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RESUMO

AVALIACAO DA PRESENCA DE AMINAS ESTIMULANTES, DIURETICAS E
ANOREXIGENAS EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES EMPREGANDO
ELETROFORESE CAPILAR

AUTORA: Jéssica Lapinski
ORIENTADOR: Leandro Machado de Carvalho

O consumo de suplementos alimentares vem aumentando nos ultimos anos,
fato ligado a sua facil aquisicédo tanto em lojas fisicas quanto em websites. O que nos
mostra isso sdo os faturamentos bilionarios do mercado global de suplementos
alimentares. Assim, novos produtos sao lancados com frequéncia e cada vez mais
apelativos quanto a sua rapida eficacia relacionada a queima de gordura e perda de
peso, 0 que leva a um cenario alarmante em relacdo a seguranca destes produtos,
visto que as fraudes e adultera¢cdes nas formulacdes sao bastante recorrentes. Neste
contexto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou h& poucos anos
0 marco regulatério dos suplementos alimentares com o objetivo de padronizar,
regularizar e estreitar as lacunas existentes na legalizacdo destes produtos. Diante
disto, faz-se necessario a existéncia de métodos analiticos rapidos, sensiveis e
seletivos de analise de misturas provaveis de farmacos como potenciais adulterantes.
Este trabalho propés o desenvolvimento de um método analitico empregando
eletroforese capilar com deteccdo UV e C*D baseado na técnica de cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) para o estudo e a determinacdo de 10 farmacos
(cafeina, sinefrina, ioimbina, femproporex, anfepramona topiramato, sibutramina,
hidroclorotiazida, furosemida e amilorida). Por critérios de seletividade, foi realizada a
validacdo do método para 5 farmacos estudados na mistura hipotética inicial (cafeina,
sinefrina, ioimbina, hidroclorotiazida e femproporex). O método foi aplicado no estudo
de 20 amostras de suplementos alimentares comercializados no Brasil nas condi¢des
analiticas otimizadas: eletrélito de trabalho tampéo fosfato 50 mmol L (pH 9,6)
contendo acetonitrila 20% (v/v) e dodecil sulfato de sédio (SDS) 50 mmol L1, potencial
de separacéo -15 kV, temperatura 25°C, injecao hidrodinamica por gravidade em 20
cm durante 50 s. O método foi validado de acordo com os parametros de linearidade,
limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo. Nas amostras
estudadas, foi possivel detectar que 20 % das amostras continham a hidroclorotiazida
como farmaco diurético e 5% apresentavam uma concentracdo de cafeina acima da
considerada aceitavel e sem declaragéo prévia. Dos 5 farmacos validados no método
por MEKC, cafeina, sinefrina, hidroclorotiazida e ioimbina foram detectados e
quantificados nas amostras estudadas. O método se mostrou eficaz na identificacédo
de estimulantes, diuréticos e anorexigenos como adulterantes presentes em
suplementos alimentares com boa seletividade e sensibilidade de deteccéo.

Palavras-chave: Suplementos alimentares. Eletroforese Capilar. MEKC. Adulteracao



ABSTRACT

EVALUATION OF THE PRESENCE OF STIMULANT, DIURETIC AND ANOREXIC
AMINES IN DIETARY SUPPLEMENTS BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS

AUTHOR: Jéssica Lapinski
ADVISOR: Leandro Machado de Carvalho

The consumption of dietary supplements has been increasing in recent years, due to
its easy acquisition in both physical stores and websites. It is demonstrated mainly by
the billionaire income of the global market involving dietary supplements. Thus, new
products are launched frequently and increasingly appealing as to their rapid
effectiveness related to fat burning and weight loss. It leads to an alarming scenario in
relation to the safety of these products, since fraud and adulteration in the formulations
are quite recurrent. In this context, the National Health Surveillance Agency (Anvisa)
published a few years ago the regulatory framework for dietary supplements in order
to standardize, regularize and narrow the gaps in the legalization of these products.
Thus, it is necessary to have fast, sensitive and selective analytical methods for
investigating the most probable mixtures of drugs as potential adulterants. This work
proposed the development of an analytical method employing capillary electrophoresis
with UV and C*D detection based on the micellar electrokinetic chromatography
(MEKC) technique for the study and determination of 10 drugs (caffeine, synephrine,
yohimbine, fenproporex, amfepramone topiramate, sibutramine, hydrochlorothiazide,
furosemide and amiloride). From selectivity criteria, the method was validated for 5
drugs studied in the initial hypothetical mixture (caffeine, synephrine, yohimbine,
hydrochlorothiazide and femproporex). The method was applied in the study of 20
samples of dietary supplements marketed in Brazil using the following optimized
analytical conditions: working electrolyte phosphate buffer 50 mmol L (pH 9.6)
containing 20% acetonitrile (v/v) and sodium dodecyl sulfate (SDS) 50 mmol L7,
separation potential -15 kV, temperature 25 °C, hydrodynamic injection by gravity at
20 cm for 50 s. The method was validated according to the parameters of linearity, limit
of detection, limit of quantification, precision and accuracy. In the studied samples, it
was possible to detect that 20% of the samples contained hydrochlorothiazide as a
diuretic drug and 5% had a caffeine concentration above that considered acceptable
doses. Of the 5 drugs validated in the method by MEKC, caffeine, synephrine,
hydrochlorothiazide and yohimbine were detected and quantified in the studied
samples. The method proved to be effective in identifying stimulants, diuretics and
anorectic as adulterants present in dietary supplements with good selectivity and
detection sensitivity.

Keywords: Food supplements. Capillary Electrophoresis. MEKC. Adulteration
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1 INTRODUCAO

Suplementos alimentares s&o substancias utilizadas por via oral com o intuito
de complementar uma determinada deficiéncia dietética. Mas, na maioria das vezes,
0 Seu consumo ocorre sem uma necessidade especifica, sendo motivado apenas pela
ideia vendida no rétulo de que o efeito prometido, muitas vezes emagrecedor, sera
possivel ser alcancado em um menor espagco de tempo, mesmo que existam

controvérsias em relacdo aos seus efeitos e beneficios a satde (ALVES, 2009).

Em suas formulacdes é proibida a presenca de estimulantes, hormonios,
componentes com acdo ou finalidade terapéutica e medicamentosa e outras
substancias consideradas como dopping contidas na lista de substancias proibidas
pela Agéncia Mundial Antidopping (WADA) (BRASIL,2010a). No entanto vem se
tornando bastante frequente a adulteracdo de suplementos alimentares, que ocorre
quando produtos ndo descritos nos rétulos sdo adicionados propositalmente nas
formulagBes com intuito de intensificar o efeito farmacoldgico desejado, e impulsionar
0 seu consumo (CHAMPAGNE et al.,2011). Alguns fabricantes adicionam ilegalmente
drogas sintéticas como, por exemplo, a sibutramina, em suas formulacfes com a
intencdo do efeito terapéutico ser alcangcado em menor tempo, porém, esses produtos
podem causar danos irreversiveis a saude (DUNN et al., 2012).

Medicamentos da classe dos anorexigenos, diuréticos, laxantes e estimulantes,
adicionados em suplementos vitaminicos com o objetivo de proporcionar a diminui¢cao
acelerada do peso corporal, tém sido os principais alvos de pesquisa com adulterantes
(MOREIRA et al., 2013). Neste contexto, diferentes metodologias empregadas para a
pesquisa de adulterantes sintéticos em amostras de suplementos alimentares séo
descritas na literatura. Métodos de separacdo como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) e a Cromatografia Gasosa (GC) sdo mais empregados para
determinacao destes agentes (MOREIRA et al., 2014).

No entanto, a Eletroforese Capilar (CE) € considera uma técnica analitica
recente e vem ganhando cada vez mais atencdo na comunidade cientifica no controle
de qualidade de produtos farmacéuticos, devido a sua variedade de mecanismos de
separacdo disponiveis (SPUDEIT et al.,2012). Destacando-se a Cromatografia

eletrocinética micelar (MEKC) que consiste na separacdo de compostos neutros e
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carregados em um mesmo intervalo de tempo, devido a adicéo de tensoativos idnicos
ao eletrélito de trabalho, que tem por objetivo a formacdo de micelas as quais

conferem o carater seletivo da técnica (TAVARES, 1997).

Dentro do contexto apresentado, este estudo tem por objetivo identificar e
quantificar diferentes aminas diuréticas, estimulantes e anorexigenas (cafeina,
sinefrina, ioimbina, amilorida, furosemida, hidroclorotiazida, sibutramina, topiramato,
anfepramona e femproporex) em produtos comercializados como suplementos
alimentares no Brasil. Para tanto, um método baseado na separacgao eletroforética de

aminas foi desenvolvido empregando deteccao por condutividade e absorgéo no UV.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenca de aminas estimulantes, diuréticas e anorexigenas
adicionadas como adulterantes em suplementos alimentares empregando a

eletroforese capilar.

1.2.2 Objetivos especificos

1 Realizar a amostragem de suplementos alimentares comercializados no
mercado virtual brasileiro com finalidade estimulante e emagrecedora.

1 Estudar os métodos de extracao para as amostras e posterior diluicao e injecédo
no sistema de eletroforese capilar.

2 Desenvolver um método eletroforético com deteccdo simultdnea por
condutividade e absorcdo no UV empregando tampéao fosfato como eletrélito
de trabalho, baseado na migracdo eletroforética de cations (aminas
protonadas).

3 Validacdo do método eletroforético para a determinacdo das aminas

envolvendo os principais parametros de validagéo analitica.
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4 Aplicar o método desenvolvido na analise de suplementos alimentares em
relacdo a presenca das aminas estudadas enquanto farmacos adulterantes,
envolvendo uma etapa de pré-tratamento das amostras em solventes organicos
e extracao.

5 Analise estatistica da presenca das aminas nos suplementos alimentares
comercializados com o apelo comercial enquanto estimulantes para atividade

fisica e perda de peso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A correlacdo entre padrbes estéticos relacionados ao corpo e alimentacao nos
acompanham desde a antiguidade, quando atletas gregos e romanos consumiam
basicamente proteinas, vegetais e frutas e se preparavam para grandes competicoes
olimpicas, afim de demostrar bravura, forca e habilidade atribuindo as vitérias ao
preparo fisico e a pratica dietética (GOSTON, 2009). Desde entdo o homem procura
aperfeicoar o seu desempenho fisico e foi aproximadamente no inicio do século XX
com o aprimoramento de pesquisas e conhecimento do trabalho muscular que a
suplementacdo foi compreendida e vem ganhando evidéncia (APPLEGATE;
GRIVETTI, 1997).

A definicao de suplemento alimentar € bastante ampla, segundo a DSHES (The
Dietary Supplement Health and Education Act) de 1995, é um produto ingerido por via
oral que contém um ou mais ingredientes nutricionais sendo esses, vitaminas,
minerais, ervas e aminoacidos, utilizados para complementar uma dieta com
deficiéncias nutricionais (FDA,1995). A Unido Europeia (UE) ressalta que a sua
comercializacao pode ser em forma de capsulas, comprimidos, pé e ampolas liquidas,
sendo seu constituinte de género alimenticio, objeto da complementacédo de uma dieta
regular (EU,2003).

Da mesma forma que DSHES e UE o Brasil também conta com uma defini¢éo
de suplemento alimentar, de acordo com ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) sendo produtos de ingestdo via oral constituido de vitaminas, minerais,
proteinas, carboidratos, entre outros, que possuem a finalidade de apenas
complementar a dieta de individuos saudaveis sem nenhum fim terapéutico (BRASIL,
2018a). Podemos observar que as especificacdes podem vir a causar confusdes pois

nao contribuem para um esclarecimento e definigdo de uma fungéo.

Nos ultimos anos a sociedade vem aprimorando seus padrdes de vida saudavel
e os cuidados com a alimentacdo vem ganhando um papel de destaque, aproveitando
este panorama o marketing publicitario torna-se muito atrativo, chamando a atencao
com a frases em seus rotulos como: redutor de gordura, ganho de massa muscular,

diminuidor de apetite, atingindo um publico alvo, que busca beneficios mais
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rapidamente tornando assim seu consumo rotineiro, visto que sao produtos de livre
comercializacao e facil acesso (DICKINSON; MACHAY, 2014).

Hoje em dia a categoria dita suplemento alimentar possui uma vasta
diversidade de produtos disponibilizada aos consumidores, que podem ser adquiridas
em farmacias, academias, supermercados e internet. A sua composi¢do varia
conforme o propdsito desejado, suplementos a base de carboidratos séo fontes rapida
de energia, os proteicos a base de aminoacidos auxiliam no ganho de massa
muscular, suplementos lipidicos e hipercaléricos complementam o alto gasto
energeético, os suplementos vitaminicos possuem a maior popularidade e melhoram a
deficiéncia nutricional, por fim os termogénicos sdo responsaveis pela queima de
gordura, sendo eles o0s mais atrativos por praticantes de exercicio fisico
(SCHENEIDER et al., 2008).

A comercializacdo de suplementos alimentares vem tendo um rapido
crescimento nos ultimos anos, o mercado global de suplementos alimentares foi
avaliado em 132,8 bilhdes de dolares em 2016 e conforme estimativas deve atingir
220,3 bilhdes de dolares em 2022. A Asia apresentou a maior participagio no mercado
mundial em 2016, ja na América-Latina o Brasil é visto com alto potencial lucrativo
neste segmento (JOHN, 2017). Segundo uma pesquisa realizada nas principais
capitais Brasileiras entre 2014 e 2015, quando questionados sobre o habito de
consumir suplemento alimentar cerca de 54% dos domicilios entrevistados relataram
ja terem feito o consumo de pelo menos algum tipo de suplemento. A maior
prevaléncia do consumo foi no Para, norte do pais, com incidéncia de 59%, o Distrito
Federal relatou a menor ingestéo, por volta de 47%. Além disso foi possivel observar
gue 0 consumo entre 0s sexos nao demostrou uma predominancia significativa sendo
53% mulheres e 47% homens (ABIAD, 2015).

