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RESUMO

ADULTERACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES
COMERCIALIZADOS PARA A PERDA DE PESO

AUTORA: Sandra Maria Ribeiro
ORIENTADORA: Carine Viana Silva

Suplementos alimentares, conhecidos como “queimadores de gordura” sdo usados
intencionalmente para promover a perda de peso, estimular a lipélise ou inibir a lipogénese.
O grande investimento da midia, aliada a busca por um corpo perfeito, tem levado a um
consumo massivo destes produtos. O livre acesso em farmacias, lojas e até mesmo pela
internet os torna alvo de facil importacdo, comercializacdo e consumo. Em consequéncia ao
grande crescimento deste mercado, novos produtos sdo lancados, muitas vezes sem a
devida comprovacao da eficacia e seguranga o que pode levar a ocorréncia de fraudes ou
adulteracbes. Diante disso, verifica-se a necessidade de métodos analiticos rapidos,
sensiveis e seletivas andlises destes produtos. Assim, este trabalho propbs o
desenvolvimento de dois métodos analiticos em HPLC DAD e andlise de suplementos
alimentares comercializados no mercado virtual brasileiro e lojas fisicas. O primeiro método
propds a determinacdo de cafeina em matrizes oleosas em amostras de suplementos
alimentares. A analise cromatogréfica da cafeina foi conduzida em uma coluna de fase
reversa C18, fase movel: acido acético 0,1% e acetonitrila, fluxo: 0,8 mL.min? e deteccéo
UV a 220 nm. A agua produziu a melhor eficiéncia de extracdo da cafeina nas amostras em
comparacgdo com outros solventes. O tempo de retencdo da cafeina foi de 4,5 minutos. O
segundo método propds o desenvolvimento de um método analitico para a determinagéo de
11 adulterantes (estimulantes, anorexigenos, antidepressivos, antiepiléptico, diuréticos e
laxantes). A andlise cromatografica dos 11 compostos foi conduzida a temperatura de
35°C+1°C usando uma coluna de fase reversa C18, fase moével: acetato de amoénio 100
mmol.L? (pH 5,2), acetonitrila e tetrahidrofurano, fluxo: 1,0 mL.min! e deteccdo UV a 224,
250 e 270 nm. O tempo de 13 minutos foi efetivo para a separagéo de todos os adulterantes.
Anfepramona, cafeina, lamotrigina, bupropiona, fenolftaleina, fluoxetina, sertralina,
furosemida, bisacodil, hidroclorotiazida e sibutramina foram determinados simultaneamente
em todas as amostras (n=30). Uma amostra estava adulterada pelo diurético furosemida.
Ambos os métodos foram rapidos, sensiveis e seletivos na faixa linear proposta. O método
da cafeina pode ser aplicado a andlise de encapsulados oleosos de liberagdo controlada em
suplementos alimentares e o método simultineo pode ser aplicado a triagem de
suplementos alimentares comercializados para a perda de peso.

Palavras-chave: suplementos alimentares. adulterantes. cromatografia liquida. HPLC DAD






ABSTRACT

ADULTERACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES
COMERCIALIZADOS PARA A PERDA DE PESO

AUTHOR: Sandra Maria Ribeiro
ADVISOR: Carine Viana Silva

Fat burners are dietary supplements used intentionally to promote weight loss, stimulating
lipolysis or inhibiting lipogenesis. The great investment of the media, coupled with the search
for a perfect body, has led to a massive consumption of these products. Open access to
pharmacies, shops and even the e-commerces makes them easier to import, market and
consume. Because of the huge growth of this market, new products are launched, often
without due proof of efficacy and safety, which may lead to fraud or adulteration. Given this,
there is a need for rapid analytical methods, sensitive and selective analysis of these
products. Considering this, this work proposed the development of two analytical methods in
HPLC DAD. The first method proposed the determination of caffeine in oily matrices in food
supplements. High performance liquid chromatographic separation was achieved using a
C18 reversed phase, a binary mixture of a 0.1% phosphoric and acetonitrile with a flow rate
of 0.8 mL.mint. UV detection was 220 nm. Water produced the best extraction efficiency in
comparison with other solvents. Retention time observed for caffeine was 4.5 min. The
second proposed the development of an analytical method for the determination of 11
adulterants (stimulants, anorectic, antidepressants, antiepileptic, diuretics and laxatives). The
chromatographic analysis were conduced at temperature de 35°C+1°C using a reversed-
phase C18 column, mobile phase gradient was a composed of ammonium acetate 100
mmol.L? (pH 5.2), acetonitrile and tetrahydrofuran, flux rate: 1.0 mL.min! and UV detection
was 224, 250 e 270 nm. A 13 minutes chromatographic run was able to separate all
adulterants. anfepramone, caffeine, lamotrigine, bupropion, phenolphtalein, fluoxetine,
sertraline, furosemide, bisacodyl, hydroclorotiazide and sibutramine were simultaneously
analysed in all samples (n=30). One sample was adulterated with the diuretic furosemide.
Both methods were quick, sensible, selective and reproducible in the proposed linear range.
The caffeine method to be analytical tool applicable to the oily capsules analysis in time
release dietary supplements and the development simultaneous method to be analytical tool
applicable to the screening of adulteration of supplements used as fat burners.

Keywords: dietary supplements. adulteration. liquid chromatography. HPLC DAD






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Suplementos de cafeina na forma farmacéutica de capsula oleosa......... 44
Figura 2 - Esquema do preparo das amostras de suplementos alimentares em
CAPSUIAS OlEOSAS....ceiieiiiiiiiiie ettt e e e e e 48
Figura 3 - Esquema do preparo das amostras de suplementos alimentares em
capsulas em po, a granel @ comprimidosS...........cooiiiiiiiereeiiiiiieeee e 49
Figura 4 - Curva de calibracdo, equacao da reta e coeficiente de correlacéo linear da
CAFBINA. ... oo 63

Figura 5 - Cromatograma obtido pelo método proposto HPLC DAD mostrando a
amostra “F” sem e com a adigdo do padr&o de cafeina de 5 ug.mL™......66
Figura 6 - Cromatograma dos interferentes p-octopamina (1); p-sinefrina (3); tiramina
(4); hordenina (5) sibutramina (6) e do padrédo de cafeina (2) obtido pelo
método proposto HPLC DAD. Condi¢cbes cromatograficas: fase mével
(0,1% HzPOa/acetonitrila), fluxo: 0,8 mL.min, deteccdo em 220nm....... 67
Figura 7 - Curva de titulacdo da amostra C relacionando o volume de &cido

perclorico adicionado com o potencial medido............cccccvvvviiiiiiiiieeeeennn. 71
Figura 8 - Grafico da primeira derivada da amostra C relacionando ao volume médio
de &cido perclérico adicioNado............uueveeiiiiiieeiiieeeeeee e 71

Figura 9 - Cromatograma dos compostos pesquisados como adulterantes.
Condicbes cromatogréficas: coluna C18, fase moével agua:acetonitrila
(95:5; VIV), fluxo: 1,0 mL.min .. 77

Figura 10 - Cromatograma dos compostos pesquisados como adulterantes.
Condicdes cromatograficas: Coluna C18, fase movel: agua:acetonitrila
(5:95, VIV), fluxo: 1,0 mL.min=. ... 77

Figura 11 - Separacdo cromatografica dos compostos pesquisados mostrando a

influéncia da presenca do acetato de aménio e do THF na fase

MOVEL. ...t e ettt e et e s e e e e e e e e eeeeeeeeeeennennnnnes 79
Figura 12 - Separacao cromatografica dos compostos pesquisados mostrando a
influéncia das temperaturas: 15°C, 35°C e 45°C....covvvvrvrrvverennnnnnannnnn. 81

Figura 13 - Cromatograma final dos 11 compostos separados e pesquisados como
adulterantes na concentracdo de 50 pg/mL. Parametros cromatograficos:
solucdo aquosa de acetato de aménio 100 mM (pH 5,2): acetonitrila:
tetrahidrofurano, coluna C18 (4,6 x 150mm,3,5 um); vazéo: 1,0 mL.min?;
volume de injeCa0: 10 HL.......ccooiiiiiiiee e 83

Figura 14 - Cromatograma mostrando a sobreposicédo dos espectros da amostra 7 e
do padrdo de furosemida na concentracdo de 20 mg.L-1. Parametros
cromatograficos: solucdo aquosa de acetato de amdénio 100 mmol.L-1
(pH 5,2): acetonitrila: tetrahidrofurano, coluna C18 (4,6 x 150mm,3,5
um); vazao: 1,0 mL.mint; volume de inje¢do: 10 Pl....ccovvvrviereeriiveennnnn, 89






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Legislacéo vigente para os suplementos alimentares brasileiros............. 22
Tabela 2 - Ingredientes mais comuns nos suplementos alimentares para a perda de
peso, seus mecanismos de acdo, evidéncias de eficicia e evidéncias de

ST<T0 [ = Ug Lo U PP 29
Tabela 3 - Algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo.......... 39
Tabela 4 - Descricdo dos Suplementos alimentares contendo cafeina em capsulas

(0] [T 1 T= RSP UUPPUPPRRRPN 44
Tabela 5 - Descricdo dos suplementos alimentares contendo cafeina em capsulas

sélidas, p6 a granel e comprimidos e cafeina presente em plantas......... 46

Tabela 6 - Descricdo dos Suplementos alimentares que ndo contém cafeina
declarada na composicdo, capsulas solidas, p6 a granel e

(o0 .01 0 11410 [0 1S3 SRPURRPRSPN a7
Tabela 7 - Esquema de preparo dos pontos das curvas analiticas..............ccccuvuu.... 58
Tabela 8 - Resultados da analise de regressdo dos dados para a quantificacéo de

cafeina pelo Método HPLC DAD.........cccuiiiiiiiiiiieie e 63
Tabela 9 - Apresentacéo dos resultados de precisao inter-dia de uma das

210 010 1S] (= T PP PPTTPPPTTRPIN 64
Tabela 10 - Apresentacéo dos resultados de precisao intra-dia de uma das

210 0101S] £ TP PRPPTRUPPPPTTPPPIN 65

Tabela 11 - Apresentacéo dos resultados da exatiddo do método em termos de
percentagem de recuperacdo do padrdo de cafeina (1 uyg.mL?) antes e
apo0s o0 processo de extracao das amosStras.......cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeviiinninnnns 65

Tabela 12 - Apresentacdo dos resultados da exatiddo do método em termos de
percentagem de recuperacdo do padrdo de cafeina antes do processo
de extracdo da amostra F em trés niveis de concentracao 1,0; 5,0 e 15,0

Tabela 13 - Apresentacéo dos resultados de precisao intra-dia e inter-dia
encontrados nas amostras encapsuladas oleosas pelo método
volumetria em mMeio NAO AQUOSO........cceeeeeeieeeiieeeeeeeic e 68

Tabela 14 - Apresentacao dos resultados encontrados no ensaio de exatidao nas
amostras A e C obtidos pelo método volumetria em meio néo
2 0 |1 1o J PSRRI 69

Tabela 15 - Valores obtidos na titulacdo da amostra C, mostrando o volume (mL) de
acido perclérico adicionado, a diferenca de potencial medido pelo
eletrodo E (mV), a diferenga de potencial A (mV) e a derivada primeira

Tabela 16 - Formas de dosagens analisadas: Composicfes declaradas pelos
fabricantes; formas de dosagens e liberacdo; conteddo de cafeina
rotulada e a quantificacdo pelos métodos de HPLC-DAD e pelo método

=TT (o | (o IRV 0] 18] g 1= 1 [ o 73
Tabela 17 - Gradiente de composi¢éo da fase mével do método HPLC DAD para
determinacao simultanea de adulterantes.............cccccceeeiiiiiiiieeeeceeeeeee, 82

Tabela 18 - Figuras de mérito do método desenvolvido HPLC-DAD para a
determinacdo  simultdnea de  adulterantes em  suplementos
AIIMENTAIES. ... et 85



Tabela 19 - Suplementos alimentares contendo cafeina analisados pelo método
HPLC DAD desenvolvido para a determinagdo simultanea de
AAUITEIANTES. ... e e e e e e

Tabela 20 - Suplementos que ndo contém cafeina declarada na composicao
analisados por HPLC DAD meétodo desenvolvido para a determinacao

SiMUltAnea de adUITEIANTES. ... .c.e e



ABIAD

ACN
ANOVA
ANVISA
AOAC
CE

Cv
DMSO
DP

DPR
DSHEA
FDA

HPLC-DAD

IC
ICH
IDR

INH
LD

LQ
RDC
SDS
SNC
SQR
THF
USP
WADA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Associacao Brasileira da Industria de Alimentos para fins especiais e
congéneres

Acetonitrila
Analise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Official Methods of Analysis — AOAC International

Comité Europeu

Coeficiente de Variancia

Dimetilsulfoxido

Desvio Padréo

Desvio Padrao Relativo

Dietary Supplement Health and Education Act

Administracédo Federal de Alimentos e Medicamentos (do inglés: Food
and Drug Administration)

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (do inglés: High Performance
Liquid Chromatography coupled with Diode Array Detection)
Inclinagéo da Curva

International Conference and Harmonization

Ingestdo Diaria Recomendada

Instrugdo Normativa

Institute National Health

Limite de deteccao

Limite de quantificacao

Resolucéo da Diretoria Colegiada

Dodecil sulfato de sédio (do inglés: Sodium Dodecyl Sulfate)
Sistema Nervoso Central

Substancia Quimica de Referéncia

Tetrahidrofurano

Farmacopeia Americana (do inglés: United States Pharmacopeia)

Agéncia Mundial Antidoping (do inglés: World Anti-Doping Agency)






SUMARIO

L INTRODUGAO. ... oottt en et 17
2 OBJETIVOS. ... et e e e e e e e r et e e e aaaa 18
2.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt ettt e e e e e e e e e 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.....coeceeeeceecteiee et et e et aennanes 18
3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA........ceieeceeeeeeeee et en s s, 19
3.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES. ... .ottt e e 19
3.2 PRINCIPAIS REGULACOES SOBRE SUPLEMENTOS ALIMENTARES........... 21
3.2.1 Regulacéo dos suplementos alimentares no Brasil............cccoovvvviviiiiccennn. 21
3.2.2 Regulacao americana sobre suplementos alimentares.........cccccceeeeeeeeeeenn. 26
3.2.3 Regulacao europeia sobre suplementos alimentares...........ccccevvvvvicieennn. 27
3.3 O CONSUMO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES........ccooiiiiiiiiie e 28
3.3.1 O consumo de suplementos nos Estados Unidos e Brasil......................... 28
3.4 ADULTERAC}AO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES........ccoiii e, 32
3.5 A CROMATOGRAFIA COMO METODO PARA INVESTIGAC;AO DE

ADULTERANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES........ccccceovviiiieee e 34
3.6 A VOLUMETRIA EM MEIO NAO AQUOSO COMO METODO PARA

DETERMINACAO DE CAFEINA EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES................... 35
3.7 FARMACOS DE INTERESSE NESTE ESTUDO.......ccooiiiieieeeeeeee e 35
4 MATERIAL E METODOS. ... oottt ae e 42
4.1 INSTRUMENTAGAO. .....cviiieiceeeeeeee e et e ettt n ettt et eaeene e ere e, 42
4.2 REAGENTES E PADROES........coi ittt 42
4.3 AMOSTRAGEM. ...t e e e et e eeea s 43
4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS . ...ttt e e e e e 47
4.4.1 Amostras de suplementos alimentares em capsulas oleosas.................... 47

4.4.2 Amostras de suplementos alimentares em capsulas em pé, p6 a granel e

(ofo T 0] o1 4T ¢ T Lo [0} PP PP PP PP PPN 49
4.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS......cviiiie et 50
4.5.1 Determinacéo de cafeina por HPLC DAD........ccccviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 50
4.5.1.1 Preparo doS €IUENTES. .........iiii i e s 50
4.5.2 Determinagédo simultdnea de adulterantes por HPLC DAD........ccccccccoeeennn. 50
4.6 PARAMETROS DE VALIDACGAO. ........ciiiieeeee et en e 52

4.6.1 Método de determinacdo de cafeina por HPLC DAD...........ccccceeeviiiviiiiinnns 53



T I A I [ [T T (o = Vo [T PR RT TR 53

T A o =T o[- o RSP 53
4.6.1.3 Limite de deteccao e de quantifiCagao.............ccevvererrruiiniiiiiiiiie e e 54
TN = 1 [ - T ST 54
4.6.1.5 SeletiVIdade. .......ccceeeiiiiiiiiiie e 55
4.6.2 Método comparativo volumetria em meio NA0-aqUOSO.......ccceerrurrirereeernnnns 55
4.6.3 Método de determinacédo simultanea de adulterantes por HPLC DAD......56
4.6.3.1 LINCAITAUE. .......uieiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e s e e s a e e e e e e aans 56
4.6.3.2 Limites de detecgdo € qUaNtIfiCAGE0. ........cceveieiieirieiiiiiiie e 58
4.6.3.3 Precisdo intra-dia (repetibilidade) e precisao inter-dia (intermediaria)........... 58
4.6.3.4 ENSAI0 de EXALITB0......cceiiieiiiiiii ettt 59
4.6.3.5 SeIEtIVIAUR. .....cii i it 59
5 RESULTADOS E DISCUSSAO. ...t 61
51 DETERMINAQAO DE CAFEINA EM CAPSULAS OLEOSAS........cocoeieeeeennn, 61
5.1.1 Preparo das @amMOSIIAS..........coeiiiiiiiiiiiiiiee e e e e eeeeeee e e eeeee s e s s e e e e e aeeeaaeeeeneennnns 61

5.1.2 Desenvolvimento do método por HPLC DAD para dosagem de cafeina em

SUPIEMENTO AIIMENTAN ... .uuiiiiiiiiiii e 62
5.1.3 Parametros de validaga0..........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 62
o0t I Tt I [ == Vg o = o = UURRRPPPRR 62
5.1.3.2 SeNSIDIAAAE. .....ccoiiiiiiieieee e 64
5.1.3.3 Precis@o Intra € INter-dia...........cccoouumiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 64
SNt I F0 - 11 [ = Lo U 65
5.1.3.5 SeletiVIdade. ........cooeiieeeeeccce e 66
5.2 METODO COMPARATIVO POR ANIDROVOLUMETRIA.......ccooeeeeeeieeeeerene, 67
5.2.1 Parametros de ValidaGa0...........c.uuuuiiiiiii it 68
ot 0 o =T o 15 Vo S 68
St A - 11 [ - T U 69

53 ANALISES DAS AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES
ENCAPSULADAS OLEOSAS PELOS METODOS HPLC DAD E

ANIDROVOLUMETRICO ......cooiieee ettt sttt ete e aens 70
54 DETERMINACAO SIMULTANEA DE ADULTERANTES POR HPLC
DA I PP RTRP 75
5.4.1 Otimizaga80 da fase MOVEL........ccuuviiiiiiiiiiiii e 76

5.4.2 Otimizacao da temperatura do forno da coluna...........ccccvvvvvveevveeiicenenennn. 80



5.4.3 ParGmetros cromatograficos finaiS.........cccccviiiiiiiiiiiii e 81
5.4.4 Parametros do método de determinagdo simultdnea de adulterantes por

HPLC DAD...oeiiiiiiee ettt e e e e ettt e e e e e e e nab e e e e e e s e ssssaeaeeeeeannsbbneeaeeenanes 83
5.4.5 Andlises das amostras de suplementos alimentares pelo método

SIMUITANEO HPLC DAD ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eaeeseae s 86
B CONCLUSOES. ..ottt 90
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cvioiee ettt 92
B ANEXOS . ... ettt e e e e e e e e e a e e e e e e aaaaeaaas 100
8.1 ANEXO A - ArtIgO L.ttt s s e e s e e e e e e e e e e e eeeeeaennne 101

8.2 ANEXO B - AITIJO 2. .ttt e e e e e e e e e e 108






17

1 INTRODUCAO

Suplementos alimentares sdo produtos que podem ser constituidos de
vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos, carboidratos, proteinas ou aminoacidos,
gue objetivam complementar a alimentacdo habitual de individuos saudaveis
através da incorporacdo destes nutrientes. A presenca de substancias
consideradas como doping pela Agéncia Mundial Antidoping (WADA), como
horménios, estimulantes, ou de substancias de finalidade terapéutica e/ou cura &
expressamente proibida (BRASIL, 2010a). Os inumeros produtos disponiveis no
mercado com facilidade de aquisicdo dificultam a fiscalizagdo e facilitam a
ocorréncia de fraudes e adulteracdes.

