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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, a presente tese foi redigida na forma de capitulos, para melhor
organizacdo e discussdo dos resultados obtidos em cada etapa. Assim, este

trabalho encontra-se dividido da seguinte forma:

Introducdo, contendo a caracterizacdo e justificativa do estudo

proposto bem como a formulacdo da hipotese de trabalho;
Objetivos, geral e especificos;
Reviséo de literatura;

Capitulos | a V, artigos publicados, originados dos diferentes

experimentos realizados e aceitos ou submetidos a perioddicos cientificos;

Discusséo geral, visando um entendimento global dos resultados

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

Anexos, contendo trabalhos colaborativos e apresentacdes em

congressos originados deste projeto.
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RESUMO
Estudos para obter perfis quimicos ou fisicos de drogas ilicitas destinam-se a
provar materialmente a existéncia de um crime ou para fornecer informacdes
precisas aos servicos de inteligéncia estratégica e operacional. Um perfil pode
ser definido como um conjunto de caracteristicas especificas selecionadas para
proporcionar informacbes sobre determinada producdo, por exemplo,
clandestina. Historicamente, focados sobre drogas de abuso, tais estudos
podem ser perfeitamente utilizados em outro problema das Ciéncias Forenses:
a falsificagcdo de medicamentos. Seguindo uma tendéncia mundial, a maior
incidéncia de medicamentos falsificados no Brasil é dos produtos Viagra®
(citrato de sildenafila, SLD, Pfizer) e Cialis® (tadalafila, TAD, Eli Lilly).
Avaliaram-se perfis fisicos e quimicos de amostras forenses de Viagra e Cialis
falsificados fazendo uso de Analise Multivariada de Dados (AMD). O controle
fisico dos comprimidos, o perfil inorganico por espectrometria de fluorescéncia
de raios — X (XRF), o perfil organico por espectrometria de massa com
ionizagdo por eletro spray (ESI-MS), o perfii de ingredientes
farmacologicamente ativos (IFA) por cromatografia liquida acoplada
espectrometria de massa (UPLC-MS) e o perfil por espectroscopia de
infravermelho (FTIR-ATR) foram avaliados para caracterizar as amostras,
detectando falsificacbes e agrupando amostras com propriedades
semelhantes. Os resultados mostraram a presenca de falsificacfes de risco a
saude com a existéncia de outros IFA do que o especificado na embalagem; a
ocorréncia simultanea de dois IFA em um mesmo produto; a existéncia de
outros IFA (contaminantes); e concentracdes de TAD e SLD muito mais
elevadas do que nos medicamentos originais. A aplicacdo de ferramenta de
AMD torna a representacdo dos dados experimentais mais clara e conclusiva
relativamente as diferengas na composicdo das amostras testadas.
Identificamos pares de amostras de apreensdes diferentes estreitamente
ligadas pelo perfil quimico, que podem estar associadas a uma origem ilicita
comum de mistura farmacéutica pré-compressao e/ou de ciclo de compresséo.
Além disso, nossos resultados sugerem a hipdtese de uma mesma mistura
farmacéutica, contendo apenas SLD, foi empregada na fabricacdo de

comprimidos falsificados de Viagra e de Cialis.
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ABSTRACT

Studies to obtain chemical or physical profiles of illicit drugs intended to
materially prove the existence of a crime or to provide to accurate information
the strategic and operational intelligence services. A profile can be defined as a
series of specific characteristics selected to provide information about certain
production (e.g., clandestine). Historically focused on drugs of abuse, such
studies can be perfectly used in another problem on Forensic Sciences field:
counterfeit medicines. Following a global trend, the highest incidence of
counterfeit medicines in Brazil is on the products Viagra® (sildenafil citrate, SLD,
Pfizer) and Cialis® (tadalafil, TAD, Eli Lilly). We studied physical and chemical
profiles of forensic counterfeit Viagra and Cialis samples using also Multivariate
Data Analysis (MDA). Physical control of tablets, inorganic profile by X — Ray
fluorescence spectrometry (XRF), organic profile by electrospray ionization
mass spectrometry (ESI-MS), active pharmacologically ingredients (API) profile
by liquid chromatography coupled mass spectrometer (UPLC-MS) and infrared
spectroscopy (FTIR-ATR) profiles were evaluated to characterize the samples
allowing detection of counterfeits and grouping samples with similar properties.
The results showed the presence of health risk counterfeits with the existence
of API other than specified on the package, the simultaneous occurrence of two
APl in the same product, the existence of others contaminants APl and
concentrations of TAD and SLD much higher than in original commercial
tablets. By applying a MDA tool the experimental data representation becomes
more clear and conclusive with respect to the differences in composition of
tested samples. We identified paired samples from different seizures closely
linked by chemical profile, which can be associated with a common origin of
mixture powders and/or tableting cycle. In addition, our results suggest the
hypothesis of a unique pharmaceutical powder mixture containing only SLD,

which was compressed into counterfeits Viagra and Cialis tablets.
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Introducéo

Um perfil pode ser definido como uma série de caracteristicas
especificas selecionadas de modo a fornecer informagBes acerca de
determinada producédo (por exemplo, clandestina) (Weyermann et al., 2008;
Marquis et al., 2008). A partir do estabelecimento de correla¢cdes quimicas e
tecnoldgicas entre amostras, podem ser identificados vinculos especificos entre
fornecedores e usuarios, padrdes de distribuicdo de produtos ilicitos, e a
origem, inclusive geografica, das amostras analisadas (UNDCP, 2001).

Os primeiros estudos sobre perfis quimicos aplicados a Ciéncia
Forense foram publicados na década de 1990 e, até os dias atuais, as drogas
de abuso seguem como objetos mais frequentes de estudo. Neste sentido,
destacam-se o0s trabalhos relacionados a heroina, & cocaina e aos
anfetaminicos, tendo como principal fonte disseminadora de conhecimento o
Institut de Police Scientifique (Ecole des Sciences Criminelles, Université de
Lausanne, Suisse) (UNODC, 2005; Dams et al., 2001; Lociciro et al., 2007,
Lociciro et al., 2008; Weyermann et al., 2008; Marquis et al., 2008; Dujourdy et
al., 2008; Andersson et al., 2007; Ensing et al., 1992).

Entende-se que os estudos de obtencdo de perfis quimicos e
tecnologicos podem ser aplicados com sucesso a outro problema envolvendo
as Ciéncias Farmacéuticas e a criminalidade: o comércio ilicito de
medicamentos seja por falsificacdo, adulteracdo ou contrabando/descaminho
de medicamentos. Trata-se de um problema mundial (WHO, 1999; WHO,
2008), abordado por muitos autores em estudos recentes (Newton et al., 2006;
Van Beek e Montoro, 2009; Santamaria-Fernandez et al., 2009; Anderson,
2009; Lopes et al., 2009; Rodionova et al., 2005; Peinder et al., 2008).

A realidade da pericia brasileira, vivenciada nos Laboratérios da
Criminalistica do Departamento de Policia Federal (Ames e Souza, 2012),
corrobora estatisticas que apontam para as especialidades Viagra® (citrato de
sildenafila, SLD, Pfizer) e Cialis® (tadalafila, TAD, Eli Lilly) como sendo
responsaveis pelos maiores indices de falsificacdo no pais (Brasil, 2008). Tais
medicamentos sdo empregados no tratamento da disfuncéo erétil masculina,
por atuarem como inibidores seletivos da fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5)
(Hardman et al., 2003). Além do aspecto criminal do tema, tipificado pela

legislacao brasileira como crime hediondo contra a saude publica (Lei 9677/98),




Introducéo

cabe salientar que o comércio ilegal destes produtos pode acarretar sérios

problemas de saude publica no mundo todo (Jung et al., 2012).

Neste contexto, a hipétese bésica deste estudo estd centrada em
responder a seguinte questdo: Os estudos de perfil quimico e tecnoldgico
podem ser aplicados aos casos de falsificacdo dos medicamentos Viagra e
Cialis de modo a detectar e, quicd, rastrear falsificacdes?. Entre inUmeros
pensamentos que advém desta premissa inicial, ainda se pergunta: “Qual(is)
a(s) técnica(s) analitica(s) mais adequada(s) para gerar um perfil que permita a
deteccdo de falsificacdes?”; “Que ferramenta(s) estatistica(s) de anélise melhor
se aplica(m) ao tratamento dos dados experimentais gerados?”; “E possivel
classificar amostras de diferentes apreensbes em um grupo de amostras
quimicamente relacionadas?”; “E possivel propor algum novo método que
facilite a verificacdo forense da autenticidade ou inautenticidade de um
medicamento apreendido, em especial, nos locais nos quais um perito nao

dispde dos equipamentos ideais?”.

Tendo como ponto de partida tais pressupostos, abordagem de
tratamento e questionamentos, encontram-se dispostos na sequéncia 0s
trabalhos desenvolvidos para obtencdo de perfis tecnolégicos e quimicos de
amostras forenses examinadas no Setor Técnico-Cientifico da Policia Federal
em Porto Alegre/RS. Além da revisdo bibliografica, dos resultados e suas
discussbes bem como das conclusGes, sao relacionadas perspectivas de

prosseguimento deste trabalho de pesquisa cientifica.
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Objetivos

Objetivo geral

e Desenvolver ferramentas analiticas tendo em vista sua aplicacdo em
atividades forenses, no sentido de subsidiar os sistemas de informagdes
estratégicas para o combate do comércio ilicito de medicamentos, seja por

falsificacdo, adulteracdo, contrabando ou descaminho.

Objetivos especificos

e Estabelecer metodologia para determinacéo do teor de SLD e de TAD por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) com fotoarranjo de diodos
(DAD) e detector por espectrometria de massas (MS) a partir de

comprimidos.

e Estabelecer metodologia para analise da fragdo inorganica em comprimidos
contendo SLD e TAD, empregando espectrometria de fluorescéncia de
raios—X (XRF).

e Estabelecer metodologia para andlise da fracdo organica em comprimidos
contendo SLD e TAD, empregando cromatografia liquida (LC) com injecdo

direta e detecc¢do por espectrometria de massas (MS).

e Estabelecer metodologia de analise para identificacdo de marcas
comerciais e deteccao de falsificacbes em comprimidos contendo SLD e
TAD por espectroscopia de absorcdo no infravermelho com transformada

de Fourier a partir de seus complexos pulvéreos.

e Investigar o perfil quimico e tecnoldogico de amostras comerciais e de
amostras apreendidas pelo DPF suspeitas de conter SLD e/ou TAD e
encaminhadas para pericia no Setor Tecnico-Cientifico no Rio Grande do
Sul (SETEC/RS) empregando os métodos analiticos retro citados com o

auxilio de Analise Multivariada de Dados (AMD).

e Executar agdo efetiva visando o desenvolvimento da Ciéncia Forense
conforme o previsto no Convénio de Cooperacdo Técnico-Cientifica vigente
entre a UFRGS, através da Faculdade de Farmacia, e o DPF/RS com a
finalidade de estabelecer e regular os programas de Cooperagdo Técnico-

Cientifica e de Formacéo e Capacitacdo de Recursos Humanos.
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Historicamente, os primeiros estudos sobre perfil quimico aplicados a
Ciéncia Forense foram publicados na década de 1990 e, até os dias atuais, 0s
objetos mais frequentes de estudo sdo: heroina, cocaina, Cannabis e
anfetaminas, incluindo a MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina), comumente
conhecida por ecstasy. Tanto os produtos de origem natural quanto os
sintéticos sdo constituidos, normalmente, de misturas complexas que
raramente contém a droga isolada. Como consequéncia de condi¢cdes de
producdo peculiares a laboratérios clandestinos, isentos de controle de
qualidade na producdo, sua composicdo quimica exibe grande variabilidade
(UNODC, 2005; Dams et al., 2001; Lociciro et al., 2007; Lociciro et al., 2008;
Weyermann et al., 2008; Marquis et al., 2008; Dujourdy et al., 2008; Andersson
et al., 2007; Ensing et al., 1992).

Nesse contexto, estudos de caracterizacao fisica e quimica de drogas
e de medicamentos ilicitos podem fornecer informacfes de grande utilidade
para as autoridades policiais. Podem ser estabelecidos vinculos quimicos e
tecnolégicos entre amostras, permitindo que materiais de diferentes
apreensfes possam ser classificados em grupos de amostras relacionadas.
Consequentemente, e mais importante do ponto de vista criminal, vinculos
especificos entre fornecedores e usuarios, padrdes de distribuicdo de
drogas/medicamentos ilicitos, e a origem, inclusive geografica, das amostras
analisadas podem ser identificados (UNDCP, 2001).

Sob as denominagbes “perfil quimico”, “drug profile”, “profiling”,
“fingerprinting”, “assinatura quimica”, “drug intelligence”, “DNA das drogas”,
entre outras, estudos com obtencdo de perfis quimicos e/ou fisicos de
amostras de drogas e de medicamentos ilicitos visam provar materialmente a
existéncia de um crime ou subsidiar com informacgdes precisas 0s servicos de

inteligéncia estratégica e operacional.

Para amostras de drogas sintéticas encontradas sob a forma
farmacéutica de comprimidos, em geral — assume-se que apreensdes com
caracteristicas correspondentes advém de um mesmo lote de producéo,
engquanto que comprimidos que exibem caracteristicas divergentes tém origem
em fabricantes diferentes. Os diferentes estagios de producdo de comprimidos

contendo uma droga ilicita, que pode ser entendida como drogas de abuso ou

8
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farmacos provenientes ou usados de forma ilicita, geram um conjunto de
caracteristicas fisicas e quimicas ao produto final, qual seja o comprimido
(Weyermann et al.,, 2008; Marquis et al., 2008). As principais etapas de
producdo podem ser elencadas como segue: (1) sintese do principio ou
ingrediente ativo, caracterizada pela sua composicdo organica e impurezas,
tais como coprodutos de sintese e solventes oclusos, ambos relacionados a
rota sintética empregada e ndo completamente removidos do produto final,
além de produtos de degradacéo (2) adicdo de adjuvantes tecnoldgicos que
viabilizam a producao da forma farmacéutica, tais como diluentes, aglutinantes
e deslizantes, bem como suas impurezas. Esta mistura na forma de pé6 é
definida em um estudo preliminar denominado pré-compressdo do lote
(Weyermann et al, 2008) (3) compressdao da mistura pulvérea em
comprimidos; um conjunto de comprimidos produzidos por uma determinada
maquina de comprimir fornece propriedades que definem um estudo
denominado pos-compressdo do lote (Marquis et al., 2008). Estes diferentes
processos, sintese, adicdo de adjuvantes e compresséao, podem ser realizados
em locais distintos e devem ser considerados separadamente durante a
realizacdo de estudos de obtencao de perfis. Segundo Milliet e colaboradores
(2009), apbs a compressao, as amostras submetidas a analise nao costumam

sofrer alteracdes até o consumo ou apreensdao pelas forcas policiais.

Parece sensato pensar que a obtencdo do perfil quimico visando
inicialmente as drogas de abuso pode perfeitamente ser aplicada e fornecer
informagdes valiosas sobre outro problema atual que envolve as Ciéncias
Farmacéuticas e a criminalidade: a origem ilicita de produtos farmacéuticos,
legalmente permitidos para consumo, seja por falsificacdo, adulteracao,

contrabando ou descaminho.

A producao de medicamentos falsificados é um problema criminal que
acarreta sérios riscos a saude publica no mundo todo. Estudos sugerem que o
crescimento significativo deste indesejavel fendmeno na ultima década pode
ser associado a um acesso mais facil por parte dos falsarios as tecnologias
necessarias para copiar produtos farmacéuticos originais (Fernandez et al.,
2011). Além disso, as vendas pela internet permitem a qualquer pessoa

comprar qualquer medicamento sem receita médica, de forma facil e anénima,
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por vezes em sites fraudulentos (Sacré et al.,, 2010; Rodomonte et al., 2010).
Na tentativa de combater este fendmeno, a Organizacdo Mundial da Saude
criou em 2006 uma coalizdo global denominada IMPACT (International Medical
Products Anti-Counterfeiting Taskforce). O grupo tem trabalhado ativamente na
formacdo da necessaria colaboracdo internacional para buscar solucdes
globais para este desafio bem com na conscientizacdo sobre os perigos da
contrafacdo de produtos farmacéuticos (WHO, 2008). Por definigao,
medicamentos falsificados séo produtos farmacéuticos que “foram rotulados de
forma errbnea — deliberada e fraudulentamente — no que diz respeito a
identidade e/ou a origem" (WHO, 1999).

Em consonancia com diretrizes das OrganizagOes das Nacdes Unidas
no combate a falsificacdo em medicamentos (WHO, 1999), diferentes autores
abordam a identificacdo dessas, inclusive fazendo uso de uma gama variada
de técnicas analiticas (Newton et al., 2006; Van Beek e Montoro, 2009;
Santamaria-Fernandez et al., 2009; Anderson, 2009; Lopes et al., 2009;
Rodionova et al., 2005; Peinder et al., 2008).

A verificacdo da falsificacdo de um medicamento fundamenta-se
basicamente em uma comparacdo entre o produto original ou dados da
literatura e o produto questionado. Sua deteccdo envolve uma analise
detalhada de diferentes elementos existentes nas embalagens e na forma

farmacéutica propriamente dita, incluindo, de uma maneira geral:

(1) exames macroscépicos das embalagens e bulas, referentes aos
padrées de impresséo, incluindo fontes e figuras, hologramas e existéncia de
tinta reativa. Trata-se de uma avaliagdo muitas vezes subjetiva e que pode ser

prejudicada pelo fato de ndo haver embalagem em determinada apreenséo;

(2) avaliacdo externa da forma farmacéutica, referente aos aspectos
visuais — podendo incluir o auxilio de equipamentos de ampliagcdo e
imageamento — e aspectos tecnolégicos — para o caso de comprimidos
incluindo medidas de dimensdes e massa, gerando um perfil dos aspectos

fisicos, e;

(3) analises quimicas para caracterizacdo da formulagdo visando

identificar ou quantificar farmacos e adjuvantes tecnoldgicos por sistematicas e
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técnicas classicas de separacao e identificacdo de substancias. Estes exames
sdo executados cronologicamente nesta sequéncia com cotejo dos resultados
contra materiais de referéncia ou dados da literatura.