De um modo geral os praticantes de exercicio fisico sdo os principais usuarios
de suplementos alimentares, como mostra o estudo realizados por Moreira (2014) e
Navarro (2017) , este grupo busca melhorar seu desempenho, ganhar massa magra
e perder peso, muitas vezes devido a participagcdo em competicbes de alta
performance. No entanto a populacdo em geral vem igualmente colaborando para
aumentar e estimativa de usuarios, onde as mulheres ja ocupam um lugar ascendente,
fazendo uso de suplementos vitaminicos, a base de plantas e aminoacidos (GOSTON,
2009).
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Acredita-se que a crise global instaurada no ano de 2020 devido a pandemia
causada pelo coronavirus (COVID-19), mudou drasticamente os habitos de vida de
grande parte da populacdo mundial, originando assim uma maior probabilidade de
automedicacdo e consequentemente aumento no consumo de suplementos
alimentares conforme relata Karbownil e colaboradores (2020), em estudo on-line
realizado na Polonia com 1560 participantes. Curiosamente o0s resultados
demostraram que o consumo de suplementos ndo mudou significativamente durante
a pandemia, encontra partida analises de mercado sugerem um crescente numero de
compras e logo um aumento do consumo neste periodo, essa discrepancia pode estar

relacionada aos diferentes tipos de populacéo estudada.

Visto que nos EUA em uma entrevista realizada pelo Conselho Nutricdo
Responséavel (CRN) relata que mais de trés quartos da populacéo afirma fazer uso de
suplemento alimentar e 83% acredita que os mesmos sdo de grande importancia
durante a pandemia (RCN, 2020).

No Brasil diversas pesquisas vém sendo realizadas para a avaliagdo do
consumo de suplementos alimentares por praticantes de exercicios fisicos. A tabela 1
mostra algumas das pesquisas realizadas nos ultimos 3 anos em regides distintas do
pais, bem como a composi¢cdo dos suplementos mais consumidos e o percentual de

adeptos as substancias



Tabela 1 - Pesquisa dos ultimos 3 anos no Brasil relacionada ao uso de suplementos alimentares por frequentadores de academia.

Cidade Suplemento Percentual (n° entrevistados) Referéncia
Vale do Ipojuca —PE Proteina 56,7% (180) SILVA,; SILVA, 2018
Recife — PE Vitaminas e Anabolizante 76,9% (346) GOMES et al., 2019

Potitendaba - SP Suplementos energéticos 19% (63) SANTOS et al., 2019
Juazeiro do Norte - CE Proteinas 25,2 (127) PEREIRA et al., 2017
Pelotas — RS Vitaminas e proteina 10,5% (497) CAVA et al., 2017
Curitiba - PR Vitaminas e Anabolizante 27% (719) PEREIRA et al., 2019
Manaus — AM Proteinas 79%(250) VIEIRA et al., 2018
Palhoca —SC Proteinas 40% (150) AMARAL,2017

Braco Norte -SC

Hiperprotéicos

38,5% (278)

CARVALHO; SOUZA,
2018

Goiania - GO

Proteina e aminoacidos

59% (131)

VIANA et al., 2018

Anapolis- GO

Proteinas

46,7%(150)

SANTOS et al., 2018

Caxias do Sul- RS

Proteinas e Termogénicos

28,62% (83)

SOUZA; ALVEZ, 2019

Montes Claros-ES Proteinas 65%(100) CARDOSO; VARGAS;
LOPES,2017
Cananéia- SP Proteinas 53%(60) GOMES et al., 2017
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2.2 LEGISLACAO BRASILEIRA DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Apesar do termo “suplemento alimentar” ser popularmente conhecido ha muitos
anos, a categoria foi regulamentada apenas no ano de 2018 no Brasil, até entdo sua
definicdo causava confusfes para o consumidor, fiscalizadores e até mesmo para 0s

fabricantes.

Em 2010 afim de atualizar o cenério que abrange os suplementos alimentares,
foi instaurada pela ANVISA a RDC n° 18/2010, a qual os denomina “ alimentos para
atletas” enquadrando-os assim em diferentes categorias como: (I) Suplemento
hidroeletrolitico para atletas, (II) Suplemento energético para atletas, (lll) Suplemento
proteico para atletas, (IV) Suplemento para substituicéo parcial de refeicdes de atletas,
(V) Suplemento de creatina para atletas, (VI) Suplemento de cafeina para atletas
(BRASIL. 2010). As categorias anteriormente utilizadas pelos fabricantes para
regulamentacao dos produtos eram: Suplementos Vitaminicos e/ou Minerais (Portaria
MS n° 32/1998); Novos Alimentos (Resolucdo Anvisa n° 16/1999); Alimentos com
Alegacdes de Propriedades Funcionais e/ou de Saude (Resolucdo n° 19/1999);
Substéncias Bioativas e Probidticos Isolados com Alegacées de Propriedade
Funcional (RDC n° 02/2002) e Produtos com Obrigatoriedade ou isencao de registro
(RDC n° 27/2010).

Vale ressaltar que € de responsabilidade do fabricante o enquadramento na
categoria adequada, sendo que muitas vezes leva o0 mesmo a omitir informacdes
referentes a composicao, devido ao produto ndo se enquadrar nos requisitos definidos
por lei.
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Quadro 1 - Especificacfes das categorias anteriormente utilizadas para registro dos
suplementos alimentares comercializados no Brasil.

Documento

Especificagéo

Categoria

Portaria n° 32/1998

N&o podem conter indicagdes
terapéuticas. Constituidos de
associagao de vitaminas,
minerais, fontes naturais de
vitaminas e minerais.
Devendo conter um minimo
de 25% e no maximo até
100% da ingestéo diaria
recomendada.

Suplementos
Vitaminicos e/ou
Minerais

Resolucado n° 16/1999

Os alimentos ou substancias
sem consumo no pais, ou ja
consumidas, e que venham a
ser adicionadas ou utilizadas
em altos niveis comparados
aos utilizados na dieta
regular

Novos Alimentos

Resolug&o n° 19/1999

Alimento referente a acao
metabdlica ou fisiolégica no
crescimento, manutencao e

funcdes normais do
organismo. Alimento que se
associa condicdo relacionada
a salde.

Alimentos com
Alegacdes de
Propriedades
Funcionais e/ou de
Saude

RDC n° 02/2002

Nutrientes e n&o nutrientes
gue possuem acao
metabolica ou fisiolégica
especifica. Microrganismos
vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano
intestinal. Nao pode ter
finalidade medicamentosa ou
terapéutica.

Substancias Bioativas e
Probidticos Isolados
com Alegacdes de

Propriedade Funcional

RDC n° 18/2010

Alimentos destinados a
atletas afim de atender suas
necessidades nutricionais e

desempenho fisico.

Alimentos para atletas

Fonte:autor

Devido ao grande namero de normas e o conflito gerado no momento de definir

a categoria que abrange o suplemento alimentar em questdo, a ANVISA apos

realizagdo de pesquisas publicas, debates com 6érgaos

representantes dos

consumidores e comunidade cientifica, publicou a RDC n° 243/2018, com o objetivo
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de melhorar a qualidade do produto oferecido ao publico, aumentar a seguranca
definindo regras a sua composicdo, limites de uso e rotulagem especifica
(ANVISA,2019).

A nova resolugdo RDC n° 243/2018 estabelece quesitos importantes como a
definigdo clara de suplemento alimentar sendo “um produto para ingestao oral,
apresentado em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentacdo de
individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probioticos,
isolados ou combinados”, listas de substancias permitidas na composi¢éo do produto,
limites minimos e maximos e alegacdes de que os produtos podem causar a saude
dos consumidores (BRASIL,2018a). Colaborando assim para 0 que antes eram seis
categorias distintas, agora sdo enquadradas em uma Unica denominacao,
contribuindo para uma simplificacdo, uniformizacdo dos requisitos sanitarios e

reducdo das brechas regulatorias existentes (ANVISA, 2019).

Foram também publicados outros cinco atos normativos além da RDC

243/2018 para legalizacao de suplementos alimentares conforme quadro a seguir:

Quadro 2- Legislacdo Brasileira vigente para suplementos alimentares.

Normas Emendas Referéncia
RDC Dispfe sobre o0s requisitos sanitarios dos | BRASIL,
243/2018 suplementos alimentares. 2018a
RDC Regulamenta o registro de vitaminas, minerais, | BRASIL,
242/2018 aminoacidos e proteinas de uso oral, classificados | 2018f

como medicamentos especificos. Esta norma altera
a RDC 24/2011, a RDC 107/2016, a IN 11/2016 e a
RDC 71/2009.

RDC Dispbe sobre os requisitos para comprovacéo da | BRASIL,

241/2018 seguranca e dos beneficios a saude dos probidticos | 2018e
para uso em alimentos

RDC Dispde sobre as categorias de alimentos e | BRASIL,

240/2018 embalagens isentos e com obrigatoriedade de | 2018d
registro sanitario. Esta norma altera a RDC n°

27/2010.
RDC Estabelece os aditivos alimentares e coadjuvantes | BRASIL,
239/2018 de tecnologia autorizados para uso em suplementos | 2018c

alimentares.
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IN 28/2018 | Estabelece as listas de constituintes, de limites de | BRASIL,
uso, de alegacdes e de rotulagem complementar do | 2018b
suplemento alimentares.

Fonte: ANVISA, 2019.

A regulamentagdo dos suplementos alimentares agora deve seguir novos
parametros de aceitacédo, foram criadas listas de constituintes autorizados para uso,
determinada pela ANVISA, que levou como base analise de risco para individuos
saudaveis, evidéncias cientificas, legislacdo sanitaria de alimentos e referéncias
regulatérias internacionais. Para a inclusdo de novos ingredientes na lista positiva ou
alteracéo de limites de uso, devera ser aberto um protocolo de peticdo especifica de
comprovacado e eficacia do produto que serdo previamente avaliados e aprovados
(ANVISA,2019; BRASIL 2018a).

Especificagdes como pureza, identidade e referéncias oficiais da composicao
presente, sdo requisitos para as substancias que fazem parte da lista autorizada. Sao
pertencentes desta lista: proteinas, carboidratos, fibras, lipidios, minerais, vitaminas,
aminoacidos, adenosina, creatina, taurina, alicina, cafeina, compostos fendlicos,
enzimas, entre outros (BRASIL, 2018b).

Bem como a ANVISA definiu uma lista de substancias permitidas, a fim de
oferecer ainda mais seguranca e proteger o consumidor, foram estabelecidos limites
minimos e maximos de nutrientes que podem estar contidos nas formulagdes, além
disso definicdes especificas de rotulagens, devendo constar recomendac¢ao de uso,
grupo populacional, faixa etéria indicada, quantidade e frequéncia de consumo, tabela
nutricional, lista de ingredientes, instru¢des de conservacdo e adverténcias. Agora o
termo “suplemento alimentar” que antes era considerado infracdo sanitaria se

encontrado em rotulagens, passa a ser obrigatoriedade (BRASIL, 2018a).

Uma vez que os suplementos alimentares estdo em constante aprimoramento
de formulacdo e ascensdo no mercado, a intencdo de evitar a adulteracdo com
substancias sintéticas e proibidas é de grande importancia, sendo assim como apoio
a intervencdo contamos com uma lista de substéncias que ndo permitem a
composicao de : (I) substancias consideradas como doping pela Agéncia Mundial
Antidopagem, (Il) substancias sujeitas a controle especial, conforme Portaria n° 344,

de 12 de maio de 1998, que aprova o regulamento técnico sobre substancias e



25

medicamentos sujeitos a controle especial, e suas atualiza¢des; (lll) substancias
obtidas das espécies que ndo podem ser utilizadas na composicdo de produtos
tradicionais fitoterapicos, conforme Anexo | da Resolucdo - RDC n° 26, de 13 de maio
de 2014, que dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e a
notificacao de produtos tradicionais fitoterapicos; e (V) éleos e gorduras parcialmente
hidrogenados (BRASIL,2018a).

Mediante as novas diretrizes adotadas, um estudo foi realizado por Dal Molin e
colaboradores em 2018 referente a um panorama geral de como se encontram 0S
produtos atualmente comercializados. Foram adquiridos 44 suplementos alimentares
onde analisaram os ingredientes declarados, rotulagem e alegacées comerciais.
Dentre as amostras estudadas, 34,2 % nao poderiam ser enquadradas na atual
legislacdo que define suplementos alimentares, 16% dos produtos deveriam ser
comercializados como medicamentos, devido a presengca de substancias nao
permitidas. Em relacdo a apelos comerciais em torno de 97,7% apresentaram
expressdes ndo permitidas pois ndo possuiam comprovacao cientifica. Vale relatar
que o setor regulado tem o prazo de cinco anos para se adequar as novas resolucdes
(DAL MOLIN et al, 2019).

Como visto a ANVISA vem se aprimorando para fechar as lacunas entre
legislacado, fabricacdo e assim reduzir a comercializacdo de possiveis formulacées
fraudulentas, mas o mercado néo se faz somente de produtos nacionais, sendo assim

devemos dar destaque aos maiores exportadores como UE e EUA.