A presenca de drogas sintéticas adicionadas ilegalmente em formulacdes
pode ser caracterizada como crime contra saude publica. Suplementos alimentares,
formulagbes manipuladas e drogas vegetais, vendidas com esta finalidade,
apresentam com frequéncia compostos anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos,
diuréticos, laxativos, estimulantes e hipoglicemiantes como adulterantes
(CARVALHO et al.,, 2011; CARVALHO et al, 2013). As possibilidades de
adulteracdo sao vastas e os farmacos emagrecedores tem estado entre os mais
descritos como adulterantes atualmente, sobretudo em suplementos alimentares
destinados a perda de peso (NEVES; CALDAS, 2015).

O aspecto mais critico deste problema relaciona-se ao fato de que alguns
desses farmacos podem causar dependéncia quimica, além de interacbes
medicamentosas graves, quando associadas a outras substancias (SILVA, 2013).

Dentro do contexto da contaminacdo de medicamentos, envolvendo matéria-
prima e produtos acabados, a existéncia de métodos analiticos capazes de
identificar de maneira seletiva e de quantificar possiveis ou provaveis
contaminantes organicos € de grande relevancia, tanto do ponto de vista clinico
como toxicoldgico. Sendo assim, os métodos analiticos devem ser capazes de
determinar de maneira seletiva e quantitativa a presencga de adulterantes orgéanicos,
na presenca de outros como interferentes, os quais pertencem normalmente a
outra classe de droga combinada na formulacdo. Os métodos cromatograficos
permitem uma determinacdo sensivel e seletiva, sendo ferramentas Uuteis na
determinacdo simultdnea de possiveis misturas de adulterantes sintéticos nas
formulacdes farmacéuticas (CARVALHO et al., 2011).
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Considerando a crescente procura por compostos emagrecedores e, ainda,
0s casos de adulteracdo, este estudo tem como objetivo desenvolver métodos
analiticos cromatograficos para determinar adulterantes e analisar suplementos
alimentares comercializados para a perda de peso no Brasil a fim de identificar a
presenca e 0 teor de compostos com acdes farmacoldgicas estimulantes e

anorexigenas nestes produtos.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD, do inglés High
Performance Liquid Chromatography coupled with Diode Array Detection) para
quantificar compostos com ac¢fes farmacoldgicas estimulantes e anorexigenas,
usados para perda de peso, a fim de identificar possiveis adulteracbes de

suplementos alimentares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar amostragem de suplementos alimentares, comercializados no
mercado virtual brasileiro e estabelecimentos comerciais fisicos com a
finalidade de reduzir peso corpéreo e/ou estimulantes.

2) Desenvolver e validar método por HPLC-DAD para quantificar cafeina
(estimulante) em amostras de suplementos alimentares, em matrizes oleosas,
contendo cafeina nas formas de dosagem controlada.

3) Determinar o teor de cafeina nas amostras de suplementos alimentares, pelo
método HPLC-DAD e por volumetria em meio ndo-aquoso, método oficial da
farmacopeia britanica.

4) Comparar o método validado e desenvolvido por HPLC-DAD com o método
oficial da farmacopeia.

5) Desenvolver e validar método por HPLC-DAD para identificar e quantificar de
maneira simultdnea os compostos: cafeina (estimulante), anfepramona,

sibutramina, (anorexigenos), fluoxetina, sertralina, lamotrigina, bupropiona
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(antidepressivos), hidroclorotiazida, furosemida (diuréticos), fenolftaleina e
bisacodil (laxantes) em suplementos alimentares usados para perda de peso,
a fim de identificar possiveis adulteracdes.

6) Avaliar os resultados por testes estatisticos.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

No Brasil, a resolucdo n° 243, de 26 de julho de 2018, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, que dispfe sobre os requisitos sanitarios dos suplementos
alimentares define-os como:

“Produto para ingestéo oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado

a suplementar a alimentacdo de individuos saudaveis, com nutrientes,

substancias bioativas, enzimas ou probidticos, isolados ou combinados”

(BRASIL, 2018h).

Nos Estados Unidos, de acordo com o DSHEA (Dietary Supplement Health
and Education Act), de 1994, suplementos alimentares s&o produtos que se
destinam a complementar a dieta, constituidos de um ou mais dos seguintes
ingredientes: vitaminas, minerais, plantas, aminoacidos ou alguma substancia
dietética usada para suplementar a dieta por aumento da ingestao diaria total.

Na Unido Europeia, de acordo com a diretiva 2002/46/CE, suplementos
alimentares séo definidos como um produto cuja finalidade é complementar a dieta
normal e que se constituem de fontes de nutrientes ou de substancias, com efeito
nutricional ou fisiolégico, comercializado isoladamente ou combinado, a granel ou
em formulagcdes como capsulas, pastilhas, comprimidos, pilulas e outras formas
semelhantes (Comissao Europeia, 2003).

Desta forma, suplementos alimentares s&o substancias utilizadas com o
objetivo de complementar uma determinada deficiéncia dietética. Muitas vezes eles
sdo comercializados como substancias ergogénicas capazes de melhorar ou
aumentar o desempenho fisico (ALVES, 2009).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Alimentagcdo e Nutricdo (SBAN),
suplementos alimentares sdo geralmente constituidos por vitaminas, minerais, fibras,

proteinas, aminoacidos, acidos graxos, ervas e extratos, probiéticos, bem como
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outras substancias. Grande parte dos suplementos alimentares disponiveis no
mercado apresenta-se na forma farmacéutica similar aos medicamentos. Entretanto,
estes produtos possuem a finalidade de complementar a alimentacdo de individuos
saudaveis e ao contrario de um medicamento, o suplemento ndo tem por objetivo a
cura ou o tratamento de doengas (SBAN, 2015).

O consumo destes produtos tem aumentado consideravelmente pelo fato de
nao serem considerados medicamentos, por serem encontrados amplamente
disponiveis em farmacias, supermercados, academias, pela internet e também pela
grande procura de pessoas interessadas em perder peso e/ou ganhar massa
muscular (LINK et al., 2006).

Em 2001, a industria de suplementos alimentares investiu globalmente US$46
bilhdes em propaganda, como meio de persuadir potenciais consumidores a adquirir
seus produtos (SCOFIELD; UNRUH, 2006; MAUGHN et al., 2004). A midia € um dos
importantes estimulos ao uso de suplementos alimentares ao veicular, por exemplo,
o mito do corpo ideal. O mercado de suplementos apresentou crescimento de 11%
nas vendas entre os anos de 2011 e 2012 (SILVA; FERREIRA, 2014).

O forte apelo publicitario populariza estes produtos com frases como: “Pilula
natural para emagrecimento”, “Quer perder peso agora?”, “Promove o ganho de
massa muscular’, “Combate o envelhecimento da pele”, estas chamam a atenc¢éo de
consumidores que procuram uma maneira rapida e facil para perder peso, ganhar
massa muscular, melhorar a aparéncia ou mesmo obter outros beneficios a saude.
No entanto, esses produtos ndo cumprem com o0s beneficios anunciados, podendo
causar danos graves a saude por conterem ingredientes que ndo Sao seguros para
serem consumidos como alimentos ou, ainda, conter substancias com propriedades
terapéuticas, que nao podem ser consumidas sem acompanhamento médico
(BRITO, D.; CALDAS, 2015).

Ha poucos estudos que comprovem os efeitos benéficos dos suplementos na
saude, ou que promovam mudancas favoraveis ao corpo humano e/ou
aprimoramento no desempenho fisico. Alguns estudos sugerem que um manejo
dietético adequado seja capaz de suprir as reais necessidades, tornando o uso de
suplementos alimentares restrito apenas em casos especiais (CARVALHO, 2003).
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3.2 PRINCIPAIS REGULACOES SOBRE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

3.2.1 Regulacéo dos suplementos alimentares no Brasil

Até julho de 2018, na legislagéo brasileira ndo havia uma definicdo especifica
para a categoria “suplemento alimentar”. Produtos usados com esta finalidade se
enquadravam em diversas categorias de alimentos e até mesmo medicamentos
previstos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo
responsabilidade do fabricante enquadra-los em uma delas. No entanto, o que
ocorria € que nem sempre o0 produto atendia aos requisitos estabelecidos em um
regulamento especifico. O cenario regulatério era confuso e inseguro, ndo havendo
uma definicdo clara, gerando duvidas ao consumidor, ao fabricante e até mesmo ao
orgao fiscalizador (MURATT et al., 2018).

Nos ultimos anos, a ANVISA definiu como objetivo disponibilizar aos
consumidores brasileiros suplementos alimentares mais seguros e de qualidade,
reduzir a assimetria de informacfes existente nesse mercado. Através da realizacao
de consultas publicas, definiu o novo marco regulatério para esta categoria de
produtos. Novas regulamentacdes da Anvisa sobre suplementos alimentares foram
publicadas em 2018, trazendo definicbes, regras de composicdo, qualidade,
seguranca, rotulagem e requisitos para atualizacéo das listas de constituintes, limites
de uso, alegacdes e rotulagem complementar (ANVISA, 2019 a).

A Resolugdo da ANVISA, RDC 243/2018 adotou uma separacdo entre
suplementos alimentares e alimentos convencionais, incluindo aqueles sem historico
de uso (novos alimentos e ou novos ingredientes) ou alimentos com alegacdes de
propriedades funcionais ou de saude. As questdes mais importantes foram a
definicdo de suplemento alimentar e das listas positivas do que pode conter na
composi¢do dos produtos, limites minimos e maximos e alegacgéo de beneficios que
estes produtos podem trazer a saude dos consumidores. A nova regulamentacéo
estabeleceu com clareza as caracteristicas de um “suplemento alimentar” com base
nas diretrizes do Codex Alimentarius! (BRASIL, 2018 j).

1Codex Alimentarius € um programa conjunto da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Salde (OMS), criado em 1963 com o objetivo de
estabelecer normas internacionais na area de alimentos, incluindo padrées, diretrizes e guias sobre
Boas Préticas e de Avaliagdo de Seguranca e Eficacia (ANVISA, 2019 b).
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A partir de entéo, todos os produtos que eram anteriormente enquadrados em
seis categorias de alimentos e uma de medicamentos, passaram a ser enquadrados
em uma unica categoria e devem ser adequados a nova legislacédo, regulamentada
em seis normas e uma instrucdo normativa. A Tabela 1 apresenta as legislacdes

vigentes para produtos enquadrados como suplementos alimentares no Brasil.

Tabela 1: Legislacao vigente para os suplementos alimentares brasileiros.

Norma Anvisa Ementas

Dispde sobre o0s requisitos sanitarios dos suplementos
RDC 243/2018 .
alimentares.

Regulamenta o registro de vitaminas, minerais, aminoécidos
e proteinas de uso oral, classificados como medicamentos
especificos. Esta norma altera a RDC 24, de 14 de junho de
2011, a RDC 107, de 05 de setembro de 2016, a IN 11, de
29 de setembro de 2016 e a RDC 71, de 22 de dezembro de
20009.

Dispbe sobre os requisitos para comprovacao da seguranca

RDC 242/2018

RDC 241/2018 e dos beneficios a saude dos probidticos para uso em

alimentos.

Dispbe sobre as categorias de alimentos e embalagens
RDC 240/2018 isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario.
Esta norma altera a RDC n° 27, de 6 de agosto de 2010;

Estabelece os aditivos alimentares e coadjuvantes de
RDC 239 /2018 tecnologia autorizados para uso em suplementos

alimentares.

Estabelece as listas de constituintes, de limites de uso, de
IN 28/2018 alegacdes e de rotulagem complementar dos suplementos

alimentares.

Fonte: ANVISA, 2019

Alimento é definido pelo Decreto-Lei 986/1969, como qualquer substancia ou

mistura de substancias, no estado soélido, liquido, pastoso ou qualquer outra forma
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adequada, destinada a fornecer ao organismo humano os elementos normais a sua
formacao, manutencao e desenvolvimento (BRASIL, 1969).

Na antiga regulamentacao, também havia uma mescla de caracteristicas dos
suplementos alimentares entre alimentos e medicamentos. O que definia o
enquadramento do produto como alimento ou como medicamento era a Ingestdo
Diaria Recomendada (IDR). Desta forma, quando um produto possuia quantidades
de nutrientes acima de 100% da IDR era considerado como medicamento (BRASIL,
1998 b). Assim, pela nova legislacéo a principal diferenca entre um medicamento e
um suplemento alimentar € a sua finalidade de uso. Enquanto um suplemento tem
como finalidade suplementar a alimentagdo de pessoas saudaveis, 0s
medicamentos devem possuir finalidade terapéutica comprovada (ANVISA, 2019).

Para determinar quais as substancias podem fazer parte da composi¢do dos
suplementos alimentares foram criadas listas positivas de constituintes. Como o0s
suplementos alimentares sdo indicados para individuos saudaveis, a definicdo dos
parametros dos constituintes foram definidos com base em analises de risco para
individuos saudaveis. A Anvisa determinou 0s requisitos de composi¢cdo com base
em evidéncias cientificas, na legislacdo sanitaria de alimentos e nas referéncias
regulatérias internacionais, gerando uma lista de constituintes autorizados para uso
no Brasil. Com a construcéo das listas positivas, o controle ficou mais simples, agil e
eficiente. Todos os constituintes incluidos na lista positiva, bem como a inclusdo de
um novo constituinte sdo previamente avaliados e aprovados pela Anvisa (ANVISA,
2019).

Novos alimentos e novos ingredientes sdo os alimentos ou substancias sem
histérico de consumo no Pais, ou aqueles ingredientes ja consumidos, mas que
venham a ser utilizadas em niveis muito superiores aos atualmente observados nos
alimentos utilizados na dieta regular (BRASIL, 1999a). A regularizacdo dos
suplementos alimentares devera seguir novos procedimentos especificos de
inclusdo destes novos alimentos e novos ingredientes nas listas positivas. Desta
forma, se um fabricante desejar tanto incluir um novo ingrediente ou atualizar os
limites de uso, definir uma nova alegacdo de um produto este devera abrir um
protocolo de peticdo especifica de comprovacdo da seguranca e eficacia (BRASIL,
2018j).

Os constituintes autorizados na composi¢cao dos suplementos alimentares

devem atender as especificacdes de identidade, pureza e composicdo presente em
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referéncias reconhecidas oficialmente. Entre os constituintes autorizados para uso
em suplementos alimentares encontram-se proteinas, carboidratos, fibras
alimentares, lipidios, minerais, vitaminas e aminoacidos. Entretanto, os produtos
podem conter outros nutrientes como adenosina, carnitina, creatina e taurina, além
de substancias bioativas como alicina, cafeina, compostos fendlicos e enzimas
(BRASIL, 2018k).

Também é possivel a utilizacdo de outros ingredientes tecnologicos que
podem fazer parte da elaboracdo dos suplementos alimentares, desde que usados
exclusivamente para fornecer sabor, cor ou aroma ou para dissolver, diluir, dispersar
ou alterar sua consisténcia ou forma, atendam os respectivos padrdes de identidade
e qualidade estabelecidos pela legislacao brasileira (BRASIL, 2018f).

Para garantir que os suplementos fornecam uma quantidade significativa dos
constituintes presentes e que estejam dentro de limites seguros, a fim de proteger a
saude dos consumidores, foram estabelecidos os limites minimos e méximos de
nutrientes, substancias bioativas, enzimas e probidticos que devem ser fornecidos
pelos suplementos alimentares na recomendacdo diaria de consumo e por grupo
populacional indicado pelo fabricante (BRASIL, 2018j; BRASIL, 2018k).