A legislacéo brasileira criminaliza a falsificacdo de medicamentos na Lei
9677/98, em seus artigos 273° e 275°, como um crime hediondo contra a saude
publica, inafiancdvel, com pena de reclusdo de até quinze anos, além de
sancgdo pecuniaria (conforme segue). Cabe lembrar que, em se tratando de
matéria criminal, o resultado da analise pode ser contestado no ambito judicial.
Assim, uma decisdo fundamentada em dados nao confiaveis pode acarretar
consequéncias legais injustas para as partes envolvidas (Peters et al., 2007).
Sendo assim, a certeza fornecida no resultado final de uma analise forense tem
de ser a maior possivel, ndo devendo ser descartada nenhuma informacéo que

auxilie o juiz a formar sua conviccgao.

Lei 9677, de 02 de julho de 1998.

()

Art. 273. Falsificar, corromper, adulterar ou alterar produtos destinados a fins

terapéuticos ou medicinais:
Pena - reclusédo,de 10 (dez) a 15 (quinze) anos, e multa.

§ 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.

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

diagndstico.

§ 1° B. Esté sujeito as penas deste artigo quem pratica as agdes previstas no § 1° em

relagdo a produgdo 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;

Il - sem as caracteristicas de identidade e qualidade admitidas para a sua

comercializagao;
IV - com reducéo de seu valor terapéutico ou de sua atividade;
V - de procedéncia ignorada;

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

11
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Modalidade culposa
§ 2° Se o crime é culposo:

Pena - detencéo, de 1 (um) a 3 (trés) anos, e multa.

(.)

Art. 275. Inculcar, em invélucro ou recipiente de produtos alimenticios, terapéuticos ou
medicinais, a existéncia de substancias que ndo se encontra em seu contelddo ou que nele

existe em quantidade menor que a mencionada:

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

Todos os tipos de medicamentos podem ser falsificados, mas o0 sucesso
de mercado dos inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) para o tratamento
da disfuncdo erétil: a SLD (Viagra®, Pfizer), a TAD (Cialis®, Eli Lilly), e a
vardenafila (Levitra®, Bayer) levou a uma explosdo em versdes falsificadas
destes produtos (Holzgrabe e Malet-Martino, 2011). Inibidores PDE-5 sdo a
primeira escolha para a falsificacdo devido ao seu alto custo e ao embarago
associado com a patologia subjacente, levando as pessoas a recorrer a internet

para a compra anénima.

O Brasil segue essa tendéncia tendo o Viagra® e o Cialis® como os
medicamentos mais falsificados atualmente, segundo dados da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2008). No ambito da Criminalistica do
Departamento de Policia Federal (DPF), medicamentos contendo a SLD e a
TAD sao objetos de exames periciais que podem ser agrupados de duas
formas, segundo a tipificacdo penal envolvida: a) falsificacdo das
especialidades farmacéuticas Viagra® e Cialis® e b) contrabando ou
descaminho de medicamentos de origem estrangeira, internalizados de modo
irregular no Brasil. O banco de dados do DPF mostra que 80% dos laudos
periciais envolvendo medicamentos declarados falsificados incluiram Cialis
e/ou Viagra falsificados — dados de Janeiro de 2007 a setembro de 2010,
correspondendo a 371 laudos com 295 laudos apontando positivo para
falsificagdo (Ames e Souza, 2012). Tal como ocorre com outros produtos
ilegais apreendidos pelas forcas policiais, esta estatistica deve representar

apenas uma pequena parcela dos numeros do mercado real. Ou seja, trata-se
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da “ponta do iceberg”, um fenbmeno que em criminologia recebe o nome de

“cifra negra”.

A SLD e a TAD (Figura 1) sdo farmacos empregados no tratamento da
disfuncdo erétii masculina, por atuarem como inibidores seletivos da
fosfodiesterase tipo-5 (Hardman et al.,, 2003). No mercado farmacéutico
brasileiro sado comercializadas, na forma de comprimidos perorais, as
especialidades farmacéuticas Cialis® — contendo a TAD, na forma de base — e
o Viagra® seguido de dezenas de marcas comerciais e genéricas que O
seguiram, depois de expirado o prazo de protecdo patentaria — todas contendo
a SLD na forma de citrato. Curiosamente, ainda de um ponto de vista criminal,
diferentes estudos apontam o emprego de inibidores da PDE-5 na adulteracéo
de produtos de origem vegetal de uso licito, como suplementos alimentares
energizantes ou virilizantes (Zou et al., 2006; Reepmeyer e Woodruff, 2007;

Singh et al., 2008), e de uso ilicito, como maconha (Venhuis e De Kaste, 2008).

A7
N
Jease

(A) B

Figura 1. Estruturas quimicas da sildenafila (A) e da tadalafila (B).

SLD e TAD nao estdo sujeitas a controle especial pela Portaria n® 344
da Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude, segundo a
Resolugdo RDC n° 79 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de
04/11/2008, que atualizou as listas de substancias sujeitas a controle especial
da referida Portaria (Brasil, 2008). Entretanto, a dispensacédo de medicamentos
contendo tais farmacos em drogarias e farmacias deve ser precedida da
apresentacao de receita médica pelo paciente (a qual ndo necessita ser retida
no estabelecimento). O wuso indevido sem orientacdo médica destes
medicamentos pode causar uma série de efeitos adversos, os quais vao da

cefaleia até a insuficiéncia cardiaca (Hardman et al., 2003).
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Atualmente ndo se encontram inseridas em cédigos oficiais monografias
da SLD e da TAD. A identificagdo destas substancias na forma pura ou em
formas farmacéuticas € realizada com sucesso por diferentes técnicas
analiticas, tais como, espectroscopia Raman (Veij et al., 2008; Trefi et al.,
2008), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN *H, *C e *N)
(Wawer et al., 2005; Trefi et al., 2008), difratometria de raios-X (Maurin et al.,
2007), espectrometria no infravermelho proximo (Vredenbregt et al., 2006) e
espectrofotometria apdés complexacao (Dinesh et al., 2002(a); Weinert et al.,
2008).

Sao encontradas inumeras referéncias na literatura sobre o emprego da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de
detectores para determinacdo quantitativa da SLD e da TAD, isoladas ou
simultaneamente, a partir de matrizes analiticas de natureza diversa
(Daragmeh et al., 2001; Dinesh et al., 2002; Aboul-Enein e Ali 2005).
Sinteticamente, Shing e colaboradores (2008), propondo estratégias para
caracterizar SLD, TAD, vardenafila e uma série de respectivos analogos em
adulteracdes de suplementos alimentares de origem vegetal, resumem o0s
métodos existentes. Segundo os autores, a HPLC com detector na regido do
ultravioleta ou com detector de massas tem sido extensivamente empregada
para deteccdo e quantificacdo de inibidores da PDE-5 e seus analogos. Estes
podem facilmente ser detectados pela confirmacdo do tempo de retencao
relativo, em comparacdo com material de referéncia. Geralmente
octadecilsilano (C18) é usado como fase estacionaria, enquanto que uma

combinacéo de fase aquosa acida e acetonitrila € empregada como fase movel.

Em confronto com a cromatografia gasosa, a cromatografia liquida
mostra-se vantajosa na execucdo dos exames periciais solicitados nesses
casos por contornar a labilidade térmica do citrato de SLD que se decompde
durante a fuséo, a 189,4 °C (Melnikov et al., 2003; Moffat, 2004; Singh et al.,
2008). O emprego da CG para a deteccdo de inibidores da PDE-5 e seus
analogos é referido em raras situagbes — analises em cabelo ou elucidagéo
estrutural de alguns analogos néo caracterizados adequadamente pela
espectrometria de massas — invariavelmente exigindo a derivatizagcdo quimica

da amostra como etapa pré-analitica (Saisho et al., 2001; Singh et al., 2008).
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Considerando a configuracao fisica e quimica do sistema encontrado
neste estudo, obtiveram-se perfis quimicos pela geragdo de dados acerca do(s)
principio(s) ativo(s), adulterantes/impurezas (substédncias com acédo
farmacoldgica, incluindo analogos farmacologicos, coprodutos de sintese) e
adjuvantes tecnologicos (diluentes, aglutinantes). Nesse sentido o conjunto de
técnicas analiticas que se propfe fazer uso na obtencdo do perfil quimico e
tecnologico de comprimidos contendo SLD e/ou TAD pode ser ilustrado na

Figura 2.

Perfil Quimico

— O\

Perfil tecnolégico

Principio(s) ativo(s) UPLC-MS
Adulterantes/Impurezas FTIR-ATR

. - XRF
Adjuvantes Tecnolégicos S

Legenda: Cromatografia Liquida de Ultra eficiéncia (UPLC); Espectrometria de Massas (MS);
Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

Refletancia Total Atenuada (ATR); Espetroscopia de Fluorescéncia de Raios-X (XRF).

Figura 2. Uma viséo geral do estudo realizado.

Em paralelo, durante a obtencdo dos perfis quimicos — foco principal
deste projeto —, houve a preocupacdo de desenvolver novas técnicas que
possibilitem facilitar a deteccao da falsificacdo destes medicamentos. Entende-
se que este tipo de conhecimento adquire elevada importancia, em especial,
em ambientes nos quais um perito ndo dispde dos equipamentos ideais para

resolver o simples problema da autenticidade de um medicamento apreendido.

Com relacdo ao crescimento impressionante da aplicacdo da Analise
Multivariada de Dados (AMD) as Ciéncias Forenses, o mesmo € facilmente
comprovado. Buscas realizadas em bancos de dados com as palavras
"multivariate statistics” ou "chemometry” - denominacao utilizada quando AMD
€ aplicada em na area quimica ou farmacéutica - e "forensics”, limitada a ultima

década, resultam em milhares de artigos. Parece que as Ciéncias Forenses
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encontraram um instrumento essencial de trabalho. Com o0s mesmos
resultados experimentais obtidos por meio de técnicas analiticas e
equipamentos ja disponiveis e de uso consolidado na comunidade cientifica, a
redescoberta dessas ferramentas matematicas e estatisticas permite trabalhar
as informacfes de modo muito mais profundo e conclusivo. Este pensamento
foi muito bem resumido nas palavras de Rajalahti e Kvalheim (2011) em uma
revisdo sobre a AMD na éarea farmacéutica: "dados experimentais ndo sédo o
mesmo que informag&o”. Resultados extremamente positivos ocorrem, por
exemplo, quando a AMD é aplicada em um caso comumente encontrado na
rotina forense, que € estabelecer a autenticidade de um produto questionado,
apreendido por forgas policiais. Esta dificil tarefa do cientista forense pode
materializar a ocorréncia de um crime e resultar adequada punicéo judicial ao
infrator. Portanto, a certeza da conclusdo dos exames deve obrigatoriamente
ser a mais alta possivel e todas as ferramentas Uteis neste propésito sdo muito
valiosas. Neste estudo abordamos as técnicas exploratérias de Analise de
Componentes Principais (ACP) e Analise Hierarquica de Clusters (AHC) para
evidenciar a estrutura, os valores discrepantes entre os dados bem como a
formacdo de grupos de amostras; além do indice de Similaridade (IS) para
expressar numericamente o grau de semelhanca entre as amostras analisadas.
Uma descricdo basica de cada técnica multivariada empregada e referéncias
bibliograficas sdo apresentadas ao longo dos capitulos, quando da aplicacdo

das mesmas.

7z

Por fim, antes de iniciar a apresentacdo dos capitulos, é necessario
salientar que a codificacdo das amostras nos diferentes experimentos nao é
correspondente. Ou seja, as amostras da Apreensdo X no experimento Y, ndo
sdo necessariamente as amostras da apreensao codificada como X no
experimento Z. Isto deriva do fato que os experimentos foram realizados em
diferentes épocas e ndo houve um prazo inicial de coleta de todas as amostras,
e sim um fluxo continuo (e incerto) de chegada de amostras para exames

periciais.
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Capitulo |

.1 Introducao

As primeiras medicdes realizadas em amostras de drogas sintéticas
sob a forma de comprimidos sdo as de suas caracteristicas fisicas, também
chamadas caracteristicas pds-compressao. Propriedades como massa, altura e
comprimento geram um perfil fisico ou tecnoldgico para determinado conjunto
de comprimidos. Este perfil ndo destrutivo € obtido de modo rapido, confiavel,
reprodutivel e sem preparo de amostra, com instrumental analitico facilmente

acessivel a qualquer analista.

Os dados de controle fisico de comprimidos ndo sdo empregados de
modo absoluto para se atestar uma falsificacdo, mas se agregam aos
resultados de demais testes que compde um protocolo de analise pericial para
os casos do Viagra e do Cialis. Com o emprego do Teste de Fisher pode-se
testar a hipotese de que amostras suspeitas e padrées sejam provenientes de
uma Unica populacéo — todas auténticas, por exemplo — ou nao, conferindo um
rigor estatistico a resposta. Além de valiosos, por auxiliar na deteccao de
falsificacbes destes medicamentos, tais dados podem ser utilizados numa
perspectiva de inteligéncia forense, quando inseridos em bancos de dados para

mapear falsificacbes e associados as técnicas multivariadas de andlise.

Trabalhos de inteligéncia forense tendo comprimidos como alvo
(Marquis et al., 2008; Milliet et al., 2009; Weyermann et al., 2008) empregam
com frequéncia a Andlise Hierarquica de Cluster (AHC) na busca por amostras
de apreensdes diferentes com algum tipo de origem em comum. A AHC é uma
ferramenta exploratéria dos dados que identifica no espaco experimental
multidimensional os objetos mais proximos entre si, que acabam dispostos lado
a lado em uma representacdo grafica, denominada dendograma, apos serem
tratadas experimentalmente. Esta proximidade, no caso dos aspectos fisicos de
comprimidos, pode estar associada a um ciclo de compressdo em comum. N&o
seriam informagOes a serem apostas em laudos, mas relevantes quando de

uso interno em investigagcdes (Marquis et al., 2008; Milliet et al., 2009).
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.2  Artigo

A seguir encontra-se artigo “Physical profile of counterfeit tablets Viagra
and Cialis” publicado na revista Brazilian Journal of Pharmaceutical Science (v.
48(3), 487-495, 2012). Este artigo propde o uso do perfil tecnologico (também
denominado perfil fisico, por alguns autores) gerado com as medidas das
caracteristicas pos-compressao — massa, espessura, comprimento longitudinal
e comprimento transversal — de comprimidos auténticos e falsificados de Cialis
e de Viagra para detectar contrafacdes e classificar amostras similares. Para tal
foram empregadas no tratamento dos dados representacdes por histogramas e
graficos de médias e intervalos de confianca (95%), além do Teste de Fisher e
Andlise Hierarquica de Cluster (AHC). Este € o primeiro trabalho que aborda o
uso das propriedades fisicas de comprimidos de Cialis e de Viagra com

finalidade forense.
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Paulo Mayorga®

University of Rio Grande do Sul

The profile of tablets contaming an active phammacelogical mgredient can be obtained using different
sets of properfies, mehuding physical and chemical aspacts. The first measurements camed out on tablets
are the physical charactenstics also called post-tableting batch (post-TB) charactenistics. These data
may be valiable to assist in the detection of pharmaceutical product forgery and may also be used in
a forensic intellizence perspectrve when mserted mto databases. This wok 15 focused on the physical
charactensties of Cialis® and Viagra® tablets seized by the Brazilian Federal Police m the Rio Grande
do Sul state. Using the F-test (AMOWVA), all samples of counterfest Viagra® (n=28) and Ciahs™ (n=4{}
were well dishngmshed from authentic samples by the following post-TH charactenstes: langth {major
and muner), thickness, and mass. Using the exploratory statistical techmigue of Hierarchical Cluster
Amnalysis (HCA), tablets with simdlar phy=ical profiles were grouped. This result may indicate a cormmon
ilhert producton. We observed the validity of using post-TB properties to generate —ina fast and reliable
manner and with no sample preparation - a technological profile that joms self to the other anabvhical
methods assistng in rontne forensic detection of counterfert Viagra® and Cralis®.

Uniterms: Counterfert drugs. Tablets'physical charactenishes. Viagra®. Ciahs®.

Perfil para medicamentos na forma frmacéutca compnmides contendo uma substaneia ativa pede ser
obtido nsando diferentes conpntos de propriedades, incluindo aspectos fisicos e quimicos. As primeiras
compressao. Tas dados podem ser valiosos para mpaliar na detecgio de falaficagfes de medicamentos
e ser whlizades em uma perspectiva de mfeligéneia forense, quande msendeos em bancos de dados.
Este trabalho esta focado nas caracteristicas fisicas dos comprinmdos de Cialis* e Viagra® apreendidos
pela Policia Federal no Estado brasilein do Fio Grande do Sul. Com o emprego do Teste de Fisher
(ANONVA), todas as amostras falsificadas de Viaga® (n=28) e de Crali=* (n=4{) foram diferenciadas
das amestas auténticas pelas segmintes caracterisheas pos-compress3o: compnmento (mator e mencor),
espessira e massa. Uhlizando-se a Andlise Hierarquica de Cluster (AHC), os comprimmdos com perfis
fisicos semalhantes foram agrupades, o que pode indicar ua preducio icita em commm. Observou-se
avahdade da wthhzagio das caracteristicas pos-compresso para gerar, de wm modo rapido, confiavel &
sermn preparo de amosta, wn perfil tecnclogico que se wma acs demars métodoes analificos uhheados na
rotina forense de detecrio de falsificagdes de Cialis® e de Viagra®.

TUnitermos: Medicamentos falaficados. Comprimidos caracteristicas fisicas. Viagra®. Cialis®.