A legislacdo brasileira assim como a europeia diferencia suplementos de
medicamentos, logo substancias farmacologicas sdo expressamente proibidas em
produtos classificados como suplemento alimentar, entretanto na UE essas
substancias sdo permitidas nas formula¢des classificadas como “borderline products”
ou produtos limitados, onde farmacos sao encontrados a baixo de concentracées
terapéuticas, sob condi¢do da sua composi¢cao e concentracdo estar descrita no rétulo
(EC,2003).

A legislacdo americana difere da brasileira no aspecto referente a rotulagem
dos produtos. E permitido varias alegacbes estampadas nos produtos, como
beneficios relacionados ao uso do suplemento, o bem-estar proporcionado se

consumido, o resultado prometido do nutriente da formulagdo (FDA,1995). Foi
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aprovado em 1994 o DSHEA (Dietary Supplement Health and Education Act),
determinando que todos os suplementos seriam definidos como alimento, mesmo que
as substancias em suas formulacdes fossem vitaminas, minerais, ervas e até mesmo
farmacos (DSHEA, 1994). Diante deste panorama € notorio a divergéncia de
legislacdes e mediante a facilidade de adquirir suplementos alimentares em diferentes
linhas de mercado, subentende-se a possibilidade de termos substancias proibidas

sendo consumidas pelos brasileiros.

2.3 ADULTERACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES POR ESTIMULANTES,
ANOREXIGENOS E DIURETICOS.

Atualmente o excesso de peso e a insatisfacdo com o proprio corpo afetam
milhdes de pessoas, em alternativa a mudanca de estilo de vida os suplementos ditos
inofensivos que prometem efeitos rapidos de emagrecimento sdo bastante visados.
Nesse contexto o préprio fabricante para satisfazer a expectativa do consumidor e
garantir a eficacia prometida, visando apenas o aumento do lucro e das vendas, de
forma intencional, incorpora em suas formulacfes, substancias farmacéuticas néo
declaradas, aproveitando-se da inexisténcia de um regulamento prévio da avaliacao

de seguranca antes de sua comercializacdo (PAIGA et al., 2018).

De acordo com a pesquisa realizada pelo Food Drug Administration (FDA) nos
EUA, entre 2007 e 2014, em 572 suplementos alimentares foram identificadas drogas
nao declaradas e o0s principais grupos de produtos identificados foram, para
desempenho sexual (238), perda de peso (228) e aumento da musculatura (90)
(NEVES, CALDAS, 2015). Vale ressaltar o grande risco que a adulteracédo causa para
atletas de competicdo de alto nivel, colocando em risco anos de carreiras, uma vez
que a Agéncia Mundial Antidopagem (WADA) nao diferencia doping deliberado de
inadvertido, sendo responsabilizado estritamente o atleta que faz uso do suplemento
(WADA. 2015).

Desta forma, existem relatos recentes na literatura envolvendo a prética de
adulteracao de suplementos dentro e fora do Brasil (CZEPIELEWSKA, et al., 2018;
MULLER etal., 2018; CARVALHO et al., 2012; HACHEM et al., 2016). De acordo com
a base de dados da UE, Sistema de Alerta Rapido para Alimentos e Ragbes (RASFF)
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entre os anos de 2003 a 2016 observou-se um significativo aumento no nimero de
notificacdes relacionada a composi¢cdes ndo autorizadas em suplementos dietéticos,
sendo que em 2003 as notificacBes eram inexistentes e no ano de 2014 obtiveram um
namero superior 100, entre as substancias mais notificadas encontram-se,
sibutramina, farmaco emagrecedor e sildenafil, medicamento para disfungéo erétil
(CZEPIELEWSKA, et al., 2018).

No Brasil passou a ser considerado crime quem falsificar, adulterar ou alterar
produto destinado a fins terapéuticos conforme o Art. 273 do codigo penal, onde quem

importa, expde a venda, ter em estoques, distribuir ou entregar para consumo o

produto falsificado, esta sujeito a reclusao de 10 a 15 anos (BRASIL, 1940).

Em 2018 Muller e colaboradores realizaram uma andlise de 113 suplementos
alimentares, onde cerca de 12% encontravam-se adulterados por diuréticos, este
estudo foi realizado no Brasil ficando clara a probabilidade de livre consumo em
territorio nacional. Em outro estudo foram avaliadas 106 amostras de diferentes
estados brasileiros, denominadas como produtos fitoterdpicos para perda de peso, no
entanto, quatro delas estavam adulteradas com femproporex ou sibutramina
(CARVALHO et al., 2012).

Entre as 160 amostras de suplementos alimentares comercializadas para
emagrecimento analisadas por Hachem e colaboradores (2016), quarenta e trés
continham sibutramina como adulterante, nove fenolftaleinas e o sildenafil foi
encontrado em doze amostras, no entanto todas eram declaradas como naturais, 0s
produtos haviam sido adquiridos principalmente em sites da internet e em algumas

lojas fisicas especializadas.

Os suplementos alimentares sao comercializados como benéficos a salde
prometendo melhorar o desempenho fisico e mental, no entanto a adulteracdo vem
apresentando sérias consequéncias para agueles que 0s consomem, COmo ha sua
rotulagem é oculta a substancia de adulteracao, interagbes medicamentosas podem
ocorrer com medicamentos prescritos por um médico e ndo serem devidamente
identificadas, pois ambos nédo estdo cientes da possivel adulteragédo (BIESTERBOS
et al., 2019).
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2.3.1 Riscos em decorréncia da adulteracdo de suplementos alimentares

De um ponto de vista farmacoldgico e toxicolégico suplementos alimentares
adulterados representam uma grande ameaca ao publico que 0s consome, visto que
a farmacodindmica e seus aspectos relacionados a seguranca sao desconhecidos na
forma de administracdo por parte dos consumidores, podendo vir a originar efeitos
adversos que podem poér a vida dos usuarios em perigo (ZUNTAR et al., 2018).
Também se torna de grande relevancia levar em conta a individualidade do
consumidor, visto que possuem idades variadas, modelos fisiologicos e necessidades
nutricionais diferentes, sem contar no padrdo de vida individual. Assim sendo a
veracidade de produtos livres de contaminantes podem garantir um alto nivel se

seguranca a diferentes grupos de consumidores (VERKERK et al., 2010).

Neste contexto é observado na literatura a existéncia de relatos referente aos
efeitos colaterais e toxicos relacionados ao uso de suplementos para perda de peso
(KARTH et al.,, 2010; NYKAMP et al., 2004; KARTH et al., 2010; CDC,2013;
NAVARRO et al.,, 2017). KARTH, em 2010 relatou a ocorréncia de disturbios
cardiacos, relacionado a suplemento a base de epigalocatecina, um componente
farmacologicamente ativo do extrato de cha verde, usado para perda de peso. A
paciente fez uso por duas semanas do suplemento até vir a apresentar 0s primeiros
sintomas, dor toracica e palpitacdes. Acredita-se que a epigalocatecina prolongue o
potencial de acdo arterial do coracéo o que explica o surgimento dos sintomas, além
disso estudos demonstram que a substancia ndo apresenta potencial emagrecedor

significativo, como é relatado em seu rétulo (KARTH et al., 2010).

O uso de um suplemento a base de multiplos componentes contendo também
Citrus aurantium (laranja amarga) na formulacéo, possivelmente ocasionou o infarto
do miocardio de uma paciente de 55 anos, sendo que a mesma nao apresentava
histéricos de doenca vascular ou hipertensédo anteriormente. A laranja amarga € rica
em sinefrina tendo potencial de suprimir o apetite da mesma forma que a efedrina,
seu efeito simpaticomimético pode causar vasoconstricdo, bem como aumentos na
frequéncia cardiaca e alteracdo na pressao arterial especialmente (NYKAMP et al.,
2004).
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Estima-se que nos EUA as lesBes hepaticas tenham aumentado em niveis
proporcionais ao aumento do consumo de suplementos alimentares, sendo
responsavel por 20% dos casos de hepatotoxicidade. Entre os principais responsaveis
pelo fato, incluem-se esteroides anabolizantes, extrato de cha verde e suplementos
nutricionais com varios ingredientes. E o caso do OxyELITE Pro®, suplemento para
perda de peso e agente de constru¢gdo muscular. Onde sete pessoas desenvolveram
hepatite aguda grave no Havai no ano de 2013, todos tendo em comum o relato de
fazer uso do mesmo suplemento alimentar. Foi identificado a presenca de aegeline,
um alcaloide encontrado no fruto da arvore Aegle marmelos, normalmente utilizado
para tratar problemas digestivos. Os pesquisadores nao obtiveram relatos afirmando
gue a argelina causasse problemas hepaticos, contudo ha a possibilidade de que a
adulteracao tenha ocorrido de forma sintética (CDC,2013; NAVARRO et al., 2017).

Os medicamentos geralmente mais associados a adulteracédo de suplementos
alimentares que visam a perda de peso incluem uma série de classes farmacolégicas.
Nesse contexto os anorexigenos como femproporex, sibutramina, sdo normalmente
utilizados para induzir a saciedade, causando uma rapida perda de apetite. Outras
classes como diuréticos, laxativos, estimulantes e antidepressivos sao descritos na
literatura como os mais utilizados na pratica de adulteracdo sintética (CARVALHO et
al., 2011).

A seguir serdo destacadas as principais caracteristicas a respeito das

substéancias e classes de adulterantes investigadas neste trabalho.

2.3.2 Estimulantes

Os suplementos conhecidos como termogénicos tem como principal
mecanismo 0 aumento da taxa metabdlica em repouso, que gera a perda de gordura.
E habitual ser observado que a maioria dos termogénicos contém a combinacgéo de
alguma substancia associada a cafeina, essa por si sO promove a ativagdo dos
receptores B 2 e B 3 adrenérgicos e AMP ciclico promovendo queima de gordura
(CAMPBELL et al., 2018).
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2.3.2.1 Cafeina

A cafeina € um alcaloide natural pertencente ao grupo das metilxantinas,
encontrada naturalmente no café, cha, cacau e guarana. E classificada como um
estimulante do sistema nervoso central proporcionando um aumento na concentracao
mental, estado de alerta e energia. Além disso € uma das principais substancias das
industrias de suplementos alimentares, por apresentar baixo custo, grande quantidade
de matéria prima e auxiliar de forma significativa na termogénese e melhora no
desempenho de exercicios de média e alta intensidade (RIBEIRO et al., 2019). A
quantidade considerada segura de cafeina é de 210 a 420 mg, ja em doses excessivas
que equivalem a 2000mg, podem afetar o sistema cardiovascular, causando
taquicardia, hipertensdo e arritmias (GURLEY et al.,, 2015). Na UE, as bebidas
contendo mais de 150 mg/mL de cafeina, devem ser rotuladas como “alto teor de
cafeina”. Nos EUA, a cafeina deve ser listada como ingrediente, mas nao ha exigéncia
de quantidade de cafeina no rétulo (DO et al., 2019)

Apesar da cafeina ndo ser uma substancia estritamente proibida e estar
presente em varios suplementos, nem sempre a dosagem referenciada no rétulo é a
mesma contida na embalagem. Além disso, muitas industrias utilizam fontes naturais
de cafeina, como o guarana, sem ciéncia exata da dose total contida no produto final
(GEYER et al., 2008). No entanto, para acelerar a perda de peso, muitas destas
formulacbes apresentam a adicdo indiscriminada e ilegal destes compostos em
produtos comerciais (SANTOS et al.,, 2016). Sua formula estrutura pode ser

encontrada na figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: autor

2.3.2.2 Sinefrina

A sinefrina é naturalmente encontrada no Citrus aurantium uma arvore da
familia Rutaceae conhecida popularmente por Laranja Amarga e empregada a mais
de 20 anos na composicdo de suplementos termogénicos. Possui capacidade de
ligacé@o a receptores PBs-adrenérgicos acarretando em aumento da lipdlise, resisténcia
esportiva e supressao do apetite (KUBO et al., 2005; ROSSATO et al., 2011). No
entanto, foi observado que essa amina age também em adrenoreceptores 1 € B2, 0
gue leva ao desenvolvimento de efeitos adversos graves se o seu consumo for de
forma indiscriminada (KAEFER et al., 2015). Como sédo apontados relatos de
alteracbes cardiacas, convulsbes, hipertensdo, tontura, insbnia entres outros

sintomas devido ao uso da p-sinefrina e Citrus aurantium (FUGH; MYERS., 2004).

Em 2019 um estudo realizado por Alves e Capela identificou a presenca de
sinefrina em 16 de 37 amostras de suplementos alimentares, onde varios deles
ultrapassavam a dose preconizada segura pelas autoridades de salde, que vem a ser
no 12 mg/dia ao contrario do fabricante que recomendava o equivalente a 200 mg/dia.
Foi relatado também a presenca da sinefrina na formulagdo concomitantes a outros
termogénicos, por exemplo a cafeina, o que pode originar efeitos adversos graves que
nao seriam observados se a sinefrina fosse administrada isoladamente. Sua formula

estrutural pode ser encontrada na figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica da sinefrina.
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2.3.2.3 loimbina

A ioimbina é alcaloide naturalmente encontrado nas arvores de Pausinystalia
yohimbe e Rauvolfia serpentina nativas da Africa. Atua como um antagonista de a2
receptores promovendo um aumento da atividade do sistema nervoso simpético e
consequentemente acarreta o0 aumento da lipdlise induzida por catecolaminas. Doses
em torno de 1 a 5 mg ja causam efeitos fisiologico em humanos, mas normalmente
em formulag6es encontram-se doses em torno de 5 a 30 mg. E usada tradicionalmente
como estimulante sexual e possui efeitos colaterais como aumento da presséo arterial,
irritabilidade, transpiracdo excessiva entre outros. Entretanto seu uso vem sendo
implantado em suplementos alimentares, como bebidas energéticas e formulacdes
que visam a perda de peso, onde nem sempre a ioimbina € listada como ingrediente
(CIMOLAL, 2017).