Assim como a Anvisa definiu a lista dos constituintes permitidos, substancias
que podem trazer risco a saude do consumidor foram proibidas e ndo podem fazer
parte da constituicdo destes produtos. Entre eles estdo: (I) Substancias
consideradas como doping pela Agéncia Mundial Antidopagem (WADA), listadas no
documento Prohibited List? e suas atualizacdes; (Il) Substancias sujeitas a controle
especial (Portaria 344); (Ill) Substancias obtidas das espécies que ndo podem ser
utilizadas na composicdo de produtos tradicionais fitoterapicos; e (IV) Oleos e
gorduras parcialmente hidrogenados (BRASIL, 2018 )).

Os requisitos de rotulagem foram estabelecidos para uma melhor
padronizacdo destes produtos, a fim de auxiliar o consumidor na correta
identificacdo no mercado. Até a publicacdo da RDC 243/2018 o uso da expressao
suplemento alimentar no rétulo dos produtos era considerada infragdo sanitaria.

Com a nova regulamentacdo, o0s suplementos alimentares devem ser

2Prohibited List € uma lista anual publicada pela Agéncia Mundial Antidoping que relne as
substancias e métodos proibidos nos desportos (WADA, 2018).
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obrigatoriamente designados com a expressao “SUPLEMENTO ALIMENTAR” em
caixa alta e negrito, acrescido de sua forma farmacéutica (BRASIL, 2018 j).

Além das informacdes obrigatérias para todo alimento, nos rétulos dos
produtos devem constar as recomendacao de uso, grupo populacional e faixa etaria,
quantidade e frequéncia de consumo, tabela nutricional, lista de ingredientes,
instruces de conservacéo, inclusive apds a abertura da embalagem e adverténcias.

As adverténcias deverdo estar em destaque e em negrito: “Este produto ndo é
um medicamento”; “Nao exceder a recomendacéo de uso indicada ha embalagem” e
“Mantenha fora do alcance de criangas” (BRASIL, 2018 j).

Quanto ao uso de alega¢fes nos rétulos dos suplementos alimentares estas
sdo opcionais, sendo obrigatéria somente para produtos que contém probidticos e
enzimas. As alegacdes autorizadas estdo previstas na Instrucdo Normativa da
Anvisa n° 28/2018. As empresas poderao solicitar a inclusdo de novas alega¢des ou
modificacdes das alegacdes previstas na norma. Cabe salientar, que ndo é permitido
alegacdes na rotulagem ou propaganda que possam descaracterizar a finalidade do
uso e da forma farmacéutica do suplemento alimentar (BRASIL, 2018j; BRASIL,
2018Kk).

Complementando o Decreto-Lei Federal 986/1969 e a RDC da Anvisa
259/2002, o artigo 17° da RDC da Anvisa 243/2018 estabelece as palavras, marcas,
imagens ou representacdo grafica que nao podem estar presentes nos rotulos dos
suplementos alimentares (BRASIL, 1969; BRASIL 2002e; BRASIL 2018 j). Além
disso, o rétulo e a publicidade destes produtos nao podem afirmar ou sugerir que 0s
suplementos alimentares possuem finalidade terapéutica ou medicamentosa.
Também ndo podem afirmar que a alimentacdo ndo é capaz de fornecer os
nutrientes necessarios a saude ou que o produto € comparavel ou superior a
alimentos convencionais. Os suplementos sé podem usar frases relacionadas a seus
beneficios as que estdo autorizadas na norma (BRASIL, 2018)).

As regras de rotulagem se aplicam a suplementos alimentares
comercializados no Brasil, sejam fabricados ou importados. Quando a rotulagem nao
estiver redigida no idioma do pais, deve ser colocada uma etiqueta complementar,
contendo a informacéo obrigatéria no idioma correspondente com caracteres de
tamanho e visibilidade adequados (BRASIL, 2002e).

O registro somente é exigido dos suplementos com enzimas e probibticos

pela Anvisa, os demais podem ser apenas notificados. Os fabricantes precisam
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comunicar o inicio da fabricacdo ou importacdo do produto ao 6rgdo de vigilancia
sanitaria. Os produtos que j& se encontram no mercado terdo o prazo de cinco anos
para se adequarem as novas regras e 0S novos produtos devem se adequar a
legislacdo vigente, imediatamente apos a data da sua publicacdo (BRASIL, 2018h;
BRASIL, 2018)).

Por fim, cabe salientar que o novo marco regulatério ndo é aplicavel a
suplementos produzidos em farmacias de manipulacdo. Os produtos manipulados
sdo muito difundidos na internet, sendo produtos vendidos da mesma forma que 0s
industrializados com ampla divulgacdo e marketing. Entretanto, estes produtos
devem obedecer as Regula¢des especificas aplicadas as farmacias magistrais sobre

vigilancia da geréncia de medicamentos da Anvisa (BRASIL, 2007).

3.2.2 Regulag&o americana sobre suplementos alimentares

A primeira tentativa feita pelo Food and Drug Administration (FDA) de regular
0s suplementos alimentares como farmacos, ocorreu nos anos 1960 e 1970, o que
resultou numa forte resisténcia dos consumidores e fabricantes. Em 1994 o
congresso americano aprovou o DSHEA (do inglés Dietary Supplement Health and
Education Act), estabelecendo que todos o0s suplementos alimentares fossem
tratados como alimento, ainda que em sua formulacdo estivessem contidas
substancias como vitaminas, minerais, ervas, aminoacidos, ou até mesmo farmacos
sintéticos e antibidticos (DSHEA, 1994).

Dessa forma, qualquer suplemento vendido nos Estados Unidos pode ser
legalmente promovido para perda de peso sem mesmo demonstrar evidéncias de
sua eficacia ou seguranca (COHEN, 2012). Logo, todos os suplementos sé&o
presumidamente seguros, até que o FDA prove o contrario. Somente em 2011, que
0 governo americano adotou medidas mais rigorosas para regular o mercado dos
suplementos. Agentes do FDA foram autorizados a retirar do mercado qualquer
produto adulterado ou mal rotulado, caso que suspendeu a producao e
comercializagdo do produto OxyElite Pro no pais (NEVES; CALDAS, 2015).
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3.2.3 Regulagéo europeia sobre suplementos alimentares

Os suplementos alimentares estdo harmonizados a nivel da Unido Europeia
(UE) segundo a Norma 2002/46/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 10
de junho de 2002. Esta norma define os suplementos alimentares como fontes
concentradas de nutrientes (vitaminas e sais minerais) ou outras substancias com
efeito nutricional ou fisiol6gico, consumidas individualmente ou combinadas, que sao
comercializados sob a forma de doses (ex.: capsulas, comprimidos, sacheés, etc.), a
fim de complementar o regime alimentar normal (COMISSAO EUROPEIA, 2003).

A Comissao esté encarregada de fixar os critérios de pureza das substancias
presentes nos suplementos alimentares, bem como as quantidades maximas e
minimas autorizadas, com a assisténcia do Comité Permanente da Cadeia Alimentar
e da Saude Animal. Os produtos abrangidos pela norma sdo vendidos sob a
denominagao “Suplementos alimentares” (COMISSAO EUROPEIA, 2003).

Os rétulos dos suplementos alimentares, tal como para todos os alimentos,
nao podem conter menc¢des que atribuam ao produto propriedades profilaticas, de
tratamento, prevengdo ou cura de doengas humanas, nem fazer referéncia a essas
propriedades. Do mesmo modo, ndo sdo permitidas menc¢cdes que afirmem ou
sugiram que um regime alimentar equilibrado e variado néo constitui fonte suficiente
de nutrientes em geral (COMISSAO EUROPEIA, 2003).

Na delimitacdo entre alimentos, onde se incluem os suplementos alimentares
e 0s medicamentos, existem os produtos que estdo na linha de fronteira ou
“borderline”, que contém drogas em concentragdo abaixo da dose terapéutica ou
farmacos cujo fabricante ndo péde comprovar a qualidade, eficacia e seguranca.
Estes, portanto, podem ser comercializados como suplemento alimentar (NEVES;
CALDAS, 2015).

No que diz respeito aos produtos naturais, a base de plantas, ainda ndo ha
consenso, cada pais membro da Comunidade Europeia decide se o produto é
considerado alimento ou suplemento alimentar (NEVES; CALDAS,2015).

Os Estados-Membros nao podem proibir ou restringir o comércio dos
suplementos alimentares que estejam conformes ao disposto na presente norma,
exceto se concluirem que os produtos colocam em perigo a saude publica. Caso
exista esse risco, o Estado-Membro pode, provisoriamente, suspender ou restringir a

aplicagéo, no seu territorio, das disposicbes da norma. Neste caso, informara os
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outros Estados-Membros e a Comissdo Europeia o mais brevemente possivel,
justificando a sua decisdo. A Comisséo analisa os motivos invocados pelo Estado-
Membro para a suspensdo ou restricdo provisoria do comeércio de suplementos
alimentares e consulta o Comité Permanente da Cadeia Alimentar e da Saude
Animal antes de emitir 0 seu parecer e de tomar as medidas apropriadas
(EUROPEAN COMISSION, 2003).

A Unido Européia possui um dos mais altos padrées alimentares do mundo,
isso se deve ao fato de ter uma legislacdo em vigor eficiente, garantindo maior
seguranca aos consumidores. Criado em 1979, o RASFF (do inglés Rapid Alert
System for Food and Feed) é um sistema rapido que informa as autoridades de
controle alimentar, riscos detectados a saude publica na area de alimentos. O
RASFF atua em um servico de 24 horas, compartilhando informacgdes e auxiliando
os Estados Membros a agirem mais rapidamente e de forma coordenada em
resposta a uma ameaca, dessa maneira muitos riscos de seguranca alimentar séo

evitados antes mesmo de chegarem aos consumidores (RASFF, 2019).

3.3 O CONSUMO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

3.3.1 O consumo de suplementos nos Estados Unidos e Brasil

Ha cerca de 2500 anos, o pai da medicina moderna, Hipdcrates citou: “Deixe
o alimento ser seu remédio e o remédio ser 0 seu alimento”. Mesmo sabendo que a
dieta desempenha uma importante funcdo na prevencao de doencas, 0 advento da
farmacoterapia (século XIX) diminuiu a importdncia da filosofia “alimento como
remédio” na pratica da medicina moderna. Com a aprovacao do Dietary Supplement
Health and Education Act de 1994, teve inicio uma nova era em relacdo a
importancia da nutricdo na saude humana. Desde entédo, milh6es de consumidores
aderiram a idéia de utilizar alimentos, suplementos alimentares e extratos de plantas
para interferir positivamente sobre sua saude (TALBOTT, HUGGES, 2008).

O crescente consumo de suplementos alimentares vem sendo observado
desde a década de 90, acredita-se que a instituicio do DSHEA tenha sido em parte
responsavel por estimular o mercado em decorréncia do suporte a industria de
suplementos. Em 1994, havia em torno de 4000 produtos no mercado e esse
namero passou para 75.000 em 2008 (MOREIRA,2016). A industria norte-americana

de suplementos alimentares cresceu de valores infimos para mais de 40 bilhdes de
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dolares em suas vendas, ofertando mais de 80 mil diferentes produtos. O uso de
suplementos tornou-se uma rotina nos Estados Unidos, sendo que dois ter¢cos dos
americanos consomem um suplemento alimentar regularmente (UNITED STATES
(c), 2019).

Com o grande incentivo da midia, muitas pessoas passaram a se preocupar
em mudar o estilo de vida, passando do sedentarismo ao dinamismo associado a
pratica de atividades fisicas (MURAT, 2018). Equilibrar a dieta, compensar a falta de
nutrientes, manter a saude, melhorar a aparéncia ou o bem-estar, melhorar o
desempenho sexual ou esportivo estdo entre as varias razdes do uso de
suplementacdo (ROCHA et al., 2016).

A procura por este tipo de suplementacdo esta geralmente associada a
fatores como estilo de vida atual (auséncia de tempo para o preparo de refei¢des,
ingestdo inadequada de nutrientes, fases especificas (periodo de gestacéao, lactacédo
ou pas-cirurgico). Além dos praticantes de atividades fisicas, que buscam o corpo
perfeito, seja para o aumento da performance ou a perda de gordura corporal
(MULLER et al, 2018).

Em 1996, o DSHEA instituiu o Office Dietary of Supplements (ODS) junto ao
National Institutes of Health (INH), com o objetivo de promover, incentivar e divulgar
estudos cientificos sobre suplementos alimentares.

A Tabela 2 foi adaptada de “Dietary Supplements for Weight Loss Fact Sheet
for Health Professional” e traz informacdes sobre suplementos alimentares para a
perda de peso, incluindo resumos de pesquisas sobre evidéncias de eficacia e de
seguranca dos ingredientes mais usados nestes produtos (USA, 2019).

Tabela 2: Ingredientes mais comuns nos suplementos alimentares para a perda de peso,
seus mecanismos de acado, evidéncias de eficacia e evidéncias de seguranca.

Ingrediente Mecanismo de agdo Evidéncia da Eficacia Evidéncia de Seguranca

Ensaios clinicos: efeitos
minimos na perda de
peso

Efeitos adversos reportados:
desconforto abdominal,
constipacao, diarreia

Acido linoleico
conjugado

Promove apoptose
em tecido adiposo

Doses inferiores a 400 mg/dia

Ensaios clinicos: poucos relatos de preocupacéo

Cafeina (incluindo
guarana, noz de
cola, erva-mate ou
outras ervas)

Estimula o sistema
nervoso central,
aumenta a
termogénese e a
oxidacao de gordura

modesto efeito na perda
de peso ou diminui¢édo
na perda de peso a longo
prazo

com segurancga, doses
elevadas preocupacdes
significativas
Efeitos adversos reportados:
nervosismo, agitacdo, vémitos
e taquicardia.
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Calcio

Aumento da lipolise
e acumulo de
gordura, aumento da
termogénese e da
oxidacao de gordura

Ensaios clinicos: nenhum
efeito no peso corporal
ou na perda de peso

Efeitos adversos reportados:
constipacao, pedras nos rins e
interferéncia na absorcéo de
zinco e ferro em ingestdes
acima de 2000 a 2500
mg/adultos

Capsaicina

Aumento do gasto
de energia

Varios ensaios clinicos

Aumento dos niveis de insulina
e diminuicdo dos niveis de HDL

Carnitina

Aumenta a oxidagao
de acidos graxos

Ensaios clinicos:
possivel e modesta
reducdo no peso corporal

Efeitos adversos reportados:
nausea, vomitos, pode
aumentar os niveis de N-6xido
trimetilamina (TMAO) podendo
levar a um maior risco de
doencas cardiovasculares.

Cha verde
(Camellia sinensis)
e extrato de cha
verde

Aumento no gasto
de energia e na
oxidacéo de gordura,
reduz lipogénese e
absorcéo de gordura

Ensaios clinicos:
Possivel e modesto
efeito na perda de peso

Efeitos adversos: Constipacéo,
desconforto abdominal, niusea,
aumento da pressao arterial,
danos no figado

Picolinato de
cromo

Aumento da massa
magra, promove
perda da gordura

Ensaios clinicos:
Minimos efeitos na perda
de peso e gordura

Efeitos adversos: Dor de
cabeca, constipacao, fraqueza,
vertigem, vomito e urticaria

Coleus forskolii

Aumenta a lipélise e
reduz o apetite

Ensaios clinicos: Ndo ha
efeitos na perda de peso

Efeitos adversos reportados:
Nenhum conhecido

Feijao branco
Phaseolus vulgaris

Atua como um
bloqueador de amido

Modesto efeito na perda
de peso

Efeitos adversos: dor de
cabeca, flatuléncia e
constipacao

Fucoxantina

Aumento do gasto
de energia e
oxidacao de acidos
graxos

Ensaios clinicos:
Pesquisas insuficientes
para conclusdes firmes.

Efeitos adversos: Nenhum
conhecido

Garcinia cambogia
(acido
hidroxicitrico)

Inibe lipogénese,
diminui o apetite

Ensaios clinicos:
Pequeno ou nenhum
efeito na perda de peso

Efeitos adversos: dor de
cabeca, nausea,
sintomas gastrointestinais

Goma guar

Atua como agente
de volume no
intestino
aumentando a
sensacao de
saciedade

Ensaios clinicos: nenhum
efeito na perda de peso

Efeitos adversos: dor
abdominal, flatuléncia, diarreia,
nauseas e colicas

Glucomannan

Aumenta a sensacgéo
de saciedade

Ensaios clinicos: pouco
ou nenhum efeito na
perda de peso

Efeitos adversos: flatuléncia,
diarreia, constipacéo e
desconforto abdominal

Hoodia gordoni

Supressor do apetite

Poucos estudos
publicados em humanos

Efeitos adversos: dor de
cabeca, tontura, nausea e
vOmito
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Alguns problemas de

Poucos ensaios clinicos, seguranca relatados,
possivel aumento da especialmente com outros
Laranja amarga Aumento do gasto taxa metabdlica de estimulantes associados
(sinefrina) de energia e lipdlise repouso e gasto Efeitos adversos: dor no peito,
energético, efeito minimo ansiedade, aumento da
sobre o peso corporal pressao arterial e frequéncia
cardiaca

Efeitos adversos: diarréia,
gases e possivel diminuicao
dos niveis da lipoproteina de

alta densidade.

Aumento da lipdlise | Poucos ensaios clinicos,
Piruvato e do gasto de com minimo efeito na
energia perda de peso

N&o ha preocupacdes de
seguranca para individuos

Altera a microbiota

. | Varios ensaios clinicos
intestinal, afetando a

Probidticos ~ Efeitos inconsistentes na P . .
extracdo de saudaveis. Efeitos adversos:
: gordura corporal . ; o
nutrientes sintomas gastrointestinais
Tem a capacidade =
. . . Poucos relatos de preocupacéo
de ligar-se a gordura | Poucos ensaios clinicos, . i e
. . . . P Efeitos adversos: flatuléncias,
Quitosana do trato digestivo e efeito minimo sobre o ~ L . ~
reagOes alérgicas, distenséo
bloquear sua peso corporal .
= abdominal
absorcdo

Fonte: Adaptada de “Dietary Supplements for Weight Loss Fact Sheet for Health Professional USA
(2019).