Brazilian Journal of
Phamaceutical Sciences
vol. 48, n. 3, julsep., 2012

Physical profile of counterfeit tablets Viagra® and Cialis®

Rafael Scorsatto Ortiz'*", Kristiane de Cassia Mariotti’, Renata Pereira Limberger?,

‘Rio Grande do Sul Technical and Scientifical Division, Brazilian Federal Police, “Department of Pharmacy, Federal

INTRODUCTION

Studies to obtain chemical or physical profiles of
illicit drogs intended to materially prove the existence of
a crime or to provide the strategic and operational intel-

*Correspondence: F_ 5. Ortiz Departamente de Farmmacia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Avenida Ipiranga 2752, 90610-000 - Porto
Alpgre - B5, Brazil E-mail- rafaslortiz rsog@dpf. govhs

ligence services with accurate information. A profile can
be defined as a series of specific characteristics selected to
provide information about certain clandestine production
(Wevermann ef al., 2008; Marcuis, e al, 2008; UNDCP,
2001).

For samples of synthetic drugs in tablet pharmaceu-
tical dosage form, it is generally assumed that seizures
with corresponding characteristics come from the same
production batch, while tablets that exhibit differing
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Capitulo I

[I.L1 Introducao

Espectrometria de Fluorescéncia de Raios - X (do inglés X-Ray
Fluorescence, XRF) é uma técnica adequada para a caracterizacdo da
presenca de metais (Roméo et al.,, 2010). Esta técnica apresenta como
vantagens uma capacidade multielementar, boa detectabilidade, elevada
precisao, diminuto tempo de analise (aproximadamente 1,5 minutos) e o fato de
ser ndo destrutiva. Tais caracteristicas tornam-na adequada a aplicacdo em
uma grande variedade de amostras, que vao desde solos, medicamentos,
incluindo fitoterapicos, materiais vegetais, moedas metdlicas, algas,
documentos, protetores solares, entre outros. Considerando-se 0s materiais
envolvidos neste projeto, constitui excelente metodologia de analise para
determinacdo do ingrediente ativo SLD (que apresenta enxofre, S, na sua
estrutura) e de excipientes e agentes de revestimento dos comprimidos, como
fosfato de célcio, 6xido de titanio e 6xido de ferro (P, Ca, Ti e Fe) que podem

ser detectados diretamente na superficie das formulacées farmacéuticas.

Frequentemente tem-se associado XRF com técnicas estatisticas
multivariadas no estudo de amostras complexas (Romao et al., 2011). Métodos
multivariados consideram a correlacdo entre as multiplas variaveis
simultaneamente, permitindo a extracdo e visualizacdo de uma quantidade
muito maior de informacfes. Dentre os métodos exploratérios usualmente
empregados em estudos de perfil quimico encontram-se a Analise de
Componentes Principais (ACP) e Analise Hierarquica de Clusters (AHC).

A ACP é um procedimento matematico que utiliza uma transformacéo
ortogonal ao converter um conjunto de observacdes de varidveis possivelmente
correlacionadas em um conjunto de valores de variaveis ndo correlacionadas
chamadas componentes principais. O numero de componentes principais €
igual ou inferior ao niUmero de varidveis originais. Esta transformacgéo é definida
de tal forma que a primeira componente principal tem uma variagao tao alta
quanto possivel (isto é, representa 0 maximo da variabilidade dos dados
quanto possivel), e cada componente sucedendo, por sua vez tem a maior
variancia possivel, sob a restricdo de que seja ortogonal a (n&o correlacionados

com) os componentes anteriores (Wuensch, 2009). A ideia da ACP é reduzir o
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namero de variaveis a um pequeno numero de componentes principais,
contendo a variacdo maxima (que é a informacao) que caracterizam o conjunto
de dados (Baer, 2007), facilitando a analise exploratéria. Os resultados de uma
ACP sao geralmente discutidos em termos de scores, ou pontuagdo dos
componentes — os valores da variavel transformada correspondentes a um
caso particular dos dados — e loadings, ou cargas — 0 peso que cada variavel
normalizada original deve ser multiplicada para obter a pontuacdo do
componente (Hair et al., 2009). Scores e loadings tém informacgédo sobre
amostras e variaveis: scores mostram como as amostras sédo distribuidas, se
h& algum padréo especifico nos dados, e quais objetos estao préximos uns dos
outros; ao passo que loadings mostram quais variaveis sao importantes e como

as variaveis estao correlacionadas.

Conforme ja abordado detalhadamente no Capitulo I, a Analise
Hierarquica de Cluster (AHC) é uma técnica de classificacdo com a finalidade
basica de dividir um conjunto de objetos em grupos em que exista

homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre os grupos.

1.2 Artigo

A seguir encontra-se artigo intitulado Fingerprinting of sildenafil citrate
and tadalafil tablets in pharmaceutical formulations via X-ray fluorescence
(XRF) spectrometry, publicado no periédico Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 58 (2012) 7-11. O perfil inorganico de 41 amostras
comerciais - (Viagra®, Cialis®, Lazar®, Libiden®, Maxfil®, Plenovit®, Potent 75°,
Rigix®, V-50%, Vimax® e Pramil®) — e 56 amostras falsificadas (Viagra e Cialis)
foi obtido a partir dos dados de Espectrometria de Fluorescéncia de Raios - X
associada a ACP e a AHC. A metodologia demonstrou exceléncia na
determinacdo semi-quantitativa do principio ativo SLD (que apresenta S em
sua estrutura) e de adjuvantes tecnoldgicos como Caz(POy),, TiO, e Fe,0O3 e
mostrou habilidade para distinguir entre comprimidos auténticos e falsificados.
A matriz de dados foi submetida ao tratamento estatistico multivariado,
buscando classificar os comprimidos investigados e permitiu agrupar as

amostras em sete grupos: A, B, C, D e E (falsificados) e F e G (auténticos).
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Trata-se do primeiro trabalho envolvendo o emprego da XRF

aplicada a

comprimidos contendo inibidores da PDE-5.

Journal af Fharmacewtical and Biomedical Analysis 58(2012)7-11
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The production of counterfeited drugs is a ciminal problem that carries serious risks to public healthin
the worldwide. In Brazil, Viagra® and Cialis® are the most counterfeit medicines, being wsed to inhibit
the phosphodiesterase type 5 (PDE-5), treating thus, problems related to erectile dysfunction. X-ray
fluorescence (XRF) is a suitable technigue to control the quality of new pharmaceutical formulations and
distinguish between authentic and counterfeit tablets. XRF has advantageous featureslike multielemental
capability, good detectivity, high precision, short analysis times, and s nondestructive, which makes it
suitable to be extended to a great vanety of samples. [n this work, the inorganic Aingerprinting chemical of
forty-one commercial samples (Viagra®, Cialis®, Lazar®, Libiden™, Maxfil®, Plenovit®, Potent 75%, Rigix™®,
W-50%, Vimax® and Pramil®) and fifty-six counterfeit samples (Viagra and Cizlis) were obtained from
XRF data. XRF presented an excellent analytical methodology for semi-guantitative determination of
active ingredient (in case of sildenafil citrate that presents 5 in its structure) and excipients such as
calcium phosphate, titanium oxide and iron oxide (P, Ca, Ti and Fe). The matrix data were allied to
chemometric methods (Principal Component Analysis and Hierarchical Ouster Analysis) to classify the
tablets imvestigated between authentic and counterfeit, grouping the samples into of seven groups: A, B,

C, D and E [counterfeit group ) and F and G (authentic group).

Crown Copyright © 2011 Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introeduction

The production of counterfeit drugs is a criminal problem that
carries serious risks to public health in the worldwide. Recent stud-
ies suggest that a significant growth of counterfeiting processes
in the last decade may be associated with easier access, by the
counterfeiters, the technologies needed to copy pharmaceutical
products genuine [1]. Moreover, the marketing supplied by the
Internet allows the buying of any drug without prescription, easily
and anonymously, in frawdulent sites [2.3]. In an attempt to com-
bat this phenomenon, the WHO created in 2006 a global coalition of
stakeholders called IMPACT (International Medical Products Anti-
Counterfeiting Taskforce). The IMPACT has been active in forging
international collaboration, finding global solutions to combat this

* Corresponding aathar. Tel: +55 27 3335 2043
E-mil aduress” WandersonromangEmail.oom (W, Romao)

challenge and in raising awareness of the dangers of counterfeit
medical products 4],

By definition, counterfeit medicines are drugs that have “been
deliberately and fraudulently mislabeled with respect to identity
and/or source™ [5]. All kinds of medicines are counterfeited |6-9].
but the illegal market of most successful is related to three approved
phosphodiesterase type 5 (PDE-5) inhibitors for treating erectile
dysfunction, sildenafil citrate (Viagra®.! Pfizer), tadalafil (Cialis®,
Eli Lilly), and vardenafil (Levitra®, Bayer). These medicines have
led to an explosion in counterfeit versions of these drugs [10]. PDE-
5 inhibitors are prime target for counterfeiting due to the high cost
and the embarrassment associated with the underlying condition
leading people and becoming the Internet as main source in buying
these medicines [ 10].

' The symbod * will be used only in reference o the onginal medicines.

07 11-7085)% - see front matter. Crown Copyright & 2011 Published by Elsevier BV, All rights reserved.

10i-10.101 6/j,jpha.201 1 09,005
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Capitulo IlI

1.1 Introducao

A Espectrometria de Massas com ionizacdo por eletrospray apos
infusdo direta (do inglés direct infusion electrospray ionization mass
spectrometry, ESI-MS) tem demonstrado ser uma técnica rapida e robusta para
controle de qualidade de misturas complexas, tais como bebidas, biodiesel,
cafés, perfumes, Oleos vegetais, propolis e drogas de abuso (De Souza et al.,
2009; De Souza et al., 2007; Araujo et al., 2005; Mgller et al., 2005; Gollucke et
al., 2009; Catharino et al., 2007; Amorim et al., 2009; Marques et al., 2006;
Catharino et al., 2005; Sawaya et al., 2004; Romé&o et al., 2011).

A utilizacdo da ESI-MS com infusédo direta na caracterizacdo quimica
de amostras forenses de comprimidos contendo inibidores da PDE-5
apresenta-se vantajosa uma vez que elimina a necessidade de isolamento e
separacdo cromatogréfica preliminares, minimizando o tempo de andlise e
interferéncias. Esta técnica requer minima preparacdo de amostra e fornece
um controle de qualidade relativamente simples e rapido para caracterizacao e
triagem via perfil quimico de comprimidos contendo SLD, TAD e anélogos em
investigacOes forenses. Os ions protonados correspondentes aos principios
ativos sildenafila ([SLD + H]", m/z 475) e tadalafila ([TAD + H]", m/z 390); aos
analogos homossildenafila ([HSD + H]", m/z 489) e hidroxi-homossildenafila
([OH-HSD + HJ*, m/z 505) bem como o do adjuvante tecnoldgico lactose ([LAC
+ HJ", m/z 343) foram os principais marcadores verificados para os casos em

estudo.

Métodos estatisticos multivariados, como a ACP, aplicados aos dados
de ESI-MS permitem melhorar a seletividade (Cooper et al., 2001; Sawayaa et
al., 2010; Araujo et al., 2005; Moller et al., 2005; Mgller et al., 2007; De Souza
et al., 2009; Biasoto et al., 2010) acrescendo seguranca na triagem das

falsificacOes de medicamentos.

[1l.2 Artigo

A seguir encontra-se disposto o0 artigo intitulado Chemical

Fingerprinting of Counterfeits of Viagra and Cialis Tablets and Analogues via
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Electrospray lonization Mass Spectrometry, publicado no American Journal of
Analytical Chemistry, 2011, 2, 919-928. O perfil organico da fase polar
(metandlica) de amostras forenses de comprimidos para disfuncéo erétil — 41
amostras comerciais (Viagra®, Cialis®, Lazar®, Libiden®, Maxfil®, Plenovit®,
Potent 75, Rigix®, V-50°, Vimax®, Pramil® 75 and Pramil®) e 56 amostras
falsificadas (Viagra e Cialis) — foi gerado por ESI-MS, no modo positivo, apds
infuséo direta. A técnica mostrou-se rapida (menos do que 1 minuto) e robusta
para analises de amostras forenses de inibidores da PDE-5 a partir de
pequenas fracbes — aproximadamente 10 mg — do nucleo de cada
comprimido. A ACP foi aplicada aos dados do fingerprint por ESI(+)-MS,
classificando as amostras de acordo com seu contetdo de ingredientes ativos
e, portanto, as amostras auténticas e falsificadas foram facilmente
reconhecidas. Trata-se do primeiro trabalho envolvendo a testagem de
comprimidos contendo inibidores da PDE-5 com o uso de ESI-MS ap06s injecao

direta.
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Abstract

Direct infirsion electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) is shown to provide an efficient tech- nigue
for the mvestigation of polar composition of foreusm tablets for male erectile dysfunction. ESI-MS ﬂgerprmtmé_z
of 41 commercial sildenafil samples (Via ¥ Cialis®, Lazar®, Libiden®, Maxfil*, Plenovit®, Potent 75%, Rigix
V-50%, Vimax®, Pramil 75 and Pramil and 56 counterfiit samples (Viagra amd Eialis:l were Db‘tamed_ The
spectra for the authentic Viagra® tablets showed abundant ions exclusively comesponding to the sildenafil (SLD)
molecule: [SLD + H]™ of mz 475; [SLD + Na]” of m< 497; and [281.D + H]” of mz 949, The spectra for com-
mercial sildenafil samples also showed predominat SLD ions. Tablets of authentic Cialis® showed mainly ions of
m/z 343 365 and 707 from the lactose molecule (the excipient); as well as a muinor ion of m/z 390 comresponding
to the active ingredient tadalafil (TAD) in its protonated form [TAD + HJ. For counterfeit Cialis sanyples, how-
ever, normally TAT) ions of mmch high abundances was cbserved, together with ions comesponding to sildenafil
analogpes such as those of ms 489 (homosildenafil) and 505 (hydroxyvhomosildenafil). Principal conyponent
analy=is was applied to ESI-MS fingerprint data. placing samples according to their contents of active ingredients
hence authentic and connterfeit sanples are easily recognized.

Kevwords: ESI-MS, Fingerprinting, Counterfeiting, Viagra®, Cialis®

1. Introduction positions. The counterfeiting of mhubitors of PDE-3 has
become an important and dangerous problem for phar-
Sildenafil (SLD) and tadalafil (TADY) are selective macenutical market. Therefore, rapid and secure analytical
inhibitors of phosphodiesterase type-5 (FDE-3) [1] tools able to control the quality of pharmaceutical for-
acting therefore as efficient dmigs to treat male erectile nmilations are highly desirable.
dysfimetion. The two most commen commereial formu- The identification of SLD or TAD m pure form o1 in
lations contaning these active pharmacclogical ingre- pharmacentical  formmilations—including  counterfeits
dients (APT) are Viagra® (sildenafil citrate, Pfizer) and have been performed by different analytical techmiques
Cialis® (tadalafil Eh Lilly)' and the analysiz of their such as Faman spectroscopy, miclear magnefic resonance
tablets is currently a commeon practice for many forensic spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy,
laboratones. Besides the criminal aspect, the illegal trade liquud clromatography, mass spectromefry using elec-
of these drugs can cause senous health problems dne to trospray iomzation or fast-atom bombardment. and X-ray
uncontrolled amounts, low quality and diverse com- diffractometry [2-8].
"The symbel & will be used ouly in reference o the orizinal medicines. Direct infiision electrospray iomization mass spec-

Copyright € 2011 SciBes. AFAC
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Capitulo IV

IV.1 Introducao

A Cromatografia Liquida de Ultra eficiéncia com Detec¢éo por Arranjo
de Diodos acoplada a Espectrometria de Massas com lonizacdo por
Eletrospray e Analisador Quadrupolo-Tempo de Voo (UPLC-DAD-ESI-QTof-
MS, ou simplificadamente, UPLC-MS) concentra em um Unico instrumento:
simplicidade no preparo da amostra e velocidade de execucdo da analise
associadas a uma quantificacdo reprodutivel e identificacdo confiavel dos
analitos. Em trabalho anterior, desenvolveu-se e validou-se um método simples
empregando cromatografia de ultra eficiéncia com detecgcdo com arranjo de
diodos, no modo isocrético, para a determinacdo simultanea de SLD e TAD
(Ortiz et al., 2010). Agora, com novas amostras e acoplando a espectrometria
de massas, a identificacdo de inibidores de PDE-5 e de seus analogos pode
ser feita para cada substancia pela comparacdo dos tempos de retencdo dos
picos cromatograficos, do espectro de ultravioleta obtido com o fotoarranjo de

diodos e do espectro de massa de alta resolucéao.

A UPLC-MS fornece perfis muito informativos sobre comprimidos
contendo inibidores de PDE-5. Andlises répidas, sensibilidade e
reprodutibilidade sdo as qualidades mais apreciaveis deste método analitico.
Neste trabalho, os resultados mostraram a presenca de falsificacdes de sério
risco a saude publica com a existéncia de substancia farmacologicamente ativa
diferente da especificada na embalagem, a ocorréncia simultdnea de dois
principios ativos no mesmo produto, a existéncia de outros contaminantes
farmacologicamente ativos e concentracbes de SLD e de TAD muito mais
elevadas do que em comprimidos comerciais originais — até trés vezes 0s

valores rotulados.

Métodos multivariados de analise foram empregados e as amostras
foram agrupadas com sucesso em funcdo do conteldo de substancia
farmacologicamente ativa. Foi possivel identificar amostras de apreensfes
distintas, estreitamente relacionadas em funcéo do teor de ingrediente ativo o
que pode estar associado a uma origem ilicita comum, ou seja, advindas de
uma unica mistura de insumos farmacéuticos ou da repeticdo de uma férmula

mestra. Além disto, os resultados verificados sugerem que uma Unica mistura
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de insumos farmacéuticos contendo apenas SLD pode ter sido empregada

para falsificar tanto comprimidos de Viagra quanto de Cialis.

