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RESUMO

INVESTIGACAO DE ADULTERANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA COM DETECCAO CONDUTOMETRICA

AUTORA: Thais Ramos Dal Molin
ORIENTADOR: Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho
CO-ORIENTADORA: Profa. Dra. Carine Viana Silva

Com o aumento no numero de frequentadores de academias esportivas, cresce
concomitantemente a busca por resultados rapidos e eficazes, através do consumo de produtos
ergogénicos e suplementos alimentares. Os suplementos alimentares sdo produtos indicados para
atletas a fim de repor nutrientes e outras substancias perdidas ao longo das intensas atividades
fisicas, ou entdo para suplementar uma dieta quando esta é insuficiente. No Brasil ndo existe
legislacdo oficial para suplementos alimentares, e muitas vezes um mesmo produto pode ser
regularizado por mais de uma resolucdo. Devido a popularizacdo destes produtos, aliado ao forte
apelo comercial de que eles sdo capazes de modificar a forma fisica e auxiliar na perda de peso, 0s
proprios fabricantes buscam chamar a atengdo do consumidor através da adicdo de substancias
que ndo sdo permitidas em alimentos. A adulteracdo deliberada ocorre quando farmacos sao
adicionados propositalmente com a finalidade de induzir a falsa imagem de que o produto
realmente funciona. As classes farmacéuticas comumente descritas na literatura utilizadas como
adulterantes sdo os anorexigenos, diuréticos e laxantes, sendo neste trabalho representados pela
sibutramina, anfepramona, femproporex, amilorida e bisacodil. Todos estes medicamentos
apresentam efeitos colaterais graves, e quando administrados em excesso podem trazer desde
desidratacdo e perda de eletrélitos e até danos irreversiveis ao organismo, como Acidente
Vascular Cerebral (AVC) e Infarto Agudo do Miocérdio (IAM). Em decorréncia disso, busca-se
metodologias analiticas rapidas, eficientes e seletivas a fim de investigar e evitar as possiveis
adulteracbes em suplementos alimentares. A cromatografia de troca i6nica com deteccdo
condutométrica (IEC-CD) consiste na interacdo eletrostatica entre os analitos de interesse e o0s
sitios de ligacdo da coluna, associada a um detector universal. Logo, este trabalho teve como
objetivo principal otimizar, validar e aplicar um método de screening para a investigacdo da
presenca de anfepramona, femproporex, sibutramina, bisacodil e amilorida em amostras de
suplementos alimentares obtidas em websites brasileiros. O método foi desenvolvido com uma
coluna de troca catidnica Metrosep C4 100/4.0. A fase moével consistiu de 1,8 mM de HNO3
contendo 2% de acetonitrila, com um fluxo de 0,9 mLmin™ e detecgdo por condutividade sem
supressdo idnica. Os limites de deteccdo (LOD) variaram de 1,01 a 3,62 mg.L™, enquanto que os
limites de quantificagdo (LOQ) ficaram na faixa de 1,48 a 8,72 mg.L™. O método foi aplicado em
78 amostras sélidas de suplementos alimentares, sendo que duas apresentaram suspeita de
adulteracio. Uma amostra apresentou concentracio de sibutramina de 9,877 + 0,05 mg g e a
outra de 8,076 + 0,01 mg g de bisacodil. O método apresentou-se linear, seletivo e aplicavel para
grandes quantidades de amostras. A provavel presenca destes adulterantes sugere maiores
investigacOes quanto as reais informacdes descritas no rétulo dos suplementos alimentares, testes
pré-mercado de seguranca e eficacia e a exigéncia do comprometimento por parte dos fabricantes
com as legislagdes vigentes.

Palavras-chaves: IEC-CD. Adulterantes. Suplementos alimentares.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ADULTERANTS IN DIETARY SUPPLEMENTS BY ION
EXCHANGE CHROMATOGRAPHY WITH CONDUCTOMETRIC DETECTION

AUTHOR: Thais Ramos Dal Molin
ADVISOR: Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Carine Viana Silva

With the increase in the number of regulars gym, concomitantly increases the search for fast
and effectives results through the consumption of ergogenic products and food supplements.
The dietary supplements are products suitable for athletes, in order to replenish nutrients and
other substances lost over the intense physical activities, or else to supplement a diet when
this is insufficient. In Brazil, there is no official legislation for dietary supplements, and many
times the same product can be regulated by more than one resolution. Because fo the
popularization of these products, associated to strong commercial appeal that they are able to
modify the physical form, or promotes the weight loss, the manufactures seek to draw
consumers’ attention by adding substances that are not allowed in foods. Deliberated
adulteration occurs when medicinal drugs are added proposal in order to induce the false
impression that the product really works. The pharmaceuticals class commonly describes in
the literature used as adulterants are the appetite supressants, diuretics and laxatives, and in
this work represented for the sibutramine, amfepramone, femproporex, amiloride and
bisacodyl. All these drugs have serious side effects, that when administrated in excess can
bring from dehydration with electrolyte loss and even irreversible damages for the organism,
such as Cerebrovascular Accident (CVA) and Acute Myocardial Infarction (AMI). As a
result, we seek to rapid analytical methodologies, efficient and selective in order to investigate
and prevent the possible adulterations in dietary supplements. lon Exchange Chromatography
with Conductivity Detection (IEC-CD) consisted in the electrostatic interaction between the
interest analytes and binding sites of the column, combined with a universal detector. Thus,
this work aimed to the optimization, validation and application of a screening method for the
investigation of the presence of amfepramone, femproporex, sibutramine, bisacodyl and
amiloride in dietary supplements samples obtained from Brazilian website. The method was
development with a cation exchange column Metrosep C4 100/4.0. The mobile phase
consisted of 1.8 mM HNO;3 containing 2% of acetonitrile, with flow rate of 0.9 mL.min, and
conductivity detection without suppression. The limits of detection (LOD) varied from 1.01
until 3.62 mg.mL?, whereas the limits of quantification (LOQ) were in the range of 1.48 to
8.72 mg.mL*. The proposal method was applied in 78 solids samples of dietary supplements,
and two were suspected of adulteration. One sample showed 9.877 + 0.05 mg.g* of
sibutramine, and another 8.076 + 0.01 mg.g™ of bisacodyl. The method presented be linear,
specific, selective and applicable for large number of samples. The possible presence of these
adulterants suggests more investigations about the real information describes on the labels of
dietary supplements, pre-market safety and efficacy tests and the requirement of commitment
from manufactures with the current legislation.

Key words: IEC-CD. Adulterants. Dietary supplements.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o segundo pais no nimero de academias de prética esportiva do mundo. Em
2004 haviam cerca de 7000 academias, onde 2,8 milhdes de brasileiros realizavam suas
atividades fisicas (CONFEF, 2015). Em 2010 o nimero de academias aumentou para 16 mil
estabelecimentos com 4,2 milhdes de frequentadores (ACAD, 2004). Dentre 0S servicos
encontrados em uma academia esta a comercializacdo de produtos ergogénicos e suplementos
alimentares. Entretanto o consumo destes produtos nem sempre é indicada por um nutricionista
ou médico (DOMINGUES; MARINS, 2007).

Suplemento é o nome comum utilizado para designar vitaminas, minerais, produtos
naturais e outras substancias administrados por via oral, que visam suprir uma ou mais
necessidades da dieta (PETROCZI et al., 2008). S&o produtos compostos em sua maioria por
vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos ou aminoacidos (SBME, 2003). Em suas formulacgdes
é proibida a presenca de estimulantes, hormoénios e outras substancias consideradas como
dopping contidas na lista de substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidopping
(WADA), assim como substancias com acdo ou finalidade terapéutica ou medicamentosa
(BRASIL, 2010a). Todavia, o grande numero de produtos disponiveis no mercado e
comercializados livremente com o auxilio da internet e, adicionalmente, sem a devida
fiscalizacdo, tem facilitado a ocorréncia de fraudes e adulteracbes (CORREIA, 2008).

Em virtude de ser um alimento isento de registro e de livre comercializacdo e
importacdo (BRASIL, 2010b; USA, 2010), somado a intengdo de promover comercialmente o
produto, a pratica de adulteracdo € cada vez mais recorrente (CHO et al., 2015; SONG et al.,
2014; USA, 2014). No Brasil, apenas os testes de indice protéico ou de valores de carboidratos
presentes nas amostras sao realizados pelo 6rgdo regulador deste tipo de produto (BRASIL,
2014a), tornando-se questionavel a presenca de outras substancias ndo declaradas, como o0s
farmacos sintéticos.

Medicamentos como 0s anorexigenos, diuréticos e laxantes sdo os alvos de pesquisas
como adulterantes, pois sdo adicionados com o intuito de promoverem a diminui¢do do peso
corporal (MOREIRA et al.,, 2013). Por se tratar de um componente desconhecido do
consumidor, torna-se preocupante 0s possiveis danos causados ao organismo provenientes da
presenca de farmacos, como interacdes medicamentosas e até mesmo associacdo dos
medicamentos aos componentes da formulacdo de suplementos alimentares.

Diferentes metodologias para a pesquisa de adulterantes sintéticos em amostras ditas

naturais ou isentas de farmacos, sdo descritas na literatura. A cromatografia liquida de alta
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eficiéncia com espectrdmetro de massas (LC-MS) é o método mais descrito (HUANG et al.,
2008; CHEN et al., 2009; LU et al., 2010; GUO et al., 2014; SONG et al., 2014; ZHANG et
al., 2014). Entretanto, por ser um método dispendioso, de dificil acesso, com alto consumo de
reagentes, acaba-se tornando inviavel quando ha um grande nimero de amostras, ou quando
se busca uma investigacdo com a utilizacdo de equipamentos de bancada. Na técnica HPLC
inclui-se a cromatografia de ions ou, mais precisamente, cromatografia de troca idnica. Esse
método é baseado em uma reacdo quimica estequiométrica entre os ions de uma solugédo e
uma substéncia s6lida contendo os grupos funcionais, que podem fixar ions como resultado de
forgas eletrostaticas (METROHM, 2006). Além do baixo custo, a cromatografia de troca
ibnica com deteccdo condutométrica traz inimeras vantagens. Por se tratar de um detector
universal, e devido as interacdes especificas dos ions com a fase estacionaria, as medidas de
farmacos séo sensiveis, seletivos e reprodutiveis.

Dentro do contexto apresentado, esse trabalho traz a otimizacdo de um método
analitico por cromatografia de troca idnica com deteccdo condutométrica e sua aplicacdo para
a determinacdo de trés classes distintas de farmacos comumente descritas na literatura como

adulterantes em amostras de suplementos alimentares adquiridas da internet.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo otimizar, validar e aplicar um método para a
investigagdo de alguns farmacos representantes das principais classes de farmacos utilizadas

como adulterantes em suplementos alimentares empregando a cromatografia de troca idnica.

1.2.2 Objetivos especificos

- Propor e otimizar um método para a determinacdo de farmacos nas formas cationicas
por cromatografia de troca idnica com deteccdo condutométrica;

- Validar o método proposto de acordo com as diretrizes da AOAC (2013) e da Anvisa
(BRASIL, 2003) para a investigacdo de farmacos da classe dos anorexigenos (anfepramona,
femproporex e sibutramina), diuréticos (amilorida) e laxantes (bisacodil);

- Analisar, de acordo com a legislacdo vigente, a composicdo e 0s aspectos
regulatorios declarados pelos fabricantes dos suplementos alimentares comercializados via
websites no Brasil;

- Aplicar o método desenvolvido a fim de investigar possiveis adulteracdes nas

amostras de suplementos alimentares obtidas na internet.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

De acordo com a legislacdo americana, suplementos alimentares s&o produtos
administrados via oral com a intencdo de suplementar a dieta (USA, 2014). Esses produtos
podem conter vitaminas, minerais, produtos naturais, aminoacidos ou outras substancias
(GLISSON; WALKER, 2010). Eles séo indicados para atletas que possuem deficiéncia em
um ou mais nutriente devido ao grande gasto energético, ou até mesmo comercializados como
recursos ergogénicos, ou seja, apresentados ao consumidor como capazes de melhorar a forma
fisica (HALLAK; FABRINI; PELUZIO, 2007).

O uso indiscriminado de suplementos se difundiu nas academias, principalmente entre
os adolescentes, ou seja, esses produtos que antes eram consumidos apenas por atletas,
passarem a ser consumidos por praticantes ou ndo de exercicios fisicos. As principais
justificativas para 0 consumo sdo: compensar uma dieta inadequada, melhorar a imunidade,
aprimorar o desempenho e prevenir doencas. Outrossim, muitas vezes, a recomendacdo de
ingestdo desses produtos ocorre de forma equivocada através da indicacdo de amigos ou
profissionais inaptos (ALVES; LIMA, 2009; CALFEE; FADALE, 2006).

Em virtude do grande apelo comercial em busca do corpo perfeito, o uso de
suplementos alimentares pelos consumidores vem aumentando no mundo inteiro (GOKER;
COSKUN; ALP, 2010). De acordo com um estudo realizado nos Estados Unidos, menos de
40% da populacdo adulta fazia uso de suplementos entre 1988 até 1994, e aumentando para
mais da metade da populacdo entre 2003 até 2006 (GAHCHE et al.,, 2011). Um estudo
realizado por Bell e colaboradores (2004) com alunos de uma escola do Canada, demonstrou
que 42% dos estudantes consumiam algum tipo de suplemento e entre 0os mais populares
estavam as preparagdes multivitaminicas e minerais. Além disso, 68% dos entrevistados
declararam que usariam suplementos proteicos e 50% deles acreditavam que estes produtos
promoveriam alguma melhora no desempenho.

Goston e Correia (2010) entrevistaram 1102 pessoas em 50 academias de Belo
Horizonte. Dos entrevistados, 36,8% responderam que consumiam algum tipo de suplemento,
sendo a maioria do sexo masculino, com idade inferior a 31 anos. Os mais citados foram os
produtos ricos em proteinas, consumidos por 58% dos entrevistados. Os autores também

ressaltaram que os suplementos consumidos mais regularmente, ou seja, aqueles que eram
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ingeridos mais de cinco vezes por semana, eram 0s vitaminicos e minerais, seguidos dos
fitoterapéuticos.

Petrdczi e colaboradores (2008) pesquisaram o uso de suplementos entre atletas do
Reino Unido com idades entre 12 e 21 anos. Como resultado, 48,1% dos entrevistados
reportaram terem usado pelo menos um suplemento e uma consideravel proporcéo de atletas
utilizavam mais de um ao mesmo tempo. Ao serem perguntados sobre os resultados desejados
com o uso dos suplementos, 72,2% dos jovens responderam que consumiam a fim de
promover a manutencao de forca e 23,2% utilizavam para remediar a dieta desequilibrada.

Juntamente com a busca por suplementos alimentares, cresce também a demanda por
suplementos naturais, provenientes de plantas. De acordo com Rocha, Amaral e Oliveira
(2016), a aceitacdo por esses produtos ocorre devido a trés fatores: (1) uma desconfianga
crescente na medicina convencional, juntamente com uma maior demanda e interesse em
terapias alternativas; (2) a percepcao de que sdo produtos “naturais”, “saudaveis” e por se
tratarem de produtos vegetais, sdo seguros; (3) uma tendéncia crescente pela automedicagéo
com o objetivo de aumentar o controle sobre a prépria salide e tomada de decisdes que
possam afeta-la.