Na América Latina, o Brasil possui 0 segundo maior mercado de suplementos
alimentares, superado apenas pelo México, com um faturamento anual de R$ 1
bilhdo de reais (SINCOFARMA, 2019). Em 2018, s6 o setor de nutricdo esportiva,
uma das quatro divisbes do mercado faturou cerca de R$ 2,24 bilhdes, crescendo
12% em relacdo ao ano anterior, e a expectativa é que em 2019 ultrapasse esse
indice, registrando crescimento na ordem de 15%. Atualmente sdo comercializados
no Brasil mais de 500 marcas, pertencentes a 100 empresas, sendo 70% nacionais
e 30% importadas, num total de 11 mil pontos de venda (7 mil lojas especializadas e
3 mil farméacias) (ABENUTRI, 2019).

Em 2015, um estudo conduzido pela Associacdo Brasileira da Industria de
Alimentos para Fins Especiais e Congéneres (ABIAD): Habitos de Consumo de
Suplementos Alimentares no Brasil, 1007 entrevistas foram realizadas em 07
capitais brasileiras (S&o Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Brasilia, Fortaleza, Porto
Alegre e Belém). Nos domicilios abordados foi perguntado se eles ou alguém
consumia suplementos alimentares nos ultimos 6 meses, constatou-se que 0s
suplementos alimentares estdo em 54% dos domicilios brasileiros. A incidéncia é
maior em Belém (59%) e menor em Brasilia (47%). A grande maioria dos
consumidores (74%) entende que suplementos alimentares servem para
complementar a alimentacdo e ndo curar ou tratar doencas. Quanto ao perfil 53%

das mulheres consomem vitaminas, acidos graxos e minerais e 47% dos homens
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consomem vitaminas, proteinas e aminodacidos. De acordo com a categoria 0S
suplementos alimentares mais consumidos sdo: vitaminas (48%) (multivitaminicos,
vitamina C e complexo B); minerais (22%) (calcio, ferro); plantas (19%) (guarana,
acai, cha verde); acidos graxos (17%) (bmega 3); proteinas (16%) (whey protein);
aminoacidos (14%) (BCAA, creatina, glutamina); éleos (12%) (de coco, linhaca) e
outros (13%) (colageno, carboidratos e termogénicos). Quanto a recomendac¢éo 60%
dos consumidores disseram que utilizam suplementos por recomendacdo de
profissional de saude (médico, educador fisico, farmacéutico ou nutricionista), 26%
indicado por familiares ou amigos, 15% por decisdo propria e 5% por veiculos da
midia. E quanto a satisfacdo quase a totalidade (96%) estdo satisfeitos com o uso de
suplementos alimentares (ABIAD, 2019).

3.4 ADULTERACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A composicdo dos suplementos alimentares e de produtos dietéticos
preocupa as autoridades competentes, devido ao fato de algumas substancias
presentes na formulacdo, ndo estarem rotuladas na composicdo do produto e
também pela grande facilidade de aquisicdo, como a venda livre na internet. 1sso
tem levado ao aumento expressivo dos casos de adulteracdo. A adulteracdo se
refere a presenca de um composto quimico ou substancia sintética ndo declarada ou
outro ingrediente ativo no produto (YEE et al., 2005).

O uso de suplementacdo é mais comum em atletas, fazendo com que parte
destes produtos sejam adulterados com estimulantes e horménios, de forma a
fornecer mais energia e resisténcia durante competicdes e crescimento mais rapido
dos musculos. Ainda que a cafeina ndo seja uma substancia proibida e esteja
presente em varios suplementos, pesquisas indicam que nem sempre a dosagem
indicada no rétulo € a mesma contida na embalagem (GEYER et al., 2008, VIANA
et al., 2015).

A adulteracdo com associacdo de dois ou mais farmacos é comum, neste
caso os efeitos toxicos das interagcdes dessas substancias podem ser ainda
maiores (NEVES; CALDAS, 2015). Além de interacdes medicamentosas graves,
outro aspecto critico deste problema relaciona-se ao fato de que alguns farmacos

usados em adultera¢des podem causar dependéncia quimica (SILVA, 2013).
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No Brasil, em trabalho realizado por Almeida e colaboradores em 2007, de um
total de 20 amostras analisadas em produtos para emagrecimento comercializadas,
40% apresentaram anorexigenos e/ou diazepam como adulterantes. Ainda, 20%
estariam adulteradas com fenolftaleina. Outro estudo descreve adulteracdo com
ansioliticos benzodiazepinicos em quatro amostras, de um total de 12 amostras
analisadas. Os produtos haviam sido adquiridos no comércio local da cidade de
Santa Maria (RS) e eram produzidos e embalados em farméacias de manipulagéo
(CARVALHO et al., 2010).

A adulteracdo de suplementos alimentares ndo € apenas um problema
brasileiro, o assunto é alvo de discussao e pesquisas no mundo inteiro. Na Europa,
em 2014, de acordo com o RASFF diversas substancias ndo autorizadas, pela
legislacdo dos suplementos alimentares e dietéticos foram encontradas entre elas
4% eram sibutramina, 5% sinefrina e 6% dimetilamilamina (DMAA), entre outras
classes de compostos (RASFF, 2014).

Na China, pesquisadores realizaram estudo com 105 amostras apresentadas
em varias formas farmacéuticas, adquiridas no comércio local. Destas, 35
apresentavam algum tipo de adulteracdo, a maioria com drogas para reducao de
peso e aumento do desempenho sexual masculino. Dezesseis das amostras
positivas continham os farmacos em niveis préximos da dose efetiva de acdo do
farmaco (CHEN et al., 2009).

Na Coréia, Park e colaboradores identificaram tadalafii e N-desmetil
sibutramina, um derivado da sibutramina em amostras de suplementos alimentares,
nas concentracdes de 13,5-21,9 mg e 3,0 mg/dose, respectivamente (PARK et al,
2012).

Nos Estados Unidos, em 2012, o FDA realizou o recall de 15 suplementos
alimentares contendo sibutramina, vardenafil, sildenafil, alcaléides de efedrina,
analogos do tadalafil, fragmentos de metais e outros produtos ndo declarados. Em
2013, o numero de produtos aprendidos subiu para 34 recalls. Os mesmos
continham sibutramina, sildenafil, tadalafil, dimetilamilamina (DMAA) ou, entéao,
apresentavam produtos hepatotoxicos ou nefrotoxicos. Em 2014, foram retirados do
mercado 17 suplementos que continham fenolftaleina, sibutramina, DMAA,
metilhexanamina, lovastatina, sildenafil, tadalafii e outros componentes néo

declarados na embalagem (USA, 2014).
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Na Holanda, pesquisa realizada no periodo de 2002 a 2007, dos 256 produtos
utilizados para a perda de peso e suspeitos de adulteragéo, 83% eram suplementos
de dieta (pos, capsulas) e 17% eram farmacos sintéticos. Em 90% dos produtos
analisados, uma ou mais substancias foram identificadas como adulterantes. Um
total de vinte diferentes tipos de substancias sintéticas foi identificada, entre eles a
efedrina e sibutramina; além de laxantes, diuréticos, estimulantes, vitaminas,
aminoacidos entre outros. Entre os estimulantes que foram identificados isolados ou
em associacfes, encontram-se a efedrina, sinefrina e cafeina (VENHUIS et al.,
2009).

3.5 A CROMATOGRAFIA COMO METODO PARA INVESTIGACAO DE
ADULTERANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A cromatografia € uma das técnicas analiticas mais utilizadas na
determinacdo de compostos organicos, devido a sua grande aplicabilidade e
versatilidade. O sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia utiliza uma
pressdo elevada para forcar a passagem do solvente pelas colunas contendo
particulas muito finas que proporcionam separacdes muito eficientes. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia apresenta grandes vantagens em relacdo a
outras técnicas, pois é capaz de separar, identificar, quantificar simultaneamente
vérias substancias (VOGEL, 2011).

As diferentes formas de separacdo e o uso de diversos detectores fazem
desta técnica uma grande aliada na solugcdo de problemas. A aplicacdo da
cromatografia estd em diversos campos como: Farmacéutico (andlise de antibioticos,
sedativos, esteroides, analgésicos), Bioquimico (analise de aminoacidos, proteinas,
carboidratos, lipideos), Produtos alimenticios (analise de adocantes artificiais,
antioxidantes, aflatoxinas, aditivos), Produtos quimicos industriais (analise de
aromaticos condensados, surfactantes, propelentes, corantes), Poluentes
(agrotoxicos, herbicidas, fendis, bifenilas policloradas), Quimica forense (drogas,
venenos, alcoolemia, narcéticos) e Clinica médica (metabdlitos de drogas, extratos
de urina, estrégenos) (HARRIS, 2012; HOLLER, SKOOG, CROUCH, 2009).
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3.6 A VOLUMETRIA EM MEIO NAO AQUOSO COMO METODO PARA
DETERMINACAO DE CAFEINA EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Para este estudo a Cromatografia Liquida em Alta Eficiéncia foi a técnica
escolhida para a quantificacdo da cafeina em amostras de suplementos alimentares
nas formulacbes encapsuladas oleosas. A volumetria em meio ndo aquoso é o
meétodo oficial preconizado na farmacopeia para determinacdo da cafeina e foi
portanto, escolhido como comparativo do método cromatografico.

A volumetria ou andlise titrimétrica em meio ndo-aquoso € uma técnica
utilizada para o doseamento de acidos e bases fracas. Em uma titulagdo em meio
aguoso, acidos e bases fracas dao pontos finais pouco nitidos, pois a constante de
equilibrio para a reacéo nao é suficientemente grande.

No entanto, pode-se utilizar um &cido mais forte que o H3O*, a constante de
equilibrio ser4 aumentada e o ponto final sera bem definido. O &cido acético esta
entre 0s principais solventes utilizados em meio ndo-aquoso conhecido como
anfiprético. O &cido acético exibe propriedades &cidas quando se dissocia para
produzir prétons, mas quando um &cido mais forte que ele esta presente, no caso o
acido perclérico ele recebe um proton formando o ion CHsCOOH:2" que possui uma
reatividade muito grande com bases.

Desse modo, uma base que em agua seria fraca, se torna forte, ocorrendo um
aumento da constante de equilibrio, fazendo com que ocorra a reacgéo e a titulacéo
seja possivel (KOROLKOVAS, 1994; WEBER, 2011).

O risco que substancias sintéticas adicionadas ilegalmente em suplementos
dietéticos e alimentares podem provocar a saude do individuo que as utiliza é alto,
tanto do ponto de vista clinico quanto toxicolégico. Na tentativa de identificar
substancias que possam estar presentes como adulterantes nos suplementos
alimentares, diversos métodos analiticos vém sendo desenvolvidos e aperfeicoados.
Com o rapido crescimento do uso destes produtos, hd a necessidade de
desenvolver metodologias capazes de identificar de maneira simultanea o maior
namero de compostos. Alguns dos métodos encontrados na literatura para a
determinacdo de adulterantes em suplementos alimentares compreendem métodos
por cromatografia, entre outros: HPLC-DAD (JUNG et al.,, 2006; SEERAM et al.,
2006; EVANS; SIITONEN 2008) HPLC- MS (Le R et al, 2013) HPLC-UV
(ANDREWS et al., 2007; HAMMADI et al., 2014) LC MS/MS (HALLER et al., 2004.;
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KIM et al.,2014) HPLC-DAD e LC MS/MS (YANQIN et al., 2017), HPLC-PDA/MS
(PARK et al., 2012), HPLC-ESI-MS/MS (YING et al., 2011), eletroforese: CE-DAD
(CIANCHINO et al., 2008) CZE (CARVALHO et al., 2013), cromatografia gasosa:
GC-MS (LIU et al., 2001; HAJER et al., 2018), voltametria: CARVALHO et al., 2010).

3.7 FARMACOS DE INTERESSE NESTE ESTUDO

As substancias de interesse neste estudo possuem alguma relacao direta ou
indireta na perda de peso. O estudo inclui estimulante do SNC (Sistema Nervoso
Central) como a cafeina e anorexigenos como a anfepramona e sibutramina. Além
disso diuréticos e laxantes dédo a falsa sensacdo de perda de peso, desta forma
foram incluidos os farmacos hidroclorotiazida, furosemida, fenolftaleina e bisacodil.
O que ocorre também € que, pacientes obesos emocionalmente instaveis podem
experimentar aumento na ansiedade e depressao quando fazem dietas. Diante disso,
€ cada vez mais comum o uso de farmacos como bupropiona, fluoxetina e sertralina
para o tratamento da obesidade. Além disso, foram incluidos farmacos que possuem
anorexia como efeito adverso como a lamotrigina (SILVA, 2013).

As aminas adrenérgicas ou simpatomiméticas sdo capazes de induzir a
liberacdo de serotonina e de catecolaminas como a noradrenalina e dopamina,
neurotransmissores responsaveis por ativar receptores provocando uma
exacerbacdo do estimulo simpatico (CARMO, 2007). Farmacos que atuam
estimulando o SNC pertencem ao grupo dos estimulantes psicomotores e séo
responsaveis por causar excitacdo, euforia, diminuir a sensacdo de fadiga e
aumentar a atividade motora (SILVA, 2013).

A cafeina ou 1,3,7-trimetilxantina € um derivado do grupo das metilxantinas
gue € amplamente utilizada como estimulante, devido a poténcia de suas acdes
farmacolégicas sobre o SNC (GEORGE, 2000). Embora ndo apresente valor
nutricional, a cafeina vem sendo considerada por alguns pesquisadores como um
ergogénico nutricional, por estar presente em varios produtos comercializados e
consumidos diariamente.

Os anorexigenos sao farmacos supressores do apetite, pois provocam a
reducdo ou perda do apetite. A anfepramona esta entre os derivados anfetaminicos
mais utilizados, apresentando agao estimulante no SNC (CUNHA et al., 2002). A

sibutramina € um farmaco inibidor da recaptacdo da serotonina, norepinefrina e
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noradrenalina. O grande problema dos anorexigenos séo os efeitos colaterais. Como
eles também tem o poder de estimular o sistema nervoso autbnomo, podem causar
inumeras reacdes, além do alto potencial de abuso que propicia o desenvolvimento
da farmacodependéncia (MARTINS; SGRANCO; MARTINS, 2009).

A anfepramona e a sibutramina encontram-se presentes na lista das
substancias psicotropicas anorexigenas, sujeitas a notificacdo de receita (BRASIL,
1998). Estas substancias também fazem parte da lista de substancias proibidas da
Agéncia Internacional Anti-doping (WADA). A cafeina ndo é uma substancia
considerada proibida pela WADA, mas esta na lista do Programa de Monitoramento
de 2018 (WADA, 2018).

A sibutramina € um farmaco indicado no tratamento da obesidade. Produz
seus efeitos pela inibicdo da norepinefrina, da serotonina (5-hidroxitriptamina) e em
menor grau pela recaptacdo da dopamina na sinapse neuronal. Ao inibir a
recaptacao destes neurotransmissores, a sibutramina promove uma sensagéo de
saciedade e diminuicdo do apetite. Varios estudos comprovam a eficacia da
sibutramina na perda de peso, reducdo da gordura visceral, além da melhora do
controle glicémico e lipidico (THEARLE; ARONE, 2003; FUJIOKA et al., 2000).
Estudos mostram que a sibutramina pode melhorar outros disturbios associados a
obesidade, como sindrome do ovario policistico, transtorno alimentar periédico e
obesidade na adolescéncia. No entanto, sua indicacdo deve ser realizada com
cautela, pois o seu uso pode levar a elevacdo da pressdo arterial e alteracdes da
frequéncia cardiaca (TZIOMALOS et al., 2009). Os efeitos adversos apresentados
pela sibutramina incluem boca seca, anorexia, insdnia, constipacéo, dor de cabeca,
vertigens, rinite, astenia, nauseas, artralgia, nervosismo, dispepsia e sinusite
(PUBCHEM, 2019). Em outubro de 2010, a sibutramina foi retirada dos mercados
americano e canadense, devido a preocupacfes deste farmaco em aumentar o risco
de ataques cardiacos e derrame em pacientes com historico de doencas cardiacas
(DRUG BANK, 2019).

A anfepramona ou dietilpropiona foi introduzida no mercado em 1958 é um
farmaco estimulante simpatomimético, que atua como supressor do apetite. Esta
anfetamina atua mantendo ou aumentando os niveis de dopamina e norepinefrina.
Altos niveis destas catecolaminas tendem a supressédo do apetite. Apesar de causar
menos disturbios no SNC do que farmacos da mesma categoria terapéutica, danos

associados ao seu uso incluem euforia, irritabilidade, inquietacdo, hipertensao
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pulmonar, tremor, respiracdo rapida, confusdo, alucinacdo e estados de péanico
(DRUG BANK, 2019).

A fluoxetina € um farmaco da classe dos antidepressivos que atua como
inibidor seletivo na recaptacdo da serotonina na membrana pré-sinaptica. Indicada
para tratamento da depressao, bulimia nervosa, distlrbio do panico e distlrbios pos
trauméticos. Quando empregada para o tratamento de transtornos alimentares o
farmaco requer uma dosagem terapéutica que excede a dosagem tipica do farmaco
como antidepressivo (DRUG BANK, 2019). A terapia com fluoxetina para a
administracéo da obesidade tem sido associada a nausea, vomito, sede, reducdo da
libido, transpiragdo, amnésia e convulsées (MANCINI; HALPERN, 2006).

A sertralina € um farmaco antidepressivo que atua como inibidor da
recaptacdo de serotonina. Indicado na terapia da depressao, ansiedade, desordens
obsessivo-compulsivos, sindrome do panico e desordens de stress pds-traumatico.
E indicada para bulimia nervosa, mas n&o tem indicacdo para tratar a obesidade. A
terapia com sertralina tem sido associada a irregularidades menstruais,
ginecomastia, hirsutismo e diminuicéo da libido (DRUG BANK, 2019).