I\VV.2 Artigo

A seguir encontra-se artigo intitulado Profiling Counterfeit Cialis, Viagra
and Analogues by UPLC-MS que se encontra no prelo do periédico Forensic
Science International (2013). Neste trabalho descreve-se o perfil quimico —
qualitativo e quantitativo — de amostras forenses reais contendo inibidores da
PDE-5 a partir de seus extratos metanolicos. Foram examinadas 110 amostras
de diferentes apreensées de produtos de origem estrangeira (Lazar®, Libiden®,
Maxfil®, Plenovit®, Potent 75%, Rigix®, Vimax®, Pramil 75° e Pramil®) além de
Cialis e Viagras falsificados e de seus respectivos padrées comerciais. Com a
precisdo, seletividade e rapidez — menos que 1,5 minutos para cada analise —
da UPLC-MS na geracao dos dados experimentais determinou-se o contetdo
de SLD e de TAD nas amostras. A partir disto, foram avaliados aspectos tais
como a autenticidade dos produtos, a existéncia da substancia
farmacologicamente ativa indicada no rétulo, a estimativa da dose existente em
cada comprimido e a existéncia de contaminantes. Além disso, com 0 uso de
ferramentas multivariadas, buscou-se encontrar possiveis semelhancas entre
os perfis quimicos de amostras provenientes de apreensdes diferentes, a fim

de encontrar possiveis origens ilicitas em comum.
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PROFILING COUNTERFEIT CIALIS, VIAGRA AND ANALOGUES BY UPLC-MS

Rafael S. Ortiz 12, Kristiane de Cassia Mariotti 2, Maribete H. Holzschuh 2,

Wanderson Romdao °, Renata P. Limberger ?, Paulo Mayorga ?

! Rio Grande do Sul Technical and Scientifical Division, Brazilian Federal
Police, 90160-093 Porto Alegre, RS, Brazil.

2 Department of Pharmacy, Federal University of Rio Grande do Sul, 90610-
000, Porto Alegre, RS, Brazil.

% Federal Institute of Education, Science and Tecnology of Espirito Santo,
29106-010, Vila Velha, ES, Brazil.

Abstract

In this work, the chemical profile of 43 commercial samples of tablets for male
erectile dysfunction (Viagra®, Cialis®, Lazar®, Libiden®, Maxfil®, Plenovit®,
Potent 75°, Rigix®, Vimax®, Pramil® 75 and Pramil®) and 65 counterfeit samples
(Viagra and Cialis) were obtained from UPLC-MS data. Methanol extracts of
crushed tablets were investigated by ultra performance liquid chromatography
(UPLC) with diode array detection (DAD) coupled with eletrospray ionization in
the positive ion mode (ESI(+)) quadrupole time-of-flight (Q-Tof) mass
spectrometry (MS). A validated method was employed for the simultaneous
determination of sildenafil citrate (SLD) and tadalafil (TAD). The ultra-
chromatograms obtained with method provide high resolution of MS, and are a
quick (less to 1.5 minute) and reliable tool in the distinction between authentic
and counterfeit tablets. It was observed in most cases the presence of other
active pharmaceutical ingredients (API) than specified on the package (TAD
and SLD). Additionally, high concentrations of TAD and SLD were detected in
counterfeit samples when compare with observed values for a typical
commercial product. Chemometric methods were employed and the samples

were grouped in five groups as function of API content.

Keywords: ultra performance liquid chromatography, mass spectrometry,

chemical profile, counterfeit medicines, Viagra®, Cialis®.
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V.1 Introducao

A Refletancia Total Atenuada (do inglés, Attenuad Total Reflection,
ATR) é uma técnica de amostragem para a Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (do inglés, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) que se tornou muito popular principalmente porque
dispensa o pastilhamento ou qualquer outro tratamento prévio da amostra. A
medicao € feita simplesmente colocando-se a amostra em contato direto com a
superficie do cristal para a obtencdo de dados espectroscopicos. Desta forma,
a ATR-FTIR € aplicada com sucesso em diversos campos, entre 0s quais, para
analisar o conteudo polimoérfico de materiais farmacéuticos a granel, para
analise de superficie e de misturas em p0, para avaliar adulteracdo de pastas
de dente e para diferenciar vinhos advindos de vinhas diferentes (Salari e
Young, 1998; Planinsek et al., 2006; Lépez-Sanchez et al., 2008; Tarantilis et
al., 2008).

Nosso interesse centrou-se na regido espectral que vai de 525-1800
cm™, porque nesta &rea ocorrem absorcbes caracteristicas de grupos
funcionais incluindo-se a denominada regido da impressdo digital. Por
conseguinte nesta regido quaisquer diferencas entre os espectros podem ser
detectadas (Tarantilis et al., 2008 ). Além disso, este intervalo espectral inclui a
regido entre 1720 e 1150 cm™ a qual engloba todas as principais diferencas
observadas em inibidores PDE-5. Segundo Champagne e Emmel (2011), SLD,
TAD e vardenafila (bem como os analogos e homdlogos tiossildenafila,
tiohomossildenafila, hidréxi-tiohomossildenafila, aidenafila, fentolamina,
sulfoaildenafila, aminotadalafila e KF31327 — um inibidor da PDE-5 que néao
compartilha forte semelhanca estrutural) mostram bandas de absor¢cdo nesta
regido, tornando este método altamente eficaz para detectar a presenca de

multiplos inibidores PDE-5 com um Unico teste.

A AMD espectroscopicos é uma ferramenta poderosa para fins

7

interpretativos em casos periciais nos quais a classificacdo de amostras €

necessaria. Como citado por Muehlethaler e colaboradores (2011) "a
singularidade dos dados espectroscopicos vem do fato de que eles sé&o

multivariados — alguns milhares de variaveis — e altamente correlacionados”. A
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ACP foi aplicada como técnica exploratéria para evidenciar a estruturacao dos
dados, a existéncia de outliers e de clusters, mostrando capacidade de
distinguir entre padrdes e amostras teste. O indice de Similaridade (IS) foi
empregado em um segundo momento, quando O objetivo passou a ser
expressar numericamente o grau de similaridade entre amostras analisadas.
Dentre as centenas de publicacdes recentes (desde 2010) que descrevem
aplicacdo de técnicas multivariadas aos dados de espectroscopia em casos
forenses incluem-se a estimativa da idade de manchas de sangue, analises de
medicamentos falsificados, a analise comparativa de tintas automotivas, a
determinacdo de genotipos e a diferenciacao de papéis questionados (Salari e
Young, 1998; Muehlethaler et al., 2011; Beveridge et al.,, 2011; Been et al.,
2011; Dégardin et al., 2011; Olds et al., 2011; Mclintee et al., 2010; Ren et al.,
2009; Causin et al., 2010).

V.2 Artigo

A seguir encontra-se artigo intitulado Couterfeits Cialis and Viagra
fingerprinting by ATR-FTIR spectroscopy with chemometry: can the same
pharmaceutical powder mixture be used to falsify two medicines?, publicado na
Forensic Science International 226 (2013), p. 282-289. Neste trabalho, um
método direto e muito rapido para a determinacdo de Cialis e de Viagra
falsificados, combinando FTIR-ATR com AMD, foi proposto. Empregando
apenas 10 mg do nudcleo de cada comprimido, apés trituracdo, em menos de 30
segundos foram obtidos espectros de ATR-FTIR caracteristicos para amostras
forenses reais. Os perfis quimicos de 53 amostras comerciais (Viagra® e
Cialis®) e 104 amostras falsificadas (Viagra e Cialis) de apreensdes distintas
foram obtidos a partir dos seus dados de ATR-FTIR. A existéncia de
substancias farmacologicamente ativas e outros adjuvantes tecnol6gicos
diferentes dos especificados nas embalagens foi detectada em amostras
falsificadas. A ACP permitiu agrupar amostras com perfis quimicos diferentes
em grupos claramente definidos, distinguindo com sucesso amostras
auténticas e falsificadas na rotina forense. O indice de Similaridade (IS)

demonstrou que uma Unica mistura de insumos farmacéuticos pode ter sido
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usada para a fabricacéo ilicita tanto de Cialis quanto de Viagras falsificados, de
apreensfes distintas. Esta abordagem pode ser aplicada a outros casos
forenses em que estudos de classificacdo de amostras no estado sélido sejam
exigidos. Este € o primeiro trabalho em que se submetem a analise

multivariada conjuntamente dados espectroscopicos de amostras de Cialis e de

Viagra falsificados.

Farensic Science Intemational 226 (2013) 282-2389

journal homepage: www.elsevier.com/locete foraciint

Contents lists available st SciVerse Sdencelirect

Forensic Science International

Counterfeit Cialis and Viagra fingerprinting by ATR-FTIR spectroscopy with
chemometry: Can the same pharmaceutical powder mixture be used to falsify

two medicines?

Rafael S, Ortiz *™*, Kristiane de Cdssia Mariomi®, Bruna Fank?, Renat P. Limberger ",
Michel |. Anzanello ©, Paulo Mayorga"
* Fio Crande do Sul Techniml and Srientifiml Division, Brozlion Fedemal Police, 907 60093 Porto Alsgre, RS, Frazl)

" Department of Pharmacy, Federal University of Rio Grande dio Sul (UFRGS), S0610-000 Parin Alsgre, RS, Brazil
* Department of Industrial Engineering, Federal University of Rio Grande da Sul (UFRGS), Parto Alegre, CEP9(0.035-194, Ria Grande do Sul, Brazil

ARTICLE INFO

ABESTRACT

Article history:

Received 19 September X112

Recstved in revissd form 9 |auary 2013
Accepted 27 |anuary 2013

Available anline 17 February 2013

Keywaords:

Fourier tramsform infraned spsctroscopy
Attenuated total reflectanae

Chemical prafile

Counterfit medicnes

Viagra®

Cialis®

This paper pmposes a direct and efficient method to disciminate between counterfeit and awthentic
Clalis and Viagra samples by combining atbe nu ated total reflection Fourer transfomm infrared (ATR-FTIR )
spectoscopy with multivariate technigues. The chemical profile of 53 commercial samples (Viagra®,
Clalis™ ) and 104 counterfeit samples (Viagra and Clalis ) from distinct selzures were obtained from ATR-
FTIR dataderived from 10 mg of ¢ rushed core tablets. Principal component analysis( PCA) technigue waz
employed to classfy samples based on the fingerprint region mid-infrared spectra ( 1800-525 cm—")
usng OMNIC w72 software; PCA enabled categonzing samples in groups with different chemical
profiles. successfully distinguishing between authentic and counterfeits samples in frensic routine. The
existence of active pharmaceutical ingredients (AP ) and technologic al adjuvant others than specified on
the medicine package were also detected in counterfeit sample< |n addition, we applied the similanty
matc b {5M) method to demonstrate that a mixture of pharmaceutical powders deriving from a common
origin may have been used to manufacture both counterfeit Clalk and Viagra tablets from distinct

selzures.

@ 2013 Hsevier lreland Lid. All nights reserved.

1. Introduction

The inmeasing commerce and use of counterfeit medicines
offers serious risks to public health worldwide, and the repression
to that commerce mobilizes drug manufacturers, health surveil-
lance agents, police and forensic forces. Phos phodies temse type-5
(PDE-5) inhibitors for treating erectile dysfundtion are among the
most falsified drugs due to their market suocess, high cost, and
embarrassment associated with the underlying condition. Coun-
terfeit PDE-5 inhibitors are normally purchased from fraudulent
websites, making it hard for police to control its commerce [ 1] In
developed countries, PDE-5 inhibitors like Viagra™ (sildenafil
citrate, Pfizer), Cialis® (tadalafil, Eli Lilly), and more recently
Levitra® (vardenafil hydrochloride, Bayer)' are among the most
popular counterfeited medicines |2]. In Brazil, Viagra® and Cialis™
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are also deemed the most falsified medicines |3, acoounting for
nearly B0% of drug counterfeiting analyzed by the Brazilian federal
police (BFP) from 2007 to 2010 [4].

Several approaches relying on different amalytical techniques
have been mecently developed to identify unauthentic sildenafil
(SLD) tadalafil (TAD) and analogues; such studies aim at
elucidating structural aspects of those substances in pure form,
dosage forms, and as adulterants in dietary supplements [5-8].
From the analytical point of view, an interesting strategy consists
of applying methods that minimize or reguire no sample
preparation. For that matter, spectroscopy methods have proven
to be wvery efficient since they allow characterizing samples by
directly measuring substances in solid state; spectrosoopy
methods also rely on straightforward operational steps, and
provide reliable, fast results. Maurin et al [9] proposed the use of
¥-may pattern diffracion focused on two purposes: the discrimi-
nation of counterfeit Viagra tablets, and the identifi@ation of
differences in drug compositon. Trefi et al. | 10] applied Raman
spectroscopy, TH NMER, and 2D DOSY (diffusion-ordered spectros-
copy) NMR to analyze genuine and illegal formulatons of Galis™
purchased wvia internet, while SLD} in pure form and Viagra®
formulatons were easily and uneguivocally characterized by
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Amostras forenses reais sdo objetos de estudo raramente disponiveis
para experimentos em pesquisa cientifica. O pesquisador ndo tem outra fonte
de matéria-prima sendo os materiais apreendidos pelas forcas policiais e
encaminhados para exames periciais. Por muitas vezes o numero de amostras
consiste no principal fator limitante ao desenvolvimento de trabalhos na area

forense.
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Figura 3. Uma viséo geral dos experimentos realizados.

z

Assim sendo, € essencial que haja o adequado planejamento dos
experimentos de modo a maximizar a quantidade de informacdes a serem
extraidas de cada amostra. Neste estudo, a obtencdo dos diferentes perfis
propostos foi idealizada e efetivamente realizada partindo do todo para as

partes. Explicitamente, iniciou-se com a avaliagdo dos aspectos fisicos
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externos — experimentos ndo destrutivos — passando, subsequentemente, aos
ensaios quimicos sobre a composicdo das misturas constituintes de cada
comprimido — sequencialmente dos ensaios que ndo consomem amostras para
0s que as consomem. Desta forma sucedem-se 0s experimentos realizados
neste trabalho, como de um modo geral podem ser vistos em sentido horario

na representacao da Figura 3.

Tabela 1 — Produg&o bibliografica — Eixo Principal.

Publicado no Brazilian
ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; LIMBERGER, RP; Journal of
Perfil Fisico MAYORGA, P. Physical profile of counterfeit Pharmaceutical
tablets Viagra and Cialis. Science 48 (2012) 487-
495,
ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; SCHWAB, NV;
SABIN, G; ROCHA, WFC; CASTRO, EVR; Publicado no Journal of
Perfil de LIMBERGER, RP; MAYORGA, P; BUENO, Pharmaceutical and
A MIMS; ROMAO, W. Fingerprinting of sildenafil . . .
Inorgéanicos ; ' . . Biomedical Analysis, 58
citrate and tadalafil tablets in pharmaceutical (2012) 7-11
formulations via X-ray fluorescence (XRF) '
spectrometry.
ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; ROMAO, W; Publicado no American
. EBERLIN, MN; LIMBERGER, RP; MAYORGA, P. ;
Perfil de X : e . X Journal of Analytical
A Chemical Fingerprinting of Counterfeits of Viagra ;
Orgénicos . . Chemistry, 2 (2011)
and Cialis Tablets and Analogues via
o 919-928.
Electrospray lonization Mass Spectrometry.
Perfil de ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; HOLHZSCHUH, MH; Aceito para publicacdo
Principios ROMAO, W; LIMBERGER, RP; MAYORGA, P. na Forensic Science
Ativosp Profiling Counterfeit Cialis, Viagra and Analogues International (em
by UPLC-MS 14/03/2013)
ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; FANK, B;
LIMBERGER, RP; ANZANELLO, MJ; MAYORGA, Publicado na Forensic
Perfil por P; Counterfeit Cialis and Viagra fingerprinting by . X
. . . Science International
Espectroscopia ATR-FTIR spectroscopy with chemometry: Can
: . 226 (2013) 282-289.
the same pharmaceutical powder mixture be used
to falsify two medicines?

A producdo cientifica originada dos experimentos realizados encontra-se
disposta como capitulos e anexos desta tese. Sinteticamente, as publicacbes
em que o doutorando é primeiro autor formam um eixo principal (Tabela 1) e
consistem nos capitulos | até V desta tese. Por outro lado, as publicagbes em
que o doutorando ndo é primeiro autor bem como as apresentacbes de

trabalhos em eventos cientificos formam um eixo secundario (Tabela 2) e séo
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dispostas como anexos adiante. Nesta discussao geral sera abordado o eixo

principal do projeto.

Tabela 2 — Producao bibliografica — Eixo Secundario.

Perfil fisico

ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; LIMBERGER, RP;
FACHEL, JMG; MAYORGA, P. Utilizagdo de
caracteristicas fisicas de comprimidos na
deteccé@o de falsificagbes de medicamentos: os
exemplos do Viagra e do Cialis

Apresentado no 2°
Encontro Nacional de
Quimica Forense,
Ribeirdo Preto, Brasil,
2010.

Apresentado na 12

ORTIZ, RS. MARIOTTI, KC; LIMBERGER, RP; Reunién Internacional
Espectroscopia MAYORGA, P. Detection of counterfeits de Ciéncias
do revestimento medicines with the video spectral comparator: the Farmaceuticas,
examples of Viagra and Cialis Cérdoba, Argentina,
2010.
Processamento JUNG, CR; ORTIZ, RS; LIMBERGER, RP; Publicado na Forensic
. MAYORGA, P. A new methodology for detection ; .
de imagem do Science International

revestimento

of counterfeit Viagra and Cialis tablets by image
processing and statistical analysis.

ORTIZ, RS; MARIOTTI, KC; FANK, B;
LIMBERGER, RP; MAYORGA, P. Obtencdo de

216 (2012) 92-96.

