.
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Quando se utilizam dois equipamentos diferentes para realizar a analise,
alguns vieses sao inseridos na comparacdo dos cromatogramas. Variagcdes na
coluna cromatogréafica, gas de arraste, ajustes de pressdo podem modificar os
tempos de retencdo dos analitos e inserir possibilidades de questionamentos nessa
comparacdo. Além disso, se a mesma solucao for utilizada para ambas as analises,
nao se pode descartar a possibilidade de modificacdo de sua composi¢ao no tempo
decorrido entre uma injecdo e a outra, acrescentando mais um fator de variacao.
Com o GC/MS/FID, esses vieses sao eliminados, fornecendo resultados muito mais

confiveis, 0 que é extremamente importante para a andlise forense.

Além disso, por adquirir mais informacées em uma Unica analise
cromatografica, a utilizacdo de divisores de fluxos poupa tempo e reduz a utilizagédo
de energia elétrica e de gases analiticos e os custos das andlises instrumentais,

trazendo mais vantagens para essa técnica.

Artigos que utilizam a técnica de deteccdo simultanea por GC/MS/FID foram
encontrados na literatura para diversas finalidades, como analise de volateis em
sangue e urina, estudos de metabol6émica em liquido cerebroespinal e urina, estudo
de comportamento da pirélise de carvdo, caracterizacdo de volateis em plantas
medicinais, determinacdo de ésteres metilicos de acidos graxos em 06leos naturais e
analise de solventes residuais em ingredientes farmacologicamente ativos (DE
MATOS et al.,, 2015; FANCY et al., 2006; KAMATOU; KANBOLAT et al., 2018;
NGUYEN et al., 2015; PACCHIAROTTA et al.,, 2010; PANOVSKA et al., 2016;
TISCIONE et al., 2013; VILJOEN, 2017). Entretanto, nenhum foi aplicado a analise
de esteroides anabolizantes. Dessa forma, nosso trabalho tem carater pioneiro na
exploracéo da aplicabilidade da técnica de GC/MS/FID para a andlise de produtos
esteroides anabolizantes questionados.
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4. MATERIAIS E METODOS







4.1. Microespectroscopia de infravermelho (WATR-FTIR)

4.1.1. Descricdo das amostras

Foram analisados trinta e dois comprimidos suspeitos de irregularidade,
rotulados como medicamentos anabolizantes, supostamente de sete principios
ativos diferentes: metandrostenolona (ou metandienona, n = 11), oxandrolona (n =
9), oximetolona (n = 5), mesterolona (n = 3), 4-clorodehidrometiltestosterona (ou
turinabol oral, n = 2), propionato de testosterona (n = 1) e acetato de metenolona (n
= 1). Um comprimido de cada suposto fabricante e lote foram compartilhados para
essa pesquisa durante o periodo dos exames periciais. A Figura 3 apresenta alguns

exemplos de comprimidos analisados:

Figura 3. Fotografias de algumas das amostras de comprimidos questionados
compartilhadas pela Policia Federal para as analises.

As amostras eram provenientes de apreensdes da Policia Federal em
contéineres aportados no litoral no Estado do Rio Grande do Sul, e foram enviadas
para a analise pericial no Setor Técnico-Cientifico da Policia Federal do Rio Grande
do Sul (SETEC/SR/PF/RS) em suas embalagens, que consistiam em caixas,
frascos, envelopes ou cartelas com inscricdes em lingua estrangeira (inglés). Nao
continham informacdes acerca dos excipientes da formulagdo, apenas do suposto

principio ativo e sua concentragao.

57



4.1.2. Preparo das Amostras

Para a andlise por pATR-FTIR, as amostras foram cortadas ao meio com
auxilio de bisturi, de forma a expor uma superficie achatada para a anélise
microscopica. Para melhorar a obtencéo do foco para as imagens microscopicas e a
superficie de contato da amostra com o cristal de ATR, a superficie foi nivelada com
a lamina para que ficasse mais uniformemente plana possivel. Apds preparo inicial,
a amostra foi presa em um suporte acessorio para microscopia, Micro-Vice Holder

(ST-Japan, Inc.), de forma a manterem-se imoveis durante a analise. Vide Figura 4.

AMORRRERMRER 3 ] / Sraaranaanam

Figura 4. Acesso6rio para microscopia, Micro-Vice Holder (ST-Japan, Inc.),
imobilizando uma amostra de comprimido questionado.

4.1.3. Aquisicao dos dados

Os espectros de infravermelho meédio foram adquiridos através do
Microscopio FT-IR LUMOS (Bruker Optics, Alemanha), operando em modo de
refletdncia total atenuada, equipado com micro ATR de cristal de germanio,
plataforma de amostras motorizada, detector de mercurio cadmio telario (MCT)
resfriado por nitrogénio e fonte globar de carbeto de silicio.
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Inicialmente, para cada amostra foi realizada uma inspecéo visual e a coleta
de uma imagem microscopica da superficie do comprimido a ser analisada, com
luminosidade de 10%. A partir dessa imagem, foi registrada uma regiao de interesse
para analise através da criacdo de uma matriz de 7 x 7 pontos de coleta, medindo
600 x 600 um. Utilizando a plataforma de amostras motorizada do FT-IR LUMOS,
para cada posi¢do pré-definida um espectro de infravermelho médio foi medido e
registrado, associado com sua informacdo espacial, até que todos os quarenta e
nove pontos da matriz fossem registrados. Os espectros foram obtidos com 32
varreduras, na faixa de 600 a 4000 cm™, resolucdo de 4 cm™ e com abertura de 100
X 100 pm.

Antes da aquisicdo dos espectros das amostras, o acessério ATR foi
posicionado no ar e o espectro de fundo adquirido. Entre cada amostra, o cristal de

ATR foi limpo com alcool etilico 70%.

4.1.4. Tratamento dos dados

O mapeamento espectral foi realizado através dos métodos univariado e

multivariado, a fim comparar qual seria mais adequado para este tipo de analise.

O método univariado foi aplicado no software do equipamento, OPUS-IR
(Bruker Optics, Alemanha, versao 7.8), através da integracdo de bandas
caracteristicas dos compostos, ap6s aplicacdo dos pré-processamentos
normalizacdo (offset correction) e alisamento baseado no método de Savitzky-Golay
com janela de nove pontos, além da correcdo para 0s sinais do vapor de agua e do

diéxido de carbono, também disponivel no software OPUS-IR.

Inicialmente, foi realizada a analise visual dos quarenta e nove espectros
obtidos para cada amostra, de forma a verificar perfis semelhantes a algum principio
ativo. Em seguida, foi efetuada a busca desses espectros nas espectrotecas
disponiveis no software, através de busca simples (um componente) ou analise de
misturas (dois ou mais componentes). A escolha das bandas de absorcdo
caracteristicas de cada componente foi realizada através da analise dos espectros

presentes na espectroteca para as substancias puras, sendo escolhidas por sua alta
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resolucdo e intensidade forte. As faixas utilizadas para cada analito encontram-se
descritas na sec¢ao de Resultados e Discussao desse trabalho.

Para cada amostra, uma banda caracteristica correspondente ao principio
ativo descrito na embalagem do medicamento foi integrada. Nos casos em que
espectros de outros principios ativos foram encontrados, uma banda caracteristica
do outro composto detectado também foi integrada. Os valores de integragdo foram
transformados em gréficos de duas e trés dimensdes que representam a distribuicdo
do componente na area analisada. O esquema de cores do OPUS-IR adotado para
a construcdo dos mapas foi o “Jet”, cuja escala vai do azul escuro (menos intenso)
até o vermelho (mais intenso). Para facilitar a comparacdo entre os mapas obtidos,
foi adotada uma escala de intensidade padréo para cada principio ativo. Determinou-
se gue a intensidade minima das escalas seria sempre igual a zero. Por outro lado,
a escolha das intensidades maximas foi realizada apds analise de todos os mapas
obtidos para o principio ativo. Os valores escolhidos para cada analito encontram-se

descritos na sec¢ao de Resultados e Discussao desse trabalho.

O método multivariado foi desenvolvido no Software MATLAB (versdo
R2012b). O pré-tratamento dos resultados foi realizado utilizando o pacote
“‘Multivariate Data Handling (Data_hand_gui) — Verséo especial para a 32 Escola de
Inverno de Quimiometria — 3°WSC”, criado pelo Prof. Adriano de Aradjo Gomes
(IQ/IUFRGS). Foi aplicada a padronizacdo normal de sinal (SNV) seguida da

correcdo de linha de base (offset correction).

O mapeamento foi realizado através do método de MCR-ALS, utilizando o
pacote “MCR-ALS 2.0 Toolbox” (JAUMOT; DE JUAN; TAULER, 2015). Os
parametros utilizados para o MCR-ALS foram: estimativa do posto da matriz por
Decomposicdo em Valores Singulares (SVD), estimativa inicial por método baseado
na aproximacao da variavel pura (PURE) com 10% de ruido permitido, aplicacdo da
restricio de ndo negatividade através do algoritmo de minimos quadrados nao
negativos rapido (FNNLS) para perfis de concentragdo e de resposta instrumental e
normalizacdo da matriz de espectros puros (espectros divididos pela normalizagao
Euclidiana). O critério de convergéncia adotado foi obtencao de diferencas relativas
nos desvios padréo dos residuos inferiores a 0,05% em dois ciclos iterativos

consecutivos ou o alcance do limite de 500 iteracdes. Os indicadores de qualidade
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porcentagem de falta de ajuste e porcentagem de variancia explicada foram
avaliados e os perfis espectrais obtidos foram comparados com espectros de
referéncia de principios ativos e excipientes, disponiveis nas espectrotecas que

acompanharam o software OPUS-IR.

4.2. Cromatografia em fase gasosa (GC/MS/FID)

4.2.1. Descricdo das amostras e materiais

Foram analisadas vinte amostras de medicamentos questionados (doze
comprimidos e oito cépsulas) oriundas de apreensdes da Policia Federal em
contéineres aportados no litoral do Estado do Rio Grande do Sul e encaminhadas
para exame pericial no SETEC/SR/PF/RS. Tais amostras possuiam suspeita de
irregularidade, estando rotuladas como medicamentos anabolizantes de cinco
fabricantes e trés principios ativos diferentes: oxandrolona, metandrostenolona e
mesterolona. As amostras foram enviadas com suas embalagens (caixas, frascos,
envelopes ou cartelas), as quais continham inscricdes em lingua estrangeira (inglés)
apenas sobre o0 suposto principio ativo e sua concentracdo, porém nada sobre 0s
excipientes da formulagdo. Duas amostras de cada suposto fabricante e lote foram
compartilhados para essa pesquisa durante o periodo dos exames periciais,

totalizando as vinte amostras.

Solugdes de trabalho de referéncia para cada analito foram obtidas a partir do
banco de padrbes e amostras de referéncia do Setor Técnico-Cientifico da Policia
Federal no estado do Rio Grande do Sul (SETEC/SR/PF/RS) para 0s seguintes
esteroides anabolizantes: cipionato de boldenona, cipionato de testosterona,
decanoato de nandrolona, enantato de testosterona, estanozolol, fempropionato de
nandrolona, metandrostenolona, oxandrolona, oximetolona e propionato de
testosterona. As solucdes utilizadas possuiam como solvente &lcool metilico e
concentragdes de soluto iguais a 2,5 mg/mL (2500 ppm), 1 mg/mL (1000 ppm) e 0,1
mg/mL (100 ppm). O reagente alcool metilico P.A. (Neon, 99,85%) utilizado para a

extracdo das amostras foi obtido por intermédio do INCT Forense.
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4.2.2. Preparo das amostras

Duas unidades de cada fabricante e lote foram amostradas para a andlise.
Comprimidos foram pulverizados manualmente com almofariz e pistilo de vidro, e
capsulas foram abertas para obtencdo da mistura de pés. Para cada amostra,
previamente homogeneizada, trés fragbes equivalentes a 10% de sua massa total
foram aliquotadas e transferidas para tubos de centrifugacdo. As amostras foram

pesadas em balanca analitica Sartorius modelo MC210P.