A bupropiona inibe seletivamente a recaptacdo neuronal de dopamina e
norepinefrina. Indicado como antidepressivo e auxilio no cessar de fumar. Estudos
mostram que a combinacdo de bupropiona e naltrexone tem eficacia na perda de
peso. A terapia com bupropiona tem sido associada a efeitos colaterais como
agitacdo, boca seca, constipacdo, cefaleia, nauseas, vomitos e tremores. Os
sintomas de sobre dosagem incluem convulsdes, alucinacdes, perda de consciéncia,
taquicardia e parada cardiaca (DRUG BANK, 2019)

A fenolftaleina € uma substancia organica que ja foi usada como laxante por
exercer um efeito estimulante da mucosa intestinal, porém foi removida do mercado
brasileiro por apresentar reagbes adversas graves como arritmias, além de ser
possivel cancerigeno a longo prazo (BRASIL, 2002c). Foi retirada também dos
mercados canadense em 1997 (DRUG BANK, 2019) e americano em 1999 (NEVES,
CALDAS, 2017), por induzir a carcinogenicidade.

O bisacodil é um estimulante laxativo de venda livre, indicado para
constipagéo, atua diretamente no intestino estimulando o peristaltismo. E indicado
na limpeza do célon como preparacdo dos exames de colonoscopia em adultos.
Apresenta como efeitos colaterais diarreia cronica, dor abdominal, hipopotassemia,

hiperaldosteronismo secundario e calculo renal (DRUG BANK, 2019).
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A furosemida é um farmaco usado como diurético, indicado no tratamento de
edema e insuficiéncia renal cronica. Atua bloqueando o sistema cotransportador de
Na*K*2Cl. A acédo diurética resulta da inibicdo da reabsorcdo de cloreto de sodio
neste segmento da alca de Henle. Apresenta como efeitos colaterais hipotenséo
severa, trombose, estado de delirio, paralisia flacida, nduseas, apatia e confuséo.
Pode apresentar em casos de toxicidade, diurese profunda podendo levar a
deplecdo de eletrolitos, a diurese excessiva podendo ocasionar rapida perda de
peso, além de zumbido ou perda auditiva temporaria ou permanente (DRUG BANK,
2019).

A hidroclorotiazida € um farmaco diurético que atua por reduzir a reabsorcao
de eletrélitos dos tubulos renais, o que leva a um aumento da excrecdo de agua e
eletrdlitos incluindo, sodio, potassio e magnésio. Entre 0s sinais mais comuns e
sintomas em casos de toxicidade observados sédo aqueles causados pela deplecéo
de eletrdlitos (hipocalemia, hipocloremia e hiponatremia) e desidratacéo resultada da
diurese excessiva (DRUG BANK, 2019).

A Tabela 3 apresenta algumas das propriedades fisico-quimicas dos
compostos analisados neste estudo, estes farmacos foram selecionados, pois estédo
relacionados a perda de peso.

Tabela 3: Algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos em estudo.

Compostos Estrutura molecular Formula molecular/ pKa/ peso

molecular

Peso molecular= 194,19 g/mol

- CH.,
HC "r CsH10N4O2
Cafeina )\ | > pKa= 10,4 (a 40°C)
o
CH



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C8H10N4O2

40

Anfepramona

C13H20N20
pKa= 8,2
Peso molecular= 220,32 g/mol

Hidroclorotiazida

C7HsCIN304S
pKa=7,9 pka2=9,2
Peso molecular= 297,73 g/mol

Furosemida

C12H11CIN20sS
pKal=3,8 pKa2=7,5
Peso molecular= 330,739g/mol

Lamotrigina

CoH7ClI2Ns
pKal= 8,53 pKa2=9,21
Peso molecular= 256,09 g/mol

Bupropiona

Ci3H19CI2NO
pKa= 8,22
Peso molecular= 239,743 g/mol



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C12H11ClN2O5S
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C9H7Cl2N5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C13H19Cl2NO
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Fenolftaleina

C20H1404
pKa=9,7
Peso molecular= 318,328g/mol

Sertralina

Ca7H17CI2N
pKa= 8,5
Peso molecular= 306,2g/mol

Bisacodil

C22H19NO4
pKa= 4,08
Peso molecular= 361,4 g/mol

Sibutramina

C17H26CIN
pKa= 9,77

Peso molecular=279,8 g/mol

Fonte: pubchem; drugbank, 2019.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 INSTRUMENTACAO

= Cromatoégrafo a Liquido de Alta Eficiéncia da marca Knauer, com bomba

Smartline pump 1000 acoplado a Smartline Manager 5000, com detector de



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query=C20H14O4
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arranjo de diodos Smartline UV, software ChromGate® version 3.3.1, com
sistema de separagao por gradiente (Canais A, B, C e D) e injetor manual de
volume fixo de 20 uL. As separacdes foram realizadas em uma coluna de fase
reversa Cis (4,6 mm x 250 mm x 5 um), (Thermo Scientific) e pré coluna da
mesma natureza acoplada.

Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia da marca Agilent Technology® L 1260
Infinity, com detector de arranjo de diodos, modelo G4212B Agilent Technology®,
equipado com um sistema de bomba quaternaria (G1311B), injetor automatico
(G1329B) e forno termostatico para coluna (G1316A). As separacfes foram
realizadas em uma coluna de fase reversa Cis Zorbax Eclipse Plus Agilent
(4,6mm x 150mm x 3,5 pum), (Phenomenex) e pré coluna da mesma natureza
acoplada.

Balanca analitica (Sartorius, Alemanha) com quatro casas de precisao.

pHmetro digital (Metrohm® modelo 827 pHlab, Suica) acoplado a um eletrodo de
vidro combinado.

pHmetro digital (Metrohm® modelo 827 pHlab, Suica) acoplado a um eletrodo de
vidro combinado para titulacdo acido-basica ndo-aquosa (solvotrodo).

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore Synergy® UV) (resistividade de
18,2 MQ.cm@25°C), (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

Sistema de filtracdo a vacuo (Sartorius®, Alemanha).

Banho de ultrassom (Bandelin Sonorex® RK 510 H, Alemanha).

Bomba de vacuo (Prismatec® 131/132, Brasil).

Agitador Magnético (Marconi®, Brasil).

Termdmetro Digital (Prolab®, Brasil).

4.2 REAGENTES E PADROES

Todos os reagentes e solucdes padrdo foram preparados com agua ultrapura

(18,2 MQ cm) obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore,

Bedford, MA, EUA). Os padrdes cafeina, anfepramona, hidroclorotiazida, furosemida,

lamotrigina, bupropiona, fenolftaleina, fluoxetina, sertralina, bisacodil e sibutramina

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Todos os padrfes eram de grau

analitico, com no minimo 95% de pureza, e foram utilizados sem prévia purificagéo.
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Os solventes e reagentes utilizados foram todos grau HPLC: acetonitrila
(Sigma-Aldrich), metanol (Tedia), acido fosférico (F. Maia), alcool-isopropilico,
dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida, acido acético glacial e tolueno (Synth),
acido perclérico (Vetec), anidrido acético (Dinamica), biftalato de potassio e cristal
violeta (Merck).

As solucdes estogue dos padrdes (1.000 mg L) foram preparadas pela
dissolucédo de quantidades apropriadas das substancias em acetonitrila grau HPLC,
e armazenadas em frascos de polietileno a uma temperatura de -4 °C até o
momento das anadlises. As solucdes de trabalho dos compostos estudados foram
preparadas pela diluicdo das solugdes estoque em solventes escolhidos de acordo

com o experimento realizado.

4.1 AMOSTRAGEM

A amostragem dos suplementos alimentares foi realizada pelo grupo de
pesquisa do laboratério, no periodo compreendido entre 2014 a 2017. Foram
adquiridos 130 produtos, selecionados através de sites brasileiros e lojas fisicas,
com as palavras-chaves: “suplemento para perda de peso”, “termogénico’,
“suplemento para substituicdo de refeicbes”, “aumento da resisténcia”, “aumento da
performance”. Para a amostragem deste estudo, selecionou-se 36 amostras de
suplementos alimentares, nas formas farmacéuticas: 06 capsulas oleosas e 30
capsulas em po, pé a granel e comprimidos.

As amostras foram separadas de acordo com o objetivo do estudo e
receberam codigos de identificacdo. As amostras contendo cafeina em cépsulas
oleosas foram identificadas com as letras de A a F. Os suplementos para o segundo
estudo foram numerados de 1 a 30. Depois de catalogadas, as amostras foram
armazenadas em temperatura ambiente.

As amostras de suplementos alimentares na forma farmacéutica de capsula
oleosa possuem duas formas de apresentacdo: capsulas gelatinosas duras
contendo pellets e ou capsulas de gelatina mole. Na Figura 1 estdo representadas
as capsulas oleosas, contendo cafeina em sua formulacao e na tabela 4 encontram-
se as caracteristicas dos suplementos alimentares contendo cafeina na forma

farmacéutica de capsula oleosa.
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Figura 1: Suplementos de cafeina na forma farmacéutica de capsula oleosa

A =

F

Fonte: Autor.

-
=
g
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Tabela 4: Descricdo dos Suplementos alimentares contendo cafeina em cépsulas

oleosas.
. . Sistema de
Descricdo dos excipientes Forma de dosagem . -
Amostra liberacao
o, . . Céapsula de gelatina
Triglicerideos de cadeia media, P g .
. L, dura, oleosa em duas Time
A alfa-tocoferol, gelatina, dioxido de T . 3
. fases: o6leo/sélido release
silicone, corantes
(pellets)
Céapsula de gelatina
- . dura, oleosa em duas Time
B Oleo de cartamo T L 3
fases: 6leo/sodlido release
(pellets)
P , . Céapsula de gelatina
Oleo de sésamo, didxido de P 9 .
I . NP dura, oleosa em duas Time
C silicone, di6xido de titanio, o L 3
fases: 6leo/so6lido release
corantes
(pellets)
Triglicerideos de cadeia média, . :
Céapsula de gelatina :
lactose, talco, croscarmelose de Time
. \ dura, oleosa em duas
D sodio, estearato de magnesio, o L
fases: 6leo/solido releases

silicato de calcio, dioxido de
titdnio, polissorbato 80,

(pellets)

3 Time release é uma forma de dosagem de liberacdo modificada. O farmaco é liberado de forma

prolongada e gradual, com o objetivo de prolongar a agdo no organismo (Aulton, 2005).
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etilcelulose, hidroxido de amonio,
polietilenoglicol,silicato de
magnesio, acido oleico, triacetina,
corantes

Oleo de soja, 6leo vegetal, lecitina Capsulz?ngleegelatlna Liberacéo

de soja imediata

Oleo de sésamo,
F hidroxipropilmetilcelulose, didxido
de titdnio, corantes

Cépsula de gelatina Liberacéo
mole imediata

Fonte: Autor.

Algumas consideragcbes sobre a forma de dosagem e de liberacdo da
cafeina nas cdpsulas oleosas serdo abordadas a seguir.

Normalmente, a forma convencional de liberacdo convencional de liberacao
oral de farmacos € imediatamente apds a administracdo. Por outro lado, existem as
formas de dosagem de liberagdo modificada que modulam a liberacdo do farmaco
retardando ou prolongando a sua taxa de dissolucdo. As formas de dosagem
contendo cafeina fornecem uma liberacéo inicial imediata de cafeina, seguida por
uma liberacdo prolongada para manter os niveis de cafeina no organismo ao longo
do tempo, dessa forma ocorre uma potencializacdo dos efeitos ergogénicos e
termogénicos. As formas de dosagem podem ser compreendidas em sistemas
monoliticos ou particulados. Nos sistemas monoliticos a unidade de liberacéo
funcional é udnica (comprimido ou cépsula) e a dose nédo € dividida. A forma
farmacéutica particulada contém o farmaco dividido em subunidades de liberagéo:
granulos, pellets ou mini comprimidos. Sistemas particulados oferecem o beneficio
tecnolégico de permitir dosagens variadas com a mesma formulacdo, Além disso,
fornecem vantagens biofarmacéuticas como a combinacdo de formulacbes de
liberacdo imediata em uma Unica unidade, a absor¢cdo uniforme da cafeina e a
reducgé&o do risco reduzido de descarte da dose (NCBI, 2017).

As caracteristicas dos suplementos alimentares para a perda de peso, nas
formas farmacéuticas de encapsulados sdlidos, p6 a granel e comprimidos

encontram-se nas tabelas 5 e 6 a seguir:
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Tabela 5: Descricdo dos suplementos alimentares contendo cafeina em capsulas
sélidas, p6 a granel e comprimidos e cafeina presente em plantas.

Amostra Descricao da Composicéo Forma de
dosagem
1 Cafeina Céapsulas
2 Cafeina Céapsulas
3 Cafeina Céapsulas
4 Cafeina Céapsulas
5 Cafeina Cépsulas
6 Cafeina Capsulas
7 Cafeina Céapsulas
8 Cafeina Capsulas
9 Cafeina Céapsulas
10 Cafeina Comprimidos
11 Cafeina Comprimidos
12 Cafeina, Citrus aurantium, guarand, cha verde, cromo e Capsulas

biotina

Cafeina, fosfato dicélcio, diéxido de silicone, cha verde, o
13 _ o o o Comprimidos
leucina, tirosina, extrato de casca de pinheiro, garcinia

14 Cafeina, Fibra de laranja, psyllium e quitosana Cépsulas

Cafeina, cha verde, vitamina D, picolinato de cromo,
acido aspartico, acido alfa lipoico, citrato de boro, I- ]
15 N ) _ o Cépsulas
carnitina, Panax ginseng, n-acetil-L- tirosina,

vinpocetina, inositol, Vitis vinifera e fosfatidilserina

16 Cafeina, guarana, creatina, arginina Céapsulas

Quitosana, composto de laranja, guarana, psyllium, i
17 L Céapsulas
vitamina C, cromo

18 Ché verde, colageno, inulina, gengibre Pé a granel

Guarana4, citrato de colina, cromo, nicotinamida, ]
19 L Cépsulas
pantotenato de calcio, tiamina

20 Guarana, colina, psyllium, vitaminas Céapsulas

Guarand, mate, calcio, colina, cromo, niacina, acido )
21 . o o Céapsulas
pantoténico, vitamina B2 e vitamina B1

22 Guarana, oxido de silicone Céapsulas

Fonte: Autor.
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Tabela 6: Descricdo dos Suplementos alimentares que ndo contém cafeina
declarada na composicao, capsulas sélidas, pé a granel e comprimidos.

Amostra Descricdo da Composicao Forma de Dosagem
23 Citrus aurantium Cépsulas
24 Aminopolissacarideo Capsulas
25 Colina, cromo, magnésio, Citrus aurantium Capsulas
P& de semente de uva, calcio de ostra e acido ,
26 L Céapsulas
ascorbico
27 Maltodextrina, fenilalanina P6 a granel

whey proteina do leite, albumina, caseina, L-

28 . . . )
leucina, L-valina, L-isoleucina

Po a granel

Carbonato de calcio, pirofosfato férrico, fosfato
de magnésio, sulfato de zinco, sulfato de
cobre, sulfato de manganés, selenito de sodio,
iodeto de potassio, sulfato de potassio, acetato
29 de retinol, colecalciferol, acetato de tocoferol Pé a granel
acetato de tiamina, riboflavina, &cido ascorbico,
nicotinamida, piridoxina, acido folico,
cianocobalamina, biotina, pantotenato de
calcio, lecitina de soja e extrato de soja

Proteina de soja isolada, whey proteina

30
concentrada

P6 a granel

Fonte: Autor.

4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS
4.4.1 Amostras de suplementos alimentares em cdpsulas oleosas

Para o procedimento de extracdo da cafeina nas amostras encapsuladas
oleosas, testou-se diversos solventes: dimetilsulfoxido, dimetilsulféxido:metanol (20—
60%, v/v), acetonitrila, dimetilformamida, metanol e 4gua pura. Testou-se também a
extragdo em fase sdlida, utilizando cartucho de polietileno. Dentre os solventes
testados a agua ultrapura foi a selecionada, pois foi a que apresentou a melhor
eficiéncia de extracdo. Foram realizados pools (n=10) do contetdo das capsulas. O
peso medio das amostragens foi calculado e utilizado para o preparo das amostras.
As amostras que continham pellets em sua formulagdo foram trituradas, com o
auxilio de um bastéo de vidro. A massa correspondente ao peso médio foi pesada
em balanca analitica e transferida para baldo volumétrico de 50 mL. Um volume um
pouco inferior a 50 mL de agua ultra-pura foi adicionado no baldo volumétrico. As

amostras foram sonicadas por 10 minutos. Apdés a sonicacdo o0 volume foi
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completado com agua ultra-pura (g.s.p 50 mL). As amostras foram filtradas em papel
de filtro qualitativo e em membrana de acetato celulose de 0,45 ym e diluidas 1000
vezes em fase movel e transferidas para os vials para serem analisadas no sistema
cromatografico.

O procedimento de extragdo das amostras encapsuladas oleosas esta
representado na Figura 2.

Figura 2: Esquema do preparo das amostras de suplementos alimentares em
capsulas oleosas

- NA ——
o™ ' -
= S (O

2 capsulas = icaca
P T Extracdo em 50m! Sonicacao 10
de agua minutos
2
l <> 4 >
Di!uido :L_O(?Dx~em fase FiltracSo em scetsto de Filtrac3o em papel
movel e injecao no celulose 0,45 um filtro

sistema

Fonte: Autor.

4.4.2 Amostras de suplementos alimentares em capsulas em po, p6 a granel e
comprimidos

Para o procedimento de extracdo das amostras de suplementos alimentares
na forma farmacéutica (capsulas em pd), determinou-se o peso médio, partindo-se
de um pool de 10 capsulas. Para os suplementos alimentares na forma farmacéutica
(comprimidos), triturou-se 10 comprimidos com o auxilio de um gral e pistilo e

BN

determinou-se o peso médio. Para os suplementos alimentares (p6 a granel),
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aliquotas de diferentes lugares da amostra foram retiradas até atingir um peso de
5g e esse conteudo foi estocado e utilizado para a amostragem.

A massa correspondente ao peso meédio foi pesada em balanca analitica e
transferida para baldo volumétrico de 25 mL. Um volume um pouco inferior a 25 mL
de acetonitrila foi adicionado no baléo volumétrico. As amostras foram sonicadas por
30 minutos. Apds a sonicag¢do o volume foi completado com acetonitrila (g.s.p 25
mL). As amostras foram filtradas em algoddo e em membrana regenerada de nylon
de 0,45 um e antes de serem injetadas no sistema cromatografico foram diluidas 10
vezes com fase movel. O procedimento de extracdo das amostras de suplementos
alimentares em capsulas em po, a granel e comprimidos esta representado na
Figura 3.