Em 2012, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) emitiu um comunicado
sobre o0 uso indiscriminado de suplementos alimentares. A agéncia ainda ressaltou que alguns
produtos apresentavam ingredientes que ndo S40 Seguros para 0 CONSUMO OuU que poderiam
conter substancias com propriedades terapéuticas, que ndo podem ser consumidas sem
acompanhamento médico (BRASIL, 2012).

O mercado dos suplementos alimentares cresce a cada ano no mundo inteiro. Apenas
no Brasil, esse mercado movimentou R$ 3,520 milhGes em 2014. Nos Estados Unidos, o valor
foi de U$ 1,8 bilhdes (EUROMONITOR, 2015).No Reino Unido, em 2011, o mercado de
suplementos movimentou £ 0,5 bilhées (PETROCZI; TAYLO; NAUGHTON, 2011). A midia
tornou-se o principal veiculo de estimulo ao uso de suplementos alimentares. S6 em 2001, a
industria de publicidade investiu globalmente cerca U$ 46 bilhGes em propagandas, gerando,
dessa forma, um maior consumo desses produtos (MAUGHAN; KING; LEA, 2004,
SCOFIELD; UNRUH, 2006; ALVES; LIMA, 2009).

Contudo ha poucos estudos que comprovem os efeitos benéficos dos suplementos na
salde, ou que promovam mudancas favoraveis ao corpo humano e/ou aprimoramento no
desempenho. De acordo Stickel e Shouval (2015) ha uma relacdo alarmante entre o consumo
de suplementos alimentares e lesGes hepaticas, semelhantes aquelas atribuidas por drogas

sintéticas convencionais. Eles ainda afirmam que a apresentacdo clinica da hepatotoxicidade



20

pode ser altamente variavel para 0 mesmo produto. Carvalho e colaboradores (2003) sugerem
que um manejo dietético adequado seja capaz de suprir as reais necessidades, tornando o uso

de suplementos alimentares restrito apenas em casos especiais.

2.1.1 Regulamentacéo de suplementos alimentares

No Brasil ndo existe a definicdo de suplementos alimentares, contudo € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) responsavel pela regulamentacdo e comercializacao
desses produtos (NEVES; CALDAS, 2015). Esses produtos séo classificados como alimentos
e, de acordo com a sua composicdo, podem ser enquadrados em diferentes resolucdes.
Basicamente, suplementos alimentares que contenham creatina, proteinas ou cafeina, sdo
descritos como alimentos para atletas de acordo com a RDC n° 18 de 27 de abril de 2010.
Além do mais, esta resolu¢dao define atletas como “praticantes de exercicio fisico com
especializacdo e desempenho maximos com o objetivo de participacdo em esportes com
esforco muscular intenso” (BRASIL, 2010a). A tabela 1 especifica os produtos definidos

como alimentos para atletas e as suas designacdes de acordo com a resolucéo.



Tabela 1 — Resumo da RDC n° 18 de 2010 quanto a definicdo de alimentos para atletas.
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Categoria do alimento

Definigéo legal

Pode adicionar

N&o pode conter

Suplemento hidroeletrolitico

Suplemento energético

Suplemento proteico

Suplemento para substituicao

parcial de refeicdes

Suplemento de creatina

Suplemento de cafeina

Produto destinado a auxiliar a hidratacéo

Produto destinado a complementar as

necessidades energéticas

Produto destinado a complementar as
necessidades proteicas/

Produto destinado a complementar as
refeicdes de atletas em situacGes nas quais
0 acesso a alimentos que compdes a
alimentacdo habitual seja restrito

Produto destinado a complementar o0s
estoques endogenos de creatina

Produto destinado a aumentar a resisténcia
aer0bia em exercicios fisicos de longa

duracédo

Vitamina e minerais

Vitaminas e minerais; lipidios,
proteinas intactas e/ou
parcialmente hidrolisadas

Vitaminas e mineiras

Vitaminas e minerais; fibras

alimentares

Carboidratos

n.i.

Outros nutrientes e ndo

nutrientes; fibras alimentares

Fibras alimentares e ndo

nutrientes
Fibras alimentares e ndo

nutrientes

n.i.

Fibras alimentares

Nutrientes e ndo nutrientes

n.i. — ndo informado
Fonte: BRASIL, 2010a.



22

Contudo essa resolugdo ndo abrange todas as categorias de alimentos comercializadas
como suplementos alimentares, ainda podendo ser enquadrados como suplementos
vitaminicos e/ou minerais, alimentos com alegacdo de propriedade funcional e/ou salde,
compostos bioativos ou entdo novos alimentos e novos ingredientes (BRASIL, 1998;
BRASIL, 1999a; 1999b; BRASIL, 2002a). Vale ressaltar que os suplementos vitaminicos e
minerais sdo considerados alimentos apenas quando apresentarem valores de 25 a 100% da
Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) pela Anvisa, caso contrario, acima desses valores eles
sdo considerados medicamentos especificos (BRASIL, 2005). N&do obstante, de acordo com o
Decreto-Lei n° 986/69, estdo excluidos da categoria de alimentos substancias com alegacgéo de
propriedade terapéutica, qualquer que seja a forma apresentada e ndo devem estar inclusas
nestes produtos, devendo ser classificados e regulamentados como medicamentos (BRASIL,
1969; NEVES; CALDAS, 2015). Logo, suplementos alimentares que apresentem produtos
naturais, como os fitoterapicos, e vitaminas e minerais com valores de IDR maior que 100%,
devem possuir comprovagdo de seguranca e eficacia por meio de testes especificos, e
comercializados dentro das diretrizes medicamentosas (BRASIL, 2003; BRASIL, 2014e). A
tabela 2 descreve as resolucBes nas quais os suplementos alimentares se enquadram, quando

comercializados como alimentos ou medicamentos no Brasil.



Tabela 2 - Resumo das legislagfes em que também é possivel enquadrar os suplementos alimentares.
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(continua)
Categoria Definicéo legal Exemplos Legislacdo
Alimentos
Vitaminas e minerais Alimentos que servem para completar a dieta diaria de uma Suplementos vitaminicos e Portaria n® 32/1998

Alimentos com alegacéo de

propriedade funcional ou saude

Novos alimentos e novos

ingredientes

Substancias bioativas e probidticos
isolados com alegacédo de
propriedades funcional e ou de

salide

pessoa saudavel. Devem conter um minimo de 25% e no
méaximo 100% da IDR de vitaminas ou minerais.

Alegacdo de propriedade funcional: relativa ao papel metabolico
e fisiolégico que o nutriente e o ndo nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungoes.
Alegacdo de saude: é aquela que sugere a existéncia da relacéo
entre o alimento com doenca ou condi¢éo relacionada a satde
Alimentos ou substancias sem histéricos de consumo no pais, ou
alimentos com substancias ja consumidas, e que entretanto
venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito
superiores aos ja consumidos.

Bioativos: nutrientes ou ndo-nutrientes que possuem acgdo
metabolica  ou fisiologica  especifica. Probidticos:
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio

microbiano intestinal.

minerais como Centrum®
Carotenoides, fitoesterdis,
flavonoides, O0mega-3,

luteina, inulina.

Guarana em pbé ou

comprimido; quitosana;
psillium em pd; espirulina
em po.

Bifidobacterium sp.

RDC n° 18/1999

RDC n° 16/1999

RDC n° 02/2002
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Tabela 2 - Resumo das legislagfes em que também € possivel enquadrar os suplementos alimentares.

(concluséo)

Medicamentos
Medicamentos especificos Medicamentos a base de vitaminas, minerais e aminoacidos, Vitamina C (45 mg); calcio RDC n° 132/2003
isolados ou associados entre si, com pelo menos um dos (1000 mg); proteina (50 g)
componentes acima dos limites de IDR.
Fitoterapicos Produtos obtidos com o emprego de matérias-primas ativas Tribullus terrestris; RDC n° 26/2014
vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias Corynanthe yohimbe
clinicas e sejam caracterizadas pela constancia de qualidade. (ioimbina); Hibiscus
sabdarrifa; llex
paraguensis; Coleus
forkskohlii

Fonte: Adaptado de Neves e Caldas (2015); BRASIL, 1998; 1999a; 1999b; 2002a; 2003;2014e.
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A RDC n° 27/2010 determina quais os alimentos devem ou ndo apresentar registro
sanitario e testes de seguranca e eficacia comprovados, e obrigatoriamente dispor de um
namero de registro junto a Anvisa e o Ministério da Saude no rdtulo. De acordo com essa
resolucéo, devem possuir registro os alimentos com alegacGes de propriedade funcional e ou
de salde, novos alimentos e novos ingredientes e substancias bioativas e probiéticos isolados
com alegacdo de propriedade funcional e ou saude. Os alimentos para atletas, junto com os
suplementos vitaminicos e minerais, ficam dispensados de registro, devendo alegar em seu
rétulo os seguintes dizeres “Produto dispensado de registro de acordo com a RDC n°
27/2010” (BRASIL, 2010b).

H& um projeto de lei no Senado, que visa regularizar a comercializacdo e importacao
dos suplementos alimentares no Brasil. Uma das justificativas desse projeto é que o setor de
suplementos em geral é complexo em consequéncia da fragmentacdo e equivocos das
normativas vigentes, ou seja, s&0 muitas normas que devem ser observadas para regularizar
apenas um produto (BRASIL, 2014g).

Nos Estados Unidos, a situacdo legal dos suplementos alimentares pode ser
simplificada em duas categorias: aqueles comercializados antes de 1994, com pouca
regulamentacéo e que poderiam conter substancias com fim terapéutico e aqueles vendidos
depois da passagem da Dietary Supplement Health and Educatin Act (DSHEA). Apos a
DSHEA, a Food and Drug Administration (FDA) foi delineada como autoridade legal para
regulamentar os suplementos alimentares (GLISSON; WALKER, 2010; USA, 1994). Embora
os fabricantes de suplementos alimentares devam ter um registro de suas instalacdes, eles ndo
sdo obrigados a terem uma aprovacao da FDA antes de produzir ou vender seus suplementos.
Os proprios fabricantes e distribuidores devem certificar-se de que todas as afirmacdes e
informacGes no rétulo do produto e em outras inscricbes sdo verdadeiras e ndo enganosas
(USA, 2014).

Em 2010, a FDA e a Anvisa promoveram um acordo em que a agéncia americana se
disponibilizava a compartilhar informacdes ndo publicas relativas a seguranca, eficacia ou
qualidade de produtos regulamentados por ela (USA, 2010). Logo, suplementos importados
ficaram isentos de registro no Brasil. Para se comercializar esses produtos, basta o importador
preencher o formulario de importacdo disponivel na RDC n° 22, de 15 de marco de 2000
(BRASIL, 2000).

Na Unido Europeia (EU), a legislacdo define os alimentos como “qualquer substancia
ou produto, completamente, parcialmente ou ndo processada com a intengdo de ser ingerida

por humanos”. Por conseguinte, alimentos incluem bebidas, gomas de mascar e qualquer
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substancia, incluindo agua, intencionalmente incorporada nos alimentos durante o processo de
fabricacdo, preparacdo e tratamento (EC, 2002; NEVES; CALDAS, 2015). J& os
medicamentos sdo qualquer substancia ou combinagdo de substéncias as quais podem ser
usadas por humanos a fim de reorganizar, corrigir ou modificar funcGes fisioldgicas através
de efeitos farmacoldgicos, imunoldgicos, agdes metabdlicas ou até para diagnostico médico
(EC, 2004). Devido a dificuldade de enquadrar alguns produtos, como o0s suplementos
alimentares, em alimentos ou medicamentos, a EU incluiu os chamados “produtos incertos”
(do inglés bordeline products), referindo-se aqueles produtos que contenham substancias que
podem ou ndo ter acdo farmacoldgica dependendo da dosagem (NEVES; CALDAS, 2015).
Ainda, a European Food Safety Authority (EFSA) define os suplementos alimentares como
um “concentrado de fontes de nutrientes ou outras substiancias com efeito nutricional ou
fisiologico, cujo propésito é suplementar a dieta normal” (PETROCZI; TAYLOR;
NAUGHTON, 2011).

Petroczi, Taylor e Naughton (2011) afirmam que € de se esperar que regulamentar os
suplementos alimentares seja algo inatingivel, visto a dificuldade de classifica-los entre um
produto alimenticio ou terapéutico e os equivocos significativos que ocorrem quando se tenta
determinar a natureza exata desses produtos. LeDoux e colaboradores (2015) complementam
que as criticas mais frequentes quanto a seguranca dos suplementos alimentares é que ndo séo
requeridos, muitas vezes, os testes clinicos pre-mercado, que conduziriam as avaliacdes de

seguranca antes de colocar o produto no mercado.

2.1.2 Préticas de adulteracdes em suplementos alimentares

A préatica de adulteracdo com farmacos ndo declarados em amostras ditas como
naturais ou suplementos alimentares é cada vez mais frequente (LIANG et al., 2006;
CIANCHINO et al., 2008; CHEN et al., 2009; KIM et al., 2009; GOKER; COSKUN; ALP,
2010; LU et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; MOREIRA et al., 2013). A adulteracéo
deliberada ocorre quando outros produtos, que ndo estdo descritos nos ingredientes, séo
adicionados propositalmente a fim de intensificar o efeito farmacoldgico desejado, e
impulsionar o consumo de suplementos (CHAMPAGNE; EMMEL, 2011).

Atualmente, suplementos alimentares sdo popularmente conhecidos por serem
utilizados como terapia, prevencdo e tratamento inofensivo de doencas. Alguns fabricantes
adicionam ilegalmente drogas sintéticas tais como, sibutramina, fenolftaleina, bisacodil,

ioimbina, sildenafil, vardenafil e tadalafil a suplementos alimentares com a finalidade de
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aumentar o efeito terapéutico em um menor tempo, contudo, esses produtos podem causar
danos irreversiveis a saude (ZHANG, 2010; DUNN et al., 2012). A ndo exigéncia de registro
para muitos desses produtos, bem como a livre comercializacéo e a falta de fiscalizagdo tém
aumentado a ocorréncia de fraudes, tais como casos de contaminacdo, alteracdo da espécie
boténica e adulteragdes com produtos farmacéuticos (CORREIA, 2008).

Em 27 de fevereiro de 2014, a Anvisa avaliou 25 marcas de suplementos proteicos
para atletas. Entre esses, 20 lotes de diferentes marcas tiveram sua comercializagcdo proibida
devido a irregularidades na quantidade de carboidratos e proteinas declarados na embalagem,
caracterizando fraude contra o consumidor. Vale ressaltar que, nos testes realizados pela
Anvisa, apenas um produto apresentou resultados satisfatorios quanto a rotulagem e a
quantidade de produtos declarados (BRASIL, 2014a). Ainda em 2014, a Anvisa proibiu a
comercializacdo de mais quatro produtos que continham ingredientes ndo declarados no rétulo
ou valores de carboidratos maiores que o permitido (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b;
BRASIL, 2014c; BRASIL, 2014d; BRASIL, 2014f).