As solucbes para andlise foram preparadas por extracdo solido-liquido,
através da adicdo de 2,5 mL de metanol, homogeneizacdo em vortex por 10
segundos e sonicacdo por 10 minutos em banho ultrassbnico. As solucdes
resultantes foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, e aliquotas de 1 mL do
sobrenadante foram transferidas para vials e analisadas por cromatografia em fase
gasosa. O preparo de amostra foi baseado em metodologia pré-desenvolvida em
projeto de pds-doutorado do grupo de pesquisa (SANTOS M. K., ainda nao
publicado).

4.2.3. Aquisicao dos dados

A aquisicdo de dados foi realizada empregando de forma simultanea
GC/MS/FID através de equipamento adquirido pelo projeto INCT Forense e
localizado no SETEC/SR/PF/RS.

Utilizou-se cromatografo em fase gasosa modelo 7890B, equipado com
amostrador automatico modelo CombiPAL RS 85G767 — 64120, divisor de fluxo
bidirecional com gas makeup modelo G3180B, detector de ionizacdo de chamas e

detector de massas modelo 5977B (Agilent Technologies).

Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida (5%-fenil)-metilpolisiloxano
de dimensdes 30 m x 250 um x 0,25 um (HP-5MS, Agilent 19091S-433UI, Agilent
Technologies). A porcéo final da coluna foi conectada ao divisor de fluxo bidirecional,
o qual foi configurado de acordo com as instrucbes do fabricante. Restritores
capilares de silica fundida desativada com dimensfes iguais a 1,62 m x 150 um e 1
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m X 100 pum foram utilizados para conectar o divisor de fluxo ao FID e ao MS,
respectivamente. A relagdo de divisdo de fluxo entre FID e MS obtida com essa

configuracéo foi constante durante toda a analise e igual a 2,58.

O meétodo utilizado nesse estudo foi adaptado daquele desenvolvido e
validado pelos peritos criminais federais do SETEC/SR/PF/RS para a analise de
medicamentos questionados por GC/MS. Os parametros instrumentais do método

adaptado estdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Parametros do método para analise de esteroides anabolizantes por
Cromatografia em fase Gasosa com deteccdo simultdnea por Espectrometria de
Massas e lonizacdo de Chamas.

Parametro Configuracado do método
Volume de injecéo: 1pL
Temperatura do injetor: 280 °C
Split Ratio: 10:1
Split Flow: 15 mL/min
Temperatura inicial: 100°C
Programa de temperatura 100°C — 2 minutos
Tempo total de corrida: 33 minutos
Temperatura pos-corrida: 100°C
Fluxo gas de arraste (Hélio): 1,5 mL/min
Temperatura MS transfer line: 290°C
Temperatura fonte de ions: 230°C
Temperatura quadrupolo: 150°C

Modo de ionizacao:

Impacto de Elétrons

Energia de impacto:

70 ev

Modo de aquisicao:

Scan (faixa 30-350 m/z)

Temperatura FID:

300°C

Gas Makeup FID: N

Fluxo de Ny: 25 mL/min
Fluxo de Hy: 30 mL/min
Fluxo de Ar sintético: 300 mL/min

4.2.1. Tratamento dos dados

Os Cromatogramas de fons Totais (TIC) resultantes das andlises por
GC/MS/FID foram analisados atraves da avaliacdo dos espectros de massas obtidos
para cada substancia. Esses foram comparados com o0s espectros de referéncia

disponiveis no programa de buscas de espectros de massas do Instituto Nacional de
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Padrbes e Tecnologia dos Estados Unidos (NIST, versao 2.0) e com aqueles obtidos
através das amostras de referéncia. A Figura 5 apresenta os espectros de massas e

alguns dos principais fragmentos dos analitos estudados, obtidos através da NIST.

Apos identificacdo dos principios ativos pela espectrometria de massas, 0s
picos cromatograficos obtidos para cada substancia na ionizacdo de chamas foram
atribuidos e integrados, e suas respectivas areas registradas em planilha, junto a
média e ao desvio padrdo para cada triplicata. Por fim, a partir das médias obtidas
para cada amostra, foi realizada a comparacdo da propor¢éo de principios ativos
entre os medicamentos de mesmo fabricante e lote, visando uma estimativa da

homogeneidade entre doses unitérias.
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Figura 5. Perfil de fragmentacdo de massas dos esteroides anabolizantes
estudados: cipionato de boldenona (A), cipionato de testosterona (B), enantato de
testosterona (C), propionato de testosterona (D), decanoato de nandrolona (E),
fempropionato de nandrolona (F), mesterolona (G), estanozolol (H),
metandrostenolona (1), oxandrolona (J) e oximetolona (K).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO







5.1. Resultados e discussao das anédlises por pJATR-FTIR

Foi possivel realizar a analise de trinta e dois comprimidos suspeitos de
irregularidade, rotulados como medicamentos anabolizantes, através da técnica de
MATR-FTIR.

Em vinte e seis amostras, ap0s analise visual de todos seus espectros, foi
possivel diferenciar os pontos da matriz em que principios ativos predominaram
sobre os demais componentes do comprimido. Isso se deve ao fato de essas
substancias, embora presentes em concentracdes baixas na amostra, estarem em
maior concentracao relativa naquele ponto especifico da matriz, permitindo a

obtencao de um espectro mais puro. Vide exemplo na Figura 6.
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Figura 6. Resultados obtidos através da andlise por PATR-FTIR da amostra de
comprimido questionado codificada como 807. A. Imagem microscopica do
comprimido em analise, com a marcacao de todos os pontos da matriz de espectros,
sendo os de numeros 18, 20, 27 e 39 destacados com a cor vermelha por
apresentarem espectros semelhantes ao do principio ativo oximetolona. B.
Espectros obtidos para cada ponto de coleta, sendo os de numero 18, 20, 27 e 39,
semelhantes ao do principio ativo oximetolona, destacados na cor vermelha dentre
0s espectros semelhantes a excipientes, apresentados em azul. C. Resultado da
pesquisa simples do espectro coletado no ponto 20 da matriz, em que foi possivel
identificar a presenca do principio ativo oximetolona, sendo em vermelho o espectro
da amostra e, em preto, o espectro de referéncia (Espectroteca: ATR-FTIR-Library
Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).

De maneira a confirmar a identificagcdo do principio ativo, foram realizadas
buscas simples e de misturas em bancos de espectros de ATR-FTIR disponiveis no

software. Em alguns casos, apenas a pesquisa simples ja foi suficiente para a
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confirmagdo do principio ativo, enquanto em outros, embora o espectro
apresentasse bandas caracteristicas de algum composto conhecido, nem mesmo a

pesquisa de misturas foi capaz de identifica-lo.

O Quadro 2 traz um resumo dos resultados obtidos. Os fabricantes de
medicamentos envolvidos nos exames foram codificados. Nesta primeira etapa ja foi
possivel identificar que as amostras de numeros 739, 747, 775, 787 e 791 (cinco do
total de trinta e duas) eram falsificadas, apenas através da busca dos espectros de
infravermelho nas espectrotecas. Isso porque apresentavam pelo menos um

principio ativo diferente daquele descrito em sua embalagem.

Das cinco amostras falsificadas, duas (codificadas como 739 e 747)
apresentavam embalagem de mesmo suposto fabricante (codificado como R).
Mesmo sendo produtos rotulados como principios ativos diferentes, ambos foram
adulterados com a mesma substancia, propionato de testosterona. Isso vem ao
encontro dos resultados obtidos por Neves, Marcheti e Caldas (2013), que
concluiram, a partir de levantamento de dados acerca das falsificacbes de produtos
anabolizantes no Brasil, que a testosterona e seus ésteres eram responsaveis por
aproximadamente 45% dos casos de deteccdo de principios ativos ndo declarados
nos rotulos. Ainda, pode-se observar que analise da terceira amostra desse mesmo
suposto fabricante (codificada como 743), também confirmou a presenca do
propionato de testosterona em sua formulacdo, indicada na embalagem. Esse
resultado pode estar relacionado com achados de outro estudo conduzido por n0sso
grupo de pesquisa, no qual Ortiz e colaboradores (2013a) verificaram que uma
mesma mistura farmacéutica de pos pode ser utilizada para a falsificacdo de
diferentes medicamentos, inclusive aqueles que supostamente possuiriam outro

principio ativo em sua formulacdo, o que poderia ser confirmado por outras analises.

Quanto as amostras cuja analise ndo resultou na deteccdo de principios
ativos, porém, nao é possivel afirmar sua inautenticidade. Assim como elas podem
realmente apresentar apenas excipientes em sua formulagéao, ndo se pode descartar
a possibilidade de o espaco amostral escolhido para a analise ndo ter contemplado a
presenca do principio ativo, especialmente naqueles produtos que possuem baixas
concentracfes de principios ativos, sendo necessario encaminhamento para outras

ferramentas analiticas.
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Quadro 2. Resultados das analises por pATR-FTIR.

Cédigo = Fabricante . D_ose Principios ativos descr_itos HES Principigs Ativos identificados

escrita (mg) embalagens recebidas pelatécnica de pATR-FTIR

591 U 5 Metandrostenolona Nenhum

715 P 10 Oxandrolona Oxandrolona

716 P 10 Oxandrolona Oxandrolona

717 P 10 Oxandrolona Oxandrolona

721 P 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

725 P 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

729 P 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

733 P 10 Metandrostenolona Nenhum

734 P 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

735 P 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

739 R 50 Oximetolona Propionato de Testosterona

743 R 15 Propionato de Testosterona Propionato de Testosterona

747 R 5 Oxandrolona Propionato de Testosterona

759 R 10 Metandrostenolona Nenhum

771 C 10 Oxandrolona Oxandrolona

775 C 10 4-Clorodehidrometiltestosterona Acetato de Clostebol

787 C 50 Oximetolona M(g;;lrgfc:glgplglgna

791 K 10 Metandrostenolona Cﬁzig:;(i{gﬁgggz *

803 K 10 Oxandrolona Oxandrolona

807 K 50 Oximetolona Oximetolona

819 A 25 Acetato de Metenolona Acetato de Metenolona

823 A 10 Oxandrolona Oxandrolona

831 A 10 4-Clorodehidrometiltestosterona 4-Clorodehidrometiltestosterona

835 A 50 Oximetolona Oximetolona

839 L 25 Mesterolona Nenhum

843 L 50 Oximetolona Oximetolona

847 L 5 Oxandrolona Nenhum

855 L 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

863 A 10 Metandrostenolona Metandrostenolona

893 A 25 Mesterolona Mesterolona

929 S 5 Oxandrolona Nenhum

977 B 25 Mesterolona Mesterolona

Legenda: Em verde, amostras cujo principio ativo detectado correspondeu ao
descrito nas embalagens. Em amarelo, amostras cuja analise por PATR-FTIR néo foi
capaz de detectar principios ativos. Em vermelho, amostras cujo principio ativo

detectado ndo correspondeu ao descrito nas embalagens.
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Além disso, os espectros resultantes dessa andlise sdo misturas de sinais de
todos os componentes presentes na regido amostrada. Por isso, em alguns casos
pode ser que o espaco amostral tenha contemplado a presenca de principios ativos,
mas 0s seus sinais tenham ficado tdo sobrepostos pelos de outros compostos que o
algoritmo de pesquisa de misturas do OPUS-IR nao tenha conseguido resolvé-los.
A utilizacdo do MCR-ALS pode ajudar a resolver esses casos e, por iSso, essa

discussao sera retomada mais adiante.