Figura 3: Esquema do preparo das amostras de suplementos alimentares em

capsulas em po, a granel e comprimidos

= N | ——
cadD | -
Cam® =) I - o B¢

Pool das amostras Pesagem peso médio (g) Extracdoem 25mL  Sonicagdo por 30
de acetonitrila minutos

ﬁ / !
| D & -

Filtragdo em nylon
0,45pm

Dilui¢do em acetonitrila Filtracao em algodao

e injecdo no sistema

Fonte: Autor.

4.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS
4.5.1 Determinacéo de cafeina por HPLC DAD

A determinagdo de cafeina por HPLC DAD foi conduzida utilizando uma
coluna de fase reversa Cis (4,6 mm x 250 mm x 5 um, Thermo Scientific) e pré
coluna de mesma natureza acoplada, fase movel: &cido fosférico 0,1% (eluente A) e

acetonitrila (eluente B) (70:30; v/v); tempo de corrida de 5 minutos e fluxo de 0,8
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mL.min"1 A absorbancia foi monitorada em quatro diferentes comprimentos de onda:
215, 220, 225 e 235 nm. Para a validacdo do método e andlise das amostras o

comprimento de onda escolhido foi de 220 nm.

4.5.1.1 Preparo dos eluentes

O &cido fosforico 0,1% (v/v) (eluente A) foi preparado a partir de um acido
com 85% de pureza, pipetando-se 1,18 mL do acido concentrado em 1000 mL de
agua ultra-pura. O eluente que atingia pH 2,0 foi entéo filtrado em um sistema de
filtracdo contendo uma membrana de acetato de celulose de 0,45 pm. A acetonitrila
foi 0 eluente B e a agua ultra-pura o eluente C. Todos os eluentes foram sonicados
por 60 minutos antes do uso.

A fim de diminuir a oscilacdo de absorbancia da linha base, a coluna foi
diariamente condicionada com a fase movel por aproximadamente 60 minutos. Apos
esse tempo, os padrbes e amostras foram injetados de forma manual utilizando
seringa de vidro de 1 mL. Entre uma andlise e outra foi realizado um
recondicionamento da coluna por um tempo de 10 minutos para o reequilibrio da
mesma. A etapa de lavagem, no final do dia, ocorria da seguinte maneira: 40
minutos iniciais: 90:10 (&gua: acetonitrila, v/v), 60 minutos finais: 80:20

(acetonitrila:agua), no fluxo de 1,0 mL. min.

4.5.2 Determinagéo simultédnea de adulterantes por HPLC DAD

Para a determinac¢éo simultanea dos adulterantes pelo método de HPLC DAD
foram realizados diversos ensaios, a fim de determinar a melhor condicdo de
separacao dos compostos em estudo. Diferentes solventes foram testados tais como
etanol, tetrahidrofurano (THF), agua acidificada, acetonitrila, metanol e misturas
contendo acetonitrila e metanol. Além da escolha do melhor solvente outros aditivos
foram também avaliados. A adicdo de uma substancia tampao na fase mével pode
influenciar na interagdo dos analitos, promovendo uma melhor separacdo dos
compostos (MURATT et al., 2018). Assim, a influéncia do acetato de aménio foi
testado nas concentracdes de 20, 40, 60, 80, 100 e 200 mmol. LL. Verificou-se que a
presenca do acetato de amoénio foi fundamental para a separacdo dos compostos e

a concentracdo de 100 mmol. L foi a escolhida, porque se mostrou como a mais



51

adequada. Outras composicdes de fase mével foram testadas no intuito de promover
uma melhor separacdo. Ensaios com misturas de metanol e etanol com acetonitrila
foram realizados e a acetonitrila foi 0o solvente organico que proporcionou uma
melhor separacdo. O metanol ndo se mostrou eficiente e a mistura de etanol com
acetonitrila elevou a pressdo do sistema cromatografico. Na tentativa de melhorar
ainda mais a separacdo dos analitos, foi testado o dodecilsulfato de sédio (SDS),
gue é um aditivo muito utilizado em cromatografia, pois através da formacao de par
ibnico promove uma melhora consideravel nas separacfes. Este aditivo foi inserido
na fase moével na concentracdo de 10 mmol.L1. Neste estudo, ele nédo foi uma boa
escolha, porque néo foi eficiente em promover uma boa separacdo. Desta forma, a
solucédo de acetato de amonio 100 mmol. L foi preparada pela dissolucéo do sal em
agua ultrapura. Apos a adicdo de acido acético p.a foi feito o ajuste do pH, e entéo
foi aferido 0 menisco do baldo volumétrico. O eluente que atingia o pH 5,2 foi entédo
filtrado por um sistema de filtrag&do, contendo uma membrana de acetato de celulose
de 0,22 yum. Todos os eluentes testados durante a otimizacdo e em todas as
analises foram preparados diariamente e sonicados no banho de ultrassom por 60
minutos antes do uso.

A coluna cromatogréfica C18 era condicionada diariamente com a fase movel
por 60 minutos antes dos experimentos.

No fim de cada dia, a coluna cromatografica era lavada com uma solucéo de
acetonitrila e Agua ultrapura (75:25) por 15 minutos em fluxo de 1,0 mL.min "1 e ap6s
a mesma mistura na razao 90:10 por 20 minutos.

Além disso, para evitar acumulo de particulas nos canais, era feito uma purga
em todo o sistema cromatografico com uma solucéo contendo alcool isopropilico.

As condicBes empregadas no método analitico foram:

v Fase mével: (A) Solucdo de acetato de amodnio 100 mmol.L%, (B) Acetonitrila,
(C) Agua ultra-pura e (D) Tetrahidrofurano
Vazéo: 1,0 mL.min
Temperatura do forno da coluna: 35°C £1°C
Volume de injecdo: 10 uL

Tempo de analise: 13 minutos

NN NN

Comprimento de onda: 224, 250 e 270 nm.
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4.6 PARAMETROS DE VALIDACAO

Para a validacdo dos métodos propostos, foram avaliados os parametros de
seletividade, linearidade, repetibilidade, precisédo intermediaria, exatidao, limites de
deteccdo, quantificacdo e robustez determinados pela Guia de Validacdo de
Métodos Analiticos (AOAC, 2013), que trata da validagdo de procedimentos

analiticos em suplementos alimentares.

Os resultados de linearidade do método foram analisados através da
regressao linear (método dos minimos quadrados), pelo coeficiente de correlacédo
linear (r), pela inclinagéo da curva (IC), bem como pelos desvios padrdes da IC e do
intercepto. Além disso, diferentes curvas analiticas preparadas em diferentes dias

(n=3) foram analisadas por Analise de Variancia (ANOVA).

A sensibilidade dos métodos foi avaliada através da determinacéo dos limites
de quantificacdo e deteccdo do método para cada analito. Os limites foram
calculados a partir da formula descrita no ICH, que leva em consideracao o desvio
padrdo do intercepto e inclinacdo da curva padrao, que também sdo parametros que
indicam a sensibilidade do método (ICH, 1996).

Os resultados encontrados na determinacdo da precisdo do método foram
avaliados estatisticamente através do teste F e expressos através do desvio padrao
(DP) e desvio padrao relativo (DPR).

A exatiddo do método analitico foi determinada através de ensaio de
recuperacéo de padrédo adicionados as amostras, sendo expressa como percentual

de recuperacédo e avaliada a partir do teste t de Student.

4.6.1 METODO DE DETERMINACAO DE CAFEINA POR HPLC DAD
4.6.1.1 Linearidade

A faixa linear foi avaliada pela injec@o de seis niveis de concentracéo do
padrao de cafeina e em trés dias diferentes. Para isso, uma solugéo estoque (1000
ug mL?) de cafeina substancia quimica de referéncia (SQR) foi preparada em agua

e aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo a
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concentracdo final de 1; 2; 5; 10; 15 e 20 ug mL™*. Os resultados de linearidade do
método foram avaliados através da regressao linear (método dos minimos
quadrados), pelo coeficiente de correlacao linear, pela inclinacdo da curva, pelos
desvios padrdes da inclinacao da curva e do intercepto e pela analise de variancia
(ANOVA).

4.6.1.2 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo do ensaio de
repetibilidade (preciséo intra-dia) e precisao intermediaria (precisédo inter-dia) sendo
o resultado expresso como desvio padrao relativo (DPR) de uma série de medi¢des.
Para o ensaio de repetibilidade foram realizadas seis determinacdes de uma solucéo
de uma amostra que j& havia sido previamente analisada, contendo cafeina em uma
concentragdo correspondente a 5,88 ug mL?, onde 3,88 ug mL ! de cafeina ja
estavam contidos na cépsula em analise e 2 yg mL* foram adicionados para
chegarmos a respectiva concentracdo. O ensaio procedeu-se no mesmo dia e sob
as mesmas condi¢bes experimentais.

Para o ensaio de precisdo intermediaria foi utilizada a mesma solu¢do do
ensaio de repetibilidade, porém em trés dias diferentes. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

O desvio padrao relativo (DPR) das areas obtidas para cada ensaio foi

calculado de acordo com a seguinte formula:

DP
DPR = x 100

CDM
Onde, DP é o desvio padrdo, CDM é a concentracdo média determinada. O

valor maximo aceitavel ndo deve ser superior a 5%, segundo a AOAC.
4.6.1.3 Limite de deteccao e de quantificacéo

A estimativa do LD e do LQ foi avaliada através da determinacéo do ruido
da linha base pela injecao de dez replicatas do branco. A estimativa do LD foi
estabelecido com base na relacéo de trés vezes o ruido da linha base, através da

equagao:
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DP x 3,3
LD = ——
IC

Onde, DP é o desvio padréo do intercepto e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.
J& a estimativa do LQ foi estabelecido com base na relacdo de dez vezes o ruido da

linha de base, através da equacéo:

- DP x 10
Q= Ic

Onde, DP é o desvio padrao do intercepto e IC € a inclinacéo da curva de calibracéo.
4.6.1.4 Exatidao

A exatiddo do método de extracao foi avaliada pela determinacdo do ensaio
de recuperacdo. Antes do procedimento de extracdo, a cafeina foi pesada e
adicionada nas amostras, na concentracéo final de 1 yg mL?. Apés o procedimento
de extracdo, aliquotas de uma solucao padrdo de cafeina, foram adicionadas nas
amostras, na concentragdo final de 1 yg mL*. A adicdo do padrdo de cafeina foi
realizada nos dois procedimentos e em todas as amostras encapsuladas oleosas,
para assegurar a confiabilidade do método de extracao.

A exatidao foi avaliada também através do ensaio de recuperacéo de padrao,
isto é, através da adicdo do padrdao de quantidades conhecidas de cafeina nas
amostras previamente analisadas. Dessa forma, aliquotas de 0,25; 1,25; e 3,75 mL
de um padrdo de cafeina com concentragdo igual a 20 ug mL* foram transferidos
para baldes volumétricos de 5 mL contendo uma solucdo da amostra com
concentragdo de 3,88 ug mL'. Cada solucdo foi preparada em triplicata. A
porcentagem de recuperacao foi calculada a partir das médias das recuperacdes

obtidas para cada nivel de concentracdo, através da seguinte formula:

o Concentracido meédia experimental
Exatidio = — — x 100
Concentracdo teorica
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4.6.1.5 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através de analitos que foram
adicionados como possiveis interferentes e também através do espectro de
absorcdo que é gerado pelo composto e detectado pelo detector. Assim, os analitos
L-tirosina, p-octopamina, sinefrina, tiramina, hordenina e sibutramina foram

adicionados juntamente com a cafeina.

4.6.2 Método comparativo volumetria em meio ndo-aquoso

Nos compéndios farmacopeicos o0 método preconizado para a determinacao
de cafeina em matéria-prima é a volumetria em meio ndo aquoso. Desta forma, para
fins de comparacao de resultados optou-se por determinar a cafeina por um método
oficial, com o objetivo de comparar estes ensaios com o0s realizados pelo método
cromatografico. Para este estudo foi utilizada a metodologia baseada na
farmacopeia britanica (British Pharmacopeia, 2010). O procedimento de
quantificacdo da cafeina foi realizado a partir do conteudo de duas cépsulas que
foram transferidas cuidadosamente, para um béquer de vidro de 150 mL. As
capsulas que continham pellets em sua formulacdo foram trituradas e
homogeneizadas. Apos a adicdo de 5 mL de anidrido acético, a mistura foi agitada,
com agitador magnético e aquecida a 50°C, até a completa dissolu¢cdo. Apos o
resfriamento, foram adicionados 10 mL de anidrido acético e 20 mL de tolueno. Na
solucéo foi introduzido o eletrodo indicador de pH e com o auxilio de uma bureta foi
realizada a titulacdo. Foram adicionados incrementos de 0,5 mL de acido perclérico
0,1 mol. L1, previamente padronizado e incrementos de 0,2 mL préximos ao salto
potenciométrico. O mesmo procedimento realizado com as amostras foi realizado
com o padréo de cafeina.

O ponto final foi determinado potenciometricamente através da curva de
titulacdo (volume de acido perclérico (mL) x mEV e pela primeira derivada (volume
médio de acido perclérico (mL)x AmEV/AV.

O teor (%) de cafeina presente nas formulacdes foi calculado a partir do gasto
de acido perclérico relacionado ao dada da farmacopeia britanica de que 1mL de
acido perclérico equivale a 19,42 mg de CsHioN4O2 (cafeina) (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2010).
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Alguns parametros de validagdo da analise por anidrovolumetria foram
determinados como precisdao intra-dia (repetibilidade), precisdo inter-dia
(intermediaria) e ensaio de exatiddo. Estes parametros foram avaliados porque nao
existe uma monografia nas farmacopeias para a analise de cafeina em amostras
encapsuladas oleosas.

Para o ensaio de repetibilidade foram realizadas seis determinacdes de
cafeina nas amostras A e B com concentracdo tedrica de 143 mg/unidade; seis
determinacdes de cafeina na amostra C com concentracdo tedrica de 140
mg/unidade e seis determinacdes nas amostras E e F com concentracdo tedrica de
210 mg/unidade. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata no mesmo
dia e sob as mesmas condi¢cdes experimentais, seguindo o0 mesmo procedimento
realizado com as amostras. O ensaio de precisao intermediaria foi realizado em trés
dias diferentes, em triplicata.

A exatiddo foi determinada através do percentual de recuperacdo de
substancia quimica de referéncia (SQR) cafeina adicionada em duas amostras. Nas
amostras A e C foram adicionadas 50mg, 100mg e 150 mg, respectivamente de
SQR pesados em balanca analitica. Os ensaios de determinagcdo da cafeina foram
realizados seguindo o mesmo procedimento realizado com as amostras e foram

realizados em triplicata.

4.6.3 METODO DE DETERMINACAO SIMULTANEA DE ADULTERANTES POR
HPLC DAD

O método de determinacdo simultanea de adulterantes por HPLC DAD foi
validado pela determinacdo das seguintes caracteristicas operacionais: linearidade,

especificidade, LD, LQ, precisdo, exatidao e seletividade.

4.6.3.1 Linearidade

A faixa linear foi avaliada pela injecdo de seis niveis de concentracdo dos
padroes dos adulterantes e em trés dias diferentes. Curvas de calibracdo da
anfepramona, cafeina, lamotrigina, bupropiona, fenolftaleina, fluoxetina, sertralina,
furosemida, bisacodil e sibutramina foram obtidas usando padrdes, que foram

injetados separadamente no sistema cromatografico. Cada padrdo injetado foi
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preparado da solucdo estoque dentro da faixa linear obtida para cada adulterante.
Na Tabela (7) encontra-se o0 esquema de preparo da curvas analiticas a partir das

solucdes estoque de 1000, 500 e 100 ppm.
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Tabela 7: Esquema de preparo dos pontos das curvas analiticas

CAFE | ANFE | HCZ | FURO LAMO | BUPI | FENOL FLUOX | SER | BISA | SIBU Vf\'gme

conc. (ppm) 1 1 5 5 1 5 1 5 5 5 5

Ponto1 | vVolume (ul) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 890
S.Estoq (ppm) | 100 | 100 | 500 500 100 500 100 500 500 | 500 500
conc. (ppm) 3 3 10 10 3 10 3 10 10 10 10

Ponto 2 | volume (ul) 20 20 50 20 20 20 20 20 20 20 20 750
S.Estoq (ppm) | 100 | 100 | 500 500 100 500 100 500 500 | 500 500
conc. (ppm) 5 5 15 20 5 20 5 20 20 20 20

Ponto 3 | volume (ul) 10 10 20 20 10 20 10 20 20 20 20 820
S.Estoq (ppm) | 500 | 500 | 500 1000 500 1000 500 1000 1000 | 1000 | 1000
conc. (ppm) 10 10 20 30 10 30 10 30 30 30 30

Ponto 4 | volume (ul) 20 20 30 30 20 30 20 30 30 30 30 710
S.Estoq (ppm) | 500 | 500 | 500 1000 500 1000 500 1000 1000 | 1000 | 1000
conc. (ppm) 15 15 30 40 15 50 15 50 50 50 50

Ponto5 | volume (ul) 30 30 40 40 30 50 30 50 50 50 50 550
S.Estoq (ppm) | 500 | 500 | 500 1000 500 1000 500 1000 1000 | 1000 | 1000
conc. (ppm) 20 20 40 50 20 70 20 70 70 70 70

Ponto 6 | volume (ul) 40 40 50 50 40 70 40 70 70 70 70 390
S.Estoq (ppm) | 500 | 500 | 500 1000 500 1000 500 1000 1000 | 1000 | 1000

Fonte: Autor.