Em 2012, a FDA realizou o recall de quinze suplementos alimentares contendo
sibutramina, vardenafil, sildenafil, alcaloides de efedrina, analogos do tadalafil, fragmentos de
metais e outros produtos ndo declarados. Em 2013, o nimero de produtos aprendidos subiu
para 34 recalls. Os mesmos continham sibutramina, sildenafil, tadalafil, dimetilamilamina
(DMAA) ou entdo apresentavam produtos hepatotoxicos ou nefrotoxicos. Neste ano, ja foi
realizado um recall de suplemento alimentar por conter ingredientes ndo declarados no rétulo
(USA, 2016). A figura 1 resume os recalls realizados pela FDA, e o grafico da figura 2

demonstra as principais causas da retirada desses produtos do mercado.
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Figura 1 - Gréfico representativo do nimero de recalls realizado nos Ultimos cinco anos pelo

FDA.
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Fonte: USA (2016)

Figura 2 - Principais causas da retirada de suplementos alimentares do mercado americano
nos Gltimos 5 anos.
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Entre os farmacos comumente encontrados em suplementos para perda de peso
encontram-se a fluoxetina, sibutramina, anfepramona, fenolftaleina e furosemida (MOREIRA,;
MARTINI; CARVALHO, 2014). Além do mais, ndo existem concentracbes definidas para a
adicdo deliberada de farmacos, o que torna a adulteracdo ainda mais perigosa. Dunn e
colaboradores (2012), detectaram sibutramina em niveis de 0,1 até 40 mg por capsula de
suplemento. Huang e colaboradores (2008) desenvolveram um método de analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrdmetro de massas (sigla do inglés LC-
MS) e aplicaram em 15 amostras de suplementos alimentares para controle de peso. A
sibutramina foi encontrada em duas amostras nas concentragdes de 0,51 mg/mL e 2,17
mg/mL. Um anélogo da sibutramina, o N-di-desmetilsibutramina, também esteve presente em
duas amostras, nas concentragdes de 1,73 mg/g e 0,23 mg/g.

Song e colaboradores (2014) pesquisaram sibutramina e fenolftaleina em 17
suplementos alimentares indicados para perda de peso. Ao realizar um screening por LC-
MS/MS, onze amostras foram positivas para a presenca de sibutramina e seus analogos em
concentragdes que variavam de 0,34 a 19,1 mg/por unidade (capsula, comprimido) e nove
amostras apresentavam fenolftaleina em suas formulacGes em niveis de 18,2 a 69,8 mg por
unidade.

A vista disso, a adicdo de farmacos ndo declarados promove um risco em potencial a
salide, uma vez que a sua presenca ndo € de conhecimento do consumidor. Além do mais a
adulteracdo promove outros riscos, tais como reacGes adversas, possiveis interacoes
medicamentosas quando adicionado mais de um produto ou até mesmo a ocorréncia de
superdosagens (GRYNIEWICZ et al., 2009; DUNN et al., 2011).

2.2 METODOLOGIAS DISPONIVEIS PARA A INVESTIGACAO DE ADULTERANTES
EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

H& inumeros meétodos descritos para a analise de farmacos na literatura, entretanto o
que determina as analises é a matriz em que eles se encontram (MOREIRA et al., 2013). O
método mais comumente utilizado para determinar farmacos adulterantes em suplementos
alimentares é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (HUANG et al., 2008; CHEN
et al., 2009; LU et al., 2010; GUO et al., 2014; SONG et al., 2014; ZHANG et al., 2014;
VIANA et al, 2015). Outros métodos também sao descritos na literatura, como a
espectrometria de mobilidade de ions (DUNN et al., 2011; DUNN et al., 2012), ressonancia
magnética nuclear (MUSTAZZA et al, 2014), espectroscopia de infravermelho
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(DECONINCK et al., 2014) e eletroforese capilar (CIANCHINO et al., 2008; MOREIRA et
al., 2013).

ZHU e colaboradores (2005) encontraram estimulantes sexuais em suplementos
através de método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do ultravioleta e
espectrometria de massas ionizacao eletro spray (HPLC-UV-ESI-MS). Outras pesquisas que
envolvem a aplicagdo de diferentes metodos relatam a presenca de estimulantes sexuais
sintéticos em fitoterapicos e suplementos alimentares com o intuito de aumentar a habilidade
e vitalidade sexual (FLESHNER et al., 2005; LIANG et al., 2006; SINGH et al., 2009; DING
etal., 2011).

Com base nos periddicos encontrados no Scopus, a tabela 3 representa 0s métodos
descritos na literatura, que possibilitam a identificacdo de adulterantes em suplementos

alimentares.



31

Tabela 3 - Trabalhos descritos recentemente na literatura para a investigacao de adulterantes
em suplementos alimentares e os métodos de analise disponiveis.

Adulterantes NUmero de amostras Método Referéncia

Anélogo do Tadalafil 1 suplemento alimentar  HPLC, NMR, IR Huang et al. (2015)

EAAs 19 suplementos UPLC MS/MS Cho et al. (2015)
alimentares

9 analgésicos, codeina e 5 suplementos LC-DAD Deconinck et al. (2015)

cafeina alimentares

Efedrina e seus analogos n.i. TLC-SERS LV et al. (2015)

Estimulantes 46 suplementos HPLC-DAD Viana et al. (2015)
alimentares

Sibutramina 52 suplementos para HPTLC-UV Mathon et al. (2013)
perda de peso

Sibutramina n.i. HPLC-DAD, NMR  Csupor et al. (2013)

Diuréticos e laxantes

17 laxantes

Femproporex e sibutramina

Sibutramina, efedrina,
norpseudoefedrina,
fenfluramina e clopamida

14 hipoglicemiantes

Anti-hipertensivos,
diuréticos

6 hipoglicemiantes,
efedrina, fluoxetina e

sibutramina

26 suplementos naturais

16 suplementos
dietéticos

106 suplementos
naturais

12 suplementos

alimentares

30 suplementos
alimentares

18 suplementos
alimentares e naturais

n.i.

CZE-CD
HPLC e LC-
MS/MS
CZE-C*D

HPLC-ESI-MS/MS

UPLC MS/MS

LC/ESI-MS

LC/PDAe
LC/MS/MS

Moreira et al. (2013)
Woo et al. (2013)

Carvalho et al. (2012)

Shi et al. (2011)

Liet al. (2010)

Lu et al. (2010)

Kim et al. (2009)

n.i. — Ndo Informado
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2.2.1 Cromatografia de Troca I6nica com Deteccdo Condutométrica (IEC-CD)

De acordo com Collins (2010) os primeiros relatos do processo de troca ibnica
surgiram ha muito tempo e estdo até descritos na Biblia, no capitulo Exodos a. C. Ao se
deparar com um lago em que a agua apresentava um sabor amargo, Moisés arrancou galhos
de uma arvore e 0s jogou na agua, entdo, devido ao processo de troca ibnica, 0s cations e
anions presentes na agua foram substituidos por ions de sabor mais agradavel. Entretanto, o
termo “cromatografia” ndo pode ser aplicado a esse caso, pois ocorre a passagem de uma fase
mdvel, contendo as substancias a serem estudadas, por uma fase estacionaria.

A cromatografia de troca idnica foi descrita, pela primeira vez, por Thompson e Way,
em 1850, os quais realizaram experimentos com diferentes solos, na tentativa de remover a
amonia do esterco liquido. (COLLINS, 2006; COLLINS, 2010). Em 1917, Follin e Bell
relataram uma das primeiras tentativas de emprego da troca idnica na investigacdo
bioguimica, para a determinacdo de amonio na urina (COLLINS; BRAGA; BONATO 1997).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, pressdes elevadas sdo necessarias para
forcar a passagem do solvente atraves de colunas fechadas que contenham particulas capazes
de proporcionar separaces eficientes. O primeiro equipamento de HPLC foi construido por
C. Horvath em 1965 na Universidade de Yale (HARRIS, 2012). Quando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia tornou-se disponivel comercialmente, a cromatografia de troca
idnica foi um forte candidato para a analise de qualquer mistura que possuia acidos ou bases
organicas.

Todavia, 0 auge da cromatografia idnica foi em 1975, quando Small, Stevens e
Bauman desenvolveram o sistema de supressdo. A alta condutancia dos eletrélitos da fase
maovel acabavam por diminuir a resolucdo dos picos cromatograficos, afetando na analise de
substancias em baixa concentragdo (SMALL; STEVENS; BAUMAN, 1975). A resina
trocadora de ions do supressor convertia os ions do eluente para espécies moleculares de
baixa condutividade sem afetar a condutividade das substancias de interesse (SKOOG, 2007;
HARRIS, 2012). Desde entdo, a supressao tornou-se essencial para técnicas de analise por
cromatografia iénica, principalmente para a analise de anions e, devido a condutividade dos
analitos serem menores do que da fase movel, ela torna-se dispensada, em alguns casos, para
a analise de cations (TROJANOWICZ, 2011).

Desde entdo, a IEC tornou-se de grande importdncia dentro das metodologias
analiticas. A cromatografia ibnica é uma versdo de alto desempenho da cromatografia por

troca i6nica em coluna. Basicamente, o termo “cromatografia idnica” é aplicado para qualquer
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método que combina o processo de separacdo analitica, realizada através da diferenca de
migracdo dos ions em virtude da atracdo com os sitios carregados da coluna. (JENKE, 2011;
HARRIS, 2012).

A caracteristica mais importante da IEC para aplica¢fes analiticas € sua seletividade
Unica em relagdo aos outros modelos de coluna cromatogréafica. A troca ibnica é baseada na
interacdo eletrostéatica reversivel de grupos carregados na coluna com as cargas oposta do
analito. Ou seja, na troca catidnica, a coluna possui ligantes aniénicos associados com 0s
sitios catidnicos do eluente e na troca anibnica ocorre o inverso. A retencdo da amostra pode
ser alterada com a mudanca das cargas do soluto através da mudanca do pH da fase mével ou,
em alguns casos, a troca dos ligantes da coluna. (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

O detector condutométrico esta intimamente ligado com a cromatografia de troca
ionica (TROJANOWICZ, 2011). Ele permite detectar analitos na concentracdo de 1-10 ng/mL
e, gragas as cargas dos compostos, sendo considerado um detector universal (HARRIS, 2012).

Em virtude da sua reprodutibilidade, sensibilidade, especificidade e baixo custo, um
desenvolvimento de meétodo para analise de farmacos por cromatografia troca iénica com
deteccdo condutométrica torna-se interessante (SHEN et al., 2005). Além do mais, a
cromatografia idnica apresenta inimeras aplicabilidades tanto na area farmacéutica quanto na
area quimica (JENKE, 2011).

2.2.2 Aplicacdo da IEC-CD para a analise de farmacos

A IEC-CD estd comumente relacionada a pesquisas de ions em amostras liquidas.
Ainda, essa metodologia analitica apresenta varias aplicabilidades de analise na éarea
farmacéutica (tabela 4), podendo ser utilizada para a determinacdo de principios ativos e
excipientes de farmacos (JENKE, 2011). Diferentemente do LC-MS/MS, a cromatografia
ibnica € um método simples, de baixo custo, com reagentes de menor custo e de facil

manuseio.
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Tabela 4 - Trabalhos descritos na literatura para a anélise de farmacos por IEC-CD.

Referéncia  Analitos Eluente Coluna
Chenetal., Cafeina, teobromina e 100 mM HCI; Dionex, HPIC-
1998 teofilina. 15 mM KOH/1% CS3;
acetonitrila. Dionex
OmniPac PAX-
100.
Law; Halofantrina, minoxidila, 0,02 M de formato de Spherisorb
Appleby, haloperidol, reserpina, amonia, 80% metanol 5SCX.
1996 cimetidina, verapamil,
clomipramina
Kumar et al., Ibandronato de sodio 1% de acido formico Allsep anion
2011 aquoso e acetone 98:2% 150 mm x 4,6
mm
Hall et al., Trometamina 10 mM HCI Dionex lonPac
1995 CS5
Kothapalli et  Nevirapina e moxifloxacina 5 mM HCI, 10% Metrosep C4
al., 2012 acetonitrila
Kaleemullah  Citrato de sodio e &cido 0,05 mM acido sulfarico Hamilton PRP-
etal, 2011 formico em classes de X 300
penicilinas
Lau; Mok, Hidrocloro de bromexina, Mistura de agua, Coluna
1995 maleato de clorfeniramina, acetonitrila e etanol analitica
fosfato de codeina, (38:60:2) contendo 1 mM Ultrasphere 5
dextrometorfano, hidrocloro  de acido perclérico mm CN
de efedrina e hidrocloro de
papaverina.
Lau; Mok, Atropina e alcal6ides de de Agua-acetonitrila- Ultrasphere 5
1997 atropina em preparacdes tetrahidrofurano (67:30:3, mm CN

farmacéuticas

v/viv) contendo 1 mM de

acido perclorico.
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Em 2011, Jenke realizou uma revisdo bibliogréfica sobre a aplicacdo de cromatografia
ibnica para analises farmacéuticas e de drogas. Em seu levantamento, a cromatografia de troca
ibnica com detector de condutividade foi utilizada em seis monografias da Farmacopéia
Americana. O autor também apresentou trés trabalhos na literatura que determinaram 0s
principios ativos dos medicamentos por tal método, e 33 trabalhos para a determinacdo de
excipientes e outros produtos marcadores de degradacdo de farmacos (JENKE, 2011).

Ainda, outros insumos farmacéuticos, ou até mesmo componentes provenientes de
matrizes bioldgicas, podem ser determinados por cromatografia de troca idnica. Rochelau
(2008) avaliou os métodos para a determinacdo de contra-ions em sais farmacéuticos. A
cromatografia de troca idnica com sistema de supressdao para anions, assim como a
eletroforese capilar, mostrou-se um método eficaz para tal anélise.

Fekete e colaboradores (2015) desenvolveram um método para separacdo de
anticorpos monoclonais por cromatografia de troca cationica. O eluente utilizado foi acido
etanossulfonico. Ainda, com este estudo, eles inferiram que os anticorpos monoclonais podem
ser eluidos tanto em pH acido quanto em pH basico, logo a coluna cromatografica a ser
utilizada pode ser tanto a cationica, quanto a anionica.