Diferentemente de outras técnicas, como a espectroscopia tradicional e as
cromatografias, a microespectroscopia de infravermelho permite a obtencédo de
informacgBes quimicas e espaciais simultaneamente, permitindo a criacdo de mapas
de distribuicdo de componentes na amostra. Nesse sentido, o segundo passo desse
estudo foi aplicar dos métodos univariado e multivariado para a criacdo das imagens

quimicas.

O primeiro a ser aplicado foi 0 método univariado de mapeamento, através da
integracdo de uma banda caracteristica do principio ativo descrito na embalagem
e/ou encontrado nas buscas da espectroteca. Os parametros utilizados para a
criacdo dos mapas de distribuicdo foram escolhidos experimentalmente para cada

composto e estdo descritos no Quadro 3.

Quadro 3. Parametros utilizados
univariados de principios ativos.

para a criacdo dos mapas de distribuicéo

Principio Ativo Numero Faixa_de numeros dle Escala Escala
CAS onda integrada (cm™) Imagem 2D | Imagem 3D
Acetato de Clostebol 855-19-6 1690 - 1675 0,00-1,00 0,00-1,00
Acetato de Metenolona 434-05-9 1740 - 1725 0,00 - 0,35 0,00 - 0,35
Citrato de Sildenafila 171599-83-0 1590 - 1575 0,00-0,20 0,00-0,30
Mesterolona 1424-00-6 1710 - 1695 0,00-0,15 0,00-0,15
Metandrostenolona 72-63-9 1665 - 1650 0,00 - 0,20 0,00 - 0,30
Oxandrolona 53-39-4 1725 -1710 0,00-1,00 0,00-1,50
Oximetolona 434-07-1 1625 - 1610 0,00-0,40 0,00 - 0,50
Propionato de Testosterona 57-85-2 1620 - 1605 0,00 -0,10 0,00 - 0,25
4-Clorodehidrometiltestosterona 2446-23-3 1590 - 1575 0,00 - 0,50 0,00 - 0,50
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Apresentamos a seguir quatro exemplos de mapas de distribuicdo criados a
partir do método univariado de integracdo de bandas, comecando pela Figura 7, que
traz um exemplo de amostra na qual foi detectado um principio ativo diferente do

gue o descrito na embalagem.
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Figura 7. Resultados obtidos através da analise por yATR-FTIR de amostra de
comprimido questionado, rotulada como oxandrolona e codificada para esse estudo
como 747. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracao da banda
caracteristica do propionato de testosterona, compreendida entre 1620 e 1605 cm™.
B. Espectros resultantes da analise da amostra, sendo em azul os compativeis com
excipientes, e em vermelho, 0os que apresentam bandas caracteristicas do principio
ativo propionato de testosterona. C. Espectro de referéncia da substancia propionato
de testosterona (Espectroteca PHARMA.A. SO1 — Bruker). D. Espectro de referéncia
da substancia oxandrolona (Espectroteca ATR-FTIR Forensics Library, Vol. 2 —
Portions ©STJapan, ©Aldrich, ©Smiths, ©Nicodom, 2009).
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O rétulo do produto codificado como n° 747, cujos resultados estdo
apresentados na Figura 7, apresentava a substancia oxandrolona como seu
principio ativo, porém, as analises realizadas indicaram a presenca do farmaco

propionato de testosterona.

A simples inspecao visual dos perfis espectrais obtidos para todos os pontos
de coleta da amostra permitiu a visualizacdo de alguns espectros, destacados em
vermelho (Figura 7C), aparentemente compativeis com o espectro de referéncia do
principio ativo propionato de testosterona (Figura 7D), enquanto os demais
apresentaram semelhanca apenas com espectros de referéncia de excipientes. A
confirmacdo do resultado visual foi feita através da pesquisa dos espectros

experimentais nas espectrotecas.

Por sua vez, a integracdo da banda -caracteristica do propionato de
testosterona permitiu a criagdo de imagens quimicas de duas e trés dimensdes
demonstrando a distribuicAo desse componente na amostra. As regides
avermelhadas (Figura 7A) indicam a aquisicdo de espectros com intensidade acima
de zero entre 1620 e 1605 cm™, banda que se mostrou intensa no espectro da
substéancia propionato de testosterona. O resultado apresentado foi suficiente para
caracterizar como inauténtica a amostra codificada como 747, uma vez que essa

apresentou um principio ativo que néo estava indicado no seu roétulo.

O segundo exemplo é apresentado na Figura 8. Trata-se de uma amostra na
qual foi detectado tanto o principio ativo descrito na embalagem, quanto outro ndo
descrito. Nesse caso, além de ser detectada a metandrostenolona na composicdo
da amostra de codificada como 791, foi possivel também detectar a presenca de
citrato de sildenafila, farmaco utilizado para o tratamento de disfuncéo erétil, e que

nao faz parte da formulacéo original do produto estudado.

Nesse caso, apOs a inspecdo visual dos perfis espectrais, foi possivel
visualizar rapidamente espectros compativeis com o principio ativo citrato de
sildenafila, destacados em vermelho (Figura 8C). Entretanto, em um primeiro
momento, a presenca da metandrostenolona nédo foi identificada, uma vez que 0s
espectros compativeis com essa substancia encontravam-se mais sobrepostos pelos

sinais dos excipientes e do outro principio ativo detectado.

74



B
eixoy (pm)

“n

0.2

0.19
0.18
017
0.16
0.15
0.14
0.13
0.12
0.1
0.1

0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02

g

0.138

0.11
0.09
0.07
0.05
0.03

Mapas de distribuicdo da
Metandienona

-200 [ 2 €00 800 0.01 0.00504
1665—-1650 cm-! eixo x (pm) 0
[= ¢
= 0.19
= 0.18 0.289
2 g 0.17 0.27
g ° 016 0.25
L &
o 8 013 0.21
a8 0.12 0.19
s = 0.1 Baide 0.17
2 ﬁ 01 0.15
009
. O 0.13
=9 e 0.11
» R .07
S5 0.06 0.09
T O 0.05 0.07
= 0.04 0.05

0.03
0.02
0.01
0

0.0139

-200 o 0 00 600 800
1590—-1575 cm-! eixo x (pm)

g

Unidades de
Absorbancia

T
3500 3000 2500 2000
Numero de onda (cm-)

g

SWGDRUG

400 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Numero de onda (cm-)

2,000/

Unidades de
Absorbancia

Uouu

ﬂ

SWGDRUG

| W\/JLMMWW

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Numero de onda (cm-)

2,000

Absorbancia

Unidades de

Figura 8. Resultados obtidos através da analise por JATR-FTIR de amostra rotulada
como metandrostenolona e codificada como 791. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D
obtidos através de integragdo da banda caracteristica da metandrostenolona,
compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos
através de integracéo da banda caracteristica do citrato de sildenafila, compreendida
entre 1595 e 1575 cm™. C. Espectros resultantes da analise da amostra 791 para
todos os pontos de coleta, sendo em azul os espectros compativeis com excipientes,
em verde, 0os que apresentam bandas caracteristicas da metandrostenolona, e em
vermelho, os que apresentam bandas caracteristicas do citrato de sildenafila. D.
Espectro de referéncia da metandrostenolona (SWGDRUG 2019-02-08). E. Espectro
de referéncia do citrato de sildenafila (SWGDRUG 2019-02-08).
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Contudo, como parte do protocolo de andlise, as bandas caracteristicas
correspondentes ao principio descrito na embalagem e ao detectado nas analises
foram integradas para a obtencdo de seus mapas de distribuicdo. A analise visual
das imagens quimicas, entdo, permitiu visualizar provavel presenca da substancia
metandrostenolona, cuja distribuicdo esta representada pelas regides em amarelo
(Figura 8A), indicando espectros com intensidade acima de zero na banda
compreendida entre 1665-1650 cm™. A distribuicdo do citrato de sildenafila também
pode ser representada em imagens quimicas (Figura 8B), cujas regibes em
vermelho indicam a aquisicdo de espectros com intensidade acima de zero na banda

compreendida entre 1595-1575 cm™.

A presenca do citrato de sildenafila, independente da presenca da
metandrostenolona, foi suficiente para classificar a amostra codificada como 791
inequivocamente como inauténtica, por divergir da formulacéo indicada no rétulo do
produto. Entretanto, € importante destacar que a utilizacdo do método univariado de
integracdo de bandas para a criacdo de imagens quimicas mostrou-se util para a
deteccdo de principios ativos, mesmo quando os espectros apresentam perfis de
misturas. 1Sso porque se mostrou capaz de auxiliar o analista a visualizar regides
onde ha provavel presenca das substancias quando a simples inspecéo visual dos
espectros ndo foi suficiente, o que é especialmente importante quando o analista
nao estiver bem familiarizado com os espectros de referéncia. Nesse exemplo, a
criacdo do mapa de distribuicdo da metandrostenolona foi imprescindivel para a sua
deteccdo, que foi confirmada posteriormente através da pesquisa de misturas nas

espectrotecas disponibilizadas com o OPUS-IR.

Outro exemplo pode ser visualizado na Figura 9, que apresenta a amostra
codificada como 733, rotulada como metandrostenolona. A analise visual dos
resultados obtidos por HATR-FTIR foi suficiente para detectar espectros (Figura 9B)
com perfis semelhantes a metandrostenolona (Figura 9C). Da mesma forma, a
integracdo da banda caracteristica desse principio ativo originou mapas de
distribuicdo que indicam a sua presenca na amostra, representada pelas regides em
verde no mapa de duas dimensdes e em vermelho no mapa de trés dimensdes
(Figura 9A).
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Figura 9. Resultados obtidos através da andlise por HATR-FTIR de amostra de
comprimido questionado, rotulada como metandrostenolona e codificada para esse
estudo como 733. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracao
da banda caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm”
! B. Espectros resultantes da anélise da amostra 733 para todos os pontos de
coleta, sendo em azul os espectros compativeis com excipientes, e em laranja,
espectros que apresentam bandas caracteristicas do principio ativo
metandrostenolona. C. Espectro de referéncia da substéancia metandrostenolona
(Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).

Entretanto, esse resultado ndo pdde ser confirmado pela pesquisa simples ou
de misturas nas espectrotecas disponiveis com o software OPUS-IR. Como
mencionado anteriormente, essa ndo confirmacdo pode estar relacionada com a
sobreposicdo de sinais de outros compostos nos espectros da amostra, impedindo
gue o algoritmo de pesquisa de misturas do OPUS-IR consiga resolver o espectro da
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metandrostenolona para compara-lo com o de referéncia. A utilizacdo do MCR-ALS
pode ajudar a resolver esses casos e, por isso, essa discussao sera retomada mais

adiante, quando forem apresentados os resultados do método multivariado.

O gquarto exemplo de mapa de distribuicdo univariado pode ser visualizado na
Figura 10, que representa a amostra codificada como 725, em que o principio ativo
detectado pelas analises estava de acordo com aquele descrito ha embalagem do
produto (metandrostenolona).
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Figura 10. Resultados obtidos através da analise por pATR-FTIR de amostra de
comprimido questionado, rotulada como metandrostenolona e codificada para esse
estudo como 725. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracao
da banda caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm”
! B. Espectros resultantes da analise da amostra 791 para todos os pontos de
coleta, sendo em azul os espectros compativeis com excipientes, e em vermelho,
espectros que apresentam bandas caracteristicas do principio ativo
metandrostenolona. C. Espectro de referéncia da substancia metandrostenolona
(Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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A inspecédo visual dos perfis espectrais obtidos para a amostra 725 permitiu
visualizar espectros compativeis com a substancia metandrostenolona, destacados
em vermelho, dentre outros compativeis com excipientes, em azul (Figura 10B),
sendo a confirmacdo da analise visual realizada através de pesquisas nas

espectrotecas.