Em um estudo realizado por Sommer e colaboradores (2011) acompanhou 20
atletas do sexo masculino que consumiam diariamente 20 mg de ioimbina, foi
observado uma diminuicdo da gordura corporal sem perda de massa muscular. A

férmula estrutural pode ser observada a baixo na Figura 3.
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Figura 3 — Estrutura quimica da loimbina.

Fonte: autor

2.3.3 Diuréticos

Sao farmacos que promovem uma diurese forcada, cujo mecanismo basico é
inibir a reabsorc¢do tubular de sédio e agua ou seja, elevam a excre¢do de agua do
corpo, o que justifica o motivo pelo qual sdo adicionados ilegalmente em suplementos
alimentares. Seu uso clinico esta diretamente ligado ao tratamento de hipertensédo e
edemas. A classes de diuréticos representada neste trabalho, sera a hidroclotiazida,
um tiazidico, que como efeito colateral apresenta perda de apetite, visdo turva,
fraqueza e tontura respiratérios (WOO et al., 2013; MARTELLI; LONGO; SERIANI,
2008).

No meio esportivo os diuréticos sdo utilizados indevidamente com dois
propdsitos, para promover a eliminagdo de substancias anteriormente ingeridas por
meio de uma diurese focada ou para facilitar a perda de peso (DEVENTER et al.,
2009). Sendo eles substancias proibidas desde 1988 pela WADA, dentro e fora de
competicdes, a0 mesmo tempo considerados como a classe mais provavel de
adulteracdo consumida por atletas, para melhoria no desempenho em competicoes
(HELMLIN et al., 2016).
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2.3.3.1 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida € um diurético tiazidico um dos primeiros anti-hipertensivos
disponibilizados para uso da populacdo, atua basicamente sobre o tubulo distal,
blogueando o cotransportador de sédio e cloro na membrana luminas das células
tubulares, fazendo com que 5 a 10% do filtrado glomerular passe para a urina. A
diurese ocasionada proporciona acao vasodilatadora, diminuindo o volume sanguineo

assim levando a reducao da pressao arterial (RANG, 2016).

Segundo Muller e coautores é simples a obtencao de suplementos alimentares
em sites on-line que declaram ter efeito emagrecedor, redutor de apetite e queimado
de gordura, porem em sua formulacdo foram identificados diuréticos como
hidroclorotiazida e furosemida em concentragcdes acima das suas doses terapéuticas
(MULLER et al., 2018b). A férmula estrutural da hidroclorotiazida pode ser observada

a seguir na Figura 4.

Figura 4- Estrutura quimica da hidroclorotiazida.
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Fonte: autor

2.3.3.2 Furosemida

A furosemida é classificada como diurético de alca, agindo na membrana
luminal das células da alca de Henle, favorecendo a reducéo da reabsorcéo de sodio

e agua, tendo como resultado a diurese. Por possuir efeito vasodilatador devido a
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diminuicdo da retengdo de sddio, tem sido bastante empregada no tratamento de
cirrose hepética, doenga renal cronica, hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, entre
outros (DIAS et al., 2004). Suplementos alimentares com este tipo de substancia ndo
declarada podem ser consumidos durante muito tempo sem devido conhecimento e
causar alteracdes nos niveis de eletrolitos no sangue. Por aumentarem a excrecéo de
agua do corpo sdo uma alternativa efetiva para promover a perda de peso (WOO et
al., 2013). Representacéo da Furosemida apresentada na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura quimica da furosemida.
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2.3.3.3 Amilorida

Farmaco classificado como diurético poupador de potassio a amilorida tem
como principal local de agéo o néfron, atuando sobre os tdbulos coletores e ductos
coletores, interfere na reabsorcédo de sddio por blogueio dos canais de sédio luminais,
favorecendo a retencdo de potassio e eliminacdo de agua e eletrolitos (JACKSON,
2003; THAKRAL, 2008; MYUNG et al., 2008; GUIMARAES, 2016). Os diuréticos
tiazidicos e de alca séo largamente utilizados no tratamento da hipertensao arterial,
no entanto seu constante uso pode diminuir os niveis plasmaticos de potassio,
podendo ocasionar diminuicdo na captacdo da glicose, caimbras e fraqueza, como
alternativa a essa problematica a amilorida, sendo um retentor de potassio, é bastante

empregada. Sua formula estrutural pode ser encontrada na Figura 6
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Figura 6— Estrutura quimica da amilorida.

NH, O
N._ Cl
~
HoN™ N™ "NHy

Fonte: autor

3.2.4. Anorexigenos

Em 2017 foi autorizada a producdo, comercializacdo e consumo das
substancias ditas anorexigenas, utilizadas para tratamento da obesidade, sendo elas
sibutramina, anfepramona e femproporex conforme a Lei n° 13.454. No entanto seu
uso so é permitido mediante receituario médico tipo B2 nao ultrapassando consumo

superior a 30 dias.

Os anorexigenos sao conhecidos como supressores de apetite que promovem
a perda de peso através do aumento da sensacéao de saciedade e reducéo do apetite.
Seu mecanismo de acdo envolve 0s neurotransmissores no sistema nervoso central
(SNC), promovendo a liberacédo e nao receptacdo da dopamina e noradrenalina das
terminacdes nervosas as quais estao relacionadas ao estado emocional e saciedade
(NAPPO et al., 1993).

3.2.4.1 Femproporex

O femproporex é sintetizado a partir de modificacbes na estrutura quimica da
anfetamina (a-metil-B-fenetilamina), produzindo derivados [(-fenetilaminicos com
influéncia na neurotransmissao noradrenérgica e dopaminérgica (HALPERN;
MANCINI, 2003). A sintese visa aumentar o efeito anoréxico e reduzir o efeito
estimulante central. Assim acreditou-se que o femproporex estaria livre dos efeitos

estimulantes das anfetaminas. Por esse motivo, ele foi recomendado como
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medicamento anorexigeno para tratamento de pacientes obesos com doencas
cardiovasculares. No entanto reacbes como inquietude, nervosismo, irritabilidade,
insbnia, agressividade, psicose, transtorno obsessivo-compulsivo, ansiedade

generalizada e panico sdo comumente associadas ao seu uso (BELL, et al. 2001).

Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa) determinou o
cancelamento dos registros dos medicamentos anfepramona, femproporex e
mazindol e implantou regras mais rigidas de controle sobre a venda de sibutramina
no Brasil. Apresentacao da formula estrutura do femproporex pode ser observado na
Figura 7.

Figura 7- Estrutura quimica do femproporex
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Fonte autor.

3.2.4.2 Anfepramona

Anfepramona, também conhecida como dietilpropiona apresenta efeitos
mediados pela acdo nos neurdnios dopaminérgicos, promovendo, como outros
medicamentos do tipo anfetaminicos, aumento da liberagdo de dopamina nos
terminais pré-sinapticos. Pode apresentar alteracbes na pressao arterial e a
frequéncia cardiaca sendo, portanto, contraindicados para pacientes com doencas
cardiovasculares (CHEUNG, 2011). Desde a sua incorpora¢do no mercado mundial
em 1980 foi classificada como substancia de alto risco e seu controle sendo exigido a
nivel internacional. E possivel observar sintomas de irritabilidade, delirio e euforia
mesmo se o consumo for feito em doses terapéuticas (SARDELA et al., 2018). Sua

forma estrutural pode ser encontrada na Figura 8.
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Figura 8 - Estrutura quimica da anfepramona.
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3.2.4.3 Sibutramina

A estrutura da sibutramina é semelhante as anfetaminas, seu mecanismo de
acao é capaz de inibir a recaptacado de neurotransmissores, resultando em maiores
concentracbes de serotonina e noradrenalina nas fendas sinapticas, procriando a
diminuicdo do apetite e sensacdo de saciedade, sendo estes um dos principais
motivos para ser um dos metabdlitos mais encontrado como adulterante em
suplementos alimentares (DECONINCK et al., 2014). Mesmo com a proibicdo da
comercializagdo da sibutramina pela Agencia Europeia de Medicamentos (EMA)
devido ao aumento de casos como ataque cardiaco, Sdo recorrentes 0S casos
encontrando formula¢cdes com a substancia como mostra a literatura (BIESTERBOS
et al.,, 2019, JUNG et al.,2006, VIDAL et al.,2006, ARIBURNU et al.,2012). Sua
apresentacao pode ser observada a baixo na Figura 9.
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Figura 9 - Estrutura quimica da sibutramina
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3.2.4.4 Topiramato

Devido seus variados mecanismos de a¢des como bloqueio de canais de sodio
dependentes, inibicdo de receptores de glutamato, aumento da abertura de canais de
cloreto mediados por GABA, inibicdo da anidrase carbdnica e aumentando a
condutancia do potassio, o topiramato que habitualmente era utilizado no tratamento
da epilepsia, e no tratamento da enxaqueca desempenha agora um papel no
tratamento da obesidade, devido seus efeitos adversos serem a perda de peso e
anorexia (MANZINI et al.,2019).

O mecanismo pelo qual o topiramato induz a perda de peso parece nao envolver
mecanismos noradrenérgico e serotonérgicos e sim alteracdo da eficiéncia de
utilizacdo de energia, aumentando a termogénese (KIM et al.,2020). Sua férmula

estrutural pode ser observada na Figura 10.
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Figura 10- Estrutura quimica do topiramato.

Fonte: autor

2.4 METODOLOGIAS ANALITICAS EMPREGADAS NA AVALIACAO DE
SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Com o crescente consumo de suplementos alimentares pela populacdo e a
motivagdo econOmica envolvida, a sua adulteragdo deixou de ser algo que vem a
ocorre esporadicamente, tornando assim complexa a deteccdo e identificacdo de
formulacdes fraudulentas (HONG et al., 2017). A identificacdo exata da composicéo
quimica dos suplementos alimentares, visto que sdo misturas de uma variedade
complexa de componentes, vem a ser 0 primeiro passo para determinagédo de quais
substancias podem vir a ser responsaveis por causar um possivel dano a saude do
consumidor (NAVARRO et al., 2017).

Sendo assim, métodos analiticos aplicaveis que proporcionem uma analise
rapida e confidvel de drogas sintéticas faz-se necessarios, a fim de manter a qualidade
e seguranca dos produtos. Na literatura o método mais frequentemente aplicado
costuma ser a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) por possuir uma alta
capacidade de separacdo. A deteccdo por espectrometria de massa acoplada (LC-
MS) também é vantajosa por possibilitar a confirmacdo estrutural do adulterante.
Tempo curto de analise e baixo consumo de reagentes, estdo entre as vantagens da
eletroforese capilar (CE) (CARVALHO; et al., 2011).
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O Quadro 3 resume 0s principais métodos descritos na literatura nos ultimos

anos para analise de suplementos alimentares, especificando o adulterante e a

técnica analitica empregada. Em seguida, sdo descritas as principais caracteristicas

das metodologias utilizadas neste trabalho.

Quadro 3 — Meétodos analiticos descritos na literatura para a

adulterantes em suplementos alimentares recentemente.

determinacdo de

de peso

SUBSTANCIAS METODO DE IDENTIFICACAO REFERENCIA
Diuréticos e HPLC-PAD MULLER et al.,
estimulantes. 2018a
Diuréticos, CZE-UV-C4D MULLER et al.,
antidepressivos, 2018b
laxantes e
anorexigenos
Estimulantes, HPLC-PAD MURATT et al.,
anorexigenos, 2018
ansioliticos,
antidepressivos,
diuréticos e laxantes
Cafeina HPLC-DAD RIBEIRO et al.,
2019
Cafeina HPLC-DAD e UHPLC-MS/MS VIANA et al.,
2018
Cafeina e LC-MS/MS PASCALI et al.,
sibutramina 2018
Hipoglicemiantes LC-MS/MS KIM et al., 2019
Sibutramina, HPLC AHMED et al.,
fenolftaleina, 2019
sildenafil
29 drogas para perda LC-MS/MS KIM et al., 2014
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28 compostos LC-MS/MS CHOl et al., 2015
narcoticos
17 diuréticos HPLC-UV E LC-MS/MS WOO et al., 2013
Estimulantes e LC-MS STRANO-ROSSI|
anorexigenos et al., 2015
Anfetaminas e CE-MS/MS DOS SANTOS et
derivados al., 2016

CE- Eletroforese Capilar

DAD- Deteccéo por arranjo de diodos

HPLC- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
LC- Cromatografia Liquida

MS- Massas

MS-MS Massas tandem

UV- Ultravioleta

Fonte:autor

2.4.1 Eletroforese Capilar

Ha anos a eletroforese capilar (CE) vem ganhando notoriedade como método
de separacdo de compostos, sendo uma evolugcdo instrumental das tradicionais
técnicas de eletroforese em gel. Desde a sua introducéo, a CE vem demonstrando um
grande potencial tanto na andlise de biopolimeros onde ja vinha sendo empregada
habitualmente, como em areas onde a eletroforética nunca havia sido testa
anteriormente (TAGLIARO et al., 1998).