Inmeros fatores interferem no desenvolvimento e otimizacdo de métodos por
cromatografia ibnica. Alguns trabalhos descreveram a influéncia da fase movel nos analitos
de interesse, como o de Solte e colaboradores (2011), que aplicaram uma técnica de
cromatografia ibnica para pesquisa de ions organicos e inorganicos em matrizes naturais. Eles
desenvolveram dois métodos para a analise de cations e de anions separadamente. Na analise
de cations, foi utilizada uma coluna de troca Metrosep C4® contendo grupos carboxilicos e
para anions Metrosep A Supp® constituida por alcool polivinilico e grupos de aménio
quartenario. Para os cations eles analisaram a influéncia do acido nitrico e da acetonitrila. De
acordo com 0s autores, 0s tempos de retencdo aumentaram com a diminuicao da concentracao
de acido nitrico. A acetonitrila, utilizada como modificador organico demonstrou um menor
tempo de retencdo com o aumento de concentracdo. Logo, para os analitos de interesse, que
eram ions do grupo dos imidazoélicos, as condi¢des do eluente ideais foram as concentracdes
de 2 mM de HNOs e 30% de acetonitrila. Contudo, eles afirmaram que os tempos de anélise e
0 menor alargamento dos picos podem ser melhorados quando ha uma menor concentracéo de
modificador. Ainda, para a andlise dos anions, foi monitorada apenas a influéncia do
modificador organico. Para os anions apolares, a acetonitrila ndo acarretou em diferencas de
separacdo, entretanto a separagdo de misturas complexas pode ser visualizada com a presenca

de 5% de acetonitrila em um eluente contendo 3,2 mM Na,COs e 1 mM de NaHCO:s.
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Na cromatografia de troca idnica, o detector mais utilizado é o condutométrico
(TROJANOWICZ, 2011). Os detectores de condutividade sdo considerados universais, ou
seja, respondem a todos os ions. Quando utilizada a cromatografia com supressao idnica, a
condutividade do eluente diminui praticamente a zero, promovendo uma melhor visualizagéo
dos picos cromatograficos dos analitos (HARRIS, 2012). Contudo, outras formas de detec¢do
associada com a cromatografia de ions também sdo descritas na literatura. Mirza e Tan
(2000), por exemplo, determinaram a presenca de captopril em comprimidos farmacéuticos
por cromatografia de troca anidnica com deteccdo fotométrica.

Heidbreder e colaboradores (2001) aplicaram um método para a analise de dopamina,
5-hidroxitriptamina e norepinefrina presente em cérebro de ratos, em concentragdes de 1 a 50
ng/mL. O método foi baseado em colunas trocadoras de céation e as condigdes foram
otimizadas com a deteccdo amperométrica. O alendronato de sddio, um farmaco indicado para
o tratamento de osteoporose, de acordo com a Farmacopéia Portuguesa, pode ser determinado
por cromatografia de troca i6nica, utilizando uma coluna trocadora de &nions e a detecgéo se
da por indice de refracdo (PORTUGAL, 2002).

Outro fator importante na cromatografia de ions é a escolha da resina trocadora de ions
mais apropriada para os analitos de interesse. As colunas analiticas sdo recheadas com
diferentes trocadores e 0s constituintes de suas resinas sdo fundamentais para o
desenvolvimento dos métodos cromatograficos. Os principais trocadores presentes no

mercado estdo descritos na tabela 5.



Tabela 5 - Principais resinas de troca idnica para a cromatografia de ions.

Tipo de Resina

Constituicéo
quimica

Forma usual
disponivel
comercialmente

Seletividade

Trocador de cations
fortemente 4cido

Acido sulfonico
ligado ao estireno e
divinilbenzeno

-SOsz'H*

Ag* > Rb"™>Cs" >K*
>NH4* >Na* >H*
>SLit > Zn?* > Cu?*

> Ni2+ > C02+
Trocador de cations  Acido carboxilico -CH>-COO-Na* H*>> Ag" > K" >
fracamente &cido ligado ao acrilico e Na* > Li*
divinilbenzeno H* >> Fe?* > Ba?*
Sr2+ > Ca2+ > MgZ+
Trocador de anions ~ Amonio quartenario - CH2N*(CH3)CI I> fenolato™> HSO4
fortemente basico ligado ao estireno e > ClOs> NO3™> Br>
divinilbezeno CN > HSO3™> NO>»
> CI>HCO3> 103>
HCOO™ acetato™
OH>F
Trocador de anions  Polialquilamina -N*HRCI Aril-SOsH > citrico

fracamente basico >CrOs3 > H2S04 >
tartarico > oxalico >
HsPO4 > H3AsO,4 >
HNO3 > HI > HBr >
HCI> HF > HCO:H
> CH3CO;HV>

H.COs3

Adaptado de Harris (2012).

Chen e colaboradores (1998) realizaram a determinacdo simultanea de cafeina,
teobromina e teofilina em alimentos e preparacfes farmacéuticas por cromatografia idnica
com deteccdo UV. Eles avaliaram tanto a separacdo por colunas trocadoras de cations quanto
por colunas separadoras de anions. Na cromatografia de troca catidnica, duas colunas
sulfonatadas foram ligadas entre si para aumentar a eficiéncia de separacdo dos compostos. O
HCI como eluente foi preferivel do que o HNOs, pois o ultimo poderia agir como agente
oxidante. Ao aumentar a concentragio do eluente (0,1 — 500 mmol.Lt) os tempos de retencéo
diminuiram, entretanto a acidez elevada poderia diminuir a vida atil da bomba. O estudo da
acetonitrila como modificador organico demonstrou que com o aumento da concentracdo 0s
tempos de retencdo diminuiram, porém provocaram danos na coluna analitica devido ao
aumento de pressdo. Ja, na cromatografia de troca anibnica, eles realizaram um estudo com o
KOH como fase mdvel e o efeito da hidrofilicidade das colunas sobre o analito. Ao escolher

uma coluna de média hidrofobicidade, a cafeina, por apresentar-se na forma neutra, era eluida
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junto ao volume morto. No momento em que 0s autores elegeram uma coluna mais
hidrofdbica, a cafeina passou a apresentar o seu pico cromatogréfico ap6s o volume morto.
Por fim, foi realizado um estudo da concentracdo do eluente. Ao aumentar a concentragéo de
KOH, os autores verificaram que tanto a teofilina quanto a teobromina, apresentaram tempos
de retencdo menores. No entanto, ndo houve diferenca no tempo de retencdo da cafeina, logo
eles sugeriram que a cafeina seja retida na coluna ndo pelo mecanismo de troca anidnica, mas

sim por mecanismo de adsorcgéo.

2.3 ANOREXIGENOS, DIURETICOS E LAXANTES

No momento da adulteracdo em suplementos alimentares, os fabricantes muitas vezes
utilizam, como recurso farmacos aplicados na terapéutica do tratamento da obesidade,
incluindo substancias que reduzam o apetite, diminuem a ansiedade e/ou aumentam a
mobilidade intestinal e o fluxo urinario (MOREIRA et al., 2013). As classes farmacoldgicas
comumente empregadas s80 0S anorexigenos, antidepressivos, ansioliticos, diuréticos e
laxantes. Ainda, as duas ultimas classes sdo utilizadas para induzir a falsa sensacdo de perda
de peso, visto que elas apenas estimulam a perda de &gua pelo organismo, ndo afetando a
composicao de gordura (CARVALHO et al., 2011; MOREIRA et al., 2013).

O uso de drogas medicamentosas como adulterantes é preocupante, visto que elas
podem trazer serios danos a saude, como dependéncia psicologica, disturbios
gastrointestinais, desidratacdo grave e alteracbGes cardiorrespiratérias (KATZUNG, 2004,
CARVALHO et al., 2012; MOREIRA et al.; 2013; MOREIRA; MARTINI; CARVALHO,
2014; BRASIL, 2015). Além do mais, podem ocorrer graves interacdes entre o farmaco
utilizado como adulterante, cuja presenca é desconhecida no produto, e alguma terapia
medicamentosa ja realizada por parte do consumidor (CSUPOR et al., 2012).

Agentes diuréticos sdo aqueles que promovem um aumento de volume na urina.
Muitos diuréticos exercem efeitos sobre proteinas transportadoras especificas de membrana
nas células epiteliais dos tubulos renais. Outros diuréticos exercem efeitos osmoticos que
impedem a reabsorcdo de agua, interferem em receptores de horménios nas células epiteliais
renais, ou inibem enzimas, como € o caso da acetazolamida (KAZTUNG, 2004). Os agentes
diuréticos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica ou local de a¢éo. As
principais classes sdo: tiazidicos (hidroclorotiazida, clortalidona), os poupadores de potassio
(amilorida, triantereno), diuréticos da alca (furosemida), antagonistas da aldosterona

(espironolactona) e inibidores da anidrase carbdnica (acetazolamida) (SILVA, 2006).
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Agentes laxativos sdo aqueles que promovem a defecacdo e diminuem a constipacao.
Os laxantes podem ser classificados com base no seu principal mecanismo de acéo, todavia,
muitos deles atuam por mais de um mecanismo. O bisacodil € um derivado do difenilmetano,
0 qual promove a evacuacdo dentro de 6 a 10 horas quando administrado por via oral.
(KATZUNG, 2004). A fenolftaleina é outro representante desta classe, porém foi retirada do
mercado em 2002, devido a sua carcinogenicidade e cardiotoxicidade (BRASIL, 2002b;
KATZUNG, 2004). Por ndo serem medicamentos controlados, diuréticos e laxativos sdo
comumente utilizados sem prescricdo médica em casos em que se deseja perder peso,
principalmente por pacientes com disfunc¢des alimentares (JEFFERS; BENOTSCH, 2014).

Os anorexigenos sdo muito utilizados no controle da obesidade. A anfepramona,
femproporex e 0 mazindol sdo farmacos derivados da anfetamina (KATZUNG, 2004). Ja a
sibutramina é um inibidor da recaptacdo de neurotransmissores, e € estruturalmente
relacionado com as anfetaminas. Ela reduz a recaptacdo da serotonina, norepinefrina e
noradrenalina, resultando em um aumento destes nas fendas sinapticas e, entéo, reduzindo o
apetite (DECONINCK et al., 2014).

A Anvisa realizou um estudo técnico sobre a seguranca e eficacia dos anorexigenos
comercializados no Brasil, a fim de justificar o motivo pelo o qual a anfepramona, mazindol,
femproporex e sibutramina ndo apresentam adequada relacdo beneficio/risco. De acordo com
a agéncia regulatoria, estes medicamentos tem sido desviados do seu uso clinico para uso
recreacional e até mesmo no dopping esportivo. Conforme o levantamento realizado, apenas
30,4% dos usuarios de sibutramina apresentaram perda de pelo menos 5% do seu peso
corporal em 3 meses. Ainda, houve um acréscimo de 16% quanto ao risco de infarto agudo do
miocardio (IAM) e acidente vascular cerebral (AVC). Além do mais, desde 2010 a
sibutramina ndo é mais comercializada na Europa, Estado Unidos e Canada (BRASIL, 2011;
JAMES et al., 2010).

Em setembro de 2014, a Anvisa liberou a comercializacdo, prescricdo e dispensagdo
de medicamentos contendo anfepramona, femproporex, mazindol ou sibutramina. Tais
medicamentos devem ter sua prescri¢do e dispensacdo realizadas por meio da notificacdo da
receita “B2” (BRASIL, 2014h). A Anvisa ainda publicou uma nota técnica, informando que a
prescricdo médica contendo sibutramina deve conter a quantidade necessaria para o
tratamento no periodo de 60 dias, ndo devendo exceder este prazo (BRASIL, 2015). As
informacGes contidas nos rotulos dos medicamentos propostos como adulterantes neste

estudo, estdo descritas na tabela 6.
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Tabela 6 - Informagdes descritas nas bulas de anorexigenos, diurético e laxante a serem estudados.

(continua)
Farmaco Nome Dose Reac0Oes adversas InteracGes medicamentosas Contraindicacao Referéncias
comercial diaria
Anorexigenos
Anfepramona Dulid-S 50-75mg Vertigem, cafaleia, Inibidores da Pacientes com hipertensdo Brasil, 2014h
insdnia, nervosismo, monoaminooxidase  (iIMAQO), grave, arterioesclerose
irritabilidade, medicamentos com acdo na avancada, insuficiéncia
depressao, boca tiredide, anti-hipertensivos e e/ou hepatica, pacientes
seca, alteracbes do anestésicos volateis. com antecedentes de
paladar,  nauseas, disturbios  psiquiatricos,
vOmitos, diarreia ou epilepsia e alcoolismo
constipacao, crénico.

hipertensao,
taquicardia,
arritmias,
perturbacGes  das
funcbes sexuais,
distdrbio da miccéo

e ginecomastia.
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Tabela 6 — Informagdes descritas nas bulas de anorexigenos, diurético e laxante a serem estudados.
(continuacéo)

Femproporex Desobesi-M 25 mg Vertigem, tremor, Litio e alfametiltirosina. Pacientes com disturbios Brasil, 2014h
irritabilidade, cardiovasculares,
reflexos hiperativos, hipertensdo moderada a
fraqueza,  tensdo, severa, hipertireoidismo,
insdnia, confuséo, glaucoma e alteracOes
ansiedade, cefaleia, extrapiramidais.
calafrios,

palpitacdes, arritmia
cardiaca, dor
anginal,

hipertensdo,  boca
seca, nausea,
vOmito e alteragédo
do libido.
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(continuacéo)

Sibutramina 10-15mg Taquicardia, Drogas que agem no sistema Pacientes com histérico ou Brasil, 2014h
palpitacoes, Nervoso central, IMAO presenca de transtornos
hipertensao, substancias que podem alimentares, que fazem o
vasodilatacéo, aumentar a pressdo arterial e uso de IMAO, ou que
constipagdo, boca frequéncia cardiaca recebem outros
seca, insonia, (descongestionantes, medicamentos supressores
sudorese, cefaleia, antitussigenos, antigripais e de apetite.
ansiedade, delirios, antialérgicos), substancias
alteracdes do inibidoras do metabolismo
paladar, naduseas e P450, (cetoconazol,
hemorroidas. eritromicina, cimetidina) e

alcool.
Diureético

Amilorida Amilorid® 25-5mg Cefaleia, fraqueza, Litio, anti-inflamatérios ndo Pacientes que apresentam Brasil, 2011b
nausea/falta ou esteroidais (AINESs)e inibidores niveis elevados de potassio
perda de apetite, da enzima conversora de no sangue, insuficiéncia
erupcdo cutanea e angiotensina (ECA). renal ou pacientes que

tontura.

fazem suplementacdo de

potassio.
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Tabela 6 — Informagdes descritas nas bulas de anorexigenos, diurético e laxante a serem estudados.

(concluséo)

Laxante
Bisacodil Ducolax® 5-10mg  Colicas, dor Diuréticos, adrenocorticéides e Pacientes com ileo Brasil, 2013
abdominal, diarreia, glicosideos cardiacos. paralitico, obstrucao
nausea, sangue nas intestinal, doencas
fezes, desconforto inflamatérias agudas do
abdominal e intestino e casos de intensa
anorretal, vomitos e desidratacéo.

desidratacéo.
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3 MATERIAL E METODOS

A otimizacdo e validacdo do método proposto, bem como sua aplicacdo em amostras
de suplementos alimentares, foram realizadas no Laboratério de Analises Quimicas
(LACHEM), localizado no Prédio 15 B, na Universidade Federal de Santa Maria (RS).