A integracdo da banda caracteristica do principio ativo metandrostenolona
possibilitou a criagdo de sua imagem quimica, sendo a sua distribuicdo representada
pelas regides de cores quentes no mapa (Figura 10A), que indicam a aquisicdo de
espectros com intensidade acima de zero para a banda compreendida entre 1665-
1650 cm™. Entretanto, apesar de haver a identificacdo do principio ativo de acordo
com o mencionado no rétulo, essa € apenas uma informacao qualitativa e, por isso,
isoladamente ndo € suficiente para classificar a amostra como auténtica. Uma
alternativa para a avaliacdo de autenticidade de comprimidos com resultados
semelhantes é a sua comparacdo com uma amostra de referéncia. Dessa forma, é
possivel verificar se o perfil de distribuicAo de principios ativos de ambos é
semelhante, e se os excipientes presentes em cada formulacdo sdo 0os mesmos.
Além disso, outras metodologias, como a de GC/MS/FID, apresentada nessa
dissertacdo, também podem ser aplicadas para corroborar com a autenticidade da

amostra.

Para medicamentos que possuem seus excipientes relacionados em sua
documentacdo, como € o caso de todos os produtos registrados no Brasil, esses
compostos também podem ser utilizados para solucionar um caso de falsificacdo. Os
produtos analisados nesse trabalho eram provenientes de industrias estrangeiras e
nao apresentavam demais informacdes de composicdo em embalagens ou bulas,
ndo sendo possivel fazer esse tipo de correlacdo. Entretanto, a identificacdo de
excipientes foi explorada da mesma forma, visando verificar a viabilidade da
utilizagdo dessa técnica para a identificacdo de excipientes em analises futuras. Os
principais excipientes encontrados nas amostras analisadas foram: lactose, celulose

microcristalina, estearato de magnésio e amido.

A andlise dos espectros e criacdo de mapas de distribuicdo univariados para
a elucidacdo da composicao de excipientes de cada amostra demonstrou ser longa,

demandar tempo, concentracdo e experiéncia. Esses fatores devem ser avaliados
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no momento de implementar essa técnica na rotina. Sabendo disso e da
desvantagem do método univariado de sobreposicdo de bandas em diferentes
compostos quimicos, optou-se por realizar também a analise multivariada para
criacdo dos mapas de distribuicdo de substancias. Através da aplicacdo do MCR-
ALS nos espectros coletados, foi possivel obter ndo apenas a diferenciacdo de
principios ativos, mas também de excipientes presentes em cada amostra. A Figura
11 traz um exemplo da aplicacdo deste método, no qual foi possivel identificar, na
amostra codificada como 747, os excipientes lactose e estearato de magnésio, além
do principio ativo propionato de testosterona.
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Figura 11. Resultados obtidos através da andlise por HJATR-FTIR e MCR-ALS da
amostra codificada como 747, rotulada como oxandrolona. S&o apresentados os
mapas de distribuicdo e os espectros obtidos para cada composto (R? = 99,63, LOF
= 0,037). A. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com excipiente lactose. B.
Mapa de distribuicdo do espectro compativel com principio ativo propionato de
testosterona. C. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com excipiente
estearato de magnésio. D. Espectro de referéncia da lactose (Espectroteca: ATR-
FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.). E. Espectro de referéncia do
propionato de testosterona (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 - ©
2009 STJapan Inc.). D. Espectro de referéncia do estearato de magnésio
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.).
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A avaliacdo da qualidade do modelo construido para a amostra codificada
como 747 resultou em valores de R2 = 99,63%, indicando que a maior parte da
informacao original foi expressa pelo modelo, e LOF = 0,037%, indicando que ha

pouca informacao na matriz de residuos.

Em outro exemplo, apresentado na Figura 12, embora ndo tenham sido
identificados principios ativos nha amostra 759, rotulada como metandrostenolona, foi
possivel detectar a presenca dos excipientes lactose, estearato de magnésio e

celulose microcristalina, em modelo com valores de R2 = 99,75% e LOF = 0,039%.
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Figura 12. Resultados obtidos através da andlise por HJATR-FTIR e MCR-ALS da
amostra codificada como 759, rotulada como metandrostenolona. Sao apresentados
os mapas de distribuicdo e os espectros obtidos para cada composto (R? = 99,75,
LOF = 0,39). A. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com o excipiente
lactose. B. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com o excipiente estearato
de magnésio. C. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com o excipiente
celulose microcristalina. D. Espectro de referéncia da lactose (Espectroteca: ATR-
FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.). E. Espectro de referéncia do
estearato de magnésio (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009
STJapan Inc.). D. Espectro de referéncia da celulose microcristalina (Espectroteca:
ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.).
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Caso essa fosse uma amostra proveniente da industria brasileira, poderiamos
comparar as substancias encontradas com as descritas no registro ou na bula do
medicamento. Da mesma forma, uma amostra de referéncia, disponibilizada pela
industria responsavel pela fabricagcdo do produto, poderia ser comparada com a

questionada, a fim de verificar a distribuicdo dos componentes no comprimido.

A partir da analise das Figuras 11 e 12, é possivel verificar que as imagens
geradas pelo MCR-ALS para cada substancia da amostra sdo complementares, uma
vez que os pontos da matriz com intensidade elevada em um dos mapas de
distribuicdo apresentam baixa intensidade nos demais, e vice versa, evidenciando o
poder de separacdo dos componentes das misturas presentes em cada ponto de

coleta, pelo método aplicado.

Por fim, apresentamos um ultimo exemplo de criacdo de imagens quimicas
pelo MCR-ALS, sendo os mapas de distribuicAo obtidos para os demais

comprimidos em analise apresentados apenas no Apéndice B desse trabalho.

A Figura 13 representa a aplicacdo do método multivariado de criacdo de
imagens quimicas na amostra codificada como 733, ja apresentada anteriormente.
Trata-se da amostra rotulada como metandrostenolona cujos perfis espectrais
resultantes da andlise por PATR-FTIR indicaram semelhanca com espectros de
referéncia da metandrostenolona, e cujo mapa de distribuicdo univariado indicou
regides em que essa substancia estaria possivelmente presente na amostra, mas
cujo resultado ndo pode ser confirmado pelo algoritmo de pesquisa de misturas do
OPUS-IR.

A aplicacdo do MCR-ALS nos dados espectroscépicos dessa amostra
permitiu obter, dentre outros perfis espectrais, um correspondente a mistura do perfil
espectral do principio ativo metandrostenolona com o do excipiente lactose, indicado
na Figura 13D, em modelo com valores de R? = 99,83, LOF = 0,024.
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Resultados da aplicagao do MCR-ALS
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Figura 13. Resultados obtidos através da andlise por HJATR-FTIR e MCR-ALS da
amostra de comprimido questionado codificada como 733, rotulada como
metandrostenolona Sao apresentados os mapas de distribuicdo e os espectros
obtidos para cada composto (R? = 99,83, LOF = 0,024). A. Mapa de distribuicdo do
espectro compativel com o excipiente celulose microcristalina. B. Mapa de
distribuicdo do espectro compativel com a mistura do excipiente estearato de
magnésio com o excipiente lactose. C. Mapa de distribuicdo do espectro compativel
com o excipiente Lactose. D. Mapa de distribuicdo do espectro compativel com a
mistura do principio ativo metandrostenolona com o excipiente lactose. E. Espectro
de referéncia da substancia celulose microcristalina (Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.). F. Espectro de referéncia da
substancia estearato de magnésio (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol.
2 - © 2009 STJapan Inc.). G. Espectro de referéncia da substancia lactose
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.). H.
Espectro de referéncia da substancia metandrostenolona (Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.).

Esse resultado corrobora com a hipétese levantada pela analise visual dos

espectros e pela criagdo do mapa univariado de distribuicdo da banda caracteristica
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da metandrostenolona, de que o algoritmo do OPUS-IR ndo pdde realizar a

separacao das misturas, mas que a substancia estava presente na amostra.

Entretanto, esse exemplo demonstra que, mesmo com a aplicacdo do MCR-
ALS, nem sempre foi possivel verificar uma completa separacdo dos componentes
presentes nos comprimidos anabolizantes. Isso acontece porque, uma vez que nao
havia informacbdes prévias acerca da composicdo quimica das amostras
questionadas, 0s postos das matrizes, ou seja, 0 nUmero de componentes presentes
em cada sistema teve de ser calculado matematicamente pela aplicagdo de SVD. As
estimativas de posto das matrizes basearam-se, portanto, unicamente nos espectros
adquiridos por PATR-FTIR para cada ponto de coleta, os quais muitas vezes
apresentaram misturas complexas de sinais de diferentes substancias. Essas
misturas espectrais devem-se principalmente a falta de seletividade da superficie de
amostragem, a qual pode ocorrer em amostras altamente homogéneas e/ou nos
casos em gue 0s componentes tenham particulas menores do que o tamanho do
ponto de coleta (KWOK; TAYLOR, 2012). Em ambas as situagfes, 0 posto estimado
por SVD pode ser diferente do nimero de espécies quimicas presentes na amostra,
resultando em uma matriz com deficiéncia de posto (MARCO et al., 2014). O modelo
de MCR-ALS é construido, entdo, levando em consideracdo um numero menor de
substéancias, podendo resultar em resolucdes que apresentam perfis espectrais de
misturas (conforme observado na Figura 13), ou até mesmo na ndo deteccdo de
algum componente minoritario, cujo perfil espectral estard presente apenas na

matriz de residuos do modelo.

Uma maneira de melhorar a resolu¢cdo dos componentes € através da coleta
de espectros das substancias puras, e adicdo dessas informa¢gdes ao modelo de
MCR-ALS (SACRE et al., 2014). Isso é possivel através da analise de matrizes
aumentadas, estruturas mais ricas em informagao criadas a partir da juncao entre
duas ou mais matrizes de dados bilineares. Ao fundir a matriz de dados da amostra
com uma matriz de espectros de padrdes dos analitos, € possivel reduzir ou eliminar
a deficiéncia de posto, assim como chegar a estimativas iniciais de perfis espectrais
por PURE mais condizentes com a realidade, uma vez que o modelo possuira
informacdes suficientes para separar os espectros puros das substancias analisadas

(MARCO et al., 2014). A aquisicédo de espectros de padrdes e a analise de matrizes
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aumentadas fazem parte das perspectivas de continuacdo desse trabalho por nosso

grupo de pesquisa.

Ainda assim, com base nos resultados obtidos, entende-se que o método
multivariado possa ser mais eficiente para a pratica pericial e de controle de
gualidade dos medicamentos. Por isso, sugere-se centrar esforcos no

desenvolvimento dele.

Por permitir a separacdo dos espectros de misturas em espectros puros, a
ferramenta do MCR-ALS mostrou-se uma excelente para a verificagdo da qualidade
do comprimido. Produtos registrados no Brasil devem passar por rigoroso controle
de qualidade, pelo qual ndo passam os irregulares. Assim, se for verificada uma ma
distribuicdo dos componentes no comprimido, ou a presenca de excipientes e/ou

principios ativos diferentes dos registrados, é constatada a baixa qualidade do

medicamento e, portanto, sua irregularidade.

O método de integracdo de bandas mostrou-se mais lento e passivel de erro
humano do que o MCR-ALS. Além disso, por haver a possibilidade de
sobreposicdes de bandas de absorcdo de diferentes componentes da amostra, a
chance de criacdo de mapas de distribuicdo de componentes falsamente positivos é
maior. Dessa forma, a imagem gerada por MCR-ALS pode representar melhor a
distribuicao dos componentes na amostra, uma vez que é criada a partir de toda a
informagao espectral de um composto, recuperado matematicamente, e nao apenas

de uma banda.

Quando se conhecem o0s compostos presentes na formulacdo de um
comprimido, como ocorre nha analise medicamentos auténticos, no controle de
gualidade farmacéutico, é possivel estudar os espectros de infravermelho de cada
composto a fim de escolher uma banda caracteristica que ndo se sobreponha as
bandas dos demais componentes. Mesmo assim, nem sempre essas bandas sao
encontradas. Em um estudo de Chan, Hammond e Kazarian, (2003), por exemplo,
nao foi possivel encontrar uma banda caracteristica para o excipiente hipromelose
que ndo se estivesse presente na cafeina e no amido. Nos casos forenses, por sua
vez, nunca se sabe a composicao exata do medicamento enviado para analise,

tornando ainda mais complexo o estudo dos espectros das substancias que compde
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a sua formulagdo. Esse é mais um motivo que pode favorecer a eficacia do
mapeamento realizado pelo MCR-ALS em contraposicao do método de integracao de

banda Unica.