A CE tem sido muito empregada na determinacdo de uma variedade de
amostras complexas pelo fato de apresentar algumas vantagens sobre os demais
meétodos de separacdo analiticos. Suas caracteristicas mais relevantes sdo a alta
eficiéncia de separacéo, baixo consumo de reagentes e amostras, tempo de analise
reduzido, simplicidade do equipamento utilizado e alto grau de automagéo (MOREIRA
et al, 2014).
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A técnica se baseia na migracdo de compostos neutros, ibnicos ou ionizaveis,
mediante aplicacdo de um campo elétrico de alta voltagem (10-30kV), conduzida
através de tubos capilares preenchidos internamente com um eletrélito condutor
(TAVARES ,1997). A deteccdo e a separacdo ocorrem internamente no capilar de
pequeno didametro (20 a 100cm de comprimento e 25 a 100pym de didmetro interno)
normalmente constituidos de silica fundida, sua superficie interna pode ser néo
revestida, deixando as paredes diretamente em contato com tampdes e solutos, ou
revestida por polimeros, protegendo a silica de intera¢cdes com o soluto (TAGLIARO
et al., 1998).

A injecdo das amostras ocorre por técnica eletrocinética ou por via
hidrodindmica. A execucao da técnica com a utilizacdo de capilares de silica fundida
gera o chamado fluxo eletroosmoético (EOF), que consiste na interacdo da solucao
utilizada com eletrélito e a superficie interna do capilar. A silica fundida possui a
presenca de grupamentos silandis (-SiOH) internamente, que em contato com 0 meio
aguoso alguns desses grupos serao ionizados e com isso a superficie do capilar torna-
se carregada negativamente, com a aplicacdo do campo elétrico forcas elétricas
promovem a movimentagcdo dos ions para o eletrodo de carga oposta (SPUDEIT et
al., 2012).

O sistema de deteccao esta localizado no final do capilar para quantificacdo ou
identificacdo dos compostos podendo ser condutométrica sem contato
capacitivamente acoplada (C*D) e a universalmente adotada absorcdo de UV (UV)
(BOONE et al., 1999).

Dentro da CE existem inumeros modos de operacdo, com diferentes
mecanismos de separacdo, todos podendo ser executados usando o0 mesmo
equipamento o que a torna ainda mais versatil e flexivel. Os que possuem maior
aplicabilidade sao respectivamente: eletroforese capilar de zona (CZE), cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) e eletroforese capilar em gel (CGE) (BOONE et al.,
1999).

Em razdo da sua facilidade de implementacdo a CZE é na préatica um dos
meétodos mais utilizados, consiste em preencher o capilar com o eletrolito geralmente
com caracteristicas tamponantes e 0s analitos idnicos serdo separados sob aplicacao
de um campo elétrico com base na sua mobilidade eletroforética (TAGLIARO et al.,
1998). A MEKC é usualmente implementada na separacdo de compostos neutros,

com base na particdo diferencial dos solutos entre o interior hidrofobico da micela e a
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fase movel (FENG et al., 2017). J4 a CGE separa compostos com base em suas
dimensdes, normalmente possuem carater idnico e a alta massa molecular, migram
através do gel, estrutura porosa em que um componente fluido € imobilizado numa
rede polimérica, sendo esta seletiva a passagem de diferentes tamanhos estruturais,

condicao necesséria para a separacao ocorrer (TAVARES,1997).

2.4.2 Cromatografia Eletrocinética Micelar

A MEKC foi introduzida em 1984 por Tarebe e colaboraborades, como uma
versao modificada de eletroforese capilar, capaz de separar tanto compostos neutros
guanto carregados, técnica que consiste na adicdo de agentes tensoativos ibnicos em
condicdes apropriadas para a formacédo de micelas, ao eletrélito de corrida. Sendo
assim obtém-se um sistema cromatografico de duas fases, onde o eletrdlito
representa a fase primaria transportada sob acdo do campo elétrico, enquanto que as
micelas sdo a fase secundéria ou “pseudoestacionaria” as quais interagem com o0s
solutos conforme os mecanismos de particionamento, sendo assim responsavel pela
seletividade de separacgéo.

Habitualmente o surfactante que mais tém se utilizado vem sendo o dodecil
sulfato de sodio (SDS), formador de micelas anibnicas que sdo atraidas
eletrostaticamente para o anodo, mas devido a velocidade predominante do EOF elas
migram mais lentamente que a maior parte do liquido, em direcdo ao catodo, ou seja,
direcdo do detector. Dependendo do equilibrio individual de particdo dos diferentes
analitos, entre o nucleo hidrofébico das micelas e o tampéo aquoso, sera observado
um efeito retardador nos analitos neutros, originando assim a separagéo no interior do

capilar (TAGLIARO et al., 1998). Como é possivel observar na figura 11.
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Figura 11 - Representacdo esquematica da separacdo por MEKC usando micelas
anibnicas
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Fonte: adaptado de (NURSTEN, 2000).

Por se uma técnica com extensa variedade de aplicacdo a MEKC oferece
vantagens em relac@o a outros métodos de separacdo, como sua instrumentacao ser
basica idéntica a empregada em CZE, no entanto mais versatil, por poder explorar
diferentes mobilidades eletroforéticas para separar solutos ibnicos e ao mesmo tempo
diferentes distribuicbes entre a fase micelar e eletrélito, para separacdo de solutos
neutros (TAVARES, 1997).

A MEKC ja demostrou ser bastante eficiente na identificacdo de farmacos como
mostra Nussbaumer e colaboradores, em que foi possivel a determinacdo de
guimioterapias a base de platina sendo elas, cis - platina, carboplatina e oxaliplatina,
fazendo uso de eletrdlito contendo SDS 80mM, sendo assim o método considerado
de grande importancia para o controle de qualidade de formulacbes farmacéuticas
(NUSSBAUMER et al.,2011). Segundo Cheng em 2001 através da aplicacdo de
MEKC foi possivel a determinacéo de 16 drogas encontradas como adulterantes em
formulacdes ditas naturais da medicina tradicional chinesa, sendo essas pertencentes
as classes farmacolégicas: anti-inflamatorias, analgésicas, antipirética e ansiolitica.

Como podemos observar na literatura, sédo escassos 0s estudos envolvendo a técnica
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em MEKC relacionadas a adulteracdo por substancias sintéticas envolvendo

suplementos alimentares.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO E REAGENTES

O meétodo utilizado para determinacdo de adulterantes em suplementos
alimentares foi desenvolvido em um equipamento de eletroforese capilar construido
em laboratério no ano de 2009 por CARVALHO et al., conforme figura 12, acoplado a
um detector por condutividade sem contato (CE-C*D) com gerador de funcdes BK
Precision, modelo 4013 DDS e detector UV-Vis (OceanOptics Spectrometer
USB2000+) com lampada de Deutério e Tungsténio (DT-MINI-2) e Software
Spectrasuite (Ocean Optics).

Ainda foram utilizados balanca analitica Srtorius® (Alemanha) com quatro casa
de precisdo, pHmetro digital Metrohnm® 827 pHlab (Suica) com eletrodo de vidro
combinado, banho ultrassénico Unique® (S&o Paulo, Brasil) para desaerar o eletrdlito,
padrbes e amostras e bomba de vacuo Prismatec® 131/132 (Brasil). Capilar de silica
fundida 75um de didmetro interno UV transparente (TSU) e capilar revestido de alcool
polivinilico (PVA) 100um de diametro interno e 60cm de comprimento
Agilent Technologic®. Na figura abaixo é possivel observar o equipamento utilizado
nas medidas eletroforéticas.


https://www.google.com/search?bih=625&biw=1366&rlz=1C1JPGB_enBR805BR805&hl=pt-BR&sxsrf=ALeKk01mekjSpFJIWnuKOmm62Lo0g78NLw:1609788288378&q=agilent+technologic&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjE_d3YgIPuAhVxILkGHTY-BO8QkeECKAB6BAgDEDU
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Figura 12- Foto do equipamento de eletroforese capilar construido em laboratorio.

Fonte: autor

Para o desenvolvimento do método, foram utilizados reagentes e solventes de
alto grau de pureza, como metanol e acetonitrila grau HPLC Tedia®, fosfato de sédio
Merck®, dodecil sulfato de sédio Merck®. A agua ultrapura foi obtida através de
sistema Milli-Q Synergy UV (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Como padrdes analiticos de referéncia foram utilizadas matérias-primas de
grau farmacéutico, obtidos em distribuidoras de insumos farmacéuticos e farmacias
de manipulacéo, acompanhados de certificados de analises de controle de qualidade.

Os farmacos em estudo (Tabela 2) séo respectivamente estimulantes (cafeina,
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sinefrina, ioimbina), diurético (hidroclorotiazida) e anorexigeno (femproporex). As
concentracbes das solugbes-padrdao dos analitos estudados foram de 1 g L™,
posteriormente mantidas refrigeradas e a partir das solucbes estoque foram

preparadas as solucdes de trabalho, por meio de diluigio em metanol.

Tabela 2 - Farmacos em estudo neste trabalho e suas respectivas caracteristicas.

Estimulantes pka Formula molecular
Cafeina 14,0 CsH10N4O2
Sinefrina 9,76 CoH13NO2
loimbina 14,64 C21H26N203
Diurético
Hidroclorotiazida 9,09 C7HsCIN304S2
Furosemida 4,25 C12H11CIN20s5S
Amilorida 8,7 CsHsCIN-O

Anorexigeno

Femproporex 7,88 Ci12H1sN2
Slbutramina 9,77 C17H26CIN
Anfepramona 7,44 C13H19NO

Antidepressivo

Topiramato 8,7 C12H21NOsS
Fonte: drugbank,2021.

3.2 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

3.2.1 Amostras de Suplementos Alimentares

A amostragem dos suplementos alimentares foi realizada pelo grupo de
pesquisa do laboratorio, onde foram adquiridos em torno de 130 produtos, atraves de
sites brasileiros e lojas fisicas. As amostras analisadas neste trabalho, foram

selecionadas buscando o apelo para perda de peso, aumento da disposi¢ao e energia
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e aumento de massa magra, somando um total de 20 amostras a serem avaliadas, as

formas farmacéuticas encontradas foram: 6 como p6 e 14 capsulas contendo po.

Segundo a rotulagem dos suplementos os principais componentes de suas

formulacbes sdo cafeina, guarana, cha verde, citrus aurantium, vitaminas, minerais,

maltodextrina, proteina do soro do leite, erva mate, psillium e quitosana. O quadro 4

apresenta as 20 amostras que foram separadas de acordo com objetivo deste estudo,

bem como seu codigo de identificacdo e sua composicao.

Quadro 4 - Amostras de suplementos alimentares selecionados para esta pesquisa.

Numero | Composicao declarada Forma farmacéutica Posologia
1 Guarana (Paullina cupana L., P6 5 guma vez
sementes), erva mate ( llex ao dia
paraguariensis St. Hill., folhas
e talos), banana-prata (Musa
paradisiaca L., frutos), cha
verde (Camellia sinensis L.,
folhas), cha branco (Camellia
sinensis L., folhas), cha preto
(Camellia sinensis L., folhas),
liméo (Citrus limmonia
Osbeck, casca do fruto e
flores),
2 Citrus aurantium, cha verde Céapsula em gelatina 4 capsulas ao
colina, cromo, magnésio, vit. dura contendo p6 dia
B3 e B6, vit. C e &cido félico
3 Cha verde, laranja amarga, Saché em po 1 saché antes
guarana, vitaminas e minerais das refeicGes
4 Colina, cromo, magnésio e Céapsula em gelatina 2 capsulas ao
citrus aurantium dura contendo po dia
5 Guarana em p6 com alta Céapsula em gelatina 4 capsulas ao
concentracdo de cafeina, dura contendo p6 dia
citrus, café verde, picolinato
de cromo, suplemento
vitaminico e mineral
6 Cafeina 420 mg Capsula em gelatina 1 capsula ao
dura contendo p6 dia
7 Fibra de laranja amarga Capsula em gelatina 2 capsulas
dura contendo p6 duas vezes ao
dia




50

8 Cafeina anidra Capsula em gelatina 2 capsulas ao
dura contendo pé dia
9 Cafeina 220 mg Capsula em gelatina 1 capsula ao
dura contendo pé dia
10 Suplemento 100% cafeina Capsula em gelatina 1 capsula ao
para atletas dura contendo pé dia
11 Maltodextrina, Vitamina C, B3, PO 2 doses de 69
B5, B2, B1, H, B12, CITRATO ao dia
DE COLINA, ACIDO FOLICO,
CROMO, cafeina, taurina, cha
verde, citrus aurantium,
gengibre e pimenta vermelha
12 Laranja amarga, guarana, cha PO 5g ao dia
verde, erva mate, canela do
ceildo, gengibre, abacaxi,
framboesa, maltodextrina
13 Cafeina anidra, fibra de Céapsula em gelatina 2 capsulas
laranja, psillium, quitosana, dura contendo po incolores duas
vitaminas e minerais vezes ao dia +
1 capsula
vermelha 1lvez
ao dia
14 Cafeina, n-acetyl-L- Cé4psula em gelatina 1 capsula duas
tirosina,niacina, vit B6 e B12, dura contendo p6 vezes ao dia
camellia sinensis
15 Aminoéacidos de cadeia PO 13,37g ao dia
ramificada
16 L-valina, L-leucina, L- Céapsula em gelatina 4 capsulas 1
isoleucina, vit. B6, arginina dura contendo po vez ao dia
17 Dextrose, maltodextrina, PO 159 uma vez
creatina, guarand, calcio por dia
arginina quelato, célcio
ornitina quelato, taurina,
VITAMINAS B1,
B2,B3,B6,B12,C.
18 Proteina do soro do leite, Tabletes 11 tabletes
figado bovino, maltodextrina, uma vez ao
carbonato de célcio, 6leo de dia

linhaga, citrato de colina, 6leo
de palma, 6xido de magnésio,
acido fdlico, vit. C, vit. B3, vit.
E, 6xido de zinco, sulfato de
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manganés, biotina, picolinato

de cromo
19 Guarana, mate, mix de Cé4psula em gelatina 4 cépsulas
vitaminas e minerais (calcio, dura contendo po uma vez ao
colina, cromo, niacina, &cido dia
pantoténico, vitamina B2 e
vitamina B1)
20 Cafeina Cépsula em gelatina 2 capsulas 1
dura contendo p6 vez ao dia

Fonte: autor.