3.1 REAGENTES E PADROES

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados reagentes e solventes
com alto grau de pureza (HPLC ou PA): Acido Nitrico 91% de pureza (Merck), Metanol
(Tedia), Acetonitrila (Tedia) e Acido Dipicolinico (Merck). A agua utilizada para o preparo
das solugdes primeiramente sofreu um processo de destilacdo, seguido de deionizagéo e, apos,
purificacdo em um sistema Milli-Q de resistividade de 18,2 MQ.cm™.

Tanto para as analises dos adulterantes em questdo, quanto para a investigacdo dos
possiveis interferentes no método, foram utilizadas substancias quimicas de referéncia como
padrdes. As substancias empregadas eram matérias-primas de grau farmacéutico obtidas
juntos a farméacia de manipulacdo ou fornecedores do segmento farmacéutico, acompanhadas
do laudo de analise e grau de pureza. A tabela 7 indica o fornecedor e pureza das matérias-

primas utilizadas para este estudo.
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Tabela 7 - Padrfes dos farmacos estudados como adulterantes e interferentes para a

otimizagdo e validagdo do método.

Farmaco

Fornecedor

Pureza (%)

Anorexigenos

Anfepramona Genix Ind. Farm. Ltda 98,0
L0
E Femproporex Genix Ind. Farm. Ltda 100,42
% Sibutramina Deg 99,30
H Diurético
é’ Amilorida Deg 100,46
Laxante
Bisacodil Dermapelle 98,76
Antidepressivos
Sertralina Deg 99,26
Fluoxetina Deg 100,5
Bupropiona Genix Ind. Farm. Ltda 100,0
Paroxetina Genix Ind. Farm. Ltda 99,94
Estimulantes
Tiramina Sigma-Aldrich 99,0
‘é Octopamina Sigma-Aldrich 95,0
E Hordenina Sigma-Aldrich 97,0
o Tirosina Sigma-Aldrich 99,0
IE:: Ansiolitcos
E Alprazolam Deg 100,18
B Medazepam Pharma Nostra 98,79
Diazepam Deg 98,99
Flurazepam Deg 99,56
Clordiazepoxido Opcdo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,57
Midazolam Pharma Nostra 100,06
Clonazepam Opcdo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,9
Bromazepam Opcdo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,8
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Os padroes foram pesados e preparados em soluces de metanol na concentracdo de 1
mg.L™, colocadas no banho ultrassénico por 30 minutos e estocadas a temperatura de 4° C por
no maximo sete dias. Para a injecdo no sistema, as solu¢des eram diluidos na fase mével até a

concentracdo desejada.

3.2 INSTRUMENTACAO

O método analitico proposto foi desenvolvido em um Cromatografo de fons Modelo
IC 833 Plus da Metrohm® (Figura 3), sem supressdo, com detector de condutividade
Metrohm® acoplado e software ICNet 4.5 para a analise dos dados. Para a separacdo dos
cations de interesse foi utilizada uma coluna de troca catidnica fraca de silica gel ligada a
grupos carboxilicos modelo Metrosep C4 100/4.0 da Metrohm®.

Para o desenvolvimento do presente trabalho também foi utilizado o sistema de banho
ultrassénico Unique® para a desaeracdo das amostras, padrdes e fase movel. Para a pesagem
dos padrdes, amostras e reagentes, foi utilizada uma balanca analitica Shimadzu® com quatro
casas de precisdo depois da virgula. Também foram utilizados sistema de filtracdo a vacuo,
pHmetro digital Metrohm®, deionizador de agua Permution®, sistema de ultrapurificacdo de

agua MilliPore®.

Figura 3 — Cromatografo de fons utilizado para o desenvolvimento do método proposto
Modelo I1C 883 Plus da Metrohm®.
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3.3 ROTINA DE ANALISE E VALIDACAO DO METODO

Antes de cada analise, o sistema cromatografico sofria uma lavagem prévia de trinta
minutos com agua ultra pura no fluxo de 1,0 mL.min. A fase mével constituida de 1,8 mM
de &cido nitrico e 2% de acetonitrila era preparada diariamente. Apés a preparacao da solucéo,
a mesma era filtrada no sistema a vacuo através de uma membrana Sartorius® 0,45 pm de
celulose regenerada. O pH do eluente também era controlado diariamente. A fase mével entéo
era levada ao banho ultrassonico para desaeracdo por 1 hora. Primeiramente o sistema era
colocado em equilibrio com o eluente por cerca de 40 minutos no fluxo de trabalho de 0,9
mL.min? e entdo as injeces eram realizadas. O volume de injecdo foi de 20 pL e o tempo de
analise de 35 minutos. Ao fim do dia de trabalho, o sistema passava por uma nova lavagem
com a solugéo de 1,7 mM de &cido nitrico e 0,7 mM de &cido dipicolinico no fluxo de 1,2
mL.min?. As medidas ocorriam em uma sala fechada a temperaturas de 20 °C + 3 °C sem
variacao de analista ou de instrumento.

A validacdo do método foi baseado de acordo com a diretrizes da AOAC (2013), e 0s
guias de validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Anvisa (BRASIL, 2003). A curva
de calibracéo foi constituida de sete pontos de acordo com a faixa linear de cada padrdo. Os
valores de LOD e LOQ foram calculados de acordo com a relagdo 3 vezes e 10 vezes,
respectivamente, o sinal ruido da linha base dividido pelo slope da curva. Os testes de
precisdo intradias e interdias foram expressos de acordo com o desvio padréo relativo (RSD)
dos resultados obtidos atraves das triplicatas das medidas de trés concentracbes diferentes
para cada analito. O ensaio de recuperacdo foi avaliado através do método de adicdo de
padrdo nas amostras (n = 3), antes do processo de filtracdo, com trés concentracdes
conhecidas e medidas em triplicatas, os resultados foram expressados em porcentagem e
analisados de acordo com as diretrizes propostas pela AOAC (2013). A faixa linear foi
determinada de acordo com Ribani e colaboradores (2004), em que foi feita uma relacdo entre
os dados do sinal e suas respectivas concentra¢fes. Foi construido um grafico com as
respostas relativas no eixo y e as concentra¢fes correspondentes no eixo X, a linha horizontal
obtida correspondeu a faixa linear. Por fim, a robustez foi avaliada através de variacdes do pH
+ 0,1, execucdo do método por outros analistas e com o uso de outras marcas de solventes e

reagentes para a preparacdo da fase mével.
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3.4 AMOSTRAGEM E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de suplementos alimentares foram obtidas em websites brasileiros através
das ferramentas de busca do Google. As seguintes palavras-chaves foram determinantes para
a escolha e aquisicdo dos produtos: suplemento alimentar para emagrecer, termogénicos,
suplemento alimentar para perda de peso, suplemento para substituicdo de refei¢cbes. No total
foram adquiridos 94 suplementos alimentares de 30 lojas virtuais diferentes, preconizando
aqueles que possuiam maior apelo comercial para perda de peso e os produtos fabricados no
Brasil. As amostras foram recebidas via Correios, cadastradas em uma base de dados na qual
recebiam um codigo de identificacdo e estocadas a temperatura ambiente para posterior

analise (Figura 4)

Figura 4 - Amostras de suplementos alimentares obtidas em websites brasileiros

Primeiramente foram analisadas as composicdes descritas nos rotulos, os aspectos
regulatérios fornecidos pelos fabricantes, lote, validade e forma de apresentacdo das amostras.
As amostras em sua maioria apresentavam-se na forma de p6 a granel, capsula, comprimidos,
capsulas oleosas e preparacfes oleosas. Contudo, para a investigacdo de adulterantes, apenas

as amostras solidas (n = 78) foram utilizadas. Foram realizados pools (n = 10) do material
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presente no interior das cépsulas e armazenados de acordo com a identificacdo de cada
amostra. Para os comprimidos, foram pesados 10 amostras, trituradas com o auxilio de gral e
pistilo e entdo estocadas. Por fim, foram retiradas dez aliquotas de diferentes lugares dos
suplementos apresentados na forma de pé a granel até que a massa total fosse de 5 g e, entéo,
armazenados. Para a injecdo das amostras no sistema cromatogréfico, calculou-se o peso
médio dos pools (aproximadamente 0,5 g), e 0 mesmo foi diluido em 25 mL de metanol. As
diluicbes foram levadas ao banho ultrassdnico por 30 minutos, filtradas previamente em
algodé&o para posterior filtragdo em membrana regenerada de 0,45 pum (Figura 5) e entdo 1mL
da solucdo diluida na fase moével. Quando necessario, as amostras eram armazenadas a

temperatura de 4 °C.

Figura 5 - Esquema de preparo das amostras de suplemento alimentar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO PARA A DETERMINACAO DE
ANOREXIGENOS, DIURETICO E LAXANTE

O objetivo do presente trabalho foi otimizar um método por IEC-CD para a separagao
e determinacdo de trés classes distintas de farmacos trés anorexigenos, um diurético e um
laxante. A cromatografia iGnica consiste na interacdo eletrostatica entre os ions dos analitos
com os sitios da coluna e, devido a estrutura molecular dos compostos de interesse (Figura 6),
escolheu-se uma coluna de trocas catibnicas como fase estacionaria. Além disso, o detector de
condutividade estd comumente relacionado a cromatografia de troca ibnica, ou seja, a
deteccdo é proporcional a condutividade do analito no sistema. Em consequéncia disso, a
maioria dos métodos desenvolvidos para a analise de anions na cromatografia idnica
requerem um sistema de supressdo devido a alta condutividade da fase mdvel. Como 0s
farmacos em estudo sdo bases fracas com sitios de protonacdo em pH baixo, ndo foi
necessario o uso do sistema de supressdo da fase mdvel, pois os analitos apresentavam
condutividades menores do que o eluente; logo, a fase mdével ndo influenciou na deteccao
indireta dos picos (sinais negativos).

Além dos farmacos estudados, outros pertencentes as classes dos diuréticos
(hidroclorotiaziada, furosemida, clortalidona e espironolactona), laxantes (fenolftaleina) e
anorexigenos (mazindol) foram testados na fase mdvel escolhida. Porém, a auséncia de sinal
na deteccdo tanto direta quanto indireta eliminou a possibilidade de analise destes farmacos
como possiveis adulterantes. No entanto, a auséncia de sinal destes analitos atesta a
seletividade do método IEC-CD para 0s cinco farmacos em estudo, o que sera discutido mais

detalhadamente na validacdo do método.
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Figura 6 - Estrutura molecular dos compostos investigados no presente trabalho. Os grupos
em destaque representam o0s sitios de protonacdo que irdo interagir na fase
estaciondria.
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Foram pesquisados artigos na literatura que abrangessem a determinacédo de farmacos
por IEC-CD na forma catidnica. Devido a semelhanca de materiais dispostos no laboratorio e
das estruturas dos farmacos, utilizou-se como base para as condic¢Ges preliminares o trabalho
realizado por Shen e colaboradores (2005) no qual desenvolveram um método para a
determinagdo de B-2 agonistas em formulacdes farmacéuticas. Com isso, foram realizados
testes a fim de se obter o0 método de analise ideal. Um vez que a coluna requer os farmacos na
sua forma catibnica, foi necessario a realizacdo de estudos com eluentes acidos. Fases moveis
constituidas de acidos fracos, como os &cidos carboxilicos e o &cido fosfoérico, ndo eram
suficiente para manter os farmacos na sua forma protonada, consequentemente eles néo
interagiam com os sitios da coluna. Além do mais, &cidos muito fortes, como o é&cido
sulfurico, poderiam afetar a vida util da bomba e comprometer o sistema. O acido cloridrico
também foi testado em diferentes concentragdes, porém ndo obteve-se a separacdo dos
farmacos propostos no presente trabalho. Levando em consideracdo esses detalhes, o acido de

escolha para a constituicdo da fase mével foi o acido nitrico. Fixou-se o fluxo de trabalho em
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1,0 mL.min" com o objetivo de realizar os estudos para se obter concentracéo de acido capaz
de carrear os ions pela coluna. De acordo com os fabricantes da coluna, a faixa aceitavel de
pH é de 2 a 7; consequentemente, a concentragdo minima proposta de acido nitrico era de 1,8
mM a fim de manter a fase movel em pH 2,3. Além disso, baixas concentracdes de &cido
nitrico aumentavam o tempo de analise dos compostos e, concentra¢des maiores que 1,8 mM
promoviam coeluicdo da anfepramona e amilorida. Por conseguinte, a fim de melhorar a
resolucéo dos picos, a presenca de um modificador orgénico foi estudada. A acetonitrila foi o
solvente de escolha, uma vez que a coluna ndo aceitava alcoois, como o metanol, em altas
concentracdes. As concentracOes de acetonitrila testadas foram de 1, 2 e 3%. A concentracao
de 1% promoveu resolucdes de picos menores, enquanto que na concentragdo de 3% foi
possivel visualizar coeluicdo entre a anfepramona e amilorida, e sibutramina e bisacodil.
Logo, a fase movel otimizada para este estudo foi de 1,8 mM de &cido nitrico e 2% de
acetonitrila.

Por fim, dentre os parametros de otimizacdo do método, foram estudadas as condicGes
de fluxo. Os fluxos testados foram de 0,5 mL.min? até 1,2 mL.min? levando-se em
consideracdo os valores maximos de pressdo suportados pelo sistema. Fluxos menores
tornaram o tempo de corrida menor, enquanto que o fluxo de 1,2 mL.min* promoviam
corridas mais rapidas; entretanto as coelui¢des entre os compostos foram maiores. Por essas
razes, o melhor fluxo de analise foi de 0,9 mL.min, o qual apresentou tempo de corrida
menor sem afetar a resolucdo dos picos. A Tabela 8 demonstra o tempo de retencdo de cada
analito de interesse, e 0 cromatograma do método otimizado para o estudo dos farmacos pode

ser visualizado na Figura 7.

Tabela 8 - Tempo de retencdo e 0 pKa dos analitos de interesse para o método de IEC-CD.