Esses achados corroboram o estudo realizado por Chan, Elkhider e Kazarian
(2005), que apresentaram melhores resultados quando utilizaram o algoritmo de
andlise multivariada de Minimos Quadrados Classica (CLS), quando comparados

com o método univariado de integracdo de bandas.

Destaca-se que o objetivo deste experimento foi demonstrar a viabilidade do
uso da microespectroscopia de infravermelho para a analise de comprimidos
questionados, através da obtencdo de mapas de distribuicdo de componentes em
sua superficie. Trata-se de um estudo preliminar, porém, os resultados obtidos sdo
encorajadores e demonstram que mais esforgos devem ser investidos no
desenvolvimento dessa técnica promissora. Em proximos estudos, deve ser avaliada
a viabilidade de aumentar o nimero de pontos a serem coletados na amostra, de
forma a melhorar a resolugao das imagens quimicas obtidas e permitir uma avaliagao
mais detalhada da distribuicdo dos componentes nos comprimidos questionados. A
determinacao da quantidade de pontos a serem amostrados deve ser avaliada caso a
caso, e deve levar em consideragao o tempo e o tipo de equipamento disponivel para
a analise. Da mesma forma, como alguns compostos da amostra podem estar em
baixas concentracdes e ndo serem contemplados pela area amostral escolhida para
analise, a realizacdo de coletas em triplicata deve ser estudada, amostrando regides
diferentes de um mesmo comprimido para aumentar a representatividade da
composi¢ao quimica da amostra. A analise de matrizes aumentadas com espectros
de padroes analiticos também esta dentre as perspectivas de continuacao desse
estudo, visando a criacdo de modelos mais préximos a composicdo quimica real das

amostras.

Além disso, é importante mencionar que se percebeu, ao longo desse estudo,
que as propriedades de dureza e friabilidade dos medicamentos questionados podem
comprometer os resultados obtidos por dificultar a coleta dos espectros, nos casos

em que os produtos nao correspondem aos padrdes de qualidade minimos
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estabelecidos. Em um dos casos, por exemplo, o comprimido quebrou-se durante a
analise devido a pressao aplicada pelo cristal de ATR. A Figura 14 traz o exemplo da
amostra codificada como 775. Nesse caso, foi possivel realizar a analise de apenas
14 dos 49 pontos de coleta, logo, o0 mapa de distribuicdo de componentes foi
avaliado apenas para a regiao amostrada antes da quebra, uma vez que os demais

espectros ndo eram representativos.
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Figura 14. Resultado da analise de um comprimido questionado com baixa dureza.
A. Mapa de distribuicdo 2D do principio ativo acetato de clostebol, obtido através de
integrac&o da banda caracteristica compreendida entre 1690 - 1675 cm™. B. Imagem
microscopica do comprimido em analise, com a marcacdo de todos os pontos da
matriz a serem coletados, sendo destacado com a cor vermelha o que obteve
espectro semelhante ao do acetato de clostebol, em azul todos os relacionados a
excipientes e em preto todos em que nao foi possivel obter um espectro adequado
porque que foram coletados apés a quebra do comprimido em analise. C. Espectros
obtidos para cada ponto de coleta da amostra, com o mesmo codigo de cores de B.
D. Espectro de referéncia da substancia acetato de clostebol (Espectroteca ATR-
FTIR-Library COMPLETE, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Da mesma forma, o preparo da superficie para a analise apresentado nesse
trabalho pode nao ser o ideal para comprimidos com alta friabilidade, uma vez que
algumas particulas podem ser removidas no momento de nivelamento da superficie
com a lamina de bisturi. Em ambas as situacdes, o problema pode ser minimizado
ao aplicar um preparo de amostras diferenciado. Simek, Griinwaldova e Kratochvil
(2014) desenvolveram um método de corte utilizando cera de parafina e micrétomo,
que promete eliminar varios dos inconvenientes enfrentados com o uso do bisturi
para o preparo da superficie. O envolvimento da amostra com parafina evita a
quebra do comprimido durante o seu preparo e analise e, como a pressao aplicada
durante o corte com o micrétomo é reduzida, uma melhor qualidade de nivelamento
da superficie é obtido, evitando o deslocamento de particulas durante o processo.
Ainda, soma-se a vantagem de poderem ser analisadas diferentes camadas do
comprimido, dependendo das regides estabelecidas para o corte. Entretanto, é
preciso avaliar a viabilidade do uso dessa técnica na rotina pericial, uma vez que ha

a modificacdo da amostra em analise durante esse processo.

7

Por fim, € importante ressaltar que, através da metodologia utilizada no
presente trabalho, além da obtencdo da imagem quimica, obtém-se também a
imagem microscopica da superficie em andlise. Algumas das imagens microscopicas

obtidas estédo apresentadas na Figura 15.

Figura 15. Exemplos de imagens obtidas através do microscépio LUMOS (Bruker)
para diferentes amostras em estudo.
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Para casos em que produtos auténticos estejam disponiveis para comparacao
com os questionados, uma simples inspecéo visual microscopica pode ser suficiente
para verificar dissimilaridades entre as amostras e corroborar para a classificacdo do
medicamento como irregular. Diferencas relacionadas ao aspecto geral do
comprimido, coloragéo do revestimento ou da mistura compactada, assim como a

falta de homogeneidade podem ser observadas nesses casos.

Considerando que as condi¢Bes para o registro da imagem microscopica
podem ser padronizadas para todas as amostras no software OPUS-IR, estudos de
processamento de imagens também podem ser utilizados para fins de classificacao
entre comprimidos auténticos e inauténticos. Jung e colaboradores (2012), por
exemplo, utilizaram abordagem semelhante para a interpretacdo de imagens de
comprimidos genuinos e falsos de Viagra® e Cialis®, obtidas através de um

Comparador Espectral de Video (VSC).

5.2. Resultados preliminares e discussédo das analises por GC/MS/FID

Foi possivel realizar a adaptacdo do método de GC/MS aplicado a anélise de
medicamentos questionados no SETEC/SR/PF/RS para a deteccao simultanea de

esteroides anabolizantes por espectrometria de massas e ionizagéo de chamas.

A Figura 16 apresenta os cromatogramas (TIC) obtidos durante a anélise das
solugbes de trabalho disponibilizadas pelo SETEC/SR/PF/RS. Essas analises
serviram como avaliacdo preliminar da adaptacdo do método, antes da sua

aplicacao para a analise de amostras reais.

A partir dessa avaliacdo preliminar foi possivel verificar que as substancias
cipionato de boldenona, cipionato de testosterona, decanoato de nandrolona,
enantato de testosterona, estanozolol, fempropionato de nandrolona,
metandrostenolona, oxandrolona, oximetolona e propionato de testosterona foram

contempladas pelo método nas concentragdes testadas (2500, 1000 e 100 ppm).
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Figura 16. Resultados das andlises das solucdes de referéncia de esteroides
anabolizantes, nos quais podem ser verificados o0s picos referentes a
metandrostenolona (A), oxandrolona (B), oximetolona (C), propionato de
testosterona (D), estanozolol (E), enantato de testosterona (F), cipionato de
testosterona (G), decanoato de nandrolona (H), cipionato de boldenona (I) e
fempropionato de boldenona (J).

Em seguida, vinte amostras de apreensao (comprimidos e capsulas) foram
analisadas pelo método adaptado, de forma a verificar quais 0s principios ativos

estavam presentes em cada comprimido ou capsula.

A identificacdo de substéncias a partir da analise dos resultados foi realizada
através da comparacdo dos espectros de massas obtidos com os de referéncia
disponiveis na NIST e com os obtidos através das solugbes de trabalho
disponibilizadas pelo SETEC/SR/PF/RS. O Quadro 4 traz um resumo dos resultados

obtidos. Os fabricantes de medicamentos envolvidos nos exames foram codificados.
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Quadro 4. Resultados das andlises das amostras questionados por GC/MS/FID.

Dose descrita

Principios ativos

Principios ativos

Cédigo | Fabricante Farn':w(;::ngﬁtica na embalagem descritos na identificados por
(mg) embalagem GC/MS/FID

524 M Comprimido 50 Oxandrolona Oxandrolona
525 M Comprimido 50 Oxandrolona Oxandrolona
553 M Comprimido 25 Mesterolona Mesterolona
554 M Comprimido 25 Mesterolona Mesterolona
557 M Comprimido 10 Metandrostenolona Metandrostenolona
558 M Comprimido 10 Metandrostenolona Metandrostenolona
561 M Comprimido 10 Metandrostenolona Metandrostenolona
562 M Comprimido 10 Metandrostenolona Metandrostenolona
589 U Comprimido Metandrostenolona Estanozolol
590 U Comprimido Metandrostenolona Estanozolol
601 G Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
602 G Capsula 10 Oxandrolona Nenhum
605 G Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
606 G Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
609 G Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
610 G Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
633 J Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
634 J Cépsula 10 Oxandrolona Nenhum
745 R Comprimido 5 Oxandrolona Propionato de Testosterona
746 R Comprimido 5 Oxandrolona Propionato de Testosterona

Legenda: Em verde, amostras cujo principio ativo detectado correspondeu ao
descrito nas embalagens. Em amarelo, amostras cuja analise por GC/MS/FID nao foi
capaz de detectar principios ativos. Em vermelho, amostras cujos principios ativos
detectados n&o corresponderam ao descrito nas embalagens.

A partir dos resultados obtidos, especificamente da deteccdo qualitativa de
esteroides anabolizantes, foi possivel verificar que doze das vinte amostras
analisadas eram falsificadas. Quatro delas (codificadas como 589, 590, 745 e 746)
apresentaram principios ativos diferentes daqueles indicados em suas embalagens,
e oito (codificadas como 601, 602, 605, 606, 609, 610, 633 e 634) ndo apresentaram
pico cromatografico referente a esteroides anabolizantes, podendo estes estar
ausentes ou abaixo dos limites de deteccdo do método. Tanto a auséncia de
principios ativos, quanto a presenca de substancias ou de concentragdes diferentes

das registradas e, consequentemente, descritas nas embalagens e bulas dos
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medicamentos, configuram irregularidades, e podem causar diversos riscos a saude

do paciente que vir a utilizar esse produto.

Para as demais amostras (codificadas como 524, 525, 553, 554, 557, 558,
561 e 562), verificou-se que o0s principios ativos detectados pelas analises
cromatograficas estavam de acordo com os mencionados nos rotulos dos produtos
questionados. Entretanto, apenas com essa informacgéo, ndo é possivel classificd-las
como auténticas ou inauténticas, uma vez que esse € um resultado apenas
qualitativo sobre a composi¢cédo da amostra, exigindo a realizacdo de outras anélises

para confirmar a sua autenticidade.

Esse é um dos motivos que tornam a analise simultanea por GC/MS/FID
interessante para as analises forenses. Ao utilizar a espectrometria de massas como
uma das formas de detec¢cdo do método, é possivel confirmar a presenca das
substancias através da analise do seu espectro de massas, 0 que em muitos casos
ja é suficiente para verificar a inautenticidade de uma amostra. Por outro lado, a
vantagem de utilizar a deteccdo simultanea por ionizacdo de chamas € a
possibilidade de agregar informacgfes quantitativas mais confidveis para a analise,
obtidas em uma Unica separacdo cromatografica. Nesse estudo, foi realizada
apenas a estimativa de proporcao entre amostras de mesmo principio ativo, mas em
etapas futuras de trabalho, pretende-se agregar ferramentas de analise quantitativa
a essa metodologia, tornando possivel a realizacdo da quantificacdo exata das
substancias identificadas.