3.2.2 Preparo das amostras

As amostras encontravam-se nas formas de capsula de gelatina dura, p6 a

granel e saché. Sendo estes todos solidos, foram preparados pools do mesmo lote

(n=10). Para determinar a massa do conteudo das capsulas e sachés, os invélucros

foram pesados cheios (n=10), retirado o seu contetdo, reunido em um pool, e entdo

novamente pesados vazios. Os suplementos encontrados em p6 a granel, foram

amostrados retirando dez aliquotas de diferentes partes, até formar um pool

correspondente a 5g de amostra. As solucdes a serem analisadas foram preparadas

a partir de 0,5 g de peso médio e dissolvidas em baldo volumétrico de 25mL com

metanol, sonicado por 30 minutos, filtradas previamente em algod&o, para posterior

fitracdo em membrana regenerada de 0,45um, antes de ser diluido e injetado no

sistema (Figura 13).




52

Figura 13- Esquema de preparo das amostras de suplementos alimentares em
laboratorio.
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Fonte: autor

3.2.3 Método de separacdo por Eletroforese Capilar com Deteccdo por
Condutividade sem contato e UV (CE-C*D/UV)

Todas as determinacfes eletroforéticas foram realizadas no equipamento de
eletroforese capilar construido em laboratério (Figura 14). Os suplementos
alimentares foram analisados pelo método de MEKC apenas por detec¢do UV, visto
que pelo detector por condutividade ndo foi possivel obter identificacdes. A fonte de
alta tensédo foi configurada para deteccao indireta dos farmacos na forma catibnica,
com injecdo anddica e deteccgdo catddica. O capilar utilizado no método foi de silica
fundida transparente (TSU) com 68cm de comprimento, (46 cm até o primeiro

detector) 75um de didametro interno e 360um de didametro externo.

O capilar quando novo foi condicionado lavando-se com NaOH 1 mol L por 40
minutos, seguido de agua ultrapura por 15 minutos e por fim eletrélito de trabalho por

30 minutos, utilizando vacuo a uma presséo constante de -600 mmHg. No inicio de
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cada dia o capilar foi condicionado com NaOH 0,1 mol L durante 15 minutos e agua
ultrapura também por 15 minutos e por fim 30 minutos com eletrélito de trabalho. Entre
as injecdes de padrdes e amostras o capilar foi lavado por 5 minutos com eletrolito de
trabalho. Ao fim do dia o capilar era lavado com eletrélito por 15 minutos e agua

ultrapura por 15 minutos, afim de prolongar sua vida util.

As amostras foram injetadas através da injecao hidrodinamica, que consiste na
elevacdo de uma das extremidades do capilar, até uma altura de 20 cm por 50
segundos, originando assim a entrada de determinado volume no interior do capilar.
A temperatura de 25°C foi mantida no interior do sistema CE. Na fonte de alta tens&o
foi mantido o potencial de separacdo de 15 kV, a frequéncia de 400 kHz de acordo
com Moreira e colaboradores (2013). O melhor comprimento de onda foi de 210nm
para a deteccao UV, escolhido mediante observacédo dos espectros de cada farmaco

separadamente.

O eletrolito de trabalho apds otimizacéo foi fixado em tampé&o fosfato 50 mmol
L1, SDS 50 mmol L e 20% de acetonitrila (v/v) com pH 9,6. Sendo este preparado

diariamente com posterior filtracdo em membrana 0,45um.
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Figura 14 - Esquema do equipamento de CE construido em laboratorio.
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Fonte: autor

3.2.4 Paramentos de validagéo

A validacao analitica garante que o método forneca dados confiaveis, que
atendam as exigéncias das aplicacfes analiticas, por meio de estudos experimentais
gue asseguram a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003). A validacdo do
método foi realizada de acordo com o Guia de Validacdo de Métodos Analiticos
(AOAC, 2013), que trata sobre os parametros para validagdo em laboratorio
direcionados a suplementos alimentares. Conforme revisdo feita em 2020 pelo
INMETRO, as definicbes para os principais parametros de validacdo sdo descritos

abaixo.

3.2.4.1 Seletividade

Capacidade do método em identificar e quantificar o analito de interesse na

presenca de interferentes presentes na matriz da amostra. Na literatura sdo descritos
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experimentos para avaliagdo da seletividade, envolvendo ensaios com padrdes ou
materiais de referéncia e amostras com e sem analitos. Quando nao for possivel obter
a seguranca da seletividade, os restantes dos parametros de validacdo estardo

seriamente comprometidos.

A seletividade foi realizada através da injecdo de possiveis farmacos
adulterantes que poderiam estar presentes nas amostras de suplementos alimentares.

Os farmacos testados estéo listados no Quadro 4.

3.2.4.2 Linearidade

A capacidade do método de obter resposta analitica diretamente proporcional
a concentracdo do analito de interesse. A linearidade € obtida por padronizacéo
interna ou externa, e formulada como expressdo matematica usada para o calculo da
concentragdo do analito a ser determinado na amostra real. A curva analitica foi obtida
através da medida de cinco diferentes niveis de concentracdo, com um total de trés
replicadas para cada nivel. O resultado foi analisado através da regressao linear
(método dos minimos quadrados) e pelo coeficiente de coeficiente de determinacgéo

linear (r?).

3.2.4.3 Limite de detecc¢do (LD )e quantificacédo (LQ)

O LD representa a menor concentracao da substancia em analise que pode ser
detectada pelo método proposto, mas ndo necessariamente quantificada. Sua
estimativa teve como base a relacdo de trés vezes o ruido da linha base. Pode ser
expresso como: LD=3xS/a

onde S, é o desvio padrdo absoluto do branco, e “a” € o coeficiente angular

(inclinacdo da curva analitica).

O LQ representa a menos concentracao da substancia em exame que pode ser
medida pelo método em questédo. Sua estimativa foi estabelecida com base na relacéo

de dez vezes o ruido da linha base. Através da equacdo: LQ =10xS/a
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onde S é o desvio padrao absoluto do branco, e “a” é o coeficiente angular

(inclinacéo da curva analitica).

O LQ e LD foram calculados com suas respectivas formulas referente de 10

leituras do branco.

3.2.4.4 Precisao

A precisdo pode ser avaliada através de diferentes formas podendo ser
relacionado a repetitividade com mesmo procedimento de medidas, instrumento,
mesmas condi¢des e mesmo local, relacionada com a disperséo entre os resultados
alcancados, para uma mesma amostra em condi¢cdes definidas. Sendo o resultado
expresso como desvio padrdo e coeficiente de variacdo. O coeficiente de variacao
(CV, expresso em %) também conhecido como desvio padrdo relativo (DPR), é

calculado através da formula:

C.V.=DPR x 100

CMD
onde, DP é o desvio padrdo, CMD é a concentracdo media determinada e DPR € o

desvio padréo relativo.

3.2.4.5 Exatidao

Sempre que possivel, materiais de referéncia certificados (SRMs) devem ser
utilizados para a validacdo do método. Na falta de SRM, é realizada a fortificacdo da
amostra com concentracdes conhecidas do analito, de preferéncia antes do processo

de extracao, para realizacdo da determinagao.

Na auséncia de amostras certificadas de suplementos alimentares optou-se
pela fortificacdo de concentragdo conhecida a uma amostra. Mediu-se trés replicatas
de cada composto separadamente na amostra, ap0s o calculo por extrapolacdo da

curva analitica a média foi usada para calcular a recuperacdo do composto sendo
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recuperacdo (%) = Valor calculado x 100 / Valor obtido, onde variacdes de até 15%

foram aceitas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, métodos eletroforéticos foram desenvolvidos para a deteccao
e quantificacdo de possiveis adulterantes em suplementos alimentares. Os métodos
foram baseados em dois mecanismos de separacdo distintos: eletroforese de zona
(CZE) e cromatografia eletrocinética micelar (MEKC). Além dos mecanismos de
separacdo, dois tipos de capilares foram estudados como coluna capilar de
separacdo: capilar de silica fundida e capilar revestido com alcool polivinilico (PVA).
O método otimizado foi aplicado no estudo de farmacos como possiveis adulterantes
em amostras comercializadas no Brasil, adquiridas em websites e lojas fisicas. Os
adulterantes estudados foram escolhidos de acordo com a maior frequéncia de relatos
na literatura. Inicialmente, um total de 10 farmacos foi escolhido para estudo,
pertencentes a quatro classes farmacoldgicas: estimulantes (cafeina, sinefrina e
ioimbina), anorexigenos (anfepramona, femproporex e sibutramina), antidepressivos
(topiramato) e diuréticos (furosemida, hidroclorotiazida e amilorida). Esses farmacos
foram estudados e selecionados para otimizacdo final do método de acordo com a
seletividade atingida para cada um nos métodos eletroforéticos testados.

4.1 DETERMINACAO DE ADULTERANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES
POR ELETROFORESE CAPILAR

4.1.1 Separacdao de farmacos por CZE e MEKC em capilar de silica normal

O método desenvolvido para a separacao e deteccéo das diferentes classes de
adulterantes, foi validado e otimizado utilizando o detector UV visto que o detector C*D

nao apresentou sinal das substéancias durante as corridas. Portanto, primeiramente foi
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realizada uma varredura dos espectros dos analitos, com o objetivo de escolher um
comprimento de onda adequado para a deteccdo UV. A partir dos resultados foi
selecionado o comprimento de onda de 210 nm. Inicialmente, o nUmero de farmacos
estudados numa mistura hipotética eram 10, sendo eles: sinefrina, cafeina, ioimbina,
anfepramona, fenproporex, sibutramina, topiramato, furosemida, hidroclorotiazida e
amilorida. Como estratégia de investigacao da seletividade do método, uma mistura
de todos os padrées na mesma concentracdo (150 mg L) foi utilizada. O primeiro
teste foi feito empregando-se como eletrélito de trabalho o tampéao fosfato 20 mM (pH
9,2) aditivado de metanol na concentracdo 30 % (v/v) como a técnica de separacao
CZE. A escolha deste eletrélito de trabalho deve-se a um trabalho prévio desenvolvido
e publicado pelo grupo de pesquisa (MULLER et al., 2018). A separacio foi realizada
com a polaridade de detec¢do negativa (catddica), ou seja, com a corrida eletroforética

no sentido positivo — negativo.

No entanto conforme a Figura 15 nota-se que ndo foi obtido um
eletroferograma satisfatério nas condicées ja otimizadas anteriormente (MULLER et
al., 2018), sendo que os picos iniciais nao ficaram bem resolvidos apresentando co-
eluices. A fim de melhorar a separacdo dos picos, por se tratar de uma mistura mais
complexa, a concentracdo de metanol como aditivo foi aumentada para 60% (v/v) no
eletrélito e a concentracao de fosfato para 50 mM. Aqui, pode-se observar uma leve
melhora na separagcdo dos picos iniciais, mas também o desaparecimento de
provaveis picos da mistura, como mostra a Figura 16 a provavel sequéncia e

coeluicoes.
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Figura 15 - Eletroferograma dos analitos primeiramente selecionados por CZE: (1)cafeina,
(2)sinefrina + (3)amilorida, (4) topiramato + (5) furosemida, (6) ioimbina + (7) hidroclorotiazida,
(8) femproporex + (9) anfepramona, (10) sibutramina, (150mg L*?). Condicdes: eletrélito de
trabalho tampé&o fosfato 20 mmol L (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v), potencial de
separacao de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 um x 68 cm; detecgao ultravioleta
com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injec&o hidrodindmica por gravidade
de 20cm durante 50s.
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Figura 16 - Eletroferograma dos analitos primeiramente selecionados por CZE: (1)cafeina +
(2)sinefrina, (3)ioimbina + (4)topiramato +(5)furosemida, (6)amilorida + (7)femproporex +
(8)anfepramona, (9)hidroclorotiazida, (10)sibutramina Condi¢des: eletrélito de trabalho
tampéo fosfato 20 mmol L (pH 9,2) contendo metanol 60% (v/v), potencial de separacédo de
-15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 uym x 68 cm; deteccdo ultravioleta com
comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, inje¢do hidrodindmica por gravidade de
20cm durante 50s.
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Como a separacdo dos 10 farmacos de interesse inicialmente injetados no
sistema ndo foi satisfatoria, um segundo mecanismo de separacao foi testado. Para
isso, 0 tensoativo dodecil sulfato de sodio (SDS) foi adicionado ao eletrélito para a
formacdo de micelas carregadas negativamente, o que leva a um mecanismo de
separacdo cromatografico somado ao mecanismo eletroforético ja existente. Esse
mecanismo leva a formacédo de duas fases (eletrélito + micelas), sendo que a solucao
migra mediante acdo do campo elétrico e a micela negativa migra no mesmo sentido
sob arraste do fluxo eletroosmotico (EOF).

A Figura 17 mostra a separacao obtida apés a adicdo de SDS ao eletrdlito,
onde € possivel presumir a provavel sequéncia dos picos e coelui¢cdes, é também
possivel observar que o mecanismo cromatografico devido a interacdo de cada
farmaco com o interior apolar da micela leva a uma separacdo mais eficiente da

mistura.