Farmaco pKa Tempo de retencdo (min)
Femproporex 7,88 3,22
Anfepramona 7,44 6,67

Amilorida 8,70 9,33

Bisacodil 4,08 17,91

Sibutramina 9,77 23,63
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Figura 7 - Cromatograma da separacdo das trés classes de farmacos pesquisadas como
adulterantes em suplementos alimentares (a) 20 mg.L™ de femproporex, (b) 50
mg.L™ de anfepramona, (c) 50 mg.L* de amilorida, (d) 100 mg.L™ de bisacodil e
(e) 100 mg.L™ de sibutramina. CondicBes cromatograficas: fase movel 1,8 MM
HNOs e 2% de acetonitrila, coluna Metrosep C4 100/4.0, fluxo 0,9 mL.min? e
volume de injecéo de 20 pL.
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Os suplementos alimentares sdo produtos que apresentam uma matriz complexa, um
vez que, eles possuem muitos ingredientes para compor uma s6 formulacdo. Levando isso em
consideracdo, foram realizados estudos dos possiveis interferentes através da injecdo de
padrdes e matérias-primas nas condicdes otimizadas do método. Primeiramente, foram
estudadas as presencas dos compostos comumente declarados dos rétulos como quitosana,
sinefrina, cafeina, espirulina, proteinas, vitaminas e minerais. No método em estudo, apenas
sinefrina pode ser detectada e ainda sem interferir no método de analise dos farmacos em
estudo, visto que seu tempo de retencdo era muito préximo do volume morto, conforme
mostra a Figura 8. Todavia, como esse composto esta naturalmente presente nos frutos de
Citrus aurantium (laranja amarga) e encontrava-se descrito nos rétulos dos suplementos
alimentares, ele ndo é considerado como adulterante em potencial, diferentemente do que é

proposto neste trabalho. Ainda, outros farmacos, os quais poderiam ser utilizados como
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adulterantes, foram testados. Entre eles estavam os antidepressivos (sertralina, fluoxetina,
bupropiona e paroxetina), os estimulantes (tiramina, octopamina, hordenina e tirosina) e 0s
ansioliticos (alprazolam, medazepam, diazepam, midazolam, flurazepam, clordiazepdxido,
clonazepam e bromazepam). Dentre os farmacos previamente citados, foi possivel detectar
nesse método, além da sinferina, a hordenina (Figura 8). Contudo, como a resolu¢do do pico
cromatogréafico de femproporex foi um pouco afetada, e ja foi realizado um estudo prévio
sobre a presenca deste composto em suplementos alimentares (ZEMOLIN, 2015), nédo
considerou-se adicionar esse composto na validagdo do método. Os outros compostos nao
interferiram no método, provavelmente pela baixa ionizacdo deles ou por ndo interagirem
especificamente com os sitios da coluna. Além disso, pela baixa ionizagcdo na fase mével, a
condutividade destes compostos ndo foi suficientemente grande para gerar um sinal na
passagem pela célula de deteccdo condutométrica. Desta forma, a ndo interferéncia destes
farmacos testados na separagdo dos cinco adulterantes em estudo se da tanto pela fraca

interacdo com a fase estacionaria como pela baixa condutividade em relagéo ao eluente.
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Figura 8 - Cromatograma com o tempo de analise reduzido para 15 minutos, no qual foi
detectado sinefrina (a) e hordenina (b) como interferentes e femproporex (c),
anfepramona (d) e amilorida () como os farmacos de escolha para o estudo, todos
na concentracdo de 50 mg.L?. CondicBes cromatograficas: fase movel 1,8 MM
HNOs e 2% de acetonitrila, coluna Metrosep C4 100/4.0, fluxo 0,9 mL.min? e
volume de injecédo de 20 pL -
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A validacdo do método foi baseado no “Guia de Validagdo para os Suplementos
Alimentares” (AOAC, 2013), e no “Guia de Validagdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos” da Anvisa (BRASIL, 2003). A curva de calibracdo, constituida de sete pontos
de acordo com a faixa linear de cada padrédo, /pode ser visualizada na Figura 9, juntamente

com a equacdo da reta e o coeficiente de correlacao.
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Figura 9 - Curva de calibracdo dos padrfes constituida de sete pontos.
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O ensaio de exatiddo foi realizado através da escolha de uma amostra que apresentou o
cromatograma com menos picos cromatograficos. Em seguida, a amostra foi “contaminada”
com trés niveis de concentracdes para cada farmaco (20 mg.L?, 50 mg.L? e 100 mg.L™?) antes
do processo de filtragdo, e todas as medidas foram realizadas em triplicatas. Ainda, de acordo
com a AOAC (2008), a faixa aceitavel para o ensaio de exatiddo é de 80-115%. O ensaio de
precisdo intradia e interdia também foi realizado em trés niveis de concentracdo para cada
farmaco (Tabela 9), com medidas em triplicatas. Os valores foram expressos de acordo com o
desvio padrdo relativo (RSD) das medidas, os quais encontraram-se dentro dos valores
maximos aceitaveis pela AOAC (RSD < 5). Além dos valores obtidos dos ensaios de precisdo
e recuperacdo, € possivel também visualizar na Tabela 10 outros resultados das figuras de
mérito. Ainda, 0 método mostrou-se robusto para variac@es de pH (2,3 + 0,1), temperatura do
ambiente de analise (20 = 3 °C), execugdo do método por diferentes analistas e quando foram
utilizadas outras marcas de reagentes e solventes. Por conseguinte, todos os parametros
analisados para a validacdo do método, estavam de acordo com as diretrizes utilizadas para a

determinacgéo de farmacos em suplementos alimentares.

Tabela 9 - Concentracdo dos farmacos para a realizagdo dos ensaios de precisdo intradias e

interdias.

Farmacos Nivel 1 (mg.L™) Nivel 2 (mg.L™?) Nivel 3 (mg.L?)
Anfepramona 10 25 75
Femproporex 5 20 75

Sibutramina 10 20 75

Amilorida 5 25 75

Bisacodil 15 20 50




Tabela 10 - Resultado dos pardmetros validados para 0 método proposto.
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Parametros Anfepramona Femproporex Sibutramina Amilorida Bisacodil
Faixa linear (mg.L™?) 5-100 5-100 10 - 100 5-100 10 - 100
Faixa de trabalho (mg.L™?) 20-100 5-100 20-100 10-100 20-100
LOD (mg.L?) 1,01 1,88 2,90 3,62 1,64
LOQ (mg.L?) 1,48 2,19 8,72 4,80 4,89
R2 0,999 0,998 0,994 0,999 0,993
Exatidao (%) 90,3 - 106,5 97-104,5 82,4-111,5 92,5-100,5 90,56-101,2
Precisdo intradia (RSD)
Nivel 1 4,12 2,72 0,76 4,97 2,66
Nivel 2 4,86 1,56 3,11 3,24 2,54
Nivel 3 0,44 1,96 4,07 0,59 3,43
Precisdo interdia (RSD)
Nivel 1 4,67 0,17 0,50 3,30 0,48
Nivel 2 3,81 1,12 2,04 1,72 0,75
Nivel 3 0,77 2,35 2,04 2,27 5,00
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4.2 ASPECTOS REGULATORIOS DOS SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A andlise dos websites brasileiros mostrou que os suplementos alimentares
apresentavam fortes apelos comerciais para sua capacidade de promover mudangas na
performance e melhoras no desempenho fisico, e em consequéncia disso, auxiliando na perda
de peso. Os suplementos alimentares mais populares encontrados nos websites brasileiros para
aquisicdo das amostras, eram 0s proteicos a base de whey protein e 0s suplementos indicados
para substituicdo parcial de refeicdes. Os suplementos a base de proteina do soro do leite
hidrolisada (whey protein) eram indicados para a finalidade de perda de peso devido ao seu
consumo em substituicdo a refeicbes que continham alto teores de carboidratos e gorduras.
Quanto aos requisitos regulatorios, eles estdo classificados dentro dos “alimentos para
atletas”, bem como os suplementos energéticos, suplementos de creatinina e suplementos
termogénicos (BRASIL, 2010a). De acordo com a Anvisa (BRASIL, 2010a), os alimentos
para atletas ndo devem conter em seu rotulo expressdes indicativas como “fat burner
(queimador de gordura)”, “anabolico”, “hipertrofia muscular” ou “estimulante da capacidade
sexual”; contudo nem sempre esse requisito € cumprido por parte dos fabricantes.

Neves e Caldas (2015) afirmam que ndo ha uma maneira simples de regulamentar
suplementos alimentares. I1sso pode ser evidenciado, por exemplo, na dificuldade de
classificar legalmente suplementos que contenham um medicamento, como um fitoterapico, e
um alimento na mesma formulacdo. Nas amostras adquiridas para o presente trabalho, foram
observados inUmeras ndo-conformidades na rotulagem. Por exemplo, suplementos proteicos
ndo podem ser adicionados de fibras alimentares ou ndo nutrientes. Contudo, em uma das
amostras, estavam descritos 0s seguintes ingredientes no rotulo: proteina do leite concentrada,
proteina de soro do leite isolada, albumina, e adicdo ndo aprovada de outros ingredientes
como leite desnatado, triglicerideo de cadeia média, cloreto de sddio, caseinato de sodio, 6leo
de girassol, 6leo de canola, caseina, cacau em p6 com alcalis. Outros casos como designacao
errdnea, produtos inadequados de acordo com as leis brasileiras, ou comercializacdo irregular,
também foram observados durante o processo de amostragem e aquisi¢do dos produtos. Outra
situacdo que provem de brechas da legislacdo é a comercializacdo dos Triglicerideos de
Cadeia Média (MCT), produtos nos quais possuem o apelo de queimadores de gordura e
promovedores de ganhos de energia. Entretanto, os MCT nédo se enquadram em nenhuma
resolucdo brasileira, ndo sdo considerados alimentos para atletas e também ndo estdo descritos
na lista de novos ingredientes e novos produtos disponibilizada pela Anvisa (BRASIL,

1999a). As informacdes descritas no rétulo quanto & composigdo, forma de apresentacdo e
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aspectos regulatorios declarados pelos fabricantes e dosagem indicada estdo dispostas na
Tabela 11.



Tabela 11 - Amostras de suplementos alimentares com as respectivas descri¢es encontradas no rotulo.

(continua)
) o . Forma de Aspectos
Amostras Nome comercial Descri¢do Formulagéo B Dosagem o
Apresentacgéo regulatorios
. . Registro na
Guarana, mate, mix de , . , i
1 RIPPABS vitaminas e minerais Cépsulaempd 4 capsulas por dia Anvisa/MS
2 Therma Pro Hardcore Guarana em p6 Capsulaempd 2 capsulas por dia n.i
e ... Céapsulaoleosa ]
3 Black Bee Trlgllcerldeps de cadeia media com 2 fases: 2 capsulas por dia n.I.
(MCT), cafeina em microesferas ) L1
0leo/solido
4 Mega Maltodextrin Maltodextrlga (carbo_ldrato de A granel 409 de p6 em 250 ni
absorcao gradativa) ml de agua
Maltodextrina, guarand, laranja . 4 em 250 mi de .
5 THERMO SYN amarga, ché verde, cromo, A granel ' 9 . RDC n° 27/2010
A o agua - 2x por dia
niacina, vitamina C
Extrato de acerola, extrato de
café verde, extrato de cha verde, .
6 Bea Goji Green extrato de goji berry, vit C, vit  Capsulaempd 1 capsula 2x ao dia RDC n° 27/2010
A, vit E, picolinato de cromo,
selénio quelato, zinco quelato
Extrato de acerola, café verde,
7 Bea Café Verde picolinato de cromo, vit C, Capsulaempd 2 capsulas 2x ao dia RDC n° 27/2010

amido de milho, vit A, vit E,
selénio quelato, zinco quelato
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(continuacéo)

2 capsulas incolor

Cafeina anidra, fibra de laranja, % 20 dia + 1 Registro na
8 Sineflex psilium, quitosana, vitaminas e Cépsula em pé capsula vermelha 1x Anvisa/MS
minerais :
ao dia
I Amido de milho ceroso A 30 g em 250 ml de ni.
9 Energy Maxiwaize (carboidrato complexo) Agranel agua 2x ao dia
10 Hydro Fusion Proteina hidrolisada e isolada A granel 4 dosnif gg :;ugﬂ% Importado —FDA
11 150.100 Hydrolyzed Proteina do soro do leite isolada A granel 319 em 300 ml de RDC n° 27/2010
e hidrolisada agua
12 Linolen Carthamos tincotrius Capsula oleosa 2 capsn;lgs di2;( ou 3x n.i.
Oleo de linhaca, 6leo de Registro na
13 Efa Lean Gold gergelim, Oleo de cartamo, 6leo  Céapsula oleosa 3 cépsulas ao dia .
. . Anvisa/MS
de borragem, 6leo de girassol
14 Thermo Cuts Black Cafeina 220 mg Comp”f"'do 1 capsula ao dia n.i
revestido
Guarana, colina, psillium Registro na
15 Charge vitaminas Cépsulaem pd 2 capsulas 2x ao dia Anvisa/MS
. . o Registro na
Oleo de cartamo, vitaminas, , . .
16 LA biotina (vit. H) Cépsula oleosa 2 céapsulas 2x ao dia Anvisa/MS
Maltodextrina, suplemento a
base de colina, magnésio, _
17 Ripped Rave vitaminas, cromo, acido folico, Céapsulaemp6 2 cédpsulas 2x ao dia n.1.

extrato de cha verde, extrato de
guarana, laranja amarga e canela
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(continuacao)

Suplemento 100% cafeina para

n.i.

18 Thermo Reduction atletas Capsulaempd 1 capsula 1x ao dia
i - Registro na
. Quitosana, psillium, farelo de . . . .
19 Chitosan Plus aveia Cépsulaem pd 2 capsulas 2x ao dia Anvisa/MS
Microgranulos de cafeina, 0leo Cépsula oleosa 0
20 Lady Slim g , ’ com 2 fases: RDC n° 27/2010
de cartamo ) L
0leo/solido
21 Long Jack 200 mg n.i. Cépsulaempd 1 capsula 2x ao dia n.1.
Guarana em p6 com alta
22 Thermo Active concentracdo de cafeina, citrus, Capsulaempd 4 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
café verde, picolinato de cromo,
suplemento vitaminico e mineral
Psillium, abacaxi, acerola, acali,
amora, ameixa, banana, laranja,
macad, mamao, morango,
maracuja, tamarindo, uva, Redistro na
23 30 ervas berinjela, beterraba, brocolis, Cansula em b6 2 a 3 capsulas 3X ao g
cenoura, espinafre, tomate, P P dia Anvisa/MS
guarana, cogumelo Agaricus
blasei, gérmen de soja, aveia,
trigo, linhaca, gergelim, cacau,
alho
24 BCAA L-valing, L-leucina, L- Capsulaempé 4 capsulas ao dia RDC n° 27/2010

isoleucina, vit. B6, arginina
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Cromo, colina, calcio, silicio,

RDC n° 27/2010

25 Cellu Control zinco, magnésio, café verde, vit. Cépsulaempd 3 cépsulas ao dia
C, vit. B3, acido félico
) . - 1 colher de cha (59)
26 Blue Burn Control Cha verde, colageno, inulina, P6 & granel em 200 ml dgua RDC n° 27/2010
gengibre, vitaminas e minerais ; -
apos as refeicdes
Cafeina, fosfato dicélcico, :
27 White Hot dioxido de silicio, cha verde, Tabletes in ;?f gligzsiectltleas, 2x  RDCn°27/2010
leucina, tirosina, extrato de g .
R . ao dia
casca de pinheiro, garcinia
28 Colageno Hidrolisado ~ Colageno, betacaroteno, vit. C P4 a granel 10g em 200 ml n.1.
29 Citrus Fibra de laranja amarga Capsula em po Ingerir 2 capsulas Registrado na
J g P P 2X ao dia Anvisa/MS
30 Adrena Syntex Cafeina anidra Cépsulaempd 2 capsulas ao dia n.i
31 Black Jack Cafeina anidra Cépsulaempd 2 capsulas ao dia n.i.
32 Vitamin E 1000 mg Acido linoléico do 6leo de Cansulaoleosa 5 capsulas or dia Registrado na
softgel cartamo, vit. E P P P Anvisa/MS
33 MCT Triglicerideos de cadeia média Pé a granel 109 «alr%j%%ml de RDC n° 27/2010
Cafeina anidra, 6leo de soja, Maximo de 2
34 Caffeine Foods gordura vegetal emulsificante, ~ Capsula oleosa ) : RDC n° 27/2010
e . capsulas ao dia
lecitina de soja