Para demonstrar a aplicabilidade da deteccdo simultdnea por massas e
ionizagdo de chamas na andlise forense de medicamentos anabolizantes
guestionados, os resultados obtidos para as amostras codificadas como 553 e 554,
rotuladas como de mesmo fabricante e lote, sdo apresentados como exemplo. A
Figura 17 apresenta os cromatogramas TIC e FID de uma das triplicatas da amostra
codificada como 553, na qual foi detectada a presenca do principio ativo
mesterolona, de acordo com o rétulo do produto questionado. Perfil cromatografico
semelhante foi verificado para as demais analises da triplicata, assim como da

amostra codificada como 554.
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Figura 17. Resultados obtidos através da analise por GC/MS/FID de amostra de
comprimido questionado, rotulada como mesterolona e codificada para esse estudo
como 553. A. Cromatogramas TIC e FID apresentando pico cromatografico
correspondente a substancia mesterolona nos tempos de retencéo de 13,034 (TIC) e
13,055 (FID). B. Espectro de massas obtido para o pico em TR = 13,034 min no TIC
da amostra 553A (em vermelho) e o espectro de massas de referéncia na NIST para
a substancia mesterolona (em azul). C. Estrutura molecular e principais fragmentos
encontrados no espectro de massas da substancia mesterolona.

Apés a identificagdo do principio ativo pela espectrometria de massas, 0 pico
cromatografico relativo a mesterolona foi atribuido e integrado no cromatograma
FID. As areas obtidas experimentalmente e corrigidas pela massa das aliquotas,
assim como a média e desvio padréo das triplicatas das amostras codificadas como
553 e 554 podem ser visualizadas no Quadro 5.

A comparacao da proporcao entre as areas médias foi entdo realizada, o que
permitiu constatar grande discrepancia na proporcao do principio ativo mesterolona
entre as amostras analisadas, embora essas estivessem identificadas como de
mesmo fabricante e lote. A partir desses resultados, verificou-se que a amostra
codificada como 554 apresentou cerca de 30% da area do pico cromatografico
relativo a mesterolona, quando comparada com a amostra 553. Mesmo essa

estimativa sendo apenas uma andlise preliminar, a variacdo expressiva no teor de
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principio ativo encontrada nas amostras pode indicar a auséncia de controle

qualidade na producao desses medicamentos e sugerir sua inautenticidade.

Quadro 5. Resultados obtidos pela integracdo do pico cromatogréafico referente ao
principio ativo mesterolona nos cromatograma FID das amostras codificadas como
553 e 554.

Analito id?:Istrsnag} memsas;'ng} Codigo ex.:tr:r?n'l:Etal co‘?:ieg?da ﬂ;l:il:adt: Dzz\;.:'ci’pl;’i?::tr: °
23,36 23,36 553 A | 125957087 | 125957087

Mesterolona 2336 2336 553B | 128782244 | 128782244 |12960778,3|412588,0(3,18%)
23,36 23,36 553C | 134084017 | 134084017
22,14 2212 554 A | 40048673 | 40012495

Mesterolona 2214 2216 554B | 38948264 | 38983447 | 39698535 | 62081,6 (1,56%)
2214 2214 554 C | 4009966,3 | 4009966,3

A diferenca de concentracdo de principios ativos em um produto irregular é
um problema extremamente relevante para saude publica, uma vez que o paciente
qgue utilizara o medicamento em questdo podera receber doses diferentes a cada
comprimido. Esse problema é ainda mais critico para farmacos que apresentam
janelas terapéuticas pequenas, quando minimas variacdes na concentracdo de
principio ativo podem levar tanto a ineficiéncia do tratamento quanto & morte por

intoxicacdo aguda.

Isso indica que a simples identificacdo qualitativa de principios ativos
descritos no rétulo de medicamentos questionados, incluindo esteroides
anabolizantes, ndo é suficiente para concluir acerca de sua autenticidade, indicando
a necessidade de utilizacdo de técnicas quantitativas complementarmente as
qualitativas ja consolidadas na rotina pericial. A utilizacdo de métodos de analise

simultanea por GC/MS/FID pode ser uma alternativa para esses casos.

E importante ressaltar que o0s experimentos realizados nesse estudo
compdem uma avaliacdo preliminar da GC/MS/FID, e nédo resolvem todas as

guestdes técnicas relacionadas a essa combinacdo, como a utilizacéo do FID para a
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guantificacdo exata das substancias identificadas. Por isso, sugere-se que estudos
mais aprofundados sejam realizados para explorar as demais possibilidades
associadas a essa técnica. Entretanto, o objetivo principal do trabalho foi alcancado:
apresentar a possibilidade da deteccdo simultanea por FID e MS aplicada a analise
de esteroides anabolizantes, a partir da adaptacdo de um método de GC/MS ja
aplicado na rotina da pericia federal no estado do Rio Grande do Sul.

5.3. Discussao geral

Nesse trabalho, foram apresentadas e aplicadas duas ferramentas, com
principios analiticos diferentes, para a analise de medicamentos esteroides
anabolizantes questionados: a HATR-FTIR e a GC/MS/FID. Apesar do foco em
apenas um grupo de medicamentos, porém, ambas as técnicas poderdo ser
aplicadas a outras classes farmacoldgicas e toxicologicas de interesse. Dessa
forma, a importancia desse trabalho reside no auxilio ao enfrentamento geral do
problema de falsificacdo de medicamentos, e nao apenas de esteroides
anabolizantes, especialmente se as metodologias apresentadas forem aplicadas em

conjunto com outras técnicas analiticas e quimiométricas complementares.

E sabido que o uso combinado de métodos analiticos € muito mais apropriado
para a investigacdo forense, uma vez que essa exige a obtencdo do maximo
possivel de informacbes relevantes acerca das amostras suspeitas, além da
confirmacédo dos resultados obtidos por mais de uma técnica. Por isso, sugere-se
gue as metodologias aqui apresentadas nédo sejam utilizadas de maneira isolada ou
vistas como substitutas das técnicas pré-existentes na rotina pericial, mas sim sejam
utilizadas como complementares entre si e em relacdo as demais, de maneira a

elevar a convicgéo do perito na conclusédo do laudo pericial.

Nosso grupo de pesquisa vem explorando diversas técnicas para a analise
forense de medicamentos, de modo a ampliar as possiveis abordagens desse tema
na pericia criminal brasileira. Alguns estudos publicados incluem a obtencdo de
perfis tecnoldgicos de comprimidos através de caracteristicas pds-compresséao, a
determinacdo de principios ativos por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia com

Deteccao por Arranjo de Diodos (UPLC-DAD), e a obtencéo de perfis quimicos por
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Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray (ESI-MS), Espectrometria
de Fluorescéncia de Raios-x (XRF), Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia com
deteccdo de Arranjo de Diodos e de Espectrometria de Massas com lonizagao por
Electrospray (UPLC-DAD-ESI-MS), Espectroscopia no Infravermelho Médio por
Transformada de Fourier no Modo Reflexao Total Atenuada tradicional (ATR-FTIR) e
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), associadas a diferentes ferramentas
multivariadas de analise de dados, que buscam a avaliacdo de autenticidade e a
verificacdo de similaridades entre amostras de diferentes apreensdes (ANZANELLO
et al.,, 2017, 2014a, 2014c, 2013; KAHMANN et al., 2018b; ORTIZ; ANTUNES;
LINDEN, 2010; ORTIZ et al., 2013a, 2013b, 2012a, 2012b, 2011; SANTOS et al.,
2019). Todas sdo importantes abordagens a serem consideradas no

estabelecimento de uma rotina de analise forense de medicamentos.

O presente trabalho representou continuidade dessa linha de pesquisa, tendo
como contribuicdo a exploracdo e aplicacdo de mais duas técnicas analiticas,
complementares as ja desenvolvidas, para a analise de medicamentos
questionados. A utilizacdo da HATR-FTIR acrescentou a possibilidade de utilizacao
de dados espaciais e quimicos simultaneamente, permitindo avaliar a distribuicéo
dos compostos e a homogeneidade de comprimidos questionados. Além disso, a
sua associacdo com ferramentas quimiométricas, como MCR-ALS, demonstrou a
possibilidade de deteccao de diversos analitos em uma mesma analise, através de
separacdo matematica de misturas de sinais, mesmo quando nao existem
informac@es prévias da composi¢do das amostras. Essa vantagem, associada com o
fato de ser uma técnica ndo destrutiva, que permite a preservacdo da prova pericial,
torna a PATR-FTIR uma ferramenta analitica muito promissora para analises

forenses.

Da mesma forma, a adaptacdo de um método cromatografico para detecgéo
simultanea por dois detectores, através da GC/MS/FID, permitiu visualizar o
potencial da aplicacdo dessas técnicas combinadas para a analise de medicamentos
anabolizantes, mesmo que preliminarmente. A analise de medicamentos por
GC/MS/FID possibilita a obtencéo de informacdes qualitativas indispensaveis para a
identificacdo de analitos em amostras desconhecidas, através da espectrometria de

massas, € a0 mesmo tempo a obtengdo de dados quantitativos mais confiaveis
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acerca dos analitos detectados, através da ionizacdo de chamas, associando
métodos com principios analiticos diferentes em analise simultanea, aumentando a
assertiva da analise, um dos principios forenses. Nesse estudo, foram realizadas
apenas estimativas preliminares de propor¢cao de principios ativos entre amostras de
mesmo fabricante e lote, porém, demonstraram que a técnica combinada é
promissora, fazendo prospeccéo de uma metodologia ainda n&o explorada no Brasil.
Portanto, estudos futuros devem ser realizados seguindo essa linha, principalmente

para explorar o potencial quantitativo do FID em analises mais robustas.

Tratando-se de um estudo preliminar sobre duas abordagens analiticas ainda
pouco exploradas, é natural que sejam tracadas diversas perspectivas de
continuacao desse trabalho por nosso grupo de pesquisa. A melhoria das técnicas
apresentadas e a aplicacdo em conjunto dessas com as demais metodologias ja
desenvolvidas para a andlise de medicamentos sdo algumas das perspectivas ja
tracadas, as quais sdo apresentadas com mais detalhes em secdo especifica, ao
final do trabalho. Entretanto, é importante ressaltar a relevancia desse trabalho para
melhoria das atividades pericial e policial. A aplicacdo das técnicas exploradas
podera contribuir para uma melhor compreensdo do mercado ilicito de
medicamentos, e no embasamento de parte do planejamento das investigacdes

policiais, auxiliando na identificagéo de redes criminosas nacionais e internacionais.

Como consequéncia, destaca-se também a relevancia do estudo para a
saude publica, uma vez que, como mencionado anteriormente, essas ferramentas
podem contribuir ao combate da falsificacdo de medicamentos das mais diversas
classes farmacoldgicas, além dos esteroides anabolizantes. Como exemplo de
outros medicamentos de relevancia para a saude publica, podemos citar os
utilizados no tratamento do cancer de mama metastatico, como tamoxifeno e
anastrozol (SAAD et al.,, 2002). Se um medicamento falsificado for utilizado pela
paciente, pode haver o aumento de sua taxa hormonal e, portanto, 0 aumento das
chances de recidiva do cancer. Citando mais um exemplo, consequéncias
gravissimas também podem ocorrer com o0 uso de medicamentos antidepressivos
falsificados, uma vez que a ineficiéncia do tratamento pode aumentar as chances do
paciente deprimido cometer suicidio. O desenvolvimento de técnicas analiticas

robustas para a analise de medicamentos irregulares, associadas a ferramentas
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quimiométricas, permite a utilizacdo dos dados periciais para inteligéncia forense,
melhorando também a qualidade do trabalho policial investigativo, o que reflete no
combate e desmantelamento de grandes organizacdes criminosas associadas aos
crimes farmacéuticos, trazendo retorno para a saude publica e para sociedade como

um todo.
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6. CONCLUSOES







Foram exploradas duas ferramentas analiticas para a andlise de
medicamentos esteroides anabolizantes, tendo em vista sua aplicacdo em atividades

periciais e de inteligéncia forense.