Apresentado no 3°
Encontro Nacional de

Perfil por perfis guimicos de medicamentos falsificados com Quimica Forense,
Espectroscopia  FTIR-ATR associada a métodos quimiométricos e Ribeirdo Preto, Brasil,
andlise: uma Unica mistura farmacéutica pode ser 2012. Mencao
empregada na falsificacdo de Cialis e de Viagra?  Honrosa.
Manuscrito submetido
ANZANELLO, MJ; ORTIZ, RS; LIMBERGER, ao Journal of
Selec¢éo de R.P.; MAYORGA, P. A Multivariate-based Pharmaceutical and
variaveis Wavelength Selection Method for Classifying Biomedical Analysis
Medicines Into Authentic or Counterfeit Classes. (reencaminhado apoés
revisdo).
ALVES, J; DOMINGOS E; CASTRO, EVR; Apresentado no 10°
Andlise de ORTIZ_, _RS; MAYORGA, P; R_OMAO,_ W. Enc_ontro . _da
blisters por Invesngqtmg the Qhemlcal Cor_nposmon of Vlagra Sociedade BraS|I.e|_ra
FTIR and Cialis Packaging (Authentic and Counterfeit) de Materiais,
by Fourier Transform Infrared Spectroscopy Gramado, Brasil,
(FTIR) and Thermal Analysis (TG/DTA). 2011.
ROMAO, W.; PEREIRA, TM; ALVES, J; ORTIZ, Manuscrito submetido
Andlise de R_S; MAYORGA_, P; C_ASTR(_), _EVR; RQCHA, WF. ao Jour_nal of
blisters BI_|st_ers Pac_kaglng Flr_lgerprlntlng of Viagra® and P_harma_ceutlcal an_d
por
FTIR Cialis® via  Fourier .Transform Infrare_d Blomed|c:_al Analys,ls
Spectroscopy (FTIR) allied to Chemometric (reencaminhado apés
Methods revisao).
DOUTRELEPONT, RW; DRESCHER, L; ORTIZ, Apresentado na 352
Perfil de RS. NICHELE, A. Determinacdo de citrato de Reunido Anual da
Principios sildenafila e tadalafla em apreensbes de Sociedade Brasileira
Ativos comprimidos similares de Viagra e falsificados de de Quimica, Aguas de

Cialis.

Linddia, Brasil, 2011.

O Capitulo | apresenta o artigo “Physical profile of counterfeit tablets

Viagra and Cialis” publicado na revista Brazilian Journal of Pharmaceutical
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Science (v.48, n.3, 2012). Seguindo-se modelos desenvolvidos com o intuito de
obter o perfil dos aspectos fisicos (também denominados tecnoldgicos) de
comprimidos de Ecstasy (Weyermann et al., 2008; Marquis et al., 2008),
adotou-se uma abordagem simples, confiavel, ndo destrutiva, sem preparo de
amostra no sentido de gerar um perfil tecnolégico que se una aos demais
métodos analiticos utilizados na rotina forense de deteccao de falsificagcdes de
Cialis e de Viagra. Tais dados de modo algum podem ser desprezados quando
da andlise de materiais sob a forma farmacéutica sélida de comprimidos.
Sabidamente, apreensbes de comprimidos com  caracteristicas
correspondentes advém de um mesmo lote de produgédo, enquanto que
comprimidos que exibem caracteristicas divergentes tém origem em lotes
diferentes. A etapa de compressdo de uma mistura pulvérea farmacéutica em
comprimidos gera em um conjunto de comprimidos produzidos por uma
determinada maquina de comprimir propriedades caracteristicas as quais
definem um estudo denominado pés-compresséao do lote (Marquis et al., 2008).
Apds a compressédo, as amostras submetidas a analise ndo sofrem alteracdes
até o consumo ou apreensdao pelas forcas policiais (Milliet et al., 2009). Tendo
isto como fundamento, este trabalho aprofunda o estudo das caracteristicas
pds-compressdo — massa, espessura, comprimento maior e comprimento
menor — associadas a ferramentas estatisticas descritivas e multivariadas de

analise, em comprimidos auténticos e falsificados de Viagra e de Cialis.

Os comprimidos auténticos de Viagra e de Cialis apresentam baixissima
variacdo nas propriedades pds-compressdo medidas gracas a aplicacdo de
tecnologias avancadas no processo de fabricacdo dos comprimidos bem como
de um rigido controle de qualidade que descarta qualquer produto fora de suas
especificacoes (Allen et al., 2007). Ja os comprimidos falsificados
apresentaram maior dispersdo dos resultados observados. Tais valores
mostram-se em concordancia com publicacdes da area forense, que associam
uma maior variabilidade aos produtos ilicitos devido a peculiaridades dos
modos de produgéo clandestinos, tais como, isen¢ao de controle de qualidade
no ciclo produtivo, falta de homogeneidade das misturas de pos (UNODC,
2005; Lociciro et al., 2008; Weyermann et al., 2008; Marquis et al., 2008;

Dujourdy et al., 2008; Andersson et al., 2007).
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Analisando somente os produtos falsificados, percebe-se que a
dispersdo de valores observados para as varidveis massa e espessura tem
amplitudes relativamente mais elevadas, enquanto que comprimentos maior e
menor exibem distribuicbes de frequéncias mais estreitas. Tais fatos
provavelmente estdo associados ao éxito dos falsificadores em obter uma
matriz e pungbes que mimetizem a camara de compressdo que produz
comprimidos auténticos. Entretanto, diferencas em ajustes de posicdo dos
puncdes, forca de compressao e, principalmente, da quantidade e composicao
dos complexos farmacéuticos a serem comprimidos, impede a reprodutibilidade

nas caracteristicas massa e espessura.

Resumidamente, os resultados mostram que alguns dos comprimidos
falsificados conseguem imitar um ou outro dos aspectos fisicos medidos, no
entanto, para as amostras avaliadas, nenhuma das falsificacbes conseguiu
apresentar simultaneamente as medidas de massa, espessura e comprimento
maior e comprimento menor dentro das faixas definidas para os medicamentos
auténticos (Teste de Fisher). Portanto, neste estudo, a medida das referidas
propriedades fisicas pds-compressdo permite detectar claramente todos os

medicamentos falsos (a = 0,05).

Utilizando a Andlise Hierarquica de Cluster (AHC), representada na
forma de dendrogramas, os comprimidos com perfis fisicos semelhantes foram
agrupados, o que pode indicar uma producao ilicita em comum. As amostras
de Viagra foram distribuidas em dois grupos de baixa similaridade entre si: o
cluster 1 com as amostras auténticas e as falsificacbes de quatro apreensdes
distintas e o cluster 2 com as demais falsificacdes de outras trés apreensdes
distintas. Subdividindo o cluster 1 podem-se isolar os comprimidos auténticos
de Viagra com falsificagcdes de duas apreensdes distintas. Mais claramente,
para as amostras de Cialis sdo formados somente dois clusters: um com as
amostras auténticas e um com as amostras falsificadas de oito apreensdes
distintas. Paralelamente, a AHC aponta para a variavel massa como sendo a

variavel mais influente na classificacdo das amostras.

Dendrogramas apenas para amostras falsificadas permitiram a
identificacdo de pares de amostras advindos de apreensdes distintas e

intimamente ligados. Testes quimicos preliminares (UPLC-MS, capitulo IV, e
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FTIR-ATR, capitulo V) indicaram que existe uma semelhanca quimica entre
algumas destas amostras. Esses resultados indicam que estas amostras tém
uma origem comum ndo apenas de misturas pulvéreas farmacéuticas, mas
também de ciclo de compressdo. Assim, verifica-se que os dados do perfil
fisico podem ser Uteis quando adicionados em conjunto com os resultados da
andlise quimica a um banco de dados para mapeamento de falsificacdo. Tais
informacdes ndo se prestam a compor relatorios externos, tais como laudos de
exame em medicamentos, mas s&o de interesse interno, com fins de

inteligéncia forense (Marquis et al., 2008; Milliet et al., 2009).

O Capitulo Il descreve os resultados obtidos para o perfil inorganico
com o experimento de Espectrometria de Fluorescéncia de Raios - X (XRF), a
qual permite a caracterizacdo de metais presentes nas amostras (Roméao et al.,
2010), associada a ACP e a AHC. O artigo resultante deste estudo foi intitulado
“Fingerprinting of sildenafil citrate and tadalafil tablets in pharmaceutical
formulations via X-ray fluorescence (XRF) spectrometry” e publicado no Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (v. 58, p. 7-11, 2012). A FXR
consiste em excelente metodologia para determinacdo semi-quantitativa do
principio ativo SLD (que apresenta enxofre, S, na sua estrutura) e de
excipientes e agentes de revestimento dos comprimidos, como fosfato de
calcio, 6xido de titanio e 6xido de ferro (P, Ca, Ti e Fe). Tais elementos podem
ser detectados diretamente na superficie das formulagcfes farmacéuticas, apés

trituracdo, sem que as amostras sejam consumidas nos exames.

A técnica de XRF baseia-se na obtengcdo de um espectro de emissao
fluorescente caracteristico de cada elemento quimico a partir de uma fonte de
excitacdo controlada (Redigolo, 2011). Quando um atomo € submetido a um
processo de irradiacao utilizando-se uma fonte de raios-X, um elétron pode ser
ejetado das camadas eletrbnicas mais internas (efeito fotoelétrico). Para
estabilizacdo desta forma excitada, elétrons das camadas eletrbnicas mais
externas caem rapidamente para as vacancias geradas, liberando a diferenca
de energia existente entre os dois niveis de energia envolvidos. Como este
processo envolve niveis de energia que sao caracteristicos de cada elemento,

a radiacdo emitida para cada transi¢do € também caracteristica. O espectro de
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linhas caracteristicas de raios X consiste de uma série de comprimentos de
onda discretos (linhas espectrais) caracteristicas do elemento emitido. Desta
maneira, a energia da radiacdo emitida pode ser diretamente utilizada na
identificacdo da espécie em questédo (Salvador, 2012). Por outro lado, como a
intensidade da radiacdo emitida é diretamente proporcional a concentracdo da
espécie, a técnica também fornece informacdes que podem ser utilizadas para

fins quantitativos (Nagata et al., 2001).

Empregando a XRF por dispersao de energia (ED-XRF) e o0 método de
(semi) quantificacdo pelos parametros fundamentais, foram obtidos espectros
caracteristicos para Viagra® e Cialis® auténticos. As amostras de Viagra® séo
individualizadas pela presenca de linhas caracteristicas Ka de P (1,98 keV); S
(3,30 keV); Ca (3,62 keV); Ti (4,48 keV) e Fe (6,38 keV); além de linhas
caracteristicas KB para Ca (4,00 keV) e Ti (4,90 keV). A linha S observada
deve-se a presenca do atomo de enxofre na estrutura do ingrediente ativo, a
SLD. Outros elementos, tais como P, Ca e Ti correspondem aos excipientes:
fosfato calcio dibasico (CaHPO,) e didxido de titanio (TiO). O Fe é empregado
como agente de cobertura. Os espectros de XRF obtidos para Cialis® mostram
a presenca de linhas espectrais Ka e KB somente referentes aos elementos Ti
(Ka = 4,48 keV e KB = 4,90 keV) e Fe (Ka = 6,38 keV e KB = 7,02 keV), que
correspondem a elementos de dioxido de titanio (TiO,) e 6xido de ferro (Fe,0s3),
respectivamente. Este resultado é completamente diferente do observado para
as amostras de Viagra®. Portanto, as amostras de Viagra® e de Cialis® podem
ser facilmente classificadas e diferenciadas utilizando a técnica XRF.
Importante  mencionar que a composicdo elementar da TAD consiste
basicamente de elementos leves (CHNO). Desta forma, esta composicéo
puramente organica esta diretamente associada as linhas alocadas em regiéo

denominada de espalhamento, em alta energia, de 18 a 25 keV.

Com relacdo as quatro apreensdes de Viagras falsos testadas, duas
apreensOes apresentaram uma composi¢cao semelhante aos resultados de XRF
do Viagra® auténtico, no entanto, apontando para concentracdo diversa do
elemento enxofre (S) que, provavelmente, encontra-se associado ao principio
ativo SLD. Uma apreensdo aponta para menor carga de enxofre e outra para

carga muito mais elevada, aproximadamente 400 % maior do que a do padrao.

44



Discussao Geral

Diferentemente dessas primeiras, as demais apreensfes nao apresentaram
linhas caracteristicas (Ka ou KB), apresentando assim, provavelmente uma
composigdo organica predominante. Para as trés apreensdes de Cialis falsos
avaliadas, os resultados indicam uma composi¢cdo similar ao de amostras
auténticas de Viagra®, indicando uma possivel substituicdo de principio ativo.
Destaca-se que no conjunto de amostras falsas de Cialis, a concentracédo de
enxofre (S), em todos os casos € muito mais elevada do que o0s niveis
encontrados para Viagra® auténtico. As amostras falsas de Cialis apresentam
linhas caracteristicas para os elementos Ca, Ti e Fe. A excecdo do titanio, a
concentracdo elementar nestas amostras € sempre superior as padrées, em

todos 0s casos.

Para a analise quantitativa dos elementos S, Ca, Ti e Fe, 0 método dos
parametros fundamentais foi utilizado. Normalmente, para composicfes de
amostras conhecidas, o0s resultados permitem um célculo tedrico da
intensidade de fluorescéncia de raios-X gerada, usando as condicbes de
medicdo e constantes fisicas dos parametros fundamentais. O método dos
parametros fundamentais utiliza estas caracteristicas de forma inversa, isto €,
tenta obter a composicdo a partir das intensidades efetivamente medidas
(Roméo et al., 2010; Margui et al., 2009; Sherman, 1955; Shiraiwa e Fujino,
1966). Sabidamente, a preparacdo da amostra € a maior fonte de erros em
analises de XRF. Baixos desvios padrdes sdo alcancados principalmente
qguando o tamanho de particula é controlado (Roméo et al., 2010; Melquiades
et al., 2008). Neste aspecto, salienta-se que os comprimidos testados exibiam
composicdo visualmente heterogénea, inclusive no tamanho das particulas,
além de significativa variacdo na massa (de 100 até 500 mg). Tais fatores
certamente contribuiram para os altos valores DP observados. Por outro lado, a
ED-XRF requer pouquissimo esforco na preparacdo da amostra, fornecendo
muita informacéo sobre a composi¢cdo da mesma, com analise rapida e barata
(100 segundos para adquirir um espectro). Estas caracteristicas tornam a ED-

XRF uma técnica atrativa para avaliacado de formulacdes farmacéuticas.

Os dados de XRF foram submetidos a um tratamento por meio da ACP
e AHC para avaliar estatisticamente o desempenho destes espectros na

classificacdo das amostras. Os espectros foram utilizados na faixa de 0 até 40
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keV) resultando em 2048 pontos (variaveis) e 97 amostras. No grafico de
scores das duas primeiras componentes principais (PC’s), as quais
representam 94% da variancia total, observa-se a separacdo em dois grandes
grupos, correspondendo as amostras comerciais e as amostras falsificadas, de
acordo com a regidao da PC1l. Esta separacdo € principalmente devida aos
elementos Ca e Ti, que possuem influéncia significativa sobre PC1. Os grupos
formados pelas amostras falsificadas de Cialis exibem uma carga de Ca e S
maior entre todas as amostras analisadas, localizando-se em PC1 <0 e PC2 >
0. Quanto aos grupos relacionados com as amostras falsas de Viagra tem-se o
anico grupo do estudo em PC1 > 0, de composi¢do sendo predominantemente
orgénica, e outro em PC1 < 0 e PC2 < 0. Por fim, observa-se a formagao de
grupos contendo as amostras comerciais auténticas, ambos em PC1 >0 e PC2
> 0, caracteristicos para Cialis® e Viagra®. A avaliacdo de PC1 versus PC3
aponta para a formacao de novos subgrupos, de acordo com a regido PC3
(responsavel por 2,6% da variancia total), principalmente devido a contribuicdo
da variavel, Fe, neste caso. O resultado observado com a AHC foi semelhante
ao da ACP, classificando amostras falsas em cinco grupos bem definidos e as

amostras comerciais em dois grupos distintos.

No Capitulo Il tem-se o experimento de obtencdo do fingerprinting
organico por Espectrometria de Massas com lonizacdo por Eletronspray, apés
infuséo direta (ESI-MS) a partir da fase polar (extrato metandlico) dos nucleos
dos comprimidos. O experimento gerou a publicacdo “Chemical Fingerprinting
of Counterfeits of Viagra and Cialis Tablets and Analogues via Electrospray
lonization Mass Spectrometry” (American Journal of Analytical Chemistry, v. 2,
p. 919-928, 2011). A técnica mostrou como vantagens muita facilidade no
preparo de amostra bem como rapidez e robustez analiticas, além disto,
consome-se minima quantidade de amostra. Especificamente, cada solucao
amostral € formada a partir de aproximadamente 10 mg do nucleo de cada
comprimido dissolvido em 10 mL de metanol e acidificado com gotas de acido
formico (1M). Segue-se a injecdo da amostra no cromatografo liquido e,
subsequente, infusdo direta no espectrédmetro, cuja resposta é fornecida em 30

segundos.
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A ESI(+)-MS forneceu um fingerprinting tipico do farmaco SLD para as
amostras auténticas de Viagra® Os marcadores principais correspondem a
molécula de SLD detectada em diferentes formas, tais como [SLD + H]" em m/z
475; [SLD + Na]" em m/z 497; [2SLD + H]" em m/z 949, e ions dos fragmentos
em m/z 377, 311, 283 e 99 (Zou et al.,, 2006; Blok-Tip et al., 2004). A
confirmagéo da deteccéo da SLD foi realizada com ESI (+)-MS/MS para os ions
em m/z 475 e 949 resultando em fragmentacéo de acordo com a sua estrutura
e exibindo espectros conforme os esperados (Gratza et al., 2009). Nos
espectros de amostras falsas de Viagra também predominam ions relacionados
a SLD, mas em duas apreensfes foram detectados um ion ndo esperado, em
m/z 489, correspondente, provavelmente, a um analogo protonado da SLD. A
ESI (+)-MS/MS para este ion apresenta fragmentos semelhantes ou ainda os
mesmos que aqueles produzidos para a [SLD + H]": de m/z 58, 70, 84, 99, 254,
283, 297, 313 e 325. Esta molécula pode ser atribuida a homossildenafila
(HSD), distinguivel de outro isémero possivel, a vardenafila (VRD), pela
auséncia de um ion abundante de m/z 151 (Ahn et al., 2009). A presenca de
espécies farmacoldgicas analogas a SLD pode resultar da adicdo intencional

ou de purificagdo inadequada do principio ativo principal.