Registrado na

35 FatBlocker Aminopolissacarideo Cépsulaempd 2 cépsulas 3x ao dia

Anvisa/MS
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36

Delight

Proteina do soro do leite,
albumina, caseina, L-leucina, L-

P4 a granel

24,7 g em 300 ml de

RDC n° 27/2010

' . ) agua
valina, L-isoleucina
37 Carb Locker Cha branco, colageno, Sachés em pé 1saché (5g) em200  RDC n° 278/2005
Phaseolus vulgaris, cromo ml
38 Burnout Cafeina anidra Comprimido » -1 etes a0 dia RDC n° 27/2010
revestido
39 Ultimate fire white Cafeina anidra Capsulaempé 1 acapsulas ao dia RDC n® 27/2010
40 Black Burn ultra Cafeina Cépsulaempd 2 capsulas ao dia n.i.
concentrada
Proteina do soro do leite isolada 32 g em 300 ml de 0
41 Gold Standard Whey . . " PO agranel agua ou leite RDC n° 27/2010
peptideos do soro do leite diari
iariamente
5g ao dia em 60 ml Registrado na
42 Glutamine Fuel Glutamina P6 a granel de aguaju_nt~0 com Anvisa/MS
as refeicoes
43 Ultimate fire white Cafeina anidra Cépsula em p6 2 capsulas ao dia RDC n° 18/2010
(no maximo)
44 MCT Powder Triglicerideos de cadeia média Pé a granel 1049 e&s&% ml de n.i.
Thermo Max Appetite Citrus aurantium, cha verde Registrado na
45 PP colina, cromo, magnésio, vit. B3 Capsulaempd 4 céapsulas ao dia .
Control . A Anvisa/MS
e b6, vit. C e acido fdlico
. . 1 saché em 300 ml Registrado na
Cha verde, laranja amarga, A , .
46 Thermo Plus A C I Sachés em po de 4gua antes das .
guarana, vitaminas e minerais C Anvisa/MS
refeicOes
47 Silouet Absolute Colina, cromo, magnésio e Cépsulaempé 2 capsulas ao dia RDC n° 27/2010

Control

citrus aurantium



Tabela 11 — Amostras de suplementos alimentares com as respectivas descri¢des encontradas no rétulo

66

(continuacéo)

Aminoéacidos de cadeia

1 scoop (13,37g) em

RDC n° 27/2010

48 Amino ramificada Po a granel 350 ml dia
Proteina de carne bovina , 31,3 g do po em importado — FDA
49 Carnivor hidrolisada e |s_,olada, P4 a granel 200-300 ml de &gua P
maltodextrina
Cafeina, taurina, cha verde, 2 doses de 6g em
50 Ultimate 2HOT Citrus aurantium, gengibre e Poagranel 200 mlde 4guapor ~ RDCn°27/2010
pimenta vermelha dia
1 a 2 capsulas por
51 Slim Factor Cafeina e 6leo de gergelim  Capsula oleosa  dia 30 min antesdo ~ RDC n°27/2010
treino
Registrado na
52 Quitosan Quitosana Cépsulaem pd 3 cépsulas 2x ao dia Anvisa/MS
Abaixo de 70 kg : 8
capsulas ao dia,
53 NO Creatjna, arginina, extrato d'e Cépsula em po entre 70 e 90 kg: 9 RDC n° 27/2010
guarana com alto teor de cafeina capsulas ao dia,
acima de 90 kg: 10
capsulas ao dia
Cépsula oleosa - 6leo de Cépsula 1 capsula em p6 ao Registrado na
54 Elektra focus dynamic cartamo / capsula em po - oleosas e dia e 2 capsulas .
. ; . , Anvisa/MS
cafeina anidra 210 mg capsula em pé oleosas
Dextrose, maltodextrina, Misturar 15 g e 200
55 Blast Combat creatina, guarana, calcio P6 4 granel ml de agua e RDC n° 18/2010

arginina guelato, célcio ornitina
quelato, taurina

consumir 45 min
antes do treino



Tabela 11 — Amostras de suplementos alimentares com as respectivas descri¢des encontradas no rétulo

67

(continuacéo)

1 a 2 cépsulas por

Registrado na

56 Carnicaps Carnitina Cépsula em pé dia Anvisa/MS
57 Ultimate Fire Black Cafeina anidra Capsulaempo L22capsulasaodia RDC n° 18/2010
antes do treino
Maltodextrina, soro de leite,
leite em pd desnatado, proteina

58 Thermo Shake Diet isolada g)e soja, fibra dE aveia, Po a granel sg 1a/2er(r;10|22%erilddee n.i.

vitaminas e minerais, acido g pe

NS leite desnatado
pantoténico, 0leo vegetal de
coco em po
Registrado na
59 L-carnitine 2000 L-carnitina Liquido 30 ml ao dia Anvisa/MS
60 Thermogenic Extreme Cafeina 420 mg Cépsula em pé 1 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
Black antes do treino
61 Thermo Fire Hardcore Cafeina 420 mg Tabletes 1 tablete ao dia RDC n° 27/2010
62 Phenbuterol Cafeina 420 mg Capsulaempdé 2 capsulas ao dia n.i.
. , Capsula oleosa
63 Lidoprol Cafeina 286 mg, Oleo de com 2 fases: 2 capsulas ao dia Importado — FDA
gergelim ) s
Oleo/solido
Ingerir 2 capsulas .
64 L-carnitine 2000 L-carnitina Cépsula em po (1000 mg) a 4 Regisirado na
capsulas (2000 mg) Anvisa/MS
ao dia
Oleo de linhaca, girassol, . . .
65 Lipodraw gergelim, barragem, cartamo, Capsulade 2 1 capsulaaodiapela  mportado — FDA
fases manh& em jejum

vitaminas e minerais
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Consumir 1 capsulas

RDC n° 27/2010

66 OxyL.inpro Cafeina anidra 300 mg Capsula em p6 20 dia
. . 4 cépsulas ao dia cm Registrado na
67 Fat Max Comple;grlﬁé ZI(\)/tirac’: colina, Capsula em pé a bebigle c_le Anvisa/MS
preferéncia

Taurina, cafeina, picolinato de Diluir 5g em 200 ml _

68 Super F-destroyer cromo, guarana, laranja amarga, P64 a granel de agua, consumir 1 n.1.
cha verde, café verde X ao dia
69 Psyllium Psyllium (plantago ovate) Cépsula em pé 2 capsulas, 3 vezes Registrado na
ao dia Anvisa/MS
Guarand, citrato de colina,
70 Thermo Food caps ~ cromo, nicotinamida, pantenoato Capsulaem pé 4 capsulas 1x ao dia RDC n® 27/2010
de calcio, tiamina
Cafeina, n-acetyl-L-tirosina, 1 capsula de manha
71 Super HD niacina, vit B6 e B12, Camellia Cépsulaempé em jejume outra5-6  Importado — FDA
sinensis horas mais tarde
Colageno, polpa de frutas de

Bromelia ananas L., flores de

Hibiscus sabdarriffa L., folhas

de Cymbopagon citratus Stapf,

folhas e talos de llex 4 g em 400 ml de

72 T _SEK paraguariensis, folhas de Péagranel  4gua a qualguer hora RDC n° 27/2010

carqueja, folhas e talos de cha
verde, folhas e talos de cha
branco, 6xido de magnésio,
nicotinamida, matodextrina,

pantotenato de célcio.

do dia
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1 tablete ao dia 30

73 Thermo Cuts Black Cafeina 220 mg Tabletes : . n.i.
min antes do treino
1 a 2 cépsulas por
dia antes do café da
74 Redline Ultra Cafeina, trans-resveratrol Capsulas 2 manhde 1ou2 Importado -FDA
Hardcore fases capsulas adicionais
7 horas depois se
desejado
75 Formula aplha axcell Cafeina anidra 210 mg Caps‘;'(f?s ®M 1 cipsulaiXaodia ~ RDCn°27/2010
: - . : Registrado na
76 Quitosan Quitosana, espirulina, acerola e Cansula em b6 7 capsulas ao dia
biotina P P junto com liquidos Anvisa/MS
Registrado na
77 GTF FACTOR Picolinato de cromo 200 mg Cépsulaempd 1 capsulas ao dia Anvisa/MS
Laranja amarga, guarana, cha
. verde, erva mate, canela do . 5g em 240 ml de ni
78 Furian - : : P6 a granel . L
ceildo, gengibre, abacaxi, agua
framboesa, maltodextrina
Dia 1 e 2: 1 capsulas
1 x ao dia, dia 3 e 4:
Cafeina, extrato de café verde, 2 _capsulas 1X, a0 dia,
extrato de Coleus Farskohlii . . dia5 e 6 2 capsulas d
79 Hydroxycut hardcore ' Cépsulaem po na 12 refeicéo e Importado — FDA

extrato de cacau, extrato de
yohimbe

1capsulas na 2a
refeicdo, 7 em
diante: 2 capsulas 2x
ao dia
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80

Maca Peruana

Maca peruana, acerola, vit. E,
vit. A, Zn, picolinato de cromo,
se

Cépsula em pé

2 capsulas por dia

RDC n° 27/2010

81

Syntha-6

Proteina do leite concentrada,
proteina de soro do leite isolada,
albumina, leite desnatado,
triglicerideos de cadeia média,
cloreto de sodio, caseinato de
sodio, 0leo de girassol, 6leo de
canola, caseina, cacau em po
com alcalis

P64 a granel

1 colher média com
1 copo de agua

Importado - FDA

82

100% Whey fuel

Mistura de proteinas do soro do
leite, glicina, creme de leite
vegetal, cacau

Pé a granel

37,8 g em 200 ml de
agua fria

RDC n° 27/2010

83

Jack3d

Laranja amarga, beterraba, cha
verde, mate, guarand, feno
grego, acafrdo, alecrim

Pé a granel

3g em 250 ml de
agua

Importado — FDA

84

Redsize

Quitosana, composto de laranja,
guarana, psillium, vit.C, cromo

Cépsulas em
po

2 capsulas antes do
café da manha, 2
antes do almoco, 1
capsulas antes do
jantar

Registrado na
Anvisa/MS

85

Zman

Complexo de magnésio, zinco e
vit. B6

Cépsulas em
po

2 capsulas por dia

Importado — FDA

86

Universal ripped fast

Psillium, lecitina de soja

Cépsulas em
po

2 capsula antes dos
exercicios fisicos,
ndo exceder 4
capsulas por dia

Registrado na
Anvisa/MS
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5,6 g em 150 ml de

87 Fit trainer Creatina, beta-alanina Péagranel  agua 30 min antes RDC n° 27/2010
da atividade fisica
1 cépsulas ao dia de _
88 Roxylean 360 mg de cafeina por capsula  Capsula em pé preferéncia em n.1.
jejum
1 cépsula 15 a 30 _
89 OxyElite Cafeina anidra Cépsulaem p6é min antes do café da n.1.
manha
Vit. C e_picolinato de_cromg, 2 capsulas a0 dia, 30
90 Fireball aromatizantes naturais (Cha 4 q 12 em pg min antes da. RDC n° 27/2010
verde, guarand, laranja amarga, . .
: " atividade fisica
ginseng e gengibre)
Proteina do soro do leite, figado
bovino, maltodextrina,
carbonato de célcio, dleo de
linhaca, citrato de colina, 6leo 11 tabletes (1
91 Animal Pak de palma, 6xido de magnésio, Tabletes por¢do) ao dia junto RDC n® 27/2010
acido fdélico, vit. C, vit. B3, vit. as refeicoes
E, 6xido de zinco, sulfato de
manganés, biotina, picolinato de
cromo
92 Chromium picolinate Picolinato de cromo 35 mg Cépsulaempd 1 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
Cafeina, carbonato de célcio,
93 Magic Blue maltodextrina, estearato de Tabletes 1 tablete ao dia RDC n° 27/2010

magnésio, dioxido de silicio
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Homens: Como
suplemento dietético
tomar 3 capsulas
diariamente na
primeira refeicdo.
Programa de
treinamento
intensivo - Homens:
como suplemento
dietético servir 3

capsulas duas vezes ~ Importado - FDA
ao dia. De manha:
tomar 3 capsulas
com o café-da-
manha. A tarde:
tomar 3 capsulas
com o lanche. Néo
deve ser tomado
com menos de 6
horas antes de
dormir

Cafeina, carbonato de calcio,
94 Iron Cuts maltodextrina, estearato de
magnésio, dioxido de silicio

Cépsulas em
po

n.i. — N&o Informado

Registro na Anvisa/MS — Apresentavam nimero de registro no rétulo

RDC n° 27/2010 — Produto dispensado de registro de acordo com a RDC n° 27/2010
RDC n° 18/2010 — Produto dispensado de registro de acordo com a RDC n° 18/2010
RDC n °278/2005 — Produto dispensado de registro de acordo com a RDC n° 278/2005
Importado — FDA — Produto regulamento pela FDA.
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Dos 94 suplementos alimentares adquiridos para este trabalho, 40% declaravam-se
como termogeénicos, 12% proteicos, 11% tinha o apelo comercial de suplementos energéticos,
11% vitaminicos e minerais, 21% declararam ser supressor de apetite e/ou diuréticos e/ou
queimadores de gordura e 5% diziam ser fixadores muscular. Além disso, dentre 0s aspectos
regulatérios declarados pelos fabricantes, 26% (n=24) possuiam o0 nUmero de registro
sanitario expedido pela Anvisa e/ou Ministério da Saude, 36% (n=34) diziam estar
dispensados de registro de acordo com a RDC 27/2010, 3% (n=3) declaravam estar
dispensados da obrigatoriedade de registro de acordo com a RDC 18/2010 e 1% (n=1) estava
dispensado de registro sanitario de acordo com a RDC 278/2005, 12% (n=11) eram produtos
importados regulamentados pela FDA e 22% (n=21) ndo possuiam qualquer informacdo no
rotulo sobre dispensacdo ou obrigatoriedade de registro (Figura 10).

Figura 10 - Resumo das informacdes declaradas pelos fabricantes no rétulo quanto aos
aspectos regulatorios dos suplementos alimentares.