A Microespectroscopia no Infravermelho Médio por Transformada de Fourier
no Modo Reflexdo Total Atenuada (LATR-FTIR) foi aplicada de modo inédito para a
andlise de comprimidos questionados rotulados como esteroides anabolizantes. A
partir dos experimentos preliminares realizados, verificou-se que a pPATR-FTIR pode
ser utilizada como técnica de triagem para a deteccdo de principios ativos e
excipientes de uma formulacdo e para a analise de autenticidade de medicamentos

anabolizantes.

A simples identificacdo de substancias diferentes daquelas descritas nos
rétulos e no registro dos medicamentos analisados permite a sua classificacdo como
inauténticos. No presente estudo, foi possivel determinar de forma inequivoca que
cinco dos trinta e dois comprimidos submetidos a analise eram inauténticos apenas

através da metodologia desenvolvida para JATR-FTIR.

Dois métodos de analise de dados diferentes foram empregados como
auxiliares na interpretacdo dos dados espectroscépicos obtidos. A comparacao foi
realizada entre o método univariado de integracdo de bandas e o método
multivariado de resolucédo de curvas (MCR-ALS) e ambos mostraram-se eficazes
para a realizacdo do mapeamento quimico dos comprimidos. A partir dos resultados
obtidos, entretanto, entende-se que o0 método de MCR-ALS possa ser mais
promissor do que o univariado, visto que apresentou vantagens extras, como a
possibilidade de distinguir diferentes componentes quando as bandas de absor¢ao
nao sdo bem resolvidas. Isso é extremamente Util para a analise de formulacdes
desconhecidas e que contenham muitos ingredientes, como ocorre nas analises

forenses.

Além disso, foi possivel realizar a adaptacdo de um método de GC/MS, ja
utilizado pelo SETEC/SR/PF/RS para a verificagdo da autenticidade de
medicamentos anabolizantes, para um método de GC/MS/FID empregando um
sistema de divisdo de fluxo para os diferentes detectores. A partir de um preparo de

amostra simples, foi possivel identificar a presenca de esteroides anabolizantes em
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comprimidos e capsulas de questionados, assim como realizar a estimativa de

proporcao desses compostos entre diferentes amostras.

A aplicagcédo da metodologia de GC/MS/FID para amostras questionadas reais
permitiu classificar doze das vinte amostras analisadas como inauténticas, uma vez
gue possuiam principios ativos diferentes dos descritos no rétulo ou ndo possuiam
principio ativo algum. A estimativa de proporgdo preliminar realizada nesse trabalho
possibilitou inferir que mesmo amostras que apresentam o principio ativo
relacionado no rotulo possam ser irregulares, uma vez que ndo apresentam doses

unitarias reprodutiveis dessa substancia.

Por fim, conclui-se que esse foi um estudo preliminar que apresentou duas
técnicas inovadoras e promissoras para a analise, ndo s6 de medicamentos
anabolizantes suspeitos de irregularidade, mas de outras demandas periciais.
Contudo, visando a melhoria de ambas as técnicas, vislumbra-se a continuidade do
estudo por nosso grupo de pesquisa através da realizacdo de novos experimentos,

cujas ideias iniciais sdo apresentadas a seguir.

102



7. PERSPECTIVAS







Vislumbra-se, como sequéncia desse trabalho pelo grupo de pesquisa, 0
aperfeicoamento de ambas as metodologias apresentadas e a sua aplicacdo para a

analise de outras classes farmacoldgicas de interesse forense.

Para a técnica de HATR-FTIR, pretende-se realizar novos experimentos, com
coleta de maior niumero de espectros por amostra, de forma a determinar um
namero 6timo de pontos necessarios para melhor representatividade de distribuicao
espacial. A exploragédo do uso de matrizes aumentadas no MCR-ALS para melhor
resolucdo de sinais, utilizando espectros de padroes de referéncia e matrizes de
varias amostras, assim como a Vverificacdo da aplicabilidade de métodos
multivariados de quantificacdo das substancias identificadas, pelo MCR-ALS ou por
outras ferramentas quimiométricas, também sdo perspectivas de melhorias da

metodologia apresentada.

Quanto a GC/MS/FID, em novos estudos, pretende-se explorar a utilizacdo do
FID para quantificacdo, aplicada a analise forense de medicamentos anabolizantes.
O emprego de ferramentas que permitam determinar a concentracao exata e precisa
de principios ativos, assim como a aplicacdo de ferramentas quimiométricas para

guantificacdes relativas e para reconhecimento de padrdes poderao ser explorados.

Por fim, vislumbra-se a expansdo das andlises para um maior nimero de
amostras de medicamentos questionados, de variadas classes farmacol6gicas
presentes no comeércio irregular, permitindo a criacdo de um banco de dados com
todos os resultados obtidos, incluindo estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
(ANZANELLO et al.,, 2017, 2014a, 2014b, 2014c, 2013; JUNG et al.,, 2012;
KAHMANN et al., 2018b; MARIOTTI et al., 2013; ORTIZ; ANTUNES; LINDEN, 2010;
ORTIZ, 2013; ORTIZ et al., 2013a, 2013b, 2012a, 2012b, 2011; SANTOS et al.,
2019). A partir desse banco de dados, pretende-se aplicar métodos de
reconhecimento de padrbes a fim de verificar a presenca de similaridades entre
amostras apreendidas, no intuito de colaborar com o desenvolvimento de um
sistema integrado de rastreabilidade de medicamentos irregulares, para que possa

ser posteriormente implementado pela inteligéncia da Policia Federal.
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APENDICE A
MAPAS DE DISTRIBUICAO — METODO UNIVARIADO

Sao apresentados os mapas de distribuicdo de principios ativos em comprimidos de
esteroides anabolizantes questionados, construidos a partir das técnicas de PATR-
FTIR e integracdo de bandas caracteristicas. Para obter detalhes da metodologia

utilizada, vide paginas 57 a 61 dessa dissertacao.
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 591. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das andlises por JATR-FTIR: nenhum. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B. Espectros resultantes
da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia metandrostenolona
(Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 715. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integragdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 716. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).

119



(-]

-
E
=1

=
>
o

X
)

g

Mapas de distribuicao
da Oxandrolona

-200 1] < 600 800

17251750 eixo x (um) 0

A

S
@@
T ©
3 & ™
'g e o
zT2 |
c 2
S5

o T T T T

3500 3000 2500 2000

,_|c Numero de onda (cm™)

& © 2009 — ST Japan Inc.
Q @©
TG
w C o
D «v 24
£ ¢ 1
T 3
C O
SR LENWM;/

4000 3600 3600 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1200 1000

Numero de onda (cm™)

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 717. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 721. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 729. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 734. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 735. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integragcdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 739. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: propionato de testosterona.
A. Mapas de distribuicio 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica do propionato de testosterona, compreendida entre 1620-1605 cm™. B.
Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integragcéo da banda caracteristica
da oximetolona, compreendida entre 1625-1610 cm™. C. Espectros resultantes da
analise da amostra. D. Espectro de referéncia da substancia propionato de

testosterona (Espectroteca PHARMA.A. SO1 — Bruker). E. Espectro de referéncia da

125



substancia oximetolona (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 743. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: propionato de testosterona.
Principio ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: propionato
de testosterona. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da
banda caracteristica do propionato de testosterona, compreendida entre 1620-1605
cm™. B. Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da

substéancia propionato de testosterona (Espectroteca PHARMA.A. SO1 — Bruker).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 759. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm™. B. Espectros resultantes
da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia metandrostenolona
(Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 771. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 775. Principio
ativo descrito na embalagem do produto guestionado: 4-
clorodehidrometiltestosterona. Principio ativo de acordo com os resultados das
analises por HATR-FTIR: acetato de clostebol. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D
obtidos através de integracdo da banda caracteristica do acetato de clostebol,
compreendida entre 1690-1675 cm™. B. Espectros resultantes da anélise da
amostra. C. Espectro de referéncia da substancia acetato de clostebol
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.). D.
Espectro de referéncia da substancia 4-clorodehidrometiltestosterona (Espectroteca
SWGDRUG 2019-02-08).

Observagcdo: comprimido quebrou durante a analise. Desconsiderar a regiao

superior do mapa de distribuicdo, uma vez que nao é representativa da realidade
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 787. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das andalises por MJATR-FTIR: oximetolona e
metandrostenolona. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracédo
da banda caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm”
!, B. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da oximetolona, compreendida entre 1625 e 1610 cm™. C. Espectros
resultantes da analise da amostra. D. Espectro de referéncia da substancia
oximetolona (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan
Inc.). E. Espectro de referéncia da substancia metandrostenolona (Espectroteca

SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 803. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 807. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das andlises por pATR-FTIR: oximetolona. A. Mapas de
distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oximetolona, compreendida entre 1625 e 1610 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oximetolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).

132



] 1 .
= 033 033
© 2 031 031
=} N-E 8 0.29 029
=} g 027 027
lg,,B 0.25 0.25
S5 8 0.23 0.3
2% 021 021
= 019 049
=] % 2 017 0.17
[} . 0.15 0.15
T O
0 ® ° 0.13 0.13
@ 5 om on
()
%2 - 009 0.09
= 0.07 0.07
005 ) 005
T | RARARARRSY | T t t 0.03 0.03
-200 [} 200 40 00 /D0
1740-1725 eixo x (pm) 0 0
v ®
T 'O
o c
D «T
TE
2
c o
o<
.
g | SWGDRUG
)
! [\
9 .0 [ |
T 'C i " \ \
w 8] I\ \ |
U« - |I L ' \
.g 2 | ‘ \ | ho | “I Y | E\ \
) | [ i /\ Jfla A o Rl
2 a HN VAN! WJVH AN WA 1
] _ A SV WA\ n
c 0 s A Mo s o - W
= | e e s —
4000 26800 3400 3200 2000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 €00

Numero de onda (cm™)

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 819. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: acetato de metenolona.

Principio ativo de acordo com os resultados das andlises por JATR-FTIR: acetato de

metenolona. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da

banda caracteristica da acetato de metenolona, compreendida entre 1740 e 1725
1

cm™. B. Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia acetato de metenolona (Espectroteca: SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 823. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 831. Principio
ativo descrito na embalagem do produto guestionado: 4-
clorodehidrometiltestosterona. Principio ativo de acordo com os resultados das
andlises por PATR-FTIR: 4-clorodehidrometiltestosterona. A. Mapas de distribuicao
2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica do 4-
clorodehidrometiltestosterona, compreendida entre 1590-1575 cm™. B. Espectros
resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia 4-
clorodehidrometiltestosterona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 835. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das andlises por pATR-FTIR: oximetolona. A. Mapas de
distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oximetolona, compreendida entre 1625 e 1610 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oximetolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 839. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. Entretanto, note
gue existem espectros com bandas correspondentes a mesterolona, assim como 0s
mapas de distribuicdo indicam regides nas quais a banda caracteristica dessa
substancia apresentou sinal relativamente alto, indicando a possivel presenca da
mesterolona nessas areas. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de
integracdo da banda caracteristica da mesterolona, compreendida entre 1710 e
1695 cm™.
referéncia da substancia mesterolona (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete,
Vol. 2 - © 2009 STJapan Inc.).