O espectro ESI (+)-MS para Cialis® auténtico revela pouca abundancia
para o jon diagnostico [TAD + H]" em m/z de 390. Os ions mais abundantes
foram atribuidos ao excipiente lactose, nas formas [lactose + H]" de m/z 343;
[lactose + Na]® de m/z 365, e [2lactose + Na]* de m/z 707. Sabe-se que um
comprimido auténtico de Cialis® contém 20 mg de TAD e 245 mg de lactose, o
gue explica tais resultados experimentais. Os ions m/z 365, 390 e 779 quando
investigados por ESI (+)-MS/MS fragmentaram-se como o descrito na literatura,
confirmando a identidade destas substancias (Nyadong et al., 2009; Ahn et al.,
2009; Sawaya et al., 2010).

As amostras de Cialis falsificados exibiram espectros muito
contrastantes e variaveis. Houve uma apreensao que originou ions TAD muito
mais abundantes que o esperado, que pode indicar cargas mais elevadas de
ingrediente ativo, o que torna tais falsificagbes potencialmente nocivas. Para
trés apreensdes, em vez de ions relacionados a TAD, foram detectados em

abundancia ions de SLD, indicando a substituicdo dos farmacos. Uma
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apreensdo apresentou ions de TAD e de SLD simultaneamente. Um ion de
muito baixa abundancia (m/z 505) também foi observado em uma das
apreensfes. Trata-se da hidroxi-homossildenafila (OH-HSD) (Singh et al.,
2009), outro andlogo da SLD, tal como confirmado por ESI (+) -MS/MS (Ahn et
al., 2009). O HSD e OH-HSD anélogos detectados nas falsificagbes podem

apresentar maior atividade farmacologica do que a SLD (Venhuis et al., 2007).

Os espectros de ESI-MS foram compilados gerando uma matriz de
dados de 97 casos (amostras) e 99 variaveis (m/z) com as respectivas
intensidades relativas, superiores a 10 %. Efetuando-se o tratamento pela ACP,
encontrou-se que as trés primeiras componentes principais explicam 91% da
variancia total. Podem ser observados trés grupos, contendo: (1) Viagra®,
auténticos e falsos e algumas amostras de Cialis falsificados (todas com SLD);
(2) Cialis falsificados contendo a molécula de TAD; e (3) Cialis® auténticos. Os
ions que mais influenciam as cargas de PC1, PC2 e PCS3, e consequentemente
sdo responsaveis pela formacéo dos clusters, sdo os m/z 707, 475, 412, 390,
365, 268, 262, e 58. Uma nova ACP incluindo apenas as amostras do grupo 1 -
Viagra® auténticos e falsos — possibilita a formacéo de dois subgrupos, um com
amostras falsificadas e outro com as amostras originais e comerciais

estrangeiras.

O Capitulo IV apresenta o perfil de substancias farmacologicamente
ativas, na forma do manuscrito “Profiling Counterfeit Cialis, Viagra and
Analogues by UPLC-MS” (aceito para publicacdo do periddico Forensic
Science International, em 14/03/2013). Tendo como ponto de partida, um
método cromatogréafico de ultra eficiéncia com detecgdo com arranjo de diodos,
simples no preparo de amostras e ja validado para a determinacdo simultanea
de SLD e TAD (Ortiz et al., 2010), agregou-se a espectrometria de massas
para o estudo de novas amostras. A UPLC-MS concentra em um Unico
instrumento velocidade de execugdo da analise — menos que 1,5 minutos —
associada a quantificagdo reprodutivel e identificacdo confiavel dos analitos.
Tais qualificacbes advém dos cotejos entre tempos de retencdo dos picos

cromatograficos, espectros de ultravioleta obtidos com o fotoarranjo de diodos
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— inclusive com indicacdo do percentual de pureza de cada pico — e espectros

de massa de alta resolucao.

Das figuras de mérito usualmente envolvidas em processos de
validacdo de métodos analiticos, neste experimento, tomou-se a liberdade de
avaliar apenas a linearidade e a precisao (intradia e interdia) uma vez que se
tomou por base método validado anteriormente (Ortiz et al., 2010). De solucéo-
padrao de AFI em concentragdo conhecida de SLD (35,44-59,07 ug / mL) e
TAD (16,71-27,84 ug / mL) foram obtidos os respectivos picos e areas foram
construindo curvas analiticas para cada farmaco. A linearidade foi satisfatéria
para estas faixas de concentracéo, pois os coeficientes de determinacéo (R?)
foram 0,9980 para o SLD (y = 0,0068 x + 2,3152) e de 0,9993 para o TAD (y =
0,0033 x + 0,365). As precisbes expressas sob a forma de coeficiente de
variacdo percentual (CV%) estavam entre 0,99 a 1,97% para SLD e 0,58 a
0,93% para a TAD, demonstrando a elevada precisdo do método. A Figura 4
ilustra o conjunto de informac¢des fornecidas pela UPLC-DAD-MS com a
primeira replicata do ponto central do teste de linearidade (47,26 mg/mL de
SLD e de 22,28 mg/mL de TAD). Observa-se a geracdo de dois
cromatogramas sequenciais para cada amostra. O analito passa primeiro pelo
fotoarranjo de diodos (DAD) e rapidamente chega ao espectrometro de massa
(MS). A SLD tem retencao de 0,48 minutos no cromatograma de DAD, com
maximos 223,81 nm e 293,81 nm; associada com retencao de 0,57 minutos no
cromatograma de MS, gerando ion molecular caracteristico de [SLD + H]" em
m/z = 475,43. Por sua vez, a TAD exibe tempo de retencéo de 1,15 minutos no
cromatograma de DAD, com maximo em 283,81 nm; relacionada com retencéo
de 1,22 min no cromatograma de MS, com fon molecular para [TAD + H]" em
m/z = 390,32.
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Figura 4. Informacdes fornecidas pela UPLC-DAD-MS para o ponto central da
linearidade. No cromatograma de DAD, na parte superior, visualiza-se a eluicédo
do pico de (a) SLD em 0,48 min (espectro de ultravioleta com maximos 223 nm
e 293 nm) e (b) TAD em 1,15 min (com maximo em 283 nm). No cromatograma
de MS, na parte inferior, a SLD elui em 0,57 min (espectrograma de massas
com fon molecular (c) [SLD + H]" em m/z = 475,43) e a TAD elui em 1,22 min
((d) ion molecular para [TAD + H]" em m/z = 390,32).

Confirmando a identidade dos farmacos em analise, também foram
observadas as séries de fragmentos caracteristicos de cada um conforme
relatos da literatura (Inoue et al., 2008; Singh et al., 2009; Zou et al., 2006;
Blok-Tip et al., 2004) e como visto anteriormente com a ESI(+)-MS/MS (vide
capitulo IIl). Para SLD, o padrédo de fragmentacdo formado pelos ions de m/z
377, 311, 283, 99 e 58; o aduto sodiado [SLD + Na]® = 497) bem como o
dimero [2SLD + H] * = 949; e, para a TAD o ion molecular é fragmentado em
m/z 268, 262 e 135 além de encontrarmos o aduto de sédio [TAD + Na]* = 412,
o dimero da TAD [2TAD + H]" = 779 e um aduto sodiado deste dimero [2TAD +
Na]* = 801.

50



Discussao Geral

Do ponto de vista qualitativo, verificou-se que todas as amostras de
Viagra falsificadas exibiram pico de SLD, ndo sendo detectado nenhum
placebo. Algumas amostras de Viagra falsificadas mostraram um pico
desconhecido com tempo de retencdo de 0,70 min no cromatograma DAD e
0,77 min no cromatograma MS, simultaneamente aos sinais de SLD. Trata-se
do anéalogo farmacoldgico HSD, que apresenta ion molecular em m/z 489 com
padrao de fragmentacao idéntico ao da SLD. Ainda que o espectro de massas,
nas condicbes experimentais testadas, possa sugerir a possibilidade de outro
inibidor da PDE-5, como por exemplo, a VRD, o espectro de UV-DAD, neste
caso, permite descartar qualquer duvida. A VRD e a HSD tém a mesma
formula minima (C3H32NeO4S, massa exata 488,22) e apresentam um grupo
metileno a mais do que a SLD, ocasionando uma diferenca de 14 u.m.a. (CH,)
na massa molecular. Ambas sdo menos polares do que o SLD e, por isto,
eluem em tempo de retencdo mais elevado, nas condicbes deste ensaio. A
VRD difere na posicdo dos &atomos de nitrogénio do anel central e,
consequentemente, no sistema de conjugacdo quando comparado com a SLD
e HSD. Isto acarreta comportamento diferenciado frente a radiacdo na regido
visivel. Assim, o espectro de UV-DAD da VRD apresenta apenas um absorcao
maxima em 223 nm (Inoue et al., 2008; Zou et al., 2006; Blok-Tip et al., 2004),
engquanto a HSD apresenta espectros UV-DAD idénticos ao da SLD, com dois
maximos, 223,81 nm e 294,81 nm, compativeis com o mostrado na Figura 4.
Dentre as amostras de Cialis falsificadas, detectaram-se amostras que
continham apenas TAD, amostras que continham TAD e SLD em diferentes

proporcdes, amostras apresentavam apenas SLD e amostras com SLD e HSD.

A partir das curvas analiticas para SLD e para TAD foram calculadas
as concentracbes dos ingredientes farmacologicamente ativos em cada
comprimido testado. Esta medida foi expressa em pg/mg, isto é, a quantidade
de farmaco por massa de complexo farmacéutico que da origem ao
comprimido. A fim de estimar a concentracdo de HSD, assumiu-se que 0s
coeficientes de extingdo para a SLD e para a HSD s&o similares. A
concentracdo SLD medida no Viagra® original foi de 196,38 pg/mg (CV% =

3,67%). Trés apreensbes apresentaram concentracdes equivalentes: com
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191,60 pg/mg, 214,56 pg/mg (CV% = 34,3%)" e 192,17 pg/mg (CV% = 3,0%.
Duas apreensfes apresentaram concentracfes muito mais elevadas (até 158%
do original) especificamente, 312,35 ug/mg (CV% = 26,1%) e 298,46 pg/mg.
Uma apreensdo apontou concentracdes muito baixas, com 104,00 pg/mg
(CV%= 6,1 %). Para as amostra que continham HSD e SLD estimou-se que a
concentracdo de HSD é 5% da concentracdo de SLD. Considerando-se 0 peso
médio dos comprimidos desta apreenséo (327,12 mg, CV% = 2,36%), pode ser
estimada em 102 mg de SLD somada a 5 mg de HSD como a dose
farmacoldgica para estes produtos. Neste caso, a dose supera o dobro dos 50
mg de SLD do indicado no rétulo apdcrifo. Para o medicamento Cialis® original
a concentracdo de TAD foi de 47,26 pg/mg (CV% = 1,47%). Com relagdo aos
produtos falsificados, numa tentativa de individualizacdo por apreensao, pode-
se dizer que ocorrem apreensdes com: (1) 47,53 ug/mg para TAD e 9,72 ug/mg
para SLD; (2) 10,73 pg/mg de TAD e 161,17 pg/mg de SLD; (3) dois
subgrupos, cujas amostras contém somente TAD (53,24 pg/mg, CV% = 8,52%)
ou TAD (50,38 pg/mg, CV% = 9,62%) e SLD (11,32 pg/mg, CV% = 67,06%);
(4) dois subgrupos, sendo um com TAD (17,46 pg/mg, CV% = 6,46%) e SLD
(25,93 pg/mg, CV%= 20,93%) e outro com apenas SLD (93,85 ug/mg, CV%=
3,49%); (5) somente SLD (152,70 pg/mg,% RSD = 6,77); (6) 174,15 ug/mg de
SLD mais aproximadamente 5% de HSD. Como mostrado a seguir a aplicacéo
da estatistica multivariada facilita a compreensdo da distribuicdo de

concentracdes de farmacos aqui descrita.

Na aplicacdo da ACP nota-se que o0s dois primeiros componentes
principais explicam 90,66% da variancia total. O grafico de cargas de PC1
versus PC2 divide as amostras auténticas e falsas de Cialis e de Viagra
claramente em quatro grupos: (1) Viagra® auténtico e falsificacées de Viagra e
Cialis com exclusividade ou prevaléncia de SLD no intervalo de 89 a 216
pug/mg; (2) Cialis falsificados com contetdo de TAD na faixa de 16 a 18 pg/mg
e SLD em 22 a 35 pg/mg; (3) Cialis auténtico® e falsificacées de Cialis com teor

de TAD na faixa de 42 a 60 pg/mg; (4) Viagras e Cialis falsificados com HSD

1 O coeficiente de variacdo percentual ou desvio padrdo relativo é referido
guando a apreensao consiste em mais do que uma amostra.
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(11 a 18 pg/mg) e SLD em concentracdo elevada (176-453 pg/mg)
simultaneamente. Somente duas amostras nao integram nenhum destes
grupos referidos acima: Viagra falso com 298 pug/mg de SLD e Cialis falso com
171 pg/mg de SLD e 5,63 pg/mg de HSD). O conteudo de SLD, TAD e HSD
sdo estatisticamente relevantes pelo agrupamento das amostras. Pela AHC,
qgquanto menor a distancia normalizada que separa duas amostras, mais
proximas estas amostras dispdoem-se no espaco experimental de n-variaveis.
Para este experimento, isto revela quais as amostras tém o conteudo de
farmaco mais semelhante. De um ponto de vista tecnoldgico, amostras que
apresentem idéntico conteddo de farmaco advém de um mesmo lote (mesma
mistura farmacéutica e ciclo de compressdo) ou da repeticio da mesma
féormula padrdo em lotes diferentes. Considerando operacdes unitarias de
mistura e de compressdo adequadas, a concentracdo de farmaco (m/m) na
mistura farmacéutica pré-compressdo e nos comprimidos confeccionados a
partir desta mistura deve ser a mesma. Em outras palavras, o nucleo de
qualquer comprimido € uma amostra representativa da composi¢cao quantitativa
da mistura de farmacos e adjuvantes tecnolégicos que originou o lote de
comprimidos. Nesse sentido, foram identificados alguns pares de amostras de
apreensodes distintas intimamente ligadas pela AHC (artigo do capitulo Ill). Pelo
Teste de Fisher comprova-se que o teor médio de SLD existente nestes pares
de amostras de apreensdes distintas é igual, ou melhor, ndo distinguivel num
nivel de significancia a = 0,05. Este resultado pode indicar que essas amostras
pareadas sdo origindrias de uma Unica mistura farmacéutica que foi

empregada, inclusive, para confeccionar falsificacdes de Viagra e de Cialis.

No Capitulo V apresenta-se o trabalho desenvolvido no sentido de
obter o fingerprinting com a utilizacdo da Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), empregando a amostragem por Refletancia
Total Atenuada (ATR). Este capitulo é exibido na forma de um manuscrito
intitulado  “Counterfeits Cialis and Viagra fingerprinting by ATR-FTIR
spectroscopy with chemometry: a same pharmaceutical powder mixture can be
used to falsify two medicines?”, publicado na Forensic Science International

226 (2013) p. 282-289. O dispositivo de ATR dispensa o pastilhamento ou
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qualquer outro tratamento prévio da amostra. A medicdo é feita simplesmente
colocando-se a amostra em contato direto com a superficie do cristal para a
obtencdo de dados espectroscopicos. Assim, com apenas 10 mg do nucleo dos
comprimidos, em menos de 30 segundos, foram obtidos espectros de FTIR-

ATR caracteristicos para amostras forenses analisadas.

A parte mais informativa dos espectros de infravermelho, também
denominada regido da impress&o digital (525-1800 cm™), foi o foco central de
nosso interesse. Nesta faixa ocorrem absorcdes caracteristicas de grupos
funcionais e, por conseguinte, quaisquer diferencas entre 0os espectros podem
ser detectadas (Tarantilis et al., 2008 ). Corroborando este principio SLD, TAD,
HSD, VRD, mais analogos e homélogos (tiossildenafila, tiohomossildenafila,
hidroxi-tiossildenafila, aildenafila, sulfoaildenafila, aminotadalafila) mostram
bandas entre 1720 e 1150 cm™ que definem todas as principais diferencas
observadas em inibidores de PDE-5 (Champagne e Emmel, 2011). Assim, 0s
espectros obtidos para cada replicata amostral foram dispostos em uma matriz
de dados de 471 casos (Cialis e Viagras auténticos e falsos) por 661 variaveis

(ntmeros de onda, cm™), a qual foi processada com a ACP.

Observa-se que as trés primeiras componentes principais, explicam
97,71% da variancia experimental (PC1 = 79,44%; PC2 = 10,66%; PC3 =
7,61%). Em uma avaliacdo preliminar, sem amostras falsificadas, observa-se
que a utilizacdo das trés primeiras componentes principais possibilita separar
claramente, em quatro grupos bem definidos e dispostos em quadrantes
distintos de acordo com as regides dos PC, a SLD (PC1 <0; PC2 <0; PC3> 0);
a TAD (PC1 <0; PC2> 0; PC3> 0); as amostras de Viagra® auténticas (PC1 <0;
PC2 <0; PC3 <0) e as amostras de Cialis® auténticas (PC1 <0; PC2> 0; PC3
<0). A variavel mais influente na PC1 refere-se a ligacdo C-O da TAD (em 1698
cm™). Esta varidvel influencia negativamente PC1 (absorbancia -0,08),
ordenando as amostras em funcdo de suas respectivas concentracoes de TAD
— e influencia positivamente PC2 (abs +0,05), explicando porque Cialis®
auténtico situa-se em PC2 > 0. Geralmente, o segundo componente diferencia
as variaveis (picos) mais influentes no primeiro componente, atribuindo-lhes
valores negativos e positivos, como este caso. Verifica-se que os valores de

cargas mais positivos para PC3 ocorrer em comprimentos de onda situados em
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1672 centimetros™ (abs + 0,11), 1643 cm™ (0,14 abs) e 1487 cm™ (0,08 abs).
Estes sinais estao presentes no espectro da SLD pura. Na tentativa de elucidar
quais as variaveis (cm™) sdo mais influentes na separacéo, é imprescindivel ter
em mente que para misturas farmacéuticas a discriminacédo obtida via ACP
esta relacionada ndo s6 com os farmacos existentes nas amostras, mas
também aos varios adjuvantes tecnolégicos, especialmente, diluentes de carga
elevada que comprimidos comerciais podem apresentar. Quando adjuvantes
sdo 0s componentes em maior quantidade (por exemplo, Cialis® auténtico
contém 20 mg de TAD e 245 mg de lactose) o espectro da amostra € muito
semelhante ao do espectro do adjuvante puro. Como resultado desta influéncia
muito provavelmente podem ser associados em PCL1 a significativa influéncia
observada pelas variaveis 1048 cm™ (abs -0,05), 909 cm™ (abs -0,05) e 890

cm™ (abs -0,05), que consistem em picos caracteristicos da lactose.