Nota: CAFE: cafeina; ANFE: anfepramona, HCZ: hidroclorotiazida, FURO: furosemida, LAMO: lamotrigina, BUPI: bupropiona, FENOL:

fenolftaleina, FLUOX: fluoxetina, SER: sertralina, BISA: bisacodil, SIBU: sibutramina
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Os resultados de linearidade do método foram avaliados através da regressao
linear (método dos minimos quadrados), pelo coeficiente de correlacéo linear, pela
inclinacdo da curva, pelos desvios padrées da inclinacdo da curva e do intercepto e

pela andlise de variancia (ANOVA).
4.6.3.2 Limites de deteccao e quantificacéo

A sensibilidade do método foi avaliado através do LD e do LQ pela determinacéao do
ruido da linha base pela injecdo de dez replicatas do branco. A estimativa do LD foi
estabelecido com base na relacdo de trés vezes o ruido da linha base, através da
equacao:

DP x 3,3
T IC
Onde, DP: desvio padréo do intercepto e IC é a inclinagdo da curva de calibragéo.

LD

A estimativa do LQ foi estabelecido com base na relacdo de dez vezes o ruido da

linha base, através da equacao:
DF x 10

Lo =
¢ IC

Onde, DP é o desvio padrao do intercepto e IC € a inclinacdo da curva de calibracéo.
4.6.3.3 Preciséo intra-dia (repetibilidade) e preciséo inter-dia (intermediaria)

A precisdo do método foi avaliada através da determinacdo do ensaio de
repetibilidade (preciséo intra-dia) e precisao intermediaria (preciséo inter-dia) sendo
o resultado expresso como desvio padrao relativo (DPR) de uma série de medicdes.
Para o ensaio de repetibilidade foram realizadas seis determinacdes de uma solucao
de uma amostra que ja havia sido previamente analisada, contendo concentracdes
conhecidas das substancias quimicas de referéncia. O ensaio procedeu-se no
mesmo dia e sob as mesmas condi¢cdes experimentais. Para o0 ensaio de precisao
intermediéaria foi utilizada a mesma solugdo do ensaio de repetibilidade, porém em
trés dias diferentes. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos a realizacao dos ensaios calculou-se o desvio padrao relativo (DPR) das
areas obtidas para cada ensaio, o valor é expresso em % de acordo com a seguinte

equagao:
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DpP
DPR = x 100
CDM

onde, DP é o desvio padrdao, CDM é a concentracdo média determinada. O valor
aceitdvel é o que determina o Guia de Validacdo de Métodos Analiticos para
suplementos alimentares (AOAC) apéndice k, a qual admite valores até 6% para

desvio padréo relativo.
4.6.3.4 Ensaio de Exatid&o

A exatiddo do método foi avaliado através do ensaio de recuperacdo. Da
mesma maneira, como realizado para o ensaio da precisao, quantidades conhecidas
de SQR foram adicionados na amostra previamente analisada em um nivel de

concentracao fixo.
4.6.3.5 Seletividade

O estudo da seletividade foi conduzido através da andlise de possiveis
interferentes que séo frequentemente relatados na literatura como adulterantes.
Foram avaliados neste estudo os interferentes: femproporex, fenilpropanolamina,
topiramato e dimetilamilamina. A seletividade do método pode ainda ser assegurada
pela pureza do pico cromatografico, através do espectro de absorcédo que € gerado

para cada composto a partir do detector de arranjo de diodos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETERMINACAO DE CAFEINA EM CAPSULAS OLEOSAS
5.1.1 Preparo das amostras

Os métodos utilizados para o preparo de amostras na determinacdo de
cafeina incluem a extragdo liquido-liquido (LLE), extracdo em fase sélida (SPE) do
inglés solid phase extraction, extracdo em fluido supercritico, ultrassom, microondas,
além de diversos solventes (EVANS, SIITONEN, 2008, CARVALHO et al., 2012).
Entretanto ndo existe um método de extracdo oficial para quantificacdo da cafeina
em matrizes oleosas ou em formas de dosagem conhecidas como time-release.

Este trabalho foi baseado em estudo desenvolvido para a determinacao de
cafeina em produtos emagrecedores a base de plantas contendo Citrus aurantium
desenvolvido anteriormente no grupo de pesquisa. No estudo de Zemolin (2015) o
método foi aplicado em amostras soélidas (capsulas em pd, sachés e a granel), onde
0 processo de extracdo das amostras consistiu de extracdo aquosa a quente
(infusdo) de 25 mL de &gua a 90°C e sonicacdo por 30 minutos. Neste estudo, a
determinacdo de cafeina precisava ser realizada em matrizes oleosas onde o

primeiro passo foi testar o melhor procedimento de extragéo.

Solventes puros e misturas de dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida,
acetonitrila e agua foram testados a fim de alcancar o melhor procedimento de
extracdo e conseguir a solubilizacéo total da cafeina. Desta forma, a proposta deste
estudo foi propor um simples, econbmico e rapido método de extracdo e
quantificacdo da cafeina presente nestas formas farmacéuticas. Diferentes solventes
foram investigados como dimetilsulfoxido, dimetilformamida, acetonitrila, agua bem

como diferentes proporgoes.

A eficiencia do método de extracdo foi avaliada através dos ensaios de
recuperacdo dos padrdes. A mistura de dimetilsulfoxido em metanol 60% (v/v)
apresentou uma boa solubilizagdo da cafeina nas amostras. Entretanto, a
percentagem de recuperacdo da cafeina ndo foi adequada, variando de 38,1 a
66,0%.
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Devido a polaridade da cafeina e de sua alta solubilidade em agua (21,6g/L
a 25 °C), este solvente foi avaliado. A eficiéncia deste método de extracdo usando a agua,

ficou na faixa de 95,2 a 104,7%, estes valores estdo dentro dos estabelecidos para
suplementos alimentares compreendidos entre 80 a 120%. O tempo de extracdo também
foi avaliado de 5 a 30 minutos. A sonicagdo de 10 minutos foi o tempo mais apropriado

para a extracdo das amostras.

5.1.2 Desenvolvimento do método por HPLC DAD para dosagem de cafeina em

suplemento alimentar

Para a determinacdo de cafeina em amostras encapsuladas oleosas foi
utilizado como base o método desenvolvido para a determinagdo do analito, em
produtos emagrecedores a base de plantas contendo Citrus aurantium desenvolvido
anteriormente no grupo de pesquisa (ZEMOLIN, 2015). As condi¢des
cromatograficas deste método isocratico consistiam em uma coluna de fase reversa
Cis (4,6 mm x 250 mm x 5 um), (Thermo Scientific) e pré coluna de mesma natureza
acoplada. Como fase movel acido fosférico 0,1% em agua (v/v) e acetonitrila (70:30;
v/v), vazéo de 0,8; 0,5; 0,5 e 1,5 mL.mint. O tempo de corrida total foi de 10 minutos.

ModificagcBes no método como tempo de corrida e a vazao foram necessarias.
Os tempos de corrida de 2, 3, 5 e 10 minutos foram testados. A cafeina possui um
tempo de retencdo de 4,5 minutos, desta forma a corrida total foi de 5 minutos.
Testaram-se as vazdes de 0,5, 0,8 e 1,0 mL.min", sendo o fluxo ideal de 0,8 mL.
min-t. Entdo usando uma coluna Cis (4,6 mm x 250 mm x 5 pm), (Thermo Scientific)
e pré coluna de mesma natureza acoplada, fase movel: acido fosforico 0,1% (v/v) e
acetonitrila (70:30; v/v), método: isocratico, tempo de corrida: 5 minutos, fluxo de 0,8
mL.min? e deteccdo a 220 nm foram as condicbes cromatogréficas ideais para

determinacao da cafeina em matrizes oleosas.

5.1.3 Parametros de validacao
5.1.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela construcdo de curvas
analiticas. Na Figura 4 encontra-se a curva de calibragdo da cafeina com sua

respectiva equacao da reta e coeficiente de correlacdo linear. A calibracdo com a
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cafeina apresentou coeficiente de correlacdo maior que 0,99. Isto significa que o
método apresentou boa linearidade na faixa de concentracdo estudada (1 a 20
ug.mL?). De acordo com a andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 8,

os dados demonstraram significativa regressao linear, sem desvio da linearidade
(p<0,05).

Figura 4: Curva de calibracéo, equacdo da reta e coeficiente de correlacdo linear da
cafeina.
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Tabela 8: Resultados da analise de regressdo dos dados para a quantificacdo de
cafeina pelo método HPLC DAD.

Parametros Resultados @
Faixa de concentracdo linear 1,0 a 20,0 (pg/mL)
Inclinacéo + desvio padrao 140361 + 2247
Intercepto + desvio padréo -45252 + 23338
Limite de confianca da inclinacéo ° 146136,97 a 134586,11
Limite de confianca do intercepto ° 55454,98 a -105232,74
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9987

Anélise de variancia

Regressao linear © 11464,56 (4,41)

Desvio da Linearidade ¢ 2,66 (2,93)

Fonte: Autor
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aDados obtidos a partir de trés curvas padrbes
b Limite de confianga 95%
¢ Valores em parénteses correspondem aos valores criticos de F para P < 0,05

O coeficiente de correlacdo demonstrou haver concordancia entre as
concentragfes utilizadas e as areas absolutas dos picos obtidas. A andlise por
ANOVA demonstrou haver regressao linear significativa (Fcaiculado =11464,56> Fecritico

4,21) e nenhum desvio da linearidade (Fcalculado= 2,66< Fecritico 2,93).

5.1.3.2 Sensibilidade

A sensibilidade do sistema cromatografico empregado foi avaliada através
dos limites de deteccao e de quantificacéo.

Os limites foram calculados a partir da relagcdo entre o desvio padrdo do
intercepto e a inclinacdo da curva padrdo de cafeina. Os valores obtidos para o LD e

0 LQ foram 0,01 Mg.mL* e 0,03 ug.mL* respectivamente, os resultados est&o satisfatorios

e demonstram boa sensibilidade do método.

5.1.3.3 Precisao Intra e Inter-dia

Nas Tabelas 9 e 10 estdo apresentados os resultados referentes a precisao
inter-dia (repetibilidade) e intra-dia que foram obtidos para o método analitico.
Conforme os valores de DPR apresentados nas Tabelas 9 e 10 é possivel afirmar
gue os limites para a precisdo do método estdo de acordo com os limites
estabelecidos pelo Guia de Validacdo de Métodos Analiticos para Suplementos
Alimentares (AOAC) apéndice k, a qual admite valores até 6% para desvio padrédo

relativo, valor indicado para a faixa de concentragéo a nivel de mg. L.

Tabela 9: Apresentacao dos resultados de preciséo inter-dia de uma das amostras.

Padrdo Cafeina Dia Média do Teor (%)* DPR (%)
1 96,0 1,7
2 98,2 1,6
3 94,0 1,5

(*) média de 3 determinagfes
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Tabela 10: Apresentacao dos resultados de precisédo intra-dia de uma das amostras.
Padrdo Cafeina Dia Média do Teor (%)* DPR (%)
1 95,8 1,9

(*) média de 6 determinacdes

5.1.3.4 Exatidao

Nas Tabelas 11 e 12 estdo apresentados os resultados obtidos nos ensaios
de recuperacao de cafeina em todas as amostras encapsuladas oleosas pelo
método HPLC DAD. A Tabela 11 refere-se a cafeina (SQR) adicionada antes e apés
0 processo de extracdo, e a Tabela 12 refere-se a cafeina (SQR) adicionada na
amostra F em trés niveis de concentracdo 1, 5 e 15 yg.mL* e na Figura 5 representa
o cromatograma da amostra F e da amostra junto ao padrédo de cafeina (5 ug.mL™).
Conforme os valores apresentados para a exatiddo do método, podemos afirmar que
estdo de acordo com os parametros estabelecidos pelo Guia de validacao de
Métodos Analiticos para Suplementos alimentares (AOAC) a qual admite valores de

recuperacédo entre 80 a 115%.

Tabela 11: Apresentacdo dos resultados da exatiddo do método em termos de
percentagem de recuperagdo do padrdo de cafeina (1 pyg.mL?') antes e apds o
processo de extracao das amostras.

Amostra % Média Recuperada* %Média Recuperada*
Antes do processo de extracéo ApOs o processo de extracdo
A 103,0+3,0 104,0+3,9
B 104,7+2,5 101,2+3,6
C 97,7+4,2 102,0+2,5
D 98,9+2,6 95,2+1,9
E 99,1+ 3,2 98,9+2,2
F 103,0£1,5 104,7+3,4

(*) média de 3 determinagfes
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Tabela 12: Apresentacdo dos resultados da exatiddo do método em termos de
percentagem de recuperacdo do padrdo de cafeina antes do processo de extragao
da amostra F em trés niveis de concentracdo 1,0; 5,0 e 15,0 ug.mL™*

Padrdo de Cafeina

Amostra
Adicionado (ug.mL1) % Recuperada (x DP)
1 98,1+1,2 *
F 5 96,2+2,0 *
15 97,2+1,9*

(*) média de 3 determinacdes

Figura 5: Cromatograma obtido pelo método proposto HPLC DAD mostrando a
amostra “F” sem e com a adicdo do padrdo de cafeina de 5 yg.mL*. A composicéo
da amostra esta descrita na Tabela (4).

CondicGes cromatogréficas: fase movel (0,1% HzPOa/acetonitrila), fluxo:0,8 mL.™,
deteccdo UV: 220nm.
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5.1.3.5 Seletividade

Para o ensaio de seletividade foram testados os seguintes interferentes: P-
octopamina, p-sinefrina, tiramina, hordenina e sibutramina. Primeiramente foram injetados
individualmente a fim de identificar o tempo de retencdo e o espectro de cada um
deles. Apos foi injetado uma solucdo contendo todos os interferentes na
concentracdo de 20 yg.mL* juntamente com o padrdo de cafeina. Como podemos
observar na Figura (6) estes interferentes ndo afetam a determinacédo da cafeina
determinada pela técnica HPLC DAD proposto, pois todos eles apresentaram tempo

de retencdo que ndo co-eluiu com o sinal analitico da cafeina.
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Figura 6: Cromatograma dos interferentes p-octopamina (1); p-sinefrina (3); tiramina
(4); hordenina (5) sibutramina (6) e do padréo de cafeina (2) obtido pelo método
proposto HPLC DAD. Condicdbes cromatogréficas: fase movel (0,1%
HsPQa/acetonitrila), fluxo: 0,8 mL.min., deteccdo em 220nm.
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5.2 METODO COMPARATIVO POR ANIDROVOLUMETRIA

Para este estudo a Cromatografia Liquida em Alta Eficiéncia foi a técnica
escolhida para a quantificacdo da cafeina em amostras de suplementos alimentares
nas formulacdes encapsuladas oleosas. A volumetria em meio ndo aquoso é o
meétodo oficial preconizado na farmacopéia para determinacdo da cafeina e foi
portanto, escolhido como comparativo do método cromatogréfico.

A volumetria ou andlise titrimétrica em meio ndo-aquoso € uma técnica
utilizada para o doseamento de acidos e bases fracas. Em uma titulagdo em meio
aguoso, acidos e bases fracas dao pontos finais pouco nitidos, pois as respectivas
constantes de ionizacdo para 0s acidos e associacao para as bases, ndo séo
suficientemente grandes.

No entanto, no caso de uma titulacdo em meio ndo aquoso pode-se usar um
solvente, por exemplo anfiprético como o acido acético que torne mais forte (ou
menos fraco) a espécie a titular e consequentemente se obtenha um ponto final mais
nitido. O &cido acético esta entre os principais solventes utilizados em meio nao-
aguoso. O acido acético exibe propriedades acidas quando se dissocia para produzir

prétons, mas quando um acido mais forte que ele esta presente, no caso o0 acido
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perclorico ele recebe um préton formando o ion CH3COOH:2* que possui uma
reatividade muito grande com bases.

Desse modo, uma base que em agua seria fraca se torna forte, fazendo com
gue ocorra a reacdo e a titulacdo seja possivel (KOROLKOVAS, 1994; WEBER,
2011).

Desta forma, alguns parametros de validagao foram determinados por anidro
volumetria como a precisdo inter-dia e intra-dia e a exatiddo em algumas das

amostras encapsuladas oleosas, realizados conforme o item 4.6.1.5.

5.2.1 Parametros de validagéo
5.2.1.1 Preciséo

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados referentes a precisao intra-
dia e inter-dia que foram obtidos pelo método anidrovolumétrico.

Tabela 13: Apresentacdo dos resultados de precisdo intra-dia e inter-dia

encontrados nas amostras encapsuladas oleosas pelo método volumetria em meio

nao aquoso.
Amostra Preciséo intermediaria
Teor £ DPR
mg/cap Teor (%)
1 148,80 104,052
A 2 138,24 96,67° 101,74 +4,40
3 149,44 104,50
1 142,56 101,892
B 2 146,90 104,93° 102,94 +1,72
3 142,81 102,01°
1 151,31 105,82
C 2 147,66 103,26" 103,95 +1,62
3 147,00 102,8°
1 185,87 88,572

E 2 185,01 88,10° 89,73+ 2,42
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3 194,27 92,51°
1 185,09 88,142

F 2 183,77 87,51° 85,98 +3,22
3 172,79 82,28"

2 média de seis determinacfes
® média de trés determinacdes

Os valores encontrados no ensaio de precisdo encontram-se entre 1,62 a 4,40 e

estdo de acordo com os critérios de aceitacdo da AOAC que estabelece valores até

6%.

5.2.1.2 Exatidao

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados obtidos nos ensaios de recuperacao

de cafeina em duas amostras encapsuladas oleosas (amostras A e C) pelo método

volumetria em meio ndo-aquos

0.

Tabela 14: Apresentacdo dos resultados encontrados no ensaio de exatiddo nas

amostras A e C obtidos pelo método volumetria em meio ndo aquoso.

Produto Quantidade de SQR* (mg) % Recuperacéo
Adicionada Recuperada

50 52,42 102,38

A 75 76,30 105,90
100 105,83 105,83
50 43,48 86,96

C 75 72,78 95,64
100 81,59 81,59

*SQR: substancia quimica de referéncia

Os valores encontrados no ensaio de exatiddao encontram-se entre 81,59 a

105,90 %, estes parametros estdo dentro do valor estabelecido pela AOAC que

estabelece limites de 80-115%.
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53 ANALISES DAS AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES
ENCAPSULADAS OLEOSAS PELOS METODOS HPLC DAD E
ANIDROVOLUMETRICO

Na tabela 15 e nas figuras 7 e 8 estdo apresentados os dados para a determinacao
do teor de cafeina, na amostra C encapsulada oleosa, pelo método volumetria em
meio nao-aquoso.