Figura 17 — Eletroferograma da provavel sequéncia dos 10 analitos analisados por MEKC: (1)
cafeina + (2) amilorida, (3) sinefrina, (4) topiramato, (5) furosemida + (6) ioimbina, (7)
hidroclorotiazida, (8) fenproporex, (9) sibutramina, (10) anfepramona. Condi¢des: eletrolito de
trabalho tampéao fosfato 50 mmol L (pH 9,2) contendo metanol 30% (v/v) e SDS 50 mM,
potencial de separagéo de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 pm x 68 cm; deteccdo
ultravioleta com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecdo hidrodindmica
por gravidade de 20cm durante 50s, deteccao catddica.
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Mesmo com a maior seletividade na separagdo por MEKC com SDS 50 mM
como aditivo micelar, o eletroferograma mostra ainda uma co-eluicdo na separacéo e
a obtencdo de 8 picos para um total de 10 farmacos. Mesmo a técnica micelar
apresentando uma significativa melhora na separagédo dos compostos comparada a
CZE, néo foi possivel realizar a identificacéo real da posicédo de cada composto. Isso
deve-se ao fato de numa mistura extremamente complexa contendo 10 farmacos de
diferentes classes farmacolodgicas, possiveis interacbes farmacologicas possam
ocorrer no interior do capilar, ocasionando assim uma instabilidade a cada corrida
iniciada como o deslocamento de picos. Sendo assim, o0 uso de separagles
eletroforéticas empregando capilar de silica, onde nenhuma interacao dos farmacos
acontece com a coluna de separacédo, permite a observacéo de possiveis interacdes
farmaco-farmaco em misturas de adulterantes. Entretanto, essas interagfes devem
ser exploradas de maneira sistematica e mais aprofundada, o que nédo caracteriza o
objetivo principal deste trabalho.

Com o objetivo de melhorar a separacédo dos farmacos e minimizar possiveis
interferéncias das amostras de suplementos na condi¢do da parede interna do capilar,

um capilar modificado quimicamente foi testado na separagcdo da mesma mistura.

4.1.2 Separacédo de farmacos por CZE e MEKC em capilar de silica modificado

O capilar de silica a base de alcool polivinilico (PVA) como revestimento interno
foi estudado inicialmente no método por CZE utilizando o tampéao fosfato 50 mM e
acetonitrila como aditivo orgénico, devido a sua maior compatibilidade com a
modificacdo interna do capilar (PVA). De acordo com a literatura (XU et al., 2010), a
modificacdo interna do capilar leva a formacdo de um capilar mais resistente
guimicamente, evitando aos processos de adsor¢cdo dos compostos em sua parede
interna, sendo estavel em uma ampla faixa de pH (2-10). Além de reduzir
drasticamente a intensidade do fluxo eletroosmoético (EOF), as separacdes obtidas
neste tipo de capilar levaram a uma maior reprodutibilidade dos tempos de migragao

dos farmacos. A Figura 18 representa o capilar internamente revestido com PVA.
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Figura 18 - Representacdo esquematica da estrutura quimica interna do capilar de
silica modificado a base de alcool polivinilico (PVA).
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Fonte: Adaptado de (XU et al., 2010)

A separacéo dos compostos neste capilar pode ser vista no eletroferograma da
Figura 19. Baseado no critério da seletividade, optou-se por retirar da mistura de
interesse no estudo o farmaco topiramato, visto que sua identificacdo na mistura nao
foi possivel devido a co-eluicao e provavel interagdo com os demais farmacos. Essa
interac&o foi observada pelo deslocamento significativo dos tempos de migracao dos

outros farmacos na mistura.
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Figura 19 - Eletroferograma dos 9 analitos por CZE: sinefrina, cafeina, ioimbina,
anfepramona, fenproporex, sibutramina, furosemida, hidroclorotiazida e amilorida
(150 mg L™). Condicdes: eletrélito de trabalho tampéo fosfato 50 mmol L (pH 9,2)
contendo acetonitrila 30% (v/v), potencial de separacdo de -15Kv, capilar revestido
com PVA 100um x 60 cm; deteccédo ultravioleta com comprimento de onda de 210nm,
temperatura 25°C, injecdo hidrodinamica por gravidade de 20cm durante 50s,
deteccao catodica.
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Fonte: autor.

Apesar da obtencédo de picos mais estreitos na separacdo, menor tempo de
analise e consequentemente uma eficiéncia maior, o eletroferograma apresentou 5
picos de um total de 9 compostos na deteccéo catddica (polo negativo) por absorcao
no UV. Desta forma, foi adicionado ao eletrdélito o tensoativo SDS, para a modificacéo
do mecanismo de separacdo eletroforético. Como pode-se observar nos
eletroferogramas abaixo, a adicdo de SDS leva a separacdo de alguns sinais e
confirma o fato da separacdo baseada exclusivamente na eletroforese dos farmacos
na forma de ions (cations ou anions) por CZE ndo ser suficiente em termos de

seletividade para essa mistura estudada.



64

Os eletroferogramas da Figura 20 mostram inje¢bes sucessivas da mesma
mistura no capilar modificado, o que demonstra uma baixa reprodutibilidade dos
tempos de migracdo em termos de intensidade e forma dos picos neste capilar. Além
disso, o capilar se mostrou pouco resistente ao eletrolito contendo SDS, sendo que foi
observado o entupimento do capilar apds sucessivas corridas eletroforéticas. Esse
entupimento frequente do capilar deve estar relacionado a solubilizacdo da parede
polimérica do capilar na presenca do tensoativo SDS, levando a uma espécie de
sangria da coluna cromatografica, o que explica a baixa reprodutibilidade na

identificag&o dos farmacos.

Figura 20 - Eletroferogramas das sucessivas inje¢cdes dos 9 analitos por MEKC: sinefrina,
cafeina, ioimbina, anfepramona, fenproporex, sibutramina, furosemida, hidroclorotiazida e
amilorida (150 mg L™). Condicdes: eletrdlito de trabalho tampé&o fosfato 50 mmol L (pH 9,2)
contendo acetonitrila 30% (v/v) e SDS 50mM, potencial de separagdo de -15Kv, capilar
revestido com PVA 100um x 60 cm; deteccdo ultravioleta com comprimento de onda de
210nm, temperatura 25°C, inje¢do hidrodindmica por gravidade de 20cm durante 50s,
deteccao catodica.
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4.2.3 Validacdo do método eletroforético escolhido

Apbs o estudo sistematico dos parametros composi¢cdo do tampdo, aditivo
organico (solvente), aditivo surfactante (SDS) e tipo de capilar, concluiu-se que a
técnica de separacao por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) em capilar de
silica normal (silica fundida) foi mais eficiente e mais promissora para a investigacao

dos adulterantes escolhidos inicialmente como mistura hipotética.
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A partir deste estudo, verificou-se também que na separacdo por MEKC
ocorreram algumas co-elui¢des elucidadas pela adi¢éo individual de cada farmaco na
mistura. Além disso, o farmaco sibutramina foi retirado da mistura de interesse no
meétodo final devido a baixa absortividade molar e pico eletroforético ndo detectavel
no eletroferograma, sendo que foram testados diferentes comprimentos de onda onde
haveria a possibilidade da sua absor¢éo de luz mesmo que pouco sensivel, sugerindo-
se uma dificuldade de migracédo eletroforética. Além deste farmaco, os diuréticos
furosemida e amilorida mostraram uma provavel interacdo quimica na mistura por
provocarem o deslocamento de picos eletroforéticos quando comparados as suas
injecdes individuais, 0 mesmo tendo acontecido para o farmaco anfepramona.

Portanto, a mistura complexa testada inicialmente contendo como grupos
funcionais aminas e sitios nitrogenados protonaveis na estrutura molecular néo foi
possivel de ser estudada enquanto mistura hipotética (mesmo que irreal em termos
de adulteracbes em suplementos comerciais). Portanto, o estudo simultaneo dos
farmacos pertence as classes dos anorexigenos, estimulantes, diuréticos e
antidepressivos leva a provaveis interacbes farmacolégicas no tampdo e o
deslocamento de sinais da mistura quando comparado as migracdes individuais dos
mesmos no capilar de silica. Mas, esse tipo de estudo requer uma pesquisa bem mais
aprofundada e sistematica, sendo que neste trabalho as provaveis interacfes na
mistura levaram a baixa reprodutibilidade nas separacdes dos 10 farmacos iniciais e
conduziu a escolha do método otimizado em termos de seletividade como principal
critério de validacao final.

Porém, a hidroclorotiazida apresentou uma boa reprodutibilidade na mistura e,
portanto, foi mantida na composicéo da mistura. Além disso, € frequente sua apari¢ao
como adulterante em estudos descritos na literatura, ocorréncia que supostamente
estaria ligada ao fato de ser a terapia de primeira escolha no tratamento da
hipertenséo, além da facil aquisicdo. Soma-se a isso o fato de seus efeitos colaterais
serem dependentes de altas doses e sua meia vida de 6-12 horas ser considerada
baixa em relagdo aos demais diuréticos tiazidicos (BENENSON, 2020). O
femproporex também néo apresentou co-eluicdo com os demais compostos, sendo
um farmaco anorexigeno também ja relatado na literatura e encontrado ilegalmente
em formulagBes de suplementos alimentares devido a sua atividade farmacoldgica de
induzir a perda de apetite. Sendo assim, o estudo optou por restringir a identificagao

aos farmacos com maior reprodutibilidade na separacédo final por MEKC, além da
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seletividade obtida na separacédo e auséncia de intera¢do farmaco-farmaco na mistura
complexa, visto que a ocorréncia de todos os farmacos como adulterantes e um
mesmo suplemento vem a ser improvavel. Por fim, os 5 farmacos separados com boa

eficiéncia e reprodutibilidade na MEKC sdo mostrados na Figura 21.

Figura 21 - Eletroferograma da separacao dos 5 analitos por MEKC: cafeina, sinefrina,
hidroclorotiazida, ioimbina e femproporex. Condicdes: eletrélito de trabalho tampéao
fosfato 50 mmol L (pH 9,6) contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM, potencial
de separacao de -15 kV, capilar de silica fundida 75 pm x 360 ym x 68 cm; detecgao
simultanea por ultravioleta (210 nm) e condutividade (C*D), temperatura 25°C, injecéo
hidrodindmica por gravidade de 20 cm durante 50 s, deteccédo catodica.

0,40 SDS

0,35 + 2

UA

0,30 +

0,25 H

0,20

Tempo (min)

0,5—-
04-
0,3—-
0,2—-
0.1-
0,0—-

-0,1

-0,2

] EOF
_0'3 -

-014 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)




68

No eletroferograma da figura 21 é possivel observar ainda um sinal intenso
apos o tempo de 40 min de corrida, sendo este atribuido a absorcéo UV do tensoativo
da fase micelar (SDS) quando deixa o capilar de silica. Aléem disso, o segundo
eletroferograma mostra a deteccado observada no primeiro detector do instrumento
(C*D). Neste caso, apenas uma linha base e um intenso sinal devido ao fluxo
eletroosmotico sdo observados, provocado pelas moléculas neutras na mistura de
solventes no eletrolito (Metanol/Agua) apds a injecdo dos padrées (dissolvidos
previamente em metanol). Como pode se observar, as moléculas neutras injetadas no
sistema levam a um decréscimo do sinal basal devido a forte diminuicdo da
condutividade do eletrdlito neste ponto, fato observado unicamente no primeiro
detector. Ja no segundo detector (UV), este sinal ndo é observado devido a fraca
absorcao de luz dos solventes neutros. Por fim, a auséncia de sinais para os farmacos
no eletroferograma com detecgdo por condutividade (C*D) deve-se a baixa
condutividade elétrica dos farmacos decorrente do seu baixo grau de ionizacao, o que
€ esperado para acidos fracos e bases fracas. Além disso, a separacao por MEKC de
compostos na presenca de um tensoativo (SDS) e de compostos majoritariamente
neutros leva geralmente a auséncia de sinais de condutividade na detecgéo por C*D,
fato este ja observado e descrito na literatura (FRACASSI DA SILVA, 2001).

A validacédo por deteccdo UV foi realizada conforme os parametros da AOAC
para suplementos alimentares (AOAC, 2013). A faixa linear de trabalho foi obtida
através da injecdo em triplicata de cinco concentracbes correspondentes a cada
composto separadamente. Apos identificagdo e céalculo das areas, a média dos
valores de cada concentracao foi utilizada para a obtencéo da regressao linear, onde
os coeficientes de determinacao linear foram todos acima de 0,99 como descrito na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Parametros de linearidade do método desenvolvido

Composto Faixa Linear R? Equacao dareta
(mg L%

Cafeina 9,48-320,00 0,999 y=0,0005x+0,0045

Sinefrina 10,06-320,00 0,990 y=0,0003x+0,0012

Femproporex 28,10-320,00 0,990 y=0,0002x+0,0004

loimbina 11,43-320,00 0,993 y=0,0011x -0,0073

Hidroclorotiazida 9,57-320,00 0,992 y=0,0007x -0,0043

Fonte: autor

A sensibilidade do método foi avaliada mediante determinacao dos limites de
deteccdo e quantificacdo para cada analito, obtidos através da razao sinal ruido da
linha base de dez replicatas, calculados de acordo com as equacfes da reta ja
descritas. A precisao foi realizada através da injecao de trés niveis de concentracao,
cada concentracdo variou conforme a substancia (baixo, médio e alto) da curva
analitica em triplicata no mesmo dia (intra-dia) e seis replicatas do ponto médio da
concentracdo em dias diferentes foi considerada (intre-dia). O resultado foi expresso
através do coeficiente de variacao percentual (CV%), onde valores de até 20% podem
ser aceitos considerando a complexidade da amostra segundo Langas (2004).