A identificagdo das amostras inauténticas foi realizada com facilidade,
aplicando-se a ACP a matriz de dados. Para Cialis foram formados seis grupos
com Cialis® auténtico em um grupo isolado; trés grupos com amostras de uma
apreensao cada; um grupo com amostras de duas apreensdes; €, um grupo
com amostras de trés apreensdes distintas. Analogamente, para as amostras
de Viagra foram formados cinco grupos. As amostras auténticas alocam-se em
um grupo isolado, havendo a formacdo de dois grupos com uma apreensao

apenas; um grupo com duas apreensdes; e, um grupo com trés apreensoes.

Como o perfil de substancias farmacologicamente ativas (Capitulo V)
havia demonstrado que alguns Cialis falsificados continham apenas SLD,
embora a rotulagem mencionasse TAD, realizou-se uma nova ACP, apenas
com espectros de amostras falsificadas, tanto de Cialis quanto de Viagra. O
novo arranjo das amostras definiu nove clusters. Neste novo ordenamento, a
separacao em nove grupos parece estar associada principalmente ao contetudo
de SLD e TAD, variaveis com influéncia significativa sobre os componentes
principais. Amostras com o0s mesmos farmacos, em concentractes
semelhantes sdo colocadas em um mesmo cluster. Quatro destes grupos
(Grupos 3, 4, 6 e 7) incluem amostras de apreensdes distintas cujas datas,

locais e farmacos detectados encontram-se dispostos na Tabela 3.
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Por principio, as amostras agrupadas por espectroscopia associada
com AMD podem estar associadas a uma origem comum. Neste caso, como ja
referido anteriormente, podem advir de (1) mesma mistura farmacéutica e
mesmo ciclo de compressdo ou (2) repeticdo da mesma formula padrdo em
lotes diferentes. Destaca-se, ainda que, além de detectar a existéncia de
clusters formados com amostras de uma especialidade farmacéutica advindas
de apreensdes diferentes, um dos grupos — Grupo 3, Tabela 3 — foi formado
por amostras de Cialis e Viagra de apreensdes distintas. O indice de
Similaridade (IS) aplicado as amostras deste Grupo 3 revelou alta correlacéo
entre os espectros, com valores na faixa dos medicamentos auténticos,
apontando na direcdo de que a mesma mistura farmacéutica pode ter sido
usada para a fabricacdo tanto de Cialis falsificados quanto de Viagras

falsificados.

Tabela 3. Falsificacbes de apreensdes diferentes classificadas em mesmos
grupos segundo a ACP aplicada aos dados de FTIR-ATR.

Cluster Apreensao
Cddigo Data Local Farmaco(s)
Viagra E  06/out/10 Caxias do Sul/RS SLD
Grupo 3 | ViagraG 21/jun/11 Santo Angelo/RS SLD
Cialis K 02/jun/10 Santa Cruz do Sul/RS SLD
CialisH 06/ago/08 Porto Alegre/RS SLD/ TAD
Grupo 4 | CialisJ 15/abr/10 Gravatai/RS SLD/ TAD
Cialis K 02/jun/10 Santa Cruz do Sul/RS SLD/ TAD
Viagra B 16/fev/09 Porto Alegre/RS SLD/HSD
Grupo 6 | ViagraD 15/abr/10 Gravatai/RS SLD/HSD
Viagra F  05/nov/10 Passo Fundo/RS SLD/HSD
Gruoo 7 | Cidlis M 26/mov/10  Santo Angelo/RS SLD/HSD
P Cialis N  13/jun/11 Santo Angelo/RS SLD/HSD
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Conclusbes

Foram desenvolvidas e aplicadas de modo inédito ferramentas
analiticas que permitem uma triagem relativamente simples e rapida de
utilizagdo forense no sentido de caracterizar e classificar comprimidos de
Viagra® e Cialis® auténticos e amostras falsificadas destas especialidades

farmacéuticas.

Foram obtidos perfis caracteristicos para as amostras comerciais e
falsificadas apreendidas pela Policia Federal a partir de controle fisico dos
comprimidos, do teor de inorganicos, do teor de organicos, do teor de
substancias farmacologicamente ativas e do perfil por espectroscopia de

infravermelho na regido da impressao digital.

A aplicacdo de técnicas de Analise Multivariada de Dados permitiu a
representacdo dos dados experimentais de forma mais clara e conclusiva

relativamente as diferencas na composicado de amostras testadas.

Verificou-se a formacédo de grupos de medicamentos falsificados de
apreensfes distintas o que pode estar associado a uma producédo ilicita
comum. Inclusive, identificou-se a formacdo de um cluster contendo
apreensfes de Viagras falsificados e apreensdo de Cialis falsificado, com
correlacdo altamente significativa para estas amostras. Isto indica que uma
mesma mistura farmacéutica, contendo apenas SLD, foi empregada para

confeccionar comprimidos falsificados de Viagra e de Cialis.

Verificou-se a existéncia de falsificacbes com sérios riscos a saude
com a existéncia de: principio ativo diferente do especificado na embalagem;
ocorréncia simultanea de dois principios ativos no mesmo produto; existéncia
de outros contaminantes farmacologicamente ativos; concentracoes de SLD e
de TAD muito mais elevadas do que em comprimidos comerciais originais — até

trés vezes os valores rotulados.

by

No sentido de colaborar com o combate a falsificacdo destas
especialidades farmacéuticas utilizando os conhecimentos erigidos a partir
deste trabalho, sugere-se a criacdo de base de dados, inicialmente nacional,
com resultados analiticos obtidos para as amostras falsificadas. Tal sistema
poderd informar quanto ao provavel numero de produtores destas

contrafacdes, quanto aos fornecedores de matérias-primas, quanto as rotas de
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Conclusbes

distribuicdo, entre outras informacdes, 0 que permitiria direcionar esforcos no

sentido de combater tais falsificagdes.

Para esse caso, entendem-se significativamente relevantes, devendo
integrar um protocolo de andlise: informacfes sobre a apreensao; aquisicdo de
imagem dos comprimidos — em comparador espectral de video, com ampliacado
de 20 vezes e ajuste automatico de brilho e contraste, na regido do visivel, no
ultravioleta (365 nm) e infravermelho (728 nm); informagdes de producédo
(validade, numero de lote); valores de massa, espessura, comprimento maior e
menor dos comprimidos; teor dos inorganicos (Ca, Ti, Fe, S); teor dos
principios ativos (SLD, TAD, HSD e possiveis analogos); perfil de
espectroscopia de infravermelho na regido da impresséo digital.

Por fim, conclui-se que a maior contribuicdo deste trabalho é o estimulo
a mudanca da atitude profissional do perito criminal, inserindo-o agora numa
perspectiva de inteligéncia forense. Abandona-se uma situagao passiva na qual
0 perito responde ao estritamente necessério, quando lhe é encaminhado um
material para exames e finaliza seu trabalho no momento em que assina o
laudo pericial. A partir da abordagem proposta nesta tese, a acao pericial torna-
se proativa, com o0 perito consciente de sua expertise, de sua posicdo no
encadeamento juridico-penal e de sua importancia no processo investigativo.
Desta forma, com o desenvolvimento de tecnologias para melhorar a qualidade
das provas materiais produzidas, subsidia-se os sistemas de inteligéncia

estratégica e operacional com informacdes valiosas, até entdo indisponiveis.
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Perspectivas

Uma vez que o fluxo de apreensdes de Cialis e de Viagra falsificados é
continuo assim como o0 encaminhamento destes materiais ao Setor Técnico-
Cientifico da Policia Federal em Porto Alegre/RS, vislumbra-se como

sequéncia deste trabalho, no sentido de pesquisa cientifica:

(1) a possibilidade de obter o perfil quimico dos carboidratos (glicose,
lactose, manitol, sorbitol, entre outros) e dos &cidos graxos (estearico,
palmitico, entre outros) empregados comumente como adjuvantes tecnoldgicos
em formulacbes farmacéuticas de comprimidos, sendo que nestes casos
poder-se-a empregar, além da cromatografia liquida, a cromatografia a gas,

apos derivatizacdo bem como a eletroforese capilar (BAER, 2007);

(2) a possibilidade de montagem de banco de dados com perfis quimicos
de insumos farmacéuticos regularmente cadastrados na Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para utilizacdo em territorio brasileiro, e;

(3) o emprego de técnicas estatisticas multivariadas mais avancadas,
tais como Regressdo PLS (Partial Least Squares) e Data Mining, no
processamento dos dados experimentais obtidos (BEEN et al. 2011; SACRE et
al., 2010).
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This paper pmposes a new approach for automatic clasification of counterfeit Viagra® and Cialis®
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detected using the proposed approach.
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1. Introd uction

The production of counterfeit medidnes is a criminal problem
that carries serious risks to public health worldwide., Smdies
suggest that significant growth in the last decade may be
assodated with easier access by the counterfeiters to the
technologies  needed  to copy  genuine pharmaceutical
products | 1]. Moreover, marketing by the internet allows anyone
to buy any medicine without prescription, easily and anonymous-
ly, sometimes from frandulent sites | 2,3]. In an attempt to combat
this phenomenon, the World Health Orga nization (WHO) created
in 2006 a global coalition of stakeholders called IMPACT
(International Medical Products Anti-Counterfeiting Taskforoe
The taskforce has been active inforging international collaboration
to seck global sohtions to this global challenge and in raising
awareness of the dangers of counterfeit medical products |4)].

By definition, counterfeit medicines are pharmaceutical pro-
ducts that hawve “been deliberately and fraudulently mislabeled
with respect to identity and/or source™ [5]. All kinds of medidnes
are oounterfeited |6-12], but the market success of the three
approved phos phodiesterase type 5 (PDE-5) inhibitors for treating
erectile dysfunction, sildenafil (Viagra™, Pfizer), tadalafil (Cialis™,

* Correspanding authar.
E-muil addresse: erjung@infufrgs br (CR jung )L rafsslortiz rsold pl_gov br
(RS Ortiz) renatad@ufrgsbr (R Limberger] mayorga@farmac aufrgs br
(P Mayargal

03790738 % - ses front matter & 2011 Elsevier Ireland Lid_ All rights reserved_
i 101 0 6 fj fovrscii nt 201 109002

Eli Lilly), and vardenafil { Levitra™, Bayer) has led to an explosion in
counterfeit versions of these products [ 13 ). PDE-5 inhibitors are a
prime target for counterfeiting because of their high cost and the
embarmssment associated with the underlying condition leading
people to turn to the internet to buy these medicines easily,
anonymously and often cheaply [13]

Following this trend, in Brazil, Viagra® and Cialis™ are among
the most counterfeited medicines. Routinely, seizures of sus pected
oounterfeitmedicines are forwarded to the Brazilian Federal Police
(PF) for forensic analysis. The database of the PF show that from
January 2007 to September 2010, 371 reports involving counterfeit
medidnes were issued, and of these, 295 (B0%) included
counterfeit Cialis™ andjor Viagra® . As with other illegal products
seized by the police, these figures should be just a small sample of
the real market, i, it is the “tp of the iceberg”.

The verification of a counterfeit medicine is based primariy on
a comparison between authentic and questioned  products,
imcolving detailed analysis of different elements in the existing
packaging, drug leaflet and both the exterior and interior of the
pharmaceutical dosage form. Regarding the analysis of the
package, one could check for the presence of reactive ink on
the packaging ( that shows a text to berubbed with metallic object ),
the existence of holographic security bbels on packages, or
reognize the print patterns on the package, including size and
types of souroes and figures. Such analysisis quite subjective, and
dearly useless when the package is not available.

Regarding the analysis of the tablet itself, different advanced
techniques have been proposed for the detection of counterfeits of
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DETECTION OF COUNTERFEIT MEDICINES WITH THE VIDEO SPECTRAL
COMPARATOR: THE EXAMPLES OF VIAGRA® AND CIALIS®
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INTRODUCTION
Counterfeit medu:mes are drugs that have “been deliberately and The uses of other or i or methods than those
with P to identity andlor source” (1) It is used as standard by industry in the production of batches of tablets

estimated that 10% of the global ical market is feit (2). In originate eoabngs dnﬁerent from those in aulhenhc tablets.
Brazil, Viagra® and Cialis®, coated tablets of sildenafil and tadalafil, Theref gs, yet vi m.m..;sﬂwm will display
respectively, are the most counterfeited medicines (3). The counterfeit dlﬁerences with regard go i i mth q
verification of such medicines is camied out by different d ing the diff iati and feit
techniques (4). It is known that the lnteracbon of light with matter is A rapid, rehable and without sample p thod was
quantized, so a study of the radiati itted or absorbed can in the d of feit Viag ananhs@ Thtsnstheﬁrststudy
characterize a material (5). The video spectral comparator — VSC — is that used a vsc in dici This i can easily
equipped with light sources and ﬁleevs of different wavelengms being able diffe i from feit tablets and showed promising to
to quire and perf a of sp: of be used in routine analysis.
radnhon. This unit is used in the sclenhﬁc ination of d (6-9).

ing this, the p work p d to P a new ical
methodology to qulekly istinguish fake and i coated hble(s of ‘]._ A

Viagra® and Cialis®, using a VSC.

MATERIALS AND METHODS
Fake and authentic tablets (10) were used as sample. A VSC 5000 (Foster &
Freeman Ltd., UK), employing optical amplification of 20 times was used.
Scans were performed between 400 nm and 1000 nm, at one pomt for each
tablet. Were employed the methods of lighti

infrared fi and visible fluorescence (aﬁer
irradiation at 254 nm and 365 nm), in order to test their abilities to
differentiate the fake from the authentic tablets. Images were obtained from
samples analyzed.

T hion, ke el ke wes |

greater ability to distinguish authentic and fake tablets of Viagra® (Figure 1)

Vichle Utraviclet (285 nm)
and Cialis® (Figure 2). Fluoreseence was found in oomteden tablets and = = 5
this was not observed in This di in the behavior of the Figure 2. Cialis®: fake (A) and authentic (B).
ati pposite the iati can be easily perceived in the visual
companson of images and spectra obtzmed under the oondlbons
ideal for the of The methodology
reliable in the genuine coated tablets analysis (Figure 3). .
i
H 1
o A | B| |’ FS=
i X 1 ,/\ | verss Cialict)

Figure 3. Absorption sp of genuine Viagra® and Cialis® (n=9).
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IIITRODU{;.EO A anilise discriminante ajusta uma fungic matematica

Wiagra e Cialis, comprimides revestidos contendo,
respectivamente, sildenafila ou tadalafila, sdo os
medicamentos mais falsificados no  Brasil'. O  perfil
(“profiling”) de comprimidos contendo determinada

substincia ativa pode ser obtido utilizando diferentes
conjuntos de caracteristicas, incluindo aspectos fisicos e
quimicos?.  Os  diferentes  estigios de produgio de
comprimidos geram um cenjunto de caracteristicas fisicas e
quimicas aoc produto finaP. Em geral, assume-se que
apreensoes de comprimidos com caracteristicas
correspondentes advem de um mesmo lote de produgio,
enquante gue comprimides que exibem caracteristicas
divergentes t8m origem em lotes diferentes??. As primeiras
medigoes efetuadas em comprimideos sic dos aspectos
fisicos, tais como, massa, altura & comprimento, também
denominadas caracteristicas pos-compressaoc. Tais dados
podem ser valiosos no sentido de detectar falsificagtes.

OBJETIVOS

Este trabalho propbe-se a avaliar a utilidade das
caracteristicas fisicas pds-compressac na distingao entre
comprimidos auténticos e falsificados de Viagra e de Cialis.

MATERIAIS E METODOS

Comprimidos falsificados de Viagra (n=13) de Cialis (n= 38)
bem como respectives comprimidos auténticos de cada
produte  (n=8) foram wusados come amostras®. As
caracteristicas pds-compressio massa (mg), altura (mm),
comprimentos menor (mm) & comprimentos maior {mm) foram
empregadas como variaveis no estudo. As medigdes foram
realizadas em balanga analitica (Mettler Toledo XF205) e com
utilizagio de micrémetro (Mitutoye). Os dades obtidos foram
tratados pela analise discriminante mulfivariada (SPSS v.13).

RESULTADOS E DISCUSSAD

Os  resultados obtidos apds o fratamento estatistice
encontram-se sumariados nas Tabelas 1 a 6.

Tabela 1 - Estatistica dos grupos
Tramics i e

Tabsla 3 - Coeficlentes das fungles discrimimantes
candnicas
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chamada regra de classificagie ou discriminagio, que
permite identificar o perfil geral de cada grupo. Assim, se
houver um novo elemento amostral, nio pertencents a
nenhuma das amostras anteriores, & cuja origem € incerta,
pode-se compara-lo de algum modo com o perfil geral dos
grupos pré-existentes e classifica-lo como pertencents ao
grupo cujo perfil geral fosse mais semelhante ao dele®.