Informacao de registros presente nos rotulos dos produtos

= N&o ha informac6es sobre registro no rétulo
RDC n° 18 de 27/01/2010

m RDC n° 27 de 06/08/10

m Possui numero de registro no Ministério da Satde
ou na Anvisa

H RDC n°278 de 2005

m Produto Importado controlado pela FDA

De acordo com as legislacdes vigentes no Brasil, a RDC 27/2010 é a que determina
quais os produtos que devem ou ndo possuir o registro sanitario declarado no rétulo. Ainda,
de acordo com essa resolucdo, os novos ingredientes e novos alimentos, alimentos com
alegacdo de propriedade funcional e ou salde, substancias bioativas e probioticos, devem
possuir o atestado de seguranca e eficacia bem como deve estar declarado o numero de
registro junto ao Ministério da Saude ou Anvisa (BRASIL, 2010b; NEVES e CALDAS,
2015). Ao contrario do que foi reportado em alguns rétulos, a RDC 18/2010 ndo dispensa ou
requer o registro sanitario dos suplementos alimentares. Essa regulamentagdo apenas

determina a classificacdo, a designacdo e a composicdo que deve ser declarada nesses
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produtos (BRASIL, 2010a). Além disso, dentre os rétulos analisados, um produto alegou ser
dispensando de registro sanitario de acordo com a RDC 278/2005, a qual encontrava-se
revogada no momento da fabricacdo desse produto. Ademais, 0 mesmo produto alegou em
sua composicdo Phaseolus vulgaris, cha branco, colageno e cromo na forma de p6. Em
consequéncia de sua composi¢éo, o suplemento deve ser regulamentado dentro das diretrizes
de Novos Alimentos, ou seja, € requerido a comprovacdo de seguranca e eficacia e, ainda, a
presenca do numero do registro sanitario declarado no rétulo.

Das amostras adquiridas, 31 unidades apresentavam erros quanto a regulamentagéo
especificada, e 25 suplementos possuiam ingredientes que ndo poderiam estar presente na
formulacdo do produto. Como o produto que se dizia dispensado de registro, mas que
continha fitoterdpicos declarados no rotulo, como as folhas de Hibiscus sabdarrifa e do
Cymbopagon citratus Stapf, além de outros compostos como polpa de Bromelia ananas L.
que séo considerados Novos Ingredientes.

Foi realizado um estudo dos principais ingredientes descritos pelos fabricantes nas
amostras de suplementos alimentares. Como priorizou-se a busca por amostras com que
possuiam o apelo de perda de peso, foi analisada a justificativa por parte dos fabricantes para
adicdo de algumas substancias nos suplementos alimentares. A cafeina anidra foi o
ingrediente mais encontrado nas amostras adquiridas devido ao seu uso como um produto
termogénico, ou seja, ela é capaz de transformar em energia as calorias provenientes da
gordura corporal e da alimentacdo. Outros ingredientes também sdo considerados como
termogénicos pelos consumidores, como o cha verde, café verde, llex paraguensis, cha
branco, taurina e guarand. Além do mais, suplementos a base de cafeina sdo destinados a
aumentar a resisténcia aerdbica de exercicios de longa duracdo. O cromo picolinato é muito
utilizado como suplemento alimentar devido seu apelo de inibidor de apetite por doces e de
auxilio no emagrecimento. As proteinas e aminoacidos sdo consumidos por frequentadores de
academias a fim de repor a matriz muscular perdida ao longo de exercicios intensos, e na
substituicdo de refeicBes ricas em carboidratos e gorduras. A colina junto com outras
vitaminas e minerais, possuem o apelo comercial de perda de peso, devido a regulacdo do
metabolismo e aceleracdo dos processos biologicos. O Citrus aurantium, Psyllium, quitosana,
goji berry, gengibre, colageno, e outros produtos de extratos e Oleos naturais sdo
caracterizados como suplementos vegetais indicados para dietas de restricdo de calorias. A
maltodextrina, é o resultado da hidrolise do amido da fécula de batata que mantém os niveis

de energia constante durante as atividades fisicas. Outras substancias que também possuem
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apelo emagrecedor, seja ele promovido de forma direta ou indireta, estavam descritas nos

rotulos das amostras de suplementos alimentares adquiridas (Figura 11).

Figura 11 - Relacdo dos ingredientes citados nos rétulos das amostras pelos produtores.
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Durante o processo de amostragem foi possivel adquirir, através de websites
brasileiros, dois suplementos alimentares importados (Jack3D e Oxy Elite Pro produzidos
pela USPLabs®) os quais estavam com a comercializacdo proibida no Brasil pela agéncia
regulatéria (BRASIL, 2012). Em um comunicado emitido pela Anvisa, foram realizados
testes prévio, em que esses produtos apresentaram ingredientes como, por exemplo, a
presenca de dimetilamina (DMAA). Esses ingredientes ndo passaram na avaliacdo da
seguranca e poderiam trazer efeitos adversos como hepatotoxicidade, danos cardiovasculares,
alteragBes no sistema nervoso e até levar ao 6bito (BRASIL, 2012).

Ainda, de acordo com Viana e colaboradores (2015), em consequéncia das facilidades
de compra em paises fronteiricos com o Brasil, como o Uruguai e Paraguai, somado ao forte
apelo comercial, muitos consumidores procuram por produtos que contenham DMAA
declarado no rotulo. Mesmo sabendo dos riscos, eles buscam obter efeitos visiveis a curto
prazo. Além do mais, sua procura é justificada por ser um estimulante relacionado com a
perda de peso e no auxilio do rendimento atlético (BRASIL, 2012). Outrossim, a agéncia
regulatoria brasileira permite a importacdo por pessoas fisicas de suplementos alimentares
para 0 uso proprio, desde que eles ndo contenham substancias proibidas (como 0 DMAA e
efedrina) ou estar sujeito a controle especial no pais (BRASIL, 2012). Mesmo depois de uma
acdo fiscal da agéncia americana FDA, proibindo a producdo de produtos que apresentavam
DMAA em composicdo, ainda é possivel encontrar alguns suplementos em outros paises
contendo essa substancia (FDA, 2013). A fim de buscar novos clientes, muitos comerciantes
aproveitam algumas brechas nas legislacdes, importando produtos que contenham substancias
ilegais no Brasil. No momento em que recebem esses suplementos, os importadores, ao
traduzirem a composicdo dos ingredientes no rotulo, acabam por retirar aqueles componentes
que ndo sdo permitidos.

A dificuldade para controlar os adulterantes ndo é restrita apenas ao DMAA, mas
também a outros compostos presentes ilegalmente nos suplementos alimentares, como
substancias com finalidade terapéutica. A Anvisa (BRASIL, 2012; BRASIL, 2015) ja emitiu
comunicados alertando os consumidores sobre a presenca de farmacos como a sibutramina e a
fenolftaleina em suplementos alimentares e o0 risco associado a essas substancias. Além do
mais, a agéncia regulatoria enfatiza que, de acordo com as Regras Basicas dos Alimentos,
estdo excluidos dessa categoria os produtos alimenticios com farmacos ou que contenham

finalidade terapéutica, qualquer que seja sua forma de apresentacéo.
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4.3 APLICACAO DO METODO NAS AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

O método proposto foi aplicado em 78 amostras so6lidas adquiridas de lojas virtuais
brasileiros. Foram utilizadas palavras-chaves como “suplementos alimentares” e “suplemento
para perda de peso” para a pesquisa dos produtos. Primeiramente, ao serem recebidas, as
amostras eram registradas com um codigo de analise e entdo estocadas em temperatura
ambiente protegidas da umidade, para andlise posterior. Antes das injecdes foi realizado um
tratamento prévio, no qual as amostras foram dissolvidas em metanol, filtradas e sonicadas
como feito para as solugbes padrdes. Em seguida, todas as amostras foram injetadas no
sistema a fim de investigar os sinais cromatograficos da matriz. De acordo com a Figura 12, é
possivel afirmar que as matrizes das amostras ndo ocasionavam interferéncias no método. Por
conseguinte, o método foi aplicado para o screening de possiveis adulterantes. Quando uma
amostra apresentava sinais suspeitos de adulteracéo, era realizada a adi¢cdo de padréo a fim de

avaliar a possivel presenca do analito.
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Figura 12 - Amostra diluida 200 vezes sem adicdo de padrdes (a) e com adicdo de padrdo (b),
com a presenga de um pico desconhecido.
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Das 78 amostras analisadas, duas apresentaram sinais suspeitos de adulteracéo, visto
que os tempos de retencdo e o formato dos picos cromatogréficos dos suplementos foram
compativeis com o dos padrGes de sibutramina e bisacodil (Figura 13, 14). A Tabela 12
demonstra a composicdo, as declaracdes afirmadas no rétulo e a concentragdo de adulterante

encontrado nas amostras.

Figura 13 - Cromatograma da amostra “A” com pico sugestivo de presenca de sibutramina.
Condicbes cromatograficas: fase mével 1,8 mM HNOs e 2% de acetonitrila,
coluna Metrosep C4 100/4.0, fluxo 0,9 mL.min-1 e volume de injegéo de 20 pL.
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Figura 14 - Cromatograma da amostra “B” com pico sugestivo de presenca de bisacodil.
Condicbes cromatograficas: fase mével 1,8 mM HNOs e 2% de acetonitrila,
coluna Metrosep C4 100/4.0, fluxo 0,9 mL.min-1 e volume de inje¢do de 20 pL
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Conforme as normas técnicas para a determinacéo de adulterantes, é necessario
a confirmacdo da presenca destes farmacos através da analise por outra metodologia analitica,
e entdo promover a proibicdo de venda destes produtos. Contudo, a suspeita da presenca
deles, ja o suficiente para suspensdo de venda dos suplementos alimentares até a confirmacéo
de seguranca por parte dos fabricantes e das agéncias regulatérias. Além do mais, tanto para a
sibutramina quanto para o bisacodil, as concentracdes encontradas estavam dentro dos
parametro de LOD e LOQ validados no método, enfatizando ainda mais a necessidade de

maiores investigacdes quanto a presenca destas substancias.
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Tabela 12 - Tabela representativa das amostras suspeitas de adulteracdo, sua composi¢do e a concentracdo de adulterantes encontrada e suas

doses diarias recomendadas.

Amostra Composicéo Local de Possivel Possivel Indicacdo de uso Dose diaria
fabricagéo adulterante  concentracéo (dose recomendada pela
* desvio padrao) Anvisa
A Cafeina anidra em Brasil Sibutramina 9,877 + 0,05 mg.g* 2 tabletes ao dia 15 mg por dia?
capsulas
B Quitosana, Brasil Bisacodil 8,976 + 0,01 mg.9g" 5 capsulas por dia 10 mg por dia®
compostos de 1
laranja, psillium,
vitamina C e cromo
em capsula

Fonte:

= ANVISA (2011b).
b ANVISA (2013).
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Ainda, levando em consideracdo as indicaces de uso para cada amostra, os farmacos
eram equivalentes ou superiores a dosagem maxima indicada, acentuando os riscos da
adulteracdo deliberada. Além do mais, sabe-se que tanto a sibutramina quanto o bisacodil
apresentam efeitos colaterais graves; o primeiro pode acentuar perigosamente os problemas
cardiovasculares e pode causar alterages no sistema nervoso central; enquanto que o segundo
pode induzir a dependéncia psicoldgica, desidratacdo e perda grave de eletrélitos. O abuso
dessas drogas sem um controle médico adequado é extremamente danoso e pode levar a
efeitos irreversiveis no organismo.

Outra situacdo que agrava a adulteracdo com esses farmacos sao riscos das interacdes
medicamentosas. Sabe-se que 0 uso de sibutramina esta diretamente associado a hipertensao e
taquicardia (BRASIL, 2011b). Sua associacdo a cafeina aumenta consideravelmente os riscos
de infarto agudo do miocéardio e AVC. Além do mais, hé estudos que comprovem que quando
administrados concomitantemente, a cafeina e a sibutramina podem agravar os sintomas de
hipertireoidismo e levar a intoxicacgéo tireoidiana (CHAN, 2009; POON et al., 2008). Para o
caso da amostra “B” que apresentou em seu rétulo quitosana e cromo, dois compostos que
aumentam a motilidade intestinal (ZEMOLIN, 2014), quando associados ao bisacodil, podem

provocar graves diarreias, com desidratacao e perda de eletrolitos.
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5 CONCLUSAO

A popularizacdo dos suplementos alimentares entre os praticantes de atividade fisica, e
o forte apelo de que promovem efeitos mais rapidos a curto prazo, tem contribuido para o uso
abusivo destes produtos sem controle médico. Além do mais, muitos fabricantes tem a
intencdo de promover aos consumidores a falsa imagem de que o produto realmente funciona.
Em consequéncia disso, a adulteracdo deliberada vem crescendo mundialmente, tornando-se
um grave problema de salde puUblica. Consequentemente, tem se a necessidade do
desenvolvimento de novas metodologias analiticas de facil acesso e baixo custo que
promovam uma investigacdo rapida e confiavel para, entdo, a liberacdo dos suplementos
alimentares no mercado.

A regulamentacdo de suplementos alimentares no Brasil é confusa e fragmentada, o
que favorece frauduléncias nesses produtos. Outro fator preocupante € a falta de fiscalizacéo
dos websites brasileiros a comercializacdo de suplementos que contenham substancias muitas
vezes proibidas, ou que ndo séo autorizadas no Brasil. Durante a amostragem realizada para o
desenvolvimento deste trabalho, observou-se erros quanto aos apelos comerciais dos
produtos, induzindo o consumidor a aquisicdo e consumo destes produtos. Além do mais,
foram analisadas informac6es fornecidas pelos fabricantes nos rotulos. Das 94 amostras
adquiridas, 31 suplementos apresentavam erros quanto a regulamentacdo especificada e 25
declaravam a presenca de ingredientes que ndo poderiam ser adicionados a formulacéo.
Durante a aquisicdo dos suplementos, foram adquiridos dois produtos que apresentavam a
comercializacdo proibida pela Anvisa devido a presenca comprovada de DMAA. Outros
problemas em relacdo a comercializagdo também foram observados, como a aquisicdo de
medicamentos fitoterapicos através da internet, cuja dispensacdo deve ocorrer exclusivamente
em farméacias comerciais ou magistrais.

O método de screnning proposto provou ser eficiente, seletivo e especifico para a
investigacdo das classes de farmacos mais comumente utilizadas como o adulterantes, 0s
anorexigenos (anfepramona, femproporex e sibutramina), diurético (amilorida) e laxante
(bisacodil). Ainda, das 94 amostras adquiridas, foram estudadas 78 amostras sélidas. Destas,
duas apresentaram possiveis adulterantes, sibutramina e bisacodil. A adulteracdo ¢é
preocupante pelos farmacos apresentarem sérios efeitos colaterais, muitas vezes danosos ao
organismo, devendo obrigatoriamente serem administrados junto com um acompanhamento

médico. Mesmo que apenas um método de analise ndo seja determinante para a confirmacgéo
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de adulteracdo, a suspeita da presenca desses farmacos serve como alerta para a populacdo e
as agéncias regulatérias de suplementos alimentares.

Para inibir a acdo dos fabricantes quanto a adulteracdo deliberada, contaminacéo e
fraudes contra o consumidor, tem se a necessidade de uma legislacdo especifica para o
suplementos alimentares, a fim de estabelecer testes pré-mercado quanto a sua seguranca e
composicdo. Além do mais, por se tratarem de produtos indicados somente para atletas, é
essencial que os consumidores estejam cientes quanto aos riscos a salde relacionados ao

consumo abusivo desses produtos sem o0 acompanhamento de um profissional adequado.
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