A exatiddo foi avaliada através do método de recuperacdo de padrdo, onde
uma amostra que ndo apresentava sinal no eletroferograma foi escolhida. A amostra
contaminada com cada farmaco foi submetida ao processo de extracao, sendo a
recuperacao calculada através da curva analitica obtida apds trés determinacgfes para
cada composto analisado. Os valores de exatiddo obtidos estdo na faixa de 80 a
120%, estando dentro do esperado considerando a complexidade das matrizes
analiticas estudadas. Os dados de validag&o obtidos por MEKC com deteccao UV séo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros de validagéo referente ao as figuras de mérito LD, LQ, preciséo
e exatidao para os compostos analisados por MEKC com deteccédo UV em amostras
de suplementos alimentares.

Composto LOD LOQ Precisdo Precisdo Exatidao
(mg L?) (mg L?) CV (%) Intra  CV (%) Inter
dia dia

Cafeina 3,12 9,48 3,37 -11,52 3,04 103,82

Sinefrina 3,32 10,06 1,05-13,4 3,27 83,80
Fempropor 9,27 28,10 8,4-179 7,28 120,00

ex

loimbina 3,77 11,43 4,2-8,3 4,97 112,98

Hidrocloroti 3,15 9,57 2,44 — 13,45 2,87 111,36
azida

Fonte: autor

4.2.4 Aplicacdo da metodologia em amostras de suplementos alimentares

Apbés a otimizacdo e validagdo do método analitico de separagcdo por
eletroforese capilar através da técnica MEKC, partiu-se para a aplicacdo das amostras
de suplementos alimentares. Um total de 20 amostras foi estudado conforme
descricdo da Tabela 5. Primeiramente, realizou-se um screening apos 0 processo de
extracdo, a fim de identificar algum analito de interesse e identificado no método
otimizado e validado. As amostras que apresentaram sinais eletroforéticos em tempos
semelhantes aos padrdes analisados foram selecionadas e através do método de
adicao de padréo foi feita a confirmacdo da presenca ou algum possivel adulterante
na formulacdo. E importante destacar que na andlise de todas as amostras foram
necessarias diluicbes com agua, visto que a dissolucdo da amostra puramente em
metanol 100% (v/v) ndo fornecia corrente elétrica para o funcionamento da

eletroforese capilar.
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Tabela 5 — Resultado da anélise das formulacdes de suplementos alimentares pela
técnica de separacdo MEKC, com os farmacos encontrados e suas quantidades
segundo a ingestao diaria recomendada pelo fabricante e as quantidades encontradas
por capsula.

Amostra Farmaco Dose Farmaco Concentracdo Concentracao
declarado diaria encontrado encontrada encontrada
(mg/dose) (mg/cépsula) (mg/dose)

1 ND 5¢ Cafeina 0,71 12,74
loimbina 1,94 19,45
2 ND 4 - -
capsulas
3 ND 49 Cafeina 11,89 88,42
Sinefrina 2,58 19,23
4 ND 2 Hidroclorotiazida 2,54 18,03
capsulas
Sinefrina 61,82 195,60
5 Cafeina 4 Cafeina 50,93 272,88
280 mg  capsulas
Sinefrina 2,50 3,35
6 Cafeina 1 capsula Cafeina 306,45 380,65
420 mg
7 ND 4 - -
capsulas
8 Cafeina 2 Cafeina 84,18 301,9
420 mg  capsulas
9 Cafeina 1 capsula Cafeina 24,22 69,73
220 mg
10 Cafeina 1 cépsula Cafeina 92,88 290,00
420 mg
11 ND 69 Cafeina 6,86 82,39
12 ND 59 Cafeina 23,94 239,48
13 ND 5 Cafeina 76,64 258,32

capsulas

Hidroclorotiazida 1,63 6,00
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14 Cafeina 2 Cafeina 68,82 111,70
160 mg  cépsulas
Hidroclorotiazida 36,45 59,15
15 ND 13,37g - -
16 ND 4 Hidroclorotiazida 2,54 13,43
capsulas
17 Cafeina 15¢g Cafeina 17,88 536,58
440 mg
18 ND 11 Hidroclorotiazida 1,37 52,46
capsulas
19 Cafeina 4 Cafeina 46,54 236,81
225 mg  cépsulas
20 Cafeina 2 Cafeina 123,70 397,02

420 mg  capsulas

ND: N&o Declarado pelo fabricante

Fonte: autor

Das amostras analisadas (n=20) neste trabalho, cerca de 20% (n=4) foram
adulteradas com o diurético hidroclorotiazida como mostra a confirmacédo mediante o
eletroferograma da Figura 22. A figura mostra os sinais da amostra pura (n° 14) e, ao
lado, a adicdo 100 mg L* do padréo hidroclorotiazida na mesma matriz, sendo que no
rétulo apenas a presenca da cafeina foi declarada. A hidroclorotiazida é o farmaco de
primeira escolha para o tratamento da hipertensao, de facil aquisicdo e promove o
aumento da excrecao de agua no corpo, acabando por ser adicionada ilegalmente nos
suplementos alimentares para auxiliar a promover uma rapida perda de peso, mesmo
nao sendo considerada substancial. Usualmente os comprimidos de hidroclorotiazida
encontram-se em dosagens de 25 ou 50 mg e a dosagem considerada segura nao
pode exceder 200 mg por dia. Sendo assim, as concentra¢cdes encontradas nas
formulagbes de suplementos ndo ultrapassam a dose maxima recomendada. No
entanto, os efeitos colaterais dos diuréticos podem incluir fraqueza, tontura, insénia,
perda de apetite, disturbios sexuais (BENENSON,2020), além de possiveis interacbes
farmacoldgicas com outras substancias e componentes organicos majoritarios na

formulag&o serem imprevisiveis.
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Figura 22 - Eletroferograma da amostra 14 apos extracdo em metanol, seguida da
adicdo dos padrdes de cafeina e hidroclorotiazida. Condic¢des: eletrélito de trabalho
tampéao fosfato 50 mmol L (pH 9,6) contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM,
potencial de separagcao de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 ym x 68 cm;
deteccao ultravioleta com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecao
hidrodindmica por gravidade de 20cm durante 50s, deteccao catodica
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Em duas das amostras estudadas foi detectada a presenca de sinefrina em
pequenas quantidades, sendo estas declaradas como Citrus ou fibra de laranja
amarga e consideradas naturais. Além disso, esta pode ser adicionada sinteticamente
em grandes concentracdes. Na figura 23 pode-se observar também a presenca da
hidroclorotiazida como adulterante identificado sem previa declaracdo. Neste caso, a
poténcia dos farmacos pode ser alterada resultando em efeitos colaterais
desconhecidos (COHEN, 2014). Na amostra 4 (Figura 23), os niveis de sinefrina foram
encontrados em uma concentracao acima do limite recomendado para consumo diario
(180 mg). Embora permitida a presenca da sinefrina em suplementos alimentares, seu
uso tem sido associado a casos de alteragdes cardiacas, convulsdes, hipertenséo,
tontura e insbnia (FUGH; MYERS., 2004).
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Figura 23 - Eletroferograma da amostra 4 apds extracdo em metanol, seguida da
adicdo dos padrdes de sinefrina e hidroclorotiazida. Condi¢@es: eletrdlito de trabalho
tampéao fosfato 50 mmol L (pH 9,6) contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM,
potencial de separagcao de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 ym x 68 cm;
deteccao ultravioleta com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecao
hidrodinamica por gravidade de 20cm durante 50s, deteccao catddica
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O método se mostrou bastante eficiente na identificacdo do estimulante cafeina
mesmo se tratando de formulagbes de composicéo tao variavel e heterogéneas como
sdo os suplementos alimentares, como pode ser visto na Figura 24. Assim, foi
possivel identificar o composto em cerca de 25% (n=5) das amostras, mesmo estas
ndo apresentando sua declaracdo na embalagem, mas apenas matérias primas
naturais como cha verde, guarana, erva mate e cha branco. Mesmo sendo esperada
a presenca de cafeina nestes produtos, suas quantidades ndo sdo declaradas,
impossibilitando assim uma conclusdo auténtica da presenca ou nao destes

compostos naturais na formulagao.
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Figura 24 - Eletroferograma da amostra 10 a base de cafeina ap0s extracdo em
metanol. Condicdes: eletrélito de trabalho tampdo fosfato 50 mmol L (pH 9,6)
contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM, potencial de separacdo de -15Kv,
capilar de silica fundida 75um x 360 uym x 68 cm; detecc¢do ultravioleta com
comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecdo hidrodinamica por
gravidade de 20cm durante 50s, deteccéo catddica
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Neste estudo apenas uma amostra de cafeina (amostra 17) apresentou
concentracdo acima da declarada no rétulo e ao mesmo tempo acima da considerada
segura, onde sua concentragao deve estar entre 210 e 420mg por por¢&o. No Brasil,
€ permitida a comercializacdo da cafeina, apesar de ndo existir especificacdo na
resolucédo referente a dose maxima recomendada (BRASIL, 2010). Vale ressaltar que
em algumas amostras, além da quantidade declarada de cafeina, as formulacdes
contém fontes naturais da substancia aumentado assim a sua concentracéo final. O
consumo de altas doses de cafeina antes do exercicio fisico leva a um aumento da
frequéncia cardiaca e presséo arterial, fatores estes que podem estar associados ao
desenvolvimento de futuras arritmias (ZULLI et al., 2016). A associacdo de dois
estimulantes potentes como cafeina e sinefrina (naturais ou sintéticas) podem levar a
efeitos adversos graves como problemas cardiovasculares, tremores e aumento da
neurotoxicidade, em comparagcdo as duas substancias consumidas separadamente

(ARBO et al., 2011). Esta ocorréncia pode ser evidenciada na amostra 5 (Figura 25).
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Figura 25 - Eletroferograma da amostra 5 apds extracdo em metanol, seguida da
adicdo dos padrdes de cafeina e sinefrina. Condi¢des: eletrélito de trabalho tampéo
fosfato 50 mmol L (pH 9,6) contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM, potencial
de separacgéo de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 um x 68 cm; detecgao
ultravioleta com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecao
hidrodinamica por gravidade de 20cm durante 50s, deteccao catddica
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Por fim, 7 amostras apresentaram niveis de cafeina abaixo dos declarados e
em uma amostra foi considerada a possivel adulteracao pelo farmaco ioimbina (Figura
26). Este composto € normalmente empregado para aumento da satisfacdo sexual e
disfuncao erétil, tendo sido utilizado também em formula¢des que visam o0 aumento
da energia e proporcionam facilidade na perda de peso. Os efeitos colaterais relatados
estdo envolvidos na elevacdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca, ansiedade,

dor de cabeca e aumento do fluxo urinario (SUN et al.,2012).
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Figura 26 - Eletroferograma da amostra 1 apds extracdo em metanol, seguida da
adicdo dos padrdes de cafeina e loimbina. Condigdes: eletrélito de trabalho tampéo
fosfato 50 mmol L (pH 9,6) contendo acetonitrila 20% (v/v) e SDS 50 mM, potencial
de separacgéo de -15Kv, capilar de silica fundida 75um x 360 um x 68 cm; detecgao
ultravioleta com comprimento de onda de 210nm, temperatura 25°C, injecao
hidrodindmica por gravidade de 20cm durante 50s, deteccédo catodica.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo de 20 amostras de suplementos
alimentares comercializados no Brasil através do método validado por cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) para 5 substéncias pertencentes as classes
farmacologicas mais empregadas na adulteragdo: estimulantes, diuréticos e
anorexigenos. Além da validacdo do método foi possivel estudar o comportamento
eletroforético dos compostos em diferentes técnicas da eletroforese capilar (CZE e

MEKC), também em diferentes capilares.

O método eletroforético demonstrou boa seletividade para os compostos
pesquisados, fato importante tendo em vista o carater das amostras de alta
complexidade. Como perspectivas futuras, seria importante avaliar a fundo as
interagbes farmacoldgicas e quimicas que impossibilitaram a confirmag¢do das 10
substancias no mesmo método, visto que todas podem aparecer em provaveis

adulteracdes de suplementos alimentares.

Com relacdo as amostras estudadas, foi evidenciado a ndo-conformidade em
relacdo a legislacao vigente, seja pela presenca de ingredientes ndo autorizados como
também os apelos sobre vantagens de consumo e sem comprovacao cientifica. Cerca
de 20% das amostras apresentaram como adulterante ndo declarado na formulacéo
a hidroclorotiazida e em 50% das amostras foi possivel a identificacdo de
componentes permitidos ou ndo nas formulacdes, mas todos sem quaisquer prévias

informac@es declaradas em seus rétulos o que € considerado ilegal.

Para o enquadramento legal das amostras sdo necessarias mudancas
especificas, mesmo as novas diretrizes ja estando em vigor. Os resultados
demonstram claramente a necessidade de cada vez mais a intensificacdo nas
limitacOes, registros e regras para o controle dos suplementos alimentares. Por fim,
novos casos de adulteracdo séo relatados a cada ano em todo o mundo, sendo
importante um trabalho de conscientizagcédo da populacdo sobre as alegagdes quanto
a sua total seguranca e promoc¢ao de resultado rapido prometido. Esse fato pode ser
agravado tendo em vista as possiveis interacdes farmacologicas que podem ocorrer
nos suplementos, principalmente devido ao desconhecimento das substancias

presentes no produto consumido.
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