A indistria farmacéutica aplica tecnologias avangadas no
processo de fabricagio de comprimidos além de um rigido
controle de qualidade que descarta qualquer produto fora de
suas especificagdes®. O uso de substancias, concentragdes
ou métodos de produgio que ndo aqueles padronizados
pela indistria na confecgio dos seus comprimidos fornece
aos produtos falsificados aspectos fisicos diferentes dos
verificades nos auténticos. A F. Bras. IV preconiza que
comprimidos com peso superior a 300mg podem ter
variagio de pesoc de 5% e n3o mais que duas unidades
poderio apresentar o dobro desse porcentual™.

s resultados obtidos demonstram que massa, espessura e
comprimento (maior & menor) mostram-se caracteristicas
confidveiz & relevantes, numa perspectiva pericial, na
analise de comprimides suspeitos de falsificagio.
Distribuigoes de amostras de Cialis falsificados (n=38)
distinguiram-se muite bem de amostras auténticas. No caso
de comprimidos de Viagra falsificados (n=19) houve casos
de ma classificagae. Tais casos podem ser atribuidos as
falsificagdes de melhor qualidade.

Figura 1 — Distribuig3o espacial das amostras testadas tratadas pela
analise diseriminanie canconica de Fisher.

CONCLUSOES

Observou-se a validade do emprege das caracteristicas
fisicas pos-compressio em de modo rapido, confiavel e
sem preparc de amostra, auxiliar na rotina pericial de
detecgio de falsificagbes de Cialis & de Viagra.
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Introdugdo

Dentre os diversos medicamentos comercializedos no mercode farmocEutico brasileiro, as
ialidades Viagra® e Cialis® smﬂpmlfadus coma as de maior incidéncia de fu.I5|ﬁcngm no
pas, segunde a_Agéncia Macional de Vigildncia Sanitdria (ANVISA). Devide a isso, & de

gmndc‘. importincia o ondlise destes medicomentos, comercializados legaimente e

ilicitamente, em funcds dos problemas de salde que caar. Com iz=o, busca-se

determingr se os similares do medicamento Viogre® e amostras falsificadas de Cialis®,
comtém em sua composicdo citrato de slldt.nuflh (SILD) ou tadalafila (TAD),
respectivemente, & na quartidade declarada, conforme a descricdo de sua embalagem.

Metodologia
Foram aralisados 23 comprimidnns - medicamentos similares e folsificados - oriundos de aprwm'}'cs £ encaminhados para exame pc,rin:l'ul, su.nspcifns de conterem em
sua formulaciio SILD ou TAD. Para iste, selugles destes amestras foram submetidas 4 andlise em um sistema de cromatagrafio liquida de ultra eficiéncia (CLUE)
acoplade @ um espectrimetro de massas. Abaixo, segue o esquema das etapas realizadas, desde a pesagem e pulverizagdo dos comprimidos até o andlise
cromatografica
1- Fr:_mgm’ k|

(2 - Pulverizagha
:3—Trw1sfc.'i:'nciu-dc 25% para balo |
"4 - Banho L;Ifrussﬁnkn'_

[7- Fil'lfru.gé“m:
8- Andlise UPLC

A partir da andlise via QLUE de comprimides paci'o:'.s de SILD (50mg) e de

TAD {20myg) de:iermlnnu—m as ivas relagies mm.-'mnssu a5
Dmg respecti pcm m

Tabela 2. Comprimides falsificades, com colorogto amarela, em embalagens de
Fare cada amostra analisoda, Cialis® s

compamdns com as respectivas dreas dos picos obhdu:s con.d.lzmdo ans Amostra Especificaci Quantidade de SILD mg(%)/ TAD mg(%)
resultodos esentodos mas Tobelos 1 e 2. Forom encordradas amostras —
Fc_l]sificadnsugrd'mdo quanfidedes superiores do farmace, com mais de que um 0 C‘.ul‘.s A 7.3 (46 2%)/ 8.5 (33.8%)
férmaco ¢ até mesmo com um farmaco diverso do retulado. ji] Cialis A 8.4 (33.9%)/ 7.3 (46.5%)
Tabela 1. Comprimidos estrangeiros similares, com aspecto de Vi ®, cor 12 Cialis A 6.3 (44.7%)/ 7 B (35.3%)
azul, dosagem de S0mdg. e 13 Cialis A 271(97 B%)/ 06 (2.2%)
.. Tantidade de SILD mgl =) 1AL 14 Cialis A 106 (62%)/ 6.5 (38%)
Amastra Bp-acrﬂfaoﬁo ma(%) 15 Cialis A 292 (100%)/ 0.0 (0%)
1 Estrangeira A 45,6 (100%) 0.0 (0%) 1 Cidliz B 423 (100%)7 0.0 (0%)
g Estrangeiro i g-;{}ﬁ?‘" g-g{gﬁ 7 Tialis B 159 (100%)/ 00 (0%)
- mamgﬁir:"m 54'3{(100%;0:3 {{0%]? 8 Cialis B 3.3 (100°)/ 0.0 (0%)
5 mrgelm A 54'1 {!m%yob %) 19 Cialis B 490 (100%)/ 0.0 (0%)
> ek = 735 (00XY0D %) 20 Cidlis € 3.5 (115%) 269 (88.5%)
7 e — 45'2 [100%3;9'0 ] 21 Ciglis € 06 (2.4%) 246 (97.6%)
Estrangei : : 22 Cidlis € 0.0 (0%)/ 28,0 {100%)
2 Esrangeiro & 51.2 (100%)/0.0 (0%) FE] Cidlis € 0.0 (0%)/ 244 (100%)
Estrangeira E 514 (100%)M0.0 (0%)
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Anexo 5

Investigating the Chemical Composition of Viagra and Cialis Packaging
(Authentic and Counterfeit) by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
and Thermal Analysis (TG/DTA), trabalho apresentado na forma de poster no

10° Encontro da Sociedade Brasileira de Materiais, Gramado, Brasil, 2011.

Investigating the Chemical Composition of Viﬂgl‘ﬂg and
Cialis® Packaging (Authentic and Counterfeit) by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Thermal
Analysis (TG/DTA)

I Alves' E. Domingos, G. L. Sena’. E. V. R_ Castro’. R_ S. Ortiz . P. Mayorga . W.
Romdo',
! Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brazil
? Federal University of Rio Grande do Sul, RS, Bracil.
? Brazilian Federal Police, RS, Brazil.

The production of counterfeited dmigs 15 a criminal problem that carries serious risks fo public
health in the worldwide. In Brazil, Viagra® and Cialis® are the most counterfeit medicines,
being used to inhibit the phosphodiesterase type 5 (PDE-5), treating thus, problems related to
erectile dysfunction. In fimction of increase of counterfeiting marketing of this dmgs, our
research group in forensic chemical is investigating the chemical composition of Viagra® and
Cialis® blisters (authentic and counterfeit) by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
and thermal analysis (thermogravimetrv and differential thermal analysis, TG/DTA). The
Viagra® and Cialis® packacking were supplied by Brazilian Federal Police (PF), Porto Alegre.
RS. The data obtained from the FTTR and TG/DTA measurements were correlated to register
of apprehension of PF and the organic composition of tablets. For the Viagra® blisters, FTIR
and TG/DTA results show a clear difference between the specm obtained from the authfntic
and counterfeit samples mainly in region of 2500 — 3000 cm™ and 1700-1200 cm. FTIR
results allow also msmlgmshmg the samples as function of the register of apprehension
However, for Cialis® blisters, identical spectra were observed for all samples, corresponding
to a similar chemical composition. In all cases, the polymer used is the poly (ethylene
terephthalate), PET. However a variety of co-monomers (diethylene glyeol (DEG).
isophthalic acid (IA) and cyclohexanedimethvlene glveol) can be presents fo tailor the PET
properties, proving thus, distinct FTIR spectra. Generally, we can conclude that a more
diverse chemical composition is utilized in manufacture of Viagra® blisters in related to
Cialis® blisters.

Eevwords: Viagra, Cialis, FTIR. TGA, PET.
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Anexo 6

Manuscrito submetido ao Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

r

Elsevier Editorial 3Svstem(tm) for Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis
Manuscript Draft

Manuscript Humber:

Title: Blisters Packaging Fingerprinting of Viagra® and Cialis® wvia
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) allied to Chemometric
Methods

Article Type: Full Length Article

Eevwords: Viagra®, Cialis®, FTIER, PCR, HCR, FLS5-DA.
Corresponding Author: Dr. Wanderson Romdo, FPh.D
Corresponding Author's Institution:

First Ruthor: Wanderson Roméo, Ph.D

Order of Authors: Wanderson Romdoc, Ph.D; Thieres M Pereira, Chemistry
Master Student: Josue Llves, Chemistry Student: Rafasl 5 Ortiz, PhD
student:; Paulo Mayorga, Professor; Eustaquioc V Castro, Professor:
Werickson F Rocha, PhD

Abhstract: The production of counterfeited drugs is a criminal problem
that carries serious risks to public health in the worldwide. Herein, it
iz demonstrated the chemical fingerprinting of blisters packaging via
Fourier transform infrared spectroscopy, FIIR from authentic and
counterfeit samples of Viagra® and Cialis®. Fifteen commercial samples
(Viagra® and Cialis®) and thirty two counterfeit samples (Viagra and
Cialis) were analy=zed, and the FTIR data subjected to chemomstric
treatment via unsupervised pattern recognition methods (principal
component analvysis, and hierarchical cluster analysis) and supervised
pattern recognition method (partial least squares discriminant analysis).
Using unsupervised methods, samples were separated into three large
groups: counterfeit Viagra (seven samples made from polyvinyl chloride,
VC, additived with some anthranguinone derived where an intense band in
1700 cm—-1 region is observed); authentic Viagra® (three samples made from
poly (ecthylene terephthalate)):; and authentic Cialis®, counterfeit Cialis
and some samples of authentic Viagra® and counterfeit Viagra; (thirty
seven made from PVC additived with stearic acid derivatiwves, butyl
hydroxy tolusne or bisphenol A: smaller intensity bands in regions of
172¢ cm—-1, 153% cm-1 and 3402 cm-1 are obhserved). Therefore, this
suggests the existence of three suppliers of forming films for blisters
rackaging production applied to inhikbitors of PDE-S market. Using
supervised methods, all samples were correctly classified into their
respective classes. However, for the validation samples, only samples
correspond to authentic Cialis®, counterfeit Cialis and counterfeit

misclassification error egquals 0 and 10.

81



Anexo 7

Obtencdo de perfis quimicos de medicamentos falsificados com FTIR-ATR

associada a meétodos quimiométricos e analise: uma Unica mistura

farmacéutica pode ser empregada na falsificacdo de Cialis e de Viagra?,
trabalho apresentado na forma de poster no 3° Encontro Nacional de Quimica

Forense, Ribeirdo Preto, Brasil, 2012. Mencao Honrosa.

Obtencéo de perfis quimicos de medicamentos falsificados com FTIR-ATR associada a
métodos quimiomeétricos de analise: uma Unica mistura farmacéutica pode ser
empregada na falsificac&o de Cialis e de Viagra?

Rafael S. Ortiz'¥, Kristiane Mariotti?, Bruna Fank’, Renata P. Limberger?, Paulo Mayorga®

1 Seeor Téenico-Clantifico, Polcia Federal no Rio Grande do Sul, * Proqrama de Pos Graduapdo am Cencias Farmaceuncas, Fac. oo Famaca, UFRGS
Fara@l0rmz. FEoapT gov.br

A,

Propde-se um método direto e muito rapido para a determinacéo de
falsificagbes de Cialis e de Viagra combinando espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e métodos
quimiométricos de analise. Partindo de apenas 10 mg do nicleo de
comprimidos questionados, em menos de 30 segundos, foram obtidos
espectros de FTIR-ATR caracteristicos para amostras forenses reais.
Meste trabalho, os perfis quimicos de 53 amostras comerciais (Viagra®,
Cialis®) e de 106 amostras falsificadas (Viagra e Cialis) de apreensdes
distintas foram obtidos a partir de dados de FTIR-ATR. A existéncia de
ingredientes farmacologicamente ativos e de outros adjuvantes
tecnologicos que ndo os especificados nas embalagens foi detectada em
amostras falsificadas. Empregando-se métodos quimiométricos de
andlise alcangaram-se excelentes resultados na classificagio das
amostras em fungdo do espectro na regido da impresséo digital (1800-
525 cm). A Analise de Componentes Principais (ACP) permitiu o
agrupamento das amostras similares em conjuntos claramente definidos
e com perfis quimicos diferentes entre os grupos. De um ponto de vista
de inteligéncia forense, o Indice de Similaridade (IS) aponta na dire¢io de
que a mesma mistura de complexos pulvéreos farmacéuticos pode ter
sido usada para a fabricagdo tanto de Cialis falsificados quanto de
Viagras falsificados de apreensdes distintas. Esta abordagem pode ser
aplicada a outros casos forenses em que estudos de classificagdo para
amostras de estado solido sejam requeridos.

MATERIAIS E METODOS

Citrato de sildenafila (99,9%) e seis Viagra® autenticos contendo 50 mg
de SLD foram formecidos pelo Laboratdrio Pfizer Ltda. Tadalafila (99, 8%)
& oito Cialis® auténticos contendo 20 mg de TAD foram fornecidos pelos
Laboratdrios Eli Lilly do Brasil Ltda. Vinte Cialis® auténticos (TAD, 20 mg)
de oito lotes distintos e dezenove Viagra® auténticos (SLD, 50 mg) de
seis lotes diferentes foram adquiridos no comércio farmacéutico local.
Cento e quatro comprimidos falsificados enviados para analsie pericial
da Policia Federal (Porto Alegre, Rio Grande do Sul) foram analisados
por FTIR-ATR.

Tabela 1. Descrigiio das apreensdes e amostras testadas.

=

Vispra
Unigades _Codipo Unidades Codigo

—_Autentco ____=E Zi [==] T
_— - e —— -
1 B 1 []

1 c 20 a

7 =] 15 K

Falsificacc H = Faisificado 14 H
4 = 2 M

a a 4 M

o

12

Um espectrémetro Nicolet 380 FTIR (Nicolet Instrument Co., Madison,
USA) equipado com detector DTGS (Deuterated Triglycine Sulphate) e
acessorio de amostragem Smart Orbit ATR (Amenuad Total Reflection) foi
empregado, no modo absorgio. Amostras sdo fragbes dos nucleos dos
comprimidos, homogeneizadas por triTuracio. Fracio da amostra é
colocada no elemento de ATR. Cada mistura foi amostrada 3 vezes
criando a triplicata. Espectro compreende a 16 scans medidos com
resolugio de 4 cm-! na regido de 4000-525 cm! (software EZ OMNIC).
Apds cada medida o cristal foi limpo com acetona e seco ao ambiente, A
regido da impresséo digital de cada espectro, 1800-525cm foi salva no
formato CSV, compativel com diferentes softwares. Os espectros
geraram uma matriz de dados de 612 (casos, em triplicata) por 661
(variaveis, cm).

Espectros de FTIR-ATR permitem com relativa facilidade e rapidez
caracterizar e classificar comprimidos auténticos e falsificagies de
Cialis e de Viagra.

Aplicando-se ferramentas estatisticas multivariadas aos espectros de
FTIR-ATR a representacdo dos dados experimentais torna-se mais
clara e conclusiva relativamente as diferengas na composicio de
amostras testadas.

A ACP agrupou as amostras em grupos definidos com perfis quimicos
diferentes, distinguindo com sucesso amostras auténticas e falsas.
Alguns grupos foram formados com falsificacies advindas de
apreensoes diferentes, indicando uma produgdo ilicita comum de
mistura farmacéutica e/ou ciclo de compressiao. Houve até mesmo a
formagéo de um cluster contendo duas apreensdes de Viagra falsos e
uma de Cialis falso. Para este grupo o IS mostrou que existe uma
correlacio significativa entre estas amostras.

Os resultados sugerem a hipotese de uma Unica mistura de pos
farmacéuticos contendo apenas a sildenafila foi empregada para
falsificar comprimidos de Viagra e de Cialis.
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Anexo 8

Manuscrito submetido ao Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

Elsevier Editorial System(tm) for Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
Manuscript Draft

Manuscript Number: [PBA-D-12-01542

Title: A MULTIVARIATE-BASED WAVELENGTH SELECTION METHOD FOR CLASSIFYING MEDICINES
INTO AUTHENTIC OR COUNTERFEIT CLASSES

Article Type: Full Length Article

Keywords: Wavelength selection; Counterfeit medicines; PCA; KNN; FTIR-ATR
Corresponding Author: Mr. Michel ] Anzanello, PhD

Corresponding Author's Institution: UFRGS

First Author: Michel | Anzanello, PhD

Order of Authors: Michel ] Anzanello, PhD; Rafael Ortiz; Paulo Mayorga: Renata Limberger

Abstract: The commerce of counterfeit medicines has grown significantly in the last decade, mostly due
to modern technologies for falsifying medicines and customers’ easy access to fraudulent websites.
Attenuated Total Reflectance (ATR), a sampling technique for Infrared Spectroscopy by Fourier
Transform (FTIR) spectroscopy, has been adopted as an analytical tool for detecting fraudulent
medicines. The spectrum generated by FTIR-ATR typically relies on hundreds of equally spaced
wavelengths which may reduce the performance of techniques tailored to classify samples into classes,
L.e. authentic or fraudulent. In this paper, we propose a novel method for selecting subsets of
wavelengths (variables) that better classify samples into such classes, For that matter, we integrate
Principal Components Analysis (PCA) and the k-Nearest Neighbor (KNN) dassification technique. PCA
is applied to FTIR-ATR data, and a variable importance index is built on the PCA outputs. We then start
an iterative backward variable elimination guided by that index: after each variable removal, we
categorize samples into authentic or fraudulent classes using KNN, and measure the classification

. The subset ising hi and reduced of retained
St s chumes WEan applied t Calle PTTH-A R dath s propoeed sproach retumad taly
average 1.84% of the original variables and increased the dlassification accuracy average 2.1%. to
0.9897 from 0.9689; as for Viagra data, the method increased average dlassification accuracy 1.56%,
from 0.9135 to 0.9278, using only 7.72% of the original vaniables.

mmmmm

Zou Xiaoboa
zou_xiaobo@ujs.edu.cn
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cynlmuehlethaler@unil.ch
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Anexo 9
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Titulo: “Perfil quimico e tecnolégico de medicamentos falsificados: uma abordagem estatistica
multivariada para os casos do Viagra e do Cialis”
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