137

B. Espectros resultantes da andlise da amostra. C. Espectro de
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 843. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das andlises por pATR-FTIR: oximetolona. A. Mapas de
distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oximetolona, compreendida entre 1625 e 1610 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oximetolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 847. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das andlises por JATR-FTIR: oxandrolona. Entretanto,
note que existem espectros com bandas correspondentes a oxandrolona, assim
como o mapa de distribuicdo 3D indica uma regido na qual a banda caracteristica
dessa substancia apresentou sinal relativamente alto, indicando a possivel presenca
da oxandrolona nessa area. A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de
integracdo da banda caracteristica da oxandrolona, compreendida entre 1725-1750
cm™. B. Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia oxandrolona (Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009

STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 855. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm-1. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 863. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pJATR-FTIR: metandrostenolona.
A. Mapas de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda
caracteristica da metandrostenolona, compreendida entre 1665 e 1650 cm-1. B.
Espectros resultantes da analise da amostra. C. Espectro de referéncia da
substancia metandrostenolona (Espectroteca SWGDRUG 2019-02-08).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 893. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: mesterolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
mesterolona, compreendida entre 1710 e 1695 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia mesterolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 929. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. A. Mapas de
distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
oxandrolona, compreendida entre 1725-1750 cm™. B. Espectros resultantes da

analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia oxandrolona

(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 977. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: mesterolona. A. Mapas
de distribuicdo 2D e 3D obtidos através de integracdo da banda caracteristica da
mesterolona, compreendida entre 1710 e 1695 cm™. B. Espectros resultantes da
analise da amostra. C. Espectro de referéncia da substancia mesterolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.).
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APENDICE B
MAPAS DE DISTRIBUICAO — METODO MULTIVARIADO

Sé&o apresentados os mapas de distribuicdo de principios ativos e excipientes em
comprimidos de esteroides anabolizantes questionados, construidos a partir das
técnicas de PATR-FTIR e MCR-ALS. Abaixo dos espectros, apresentamos as
provaveis substancias identificadas. Para obter detalhes da metodologia utilizada,

vide paginas 57 a 61 dessa dissertacao.

Distribuicdo Desdobrada (591A)  Distribuicdo Desdobrada (591B)
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Resultados da aplicacao do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 591. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por PATR-FTIR: nenhum. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribuicao Desdobrada(715A)  Distribuicdo Desdobrada (715B)  Distribuicdo Desdobrada (715C)

Resultados da aplicacdo do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 715. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das andlises por PATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribuicéo Desdobrada(716A)  Distribuicédo Desdobrada (716B)  Distribuicdo Desdobrada (716C)

Resultados da aplicagcao do MCR-ALS

Perfil Espectral (716A) Perfil Espectral(716C)
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 716. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Resultados da aplicacdo do MCR-ALS

Espectros de Referéncia
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 717. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo

de acordo com os resultados das andlises por PATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009

STJapan Inc.
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Distribuicdo Desdobrada(721A)  Distribuicdo Desdobrada (721B)  Distribuicdo Desdobrada (721C)

Resultados da aplicagao do MCR-ALS
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2009 STJapan Inc.). © 2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 721. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: metandrostenolona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
— © 2009 STJapan Inc.
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Distribuicédo Desdobrada(725A)  Distribuicéo Desdobrada (725B)  Distribuicao Desdobrada (725C)
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Resultados da aplicagao do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 725. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por pATR-FTIR: metandrostenolona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
—© 2009 STJapan Inc.
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Resultados da aplicacdao do IVMICR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 729. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio

ativo de acordo com os resultados das analises por HATR-FTIR: metandrostenolona.

Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
—© 2009 STJapan Inc.
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Distribuicéo Desdobrada (734A)  Distribuicdo Desdobrada (734B)  Distribuicao Desdobrada (734C)  Distribuicéo Desdobrada (734D)

Resultados da aplicagdo do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 734. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: metandrostenolona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
—© 2009 STJapan Inc.
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Resultados da aplicacdo do MCR-ALS
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Library Complete, Vol. 2 ©
2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 735. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio

ativo de acordo com os resultados das analises por HATR-FTIR: metandrostenolona.

Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
— © 2009 STJapan Inc.
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Distribuicédo Desdobrada (739A)

Distribuicéo Desdobrada (739B)

Resultados da aplicacao do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 739. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das analises por HPATR-FTIR: propionato de testosterona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
—© 2009 STJapan Inc.
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Distribuicdo Desdobrada(743A)  Distribuicédo Desdobrada (743B)  Distribuicéo Desdobrada (743C)
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Resultados da aplicacao do MCR-ALS

Unidades de Ahsorbancia

=

Unidades
o o
S £
>
o
b

Numero de onda (em ') Numero de onda (em ‘) Numero de onda (¢m ')
Espectro semelhante a Espectro semelhante a Espectro semelhante a
lactose mistura de lactose e mistura de lactose e
estearato de magnésio propionato de testosterona
L § ’ |
i | |
(@) ! ‘Jl g ‘ | ‘ I ‘
[ ! oo ’ | ‘
«@Q F | A" d 1 ‘
S o |, of
& | n i N , m )
7] 1 [\, iyl W ! it : 4 ‘ . ” i
o iV 8 \W_/\J % Lo , A RS eI B
Q . SRBEEEREE % 8 % @ & % o . mmmmmEREE = = % = = % 4 e G
3 Lactose (Espectroteca: ATR- Estearato de magnésio Propinato de testostorona
o FTIR-Library Complete, Vol. 2 (Espectroteca: ATR-FTIR- (Espectroteca: ATR-FTIR-
T © 2009 STJapan Inc.). Library Complete, Vol. 2 © Library Complete, Vol. 2 ©
8_ 2009 STJapan Inc.). 2009 STJapan Inc.).
v

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 743. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das analises por HJATR-FTIR: propionato de testosterona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
— © 2009 STJapan Inc.
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Resultados da aplicacao do MCR-ALS

Espectros de Referéncia
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FTIR-Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 771. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo

de acordo com os resultados das andlises por JATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009

STJapan Inc.
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Distribuicdo Desdobrade ( 787A)

Distribui¢ao Desdobrada (787B)
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Resultados da aplicacdo do MCR-ALS
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© 2009 STJapan Inc.).

Lactose (Espectroteca: ATR-
FTIR-Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).
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Estearato de magnésio
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 ©

2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia

A

Metandrostenolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).

Oximetolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 787

. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de

acordo com oOs

resultados das analises por

HATR-FTIR:

oximetolona e

metandrostenolona. Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.
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Distribuicéo Desdobrada (791A)

Perfil Espectral (791A)

Resultados da aplicacao do MCR-ALS

Unidades de Absorbancia
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Library Complete, Vol. 2 ©
2009 STdapan Inc.).

Espectros de Referéncia

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 791. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por HATR-FTIR: metandrostenolona
e citrato de sildenafila. Espectros de referéncia obtidos das Espectrotecas: ATR-

@ ExEmEmsE® =

Citrato de Sildenafila
(Espectroteca:
SWGDRUG 2019-02-08).

Metandrostenolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).

FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc e SWGDRUG 2019-02-08.
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Distribuicdo Desdobrada (803A)

Distribuicdo Desdobrada (803B)
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Resultados da aplicacao do MCR-ALS
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Vol. 2 © 2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 803. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.

159



Distribuicéo Desdobrada (807A)  Distribuicéo Desdobrada (807B)

Resultados da aplicacao do MCR-ALS
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L

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 807. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: oximetolona. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribuicéo Desdobrada(819A)

Perfil Espectral (819A)
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Perfil Espectral (819B)
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Resultados da aplicacdo do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 819. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: acetato de metenolona.

Principio ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: acetato de

metenolona. Espectros de referéncia obtidos da Espectrotecas: ATR-FTIR-Library
Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc e SWGDRUG 2019-02-08.
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Resultados da aplicagao do MCR-ALS

Espectros de Referéncia
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© 2009 STJapan Inc.).
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2009 STdapan Inc.).

Oxandrolona (Espectroteca:
ATR-FTIR-Library Complete,
Vol. 2 © 2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 823. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por HATR-FTIR: oxandrolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribui;éo Desdobrada (831A)

Distribuicéo Desdobrada (831B) Distribuigéo Desdobrada (831C)
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Resultados da aplicagdao do MCR-ALS
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Ll
x1 \ !
L i 4 !
i A | I 1 N
i) "“\w,.\,' k. » e NV L~ WIAH ) M v
Lactose (Espectroteca: ATR- 4 cIo-r(;(;ehldrometlltestosterona Estearato de magnésio Celulose microcristalina
FTIR-Library Complete, Vol. 2 (Espectroteca: (Espectroteca: ATR-FTIR- (Espectroteca: ATR-FTIR-
© 2009 STJapan Inc.). SWGDRUG 2019-02-08).  Library Complete, Vol. 2 © Library Complete, Vol. 2 ©

2009 STJapan Inc.).

2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 831. Principio
do 4-

clorodehidrometiltestosterona. Principio ativo de acordo com os resultados das

ativo descrito na embalagem produto guestionado:

analises por JATR-FTIR: 4-clorodehidrometiltestosterona. Espectros de referéncia

obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc
e SWGDRUG 2019-02-08.
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Distribuicéo Desdobrada(835A)  Distribui¢do Desdobrada (835B)  Distribuicdo Desdobrada (835C)

Resultados da aplicacao do MCR-ALS

Perfil Espectral (835A) Perfil Espectral (835B) Perfil Espectral (835C)
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o 2009 STJapan Inc.). © 2009 STJapan Inc.).
L

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 835. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de
acordo com os resultados das analises por HJATR-FTIR: oximetolona. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribuicdo Desdobrada

(839A)

Distribuicdo Desdobrada (839B)

Espectros de Referéncia

Resultados da aplicacao do MCR-ALS
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© 2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 839. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Resultados da aplicacdo do MCR-ALS

Espectros de Referéncia
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 843. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: oximetolona. Principio ativo de

acordo com os resultados das analises por HJATR-FTIR: oximetolona. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009

STJapan Inc.
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Distribuicédo Desdobrada (847A)

Distribuicao Desdobrada (847B)

Resultados da aplicacdao do MCR-ALS
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© 2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 847. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Distribuicdo Desdobrada (855A)  Distribuicdo Desdobrada (855B)  Distribuicédo Desdobrada (855C)

Resultados da aplicacdao do MICR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 855. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: metandrostenolona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
— © 2009 STJapan Inc.
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Distribuiao Desdobrada (863A)  Distribuicao Desdobrada (863B)  Distribuicdo Desdobrada (863C)  Distribuicdo Desdobrada (863D)

Resultados da aplicagdo do MCR-ALS
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Resultados do método univariado para a amostra codificada como 863. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: metandrostenolona. Principio
ativo de acordo com os resultados das analises por HATR-FTIR: metandrostenolona.
Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2
— © 2009 STJapan Inc.
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FTIR-Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).
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(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 ©

Celulose microcristalina
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 ©

(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 ©

2009 STJapan Inc.).

Espectros de Referéncia

2009 STJapan Inc.).

2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 893. Principio

ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona. Principio ativo

de acordo com os resultados das andlises por JATR-FTIR: mesterolona. Espectros
de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009

STJapan Inc.
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2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 929. Principio
ativo descrito na embalagem do produto questionado: oxandrolona. Principio ativo
de acordo com os resultados das analises por JATR-FTIR: nenhum. Espectros de
referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library Complete, Vol. 2 — © 2009
STJapan Inc.
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Lactose (Espectroteca: ATR-
FTIR-Library Complete, Vol. 2
© 2009 STJapan Inc.).

Celulose microcristalina

(Espectroteca: ATR-FTIR-

Library Complete, Vol. 2 ©
2009 STJapan Inc.).

Mesterolona
(Espectroteca: ATR-FTIR-
Library Complete, Vol. 2 ©

2009 STJapan Inc.).

Resultados do método univariado para a amostra codificada como 977.
Principio ativo descrito na embalagem do produto questionado: mesterolona.
Principio ativo de acordo com os resultados das analises por PATR-FTIR:
mesterolona. Espectros de referéncia obtidos da Espectroteca: ATR-FTIR-Library

Complete, Vol. 2 — © 2009 STJapan Inc.
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