Tabela 15: Valores obtidos na titulagdo da amostra C, mostrando o volume (mL) de
acido perclorico adicionado, a diferenca de potencial medido pelo eletrodo E (mV), a
diferenca de potencial A (mV) e a derivada primeira AE/ AV.

Volume (mL) E (mV) A(mV) AE/ AV
0,00 433,40 - -
1,00 568,30 0,50 134,9
2,00 587,80 1,50 19,50
3,00 600,50 2,50 12,70
4,00 612,20 3,50 11,70
5,00 625,20 4,50 13,00
6,00 642,60 5,50 17,40
7,00 671,40 6,50 28,80
7,50 702,50 7,25 62,20
8,00 757,70 Q?D 110,40
8,50 780,80 8,25 46,20
9,00 791,10 8,75 20,60
9,50 796,50 9,25 10,80
10,00 800,60 9,75 8,20
10,50 803,40 10,25 5,60
11,00 804,00 10,75 1,20
11,50 805,90 11,25 3,80
12,00 807,60 11,75 3,40
12,50 809,00 12,25 2,80
13,00 810,10 12,75 2,20
13,50 811,10 13,25 2,00
14,00 812,00 13,75 1,80
14,50 812,80 14,25 1,60
15,00 813,40 14,75 1,20
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Figura 7: Curva de titulacdo da amostra C relacionando o volume de acido perclorico

adicionado com o potencial medido.
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Figura 8: Grafico da primeira derivada da amostra C relacionando ao volume médio

de acido perclorico adicionado.
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Através da primeira derivada obteve-se o ponto de equivaléncia (7,75mL) e a partir
da estequiometria da reacdo foi possivel determinar o teor de cafeina presente na

amostra, como mostrado a seguir:

1 MLHCIOs 0,1 M ---mmmmmmmmmmm oo 19,42 mg cafeina
1mL de HCIO40,0988 M ----------------- -X X=19,19 mg cafeina
1mL HCIO4 0,0988 M ---- 19,19 mg cafeina

7,75 mL HCIO4 0,0988 mmmmmmmmmmmmeeeeeee Y Y= 148,7 mg cafeina
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(I AT — y Z=104,0%

A Tabela 16 apresenta a descricdo da composicdo e do valor rotulado e
declarado pelos fabricantes dos produtos, as formas de dosagens e liberacdo e o
teor (%) encontrado pelos métodos por HPLC DAD e por volumetria em meio néo-

aquoso.
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Tabela 16: Formas de dosagens analisadas: Composi¢cOes declaradas pelos fabricantes; formas de dosagens e liberagao;
contelido de cafeina rotulada e a quantificacdo pelos métodos de HPLC-DAD e pelo método anidro volumétrico.

Cafeina encontrada

Cafeina .

Amostra Formade Liberacéo rotulada Excipientes (% + RSD)
dosagem ; APLC- )
(mg/capsula) DAD! Volumetria

Capsula de gelatina

dura contendo duas Time Triglicerideos de cadeia média (TCM), alfa-tocoferol
A fases: oleo/solido release 143 antioxidante, gelatina, diéxido de silicone, corantes 94.4x2.6  101.7%2.5
(pellets)
Cépsula de gelatina
B dura comendo duas - Tme 140 Oleo de cartamo 106.8+4.1 102.9+1.0
(pellets)
Cépsula de gelatina o d diéxido de il dibxido d
dura contendo duas Time Oleo de sésamo, dioxido de silicone, dioxido de titanio,
c fases: 6leo/sélido release 143 corantes 1005+4.8  103.920.9
(pellets)
Iphoric potente metil B-PEA matrix (105 mg), Polygonum
cuspidatum, Huperzia serrata, Coryanthe yohimbe,
Hordeum Vulgare, isopropiloctopamina, 3'-5'-ciclic
Céapsula de gelatina adenosina monofosfato, 1,3-n-dipropil-7-propargilxantina,
D dura contendo duas Time 97 extrato de folha de oliveira, TCM, lactose anidra, talco, 104.4 +3.3 o
fases: 6leo/solido release croscarmelose de sédio, estearato de magnésio, silicato de B e
(pellets) célcio, gelatina, didxido de titanio, polissorbato 80,
hipromellose, polidextrose, etilcelulose, hidréxido de
amonio, polietilenoglicol, silicato de magnésio, &cido oleico,
triacetina, corantes.
E CapSUIadde gelatina  Immediate 210 Oleo de soja, emulsificante de 6leo vegetal, lecitina de soja  85.6 +3.8 89.7+1.4
ura release
Cépsula de gelatina  Immediate Oleo de sésamo, hidroxipropil metilcelulose, dioxido de
F mole release 210 titdnio, corantes 85.7£38 86.0£1.9

“n.a (ndo analisado) 1 e 2 ( média de 3 determinagées)
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Algumas consideracdes sobre a composi¢céo, bem como os resultados do teor
de cafeina encontrados nas amostras serdo abordados a seguir.

As amostras A, B, C e D analisadas neste estudo sdo capsulas de gelatina
dura que transportam cafeina através de sistemas multiparticulados. A cafeina
estava presente em duas subunidades funcionais de libera¢éo, uma liquida oleosa e
pellets. A cafeina na fase oleosa € imediatamente absorvida apds a ingestdo da
capsula. A porcdo que contém os pellets permite lancar uma porcao significante do
estimulante cerca de duas horas apés a administracdo. Dessa forma, o balanco da
liberacdo do farmaco passa de duas para dez horas. A fase oleosa liquida é
composta geralmente por Oleos fixos, como triglicerideos de cadeia media e 6leos
de soja, sésamo e cartamo.

A formulacdo “E” € um sistema emulsionado e o produto F € uma suspensao
na forma de capsulas gelatinosas moles. Os excipientes usados nestas formas de
dosagem sdo liquidos oleosos, agentes geleificantes e emulsificantes. Ao contrario
da tecnologia time-release, a cafeina presente nestes produtos é imediatamente
absorvida no corpo.

Quanto ao teor, podemos observar que as amostras E e F apresentaram
conteudo de cafeina que ndo corresponde ao valor declarado no rétulo, estes dados
corroboram com os resultados encontrados por outros autores: 27 a 113% (COHEN
et al., 2013) 0 a 226% (ATTIPOE et al., 2006) e 70% (INACIO, 2016) do valor
declarado.

Segundo Ribani e colaboradores, a comparacdo entre dois métodos,
consiste na comparacdo entre resultados obtidos empregando-se o método em
desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de referéncia,
avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos
(RIBANI et al., 2004). Para esta comparacdo as amostras foram analisadas pelo
método volumétrico em meio ndo aquoso.

O método volumetria em meio ndo-aquoso apresenta vantagens como 0O
uso de reagentes simples e o minimo preparo da amostra, o que faz com que o
meétodo tenha sido usado como rotina de analise e no controle de qualidade de
cafeina em diversas formas farmacéuticas. A volumetria em meio ndo aquoso €&
preconizada pela farmacopeia brasileira, americana e britanica para a analise de

cafeina em matéria-prima.
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Na Farmacopéia Americana a cafeina é também analisada nas formas
farmacéuticas, comprimidos, capsulas em pd e injetdveis. No entanto, ndo foi
encontrada nenhuma monografia especifica para capsulas oleosas, em nenhum
destes compéndios, portanto o método escolhido foi o da determinacdo de cafeina
em matéria-prima (USP, 2008; USP 2017a; USP 217b; USP 2017c).

A analise estatistica (ANOVA) dos resultados obtidos dos métodos
volumétrico e cromatografico ndo apresentaram diferenca signicativa (p < 0,05). No
entanto, o0 método volumétrico apresentou interferéncias da matriz. O ponto final ndo
pbde ser detectado na amostra D, nem mesmo pelo ensaio potenciométrico. Esta
amostra € uma matriz complexa, uma vez que apresenta uma grande quantidade de
ingredientes, excipientes, materiais vegetais e corantes em sua composicdo. Pelos
resultados obtidos podemos comprovar que o0 método cromatografico atendeu aos
requisitos de qualidade, pois a analise estatististica das amostras foram comparadas

com o0 método de referéncia e obtiveram resultados satisfatorios.

5.4 DETERMINACAO SIMULTANEA DE ADULTERANTES POR HPLC DAD

A segunda parte deste estudo foi o desenvolvimento de um método analitico
para identificacdo e quantificacdo simultdnea de onze farmacos: cafeina
(estimulante), anfepramona, sibutramina, (anorexigenos), fluoxetina, sertralina,
lamotrigina, bupropiona (antidepressivos), hidroclorotiazida, furosemida (diuréticos),
fenolftaleina e bisacodil (laxantes). A HPLC em fase reversa separa oS compostos
através de diferentes interacdes entre a fase estacionaria apolar e o solvente polar.
Entdo, a primeira etapa de um desenvolvimento de um método baseado nesta
técnica € conhecer a estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas dos
compostos. Desta forma, compostos polares interagem mais com a fase movel e
saem primeiro da coluna. Ao contrario, compostos levemente apolares, interagem
mais com a fase estacionaria apresentando maior tempo de retencao.

Os comprimentos de onda para a deteccdo dos picos cromatograficos foram
definidos com base nos espectros de absorcdo molecular dos compostos em
solucéo (20 mg.L?) contendo acetonitrila como solvente. Os comprimentos de onda
escolhidos foram: (I) 270 nm para a cafeina, hidroclorotiazida e furosemida; (Il)
250nm para a anfepramona, bupropiona, e bisacodil; e (Ill) 224 nm para lamotrigina,

fenolftaleina, fluoxetina, sertralina e sibutramina.
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Uma coluna octadecilsilano (Cis) com dimensotes 4,6x150mm, 3,5 um, foi
selecionada e proporcionou boa separacao, ndo causando elevagao da pressao do
sistema cromatografico. Outras colunas Cis de diferentes dimensdes (4,6x250mm, 5
pm; 3,0x100mm, 2,7um; 3,0x100mm,1,85 um) também foram testadas, mas nao
foram téo eficientes. A temperatura da coluna também foi modificada para alcancar

uma melhor separagéo.

5.4.1 Otimizacao da fase movel

Condicbes experimentais de fase mével como composi¢éo, vazéo e pH foram
avaliadas para a otimizacdo do método. Diferentes solventes e aditivos foram
testados, conforme descricdo no item 4.5.2 (Determinacdo simultanea de
adulterantes por HPLC DAD). O primeiro solvente testado foi a combinacdo de agua
e acetonitrila

A fase movel isocratica contendo agua e acetonitrila (95:5; v/v) em fluxo de
1,0 mL.min?! foi testada. Nesta condi¢cdo, uma solucdo contendo todos os
adulterantes na concentragdo de 50 mg.L* foi injetado. Como podemos observar
através do cromatograma apresentado na Figura 9, ndo ocorreu uma boa separacéo

e 0s compostos sairam todos co-eluidos no inicio do cromatograma.

Figura 9: Cromatograma dos compostos pesquisados como adulterantes. Condicbes
cromatograficas: coluna C18, fase modvel &gua:acetonitrila (95:5; v/v), fluxo: 1,0

mL.min -1
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Assim sendo, inverteu-se a proporcdo de agua e acetonitrila (5:95; v/iv) e a
mistura dos analitos foi re-injetada. Alguns compostos foram separados dentro de 20
minutos, mas alguns ainda ficaram co-eluidos, como podemos observar no

cromatograma apresentado na Figura 10.
Figura 10: Cromatograma dos compostos pesquisados como adulterantes.

Condicdes cromatogréaficas: Coluna C18, fase movel: agua:acetonitrila (5:95, v/v),

fluxo: 1,0 mL.mint
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Algumas tentativas de gradientes de proporcao de agua e acetonitrila na fase
movel foram testadas, mas nédo foram suficientes para promover uma boa separacao
e diminuir o tempo da corrida.

Mesmo com todos os ensaios realizados, dois compostos, a hidroclorotiazida
e a anfepramona ainda apresentavam co-eluicao.

De acordo com Harris, 2012, combinacdes de solucdo tamp&do aquosa e
solvente organico (acetonitrila, metanol ou tetrahidrofurano) proporcionam uma série
de interacdes dipolares ou de ligacdes de hidrogénio com solutos, que conseguem
separar um vasto nimero de compostos na cromatografia em fase reversa (HARRIS;
2012). Desta forma, o tetrahidrofurano foi inserido na fase movel para tentar separar
estes dois compostos. Concentracfes de THF entre 10 e 20%, foram capazes de
obter uma boa resolucéo de todos os analitos.

A Figura 11 apresenta trés cromatogramas em que foi injetado uma solucéo
contendo todos os padrbées dos 11 adulterantes na concentragdo de 50 mg.L* para
avaliar a influéncia de aditivos na fase moével. Os cromatogramas mostram a
influéncia da presenca do acetato de amoénio e do THF na fase movel. Como
podemos observar, a escolha do acetato de amoénio e do THF presentes na fase
movel sdo fundamentais para uma boa resolucdo de todos os compostos deste

método.

Figura 11: Separacdo cromatografica dos compostos pesquisados mostrando a

influéncia da presenca do acetato de aménio e do THF na fase movel.
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A escolha do pH foi outro parametro importante avaliado. De acordo com o
pKa dos analitos, o efeito da variagdo do pH foi testado na faixa de 3,0 a 6,0
(ajustado com acido acético). Por se tratar de uma C-18, valores inferiores a 3,0 e
superiores a 6,0 ndo foram testados, pois iriam causar danos a coluna
cromatografica. O pH mais apropriado foi de 5,2, pois nesta condicdo os analitos
encontram-se protonados e ha uma melhor interacdo dos mesmos com a fase
estacionaria e consequentemente uma melhor resolugdo dos picos cromatogréficos.

Apbs a definicdo da composicao da fase mével, mudancas foram feitas na
vazdo da fase movel para melhorar a separacdo dos analitos e também diminuir o
tempo de corrida. Testou-se valores de 0,5 a 1,2 mL.min! e o melhor resultado foi
obtido com a vazdo de 1,0 mL.mint que foi escolhida e mantida durante toda a
corrida. O tempo final da corrida cromatogréfica ficou em 13 minutos, mais 3
minutos de “pds-time”, que € o tempo necessario para a coluna voltar ao estado de

equilibrio.
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5.4.2 Otimizagé&o da temperatura do forno da coluna

Com o objetivo de melhorar ainda mais a separacdo, variacbes na
temperatura do forno da coluna foram testadas. A temperatura influencia fortemente
parametros como a polaridade e viscosidade da fase movel. Em temperaturas mais
elevadas, a viscosidade da fase modvel diminui, ocorre a redugdo no tempo de
analise, sem a perda da eficiéncia da coluna, devido a melhora na transferéncia de
massa entre a fase mével e a fase estacionaria (LANCAS, 2012).

Desta forma, as temperaturas de 5, 15, 25, 35 e 45°C foram escolhidas para
serem avaliadas. Na temperatura de 5 °C, ocorria um desligamento automético do
equipamento, e ndo promoveu melhora na separacao. A temperatura de 15 °C, foi a
gue promoveu um menor tempo da corrida, mas ndo houve separagcdo de todos 0s
compostos. A temperatura de 45 °C, proporcionou uma elevacéo da linha base, e foi
descartada. Apesar da temperatura de 25 °C, proporcionar uma diminuicdo da
corrida, ndo foi a que promoveu a separacdo de todos os compostos. Entdo a
temperatura de 35°C +1°C foi a mais adequada, pois foi a que promoveu uma
melhor resolugéo e separagéo dos compostos.

A Figura 12 mostra trés cromatogramas sobrepostos, com 0s 11 compostos
pesquisados como adulterantes neste estudo, na concentracdo de 50 mg.L! em
diferentes temperaturas do forno da coluna: 15° C, 35° C e 45° C.

Figura 12: Separacdo cromatografica dos compostos pesquisados mostrando a
influéncia das temperaturas: 15°C,35°Ce 45°C
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5.4.3 Parametros cromatograficos finais

Portanto, com a utilizacdo de uma coluna C-18, com dimensdes de 4,6 x
150mm, 3,5 pm e coluna guarda de mesma natureza, fase mével de composicao
inicial de 100 mM de acetato de amonio, acetonitrila e THF (85:5:10,v/v/v), pH 5,2
(ajustado com &cido acético), vazdo da fase mével de 1,0 mL.min 1 ; tempo da
corrida cromatografica de 13 minutos; tempo de reequilibrio: 3 minutos; temperatura
da coluna mantida a 35°C £1°C; volume de injecao de 10 pL; deteccdo UV/VIS nos
comprimentos de onda de 224 (lamotrigina, fenoftaleina, fluoxetina, sertralina e
sibutramina), 250 (anfepramona, bupropiona e bisacodil) e 270 nm (cafeina,
hidroclorotiazida e furosemida) foi possivel a separacdo dos 11 compostos de
interesse.

A Tabela 17 mostra o gradiente de composicdo da fase mével do método
HPLC DAD empregado na determinacdo simultanea dos 11 compostos pesquisados

como adulterantes.
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Tabela 17: Gradiente de composicdo da fase moével do método HPLC DAD para

determinacdo simultanea de adulterantes.

Tempo Acetato de amonio ACN THF
(minutos) 100 mmol.L? (%) (%) (%)
0 85 5 10
0,5 80 10 10
15 65 25 10
2,5 60 30 10
3,5 55 35 10
5,0 50 30 20
8,0 50 30 20
10 40 50 10
13 40 50 10

A Figura 13 mostra o cromatograma final do método HPLC DAD para
determinacdo simultdnea de adulterantes, com as condicfes cromatogréaficas e os
tempos de retencdo dos compostos. Os adulterantes e 0s seus respectivos tempos
de retencdo sao: 1-cafeina (2,09), 2-anfepramona (2,62), 3-hidroclorotiazida (3,56),
4-furosemida (3,95), 5-lamotrigina (4,25), 6-bupropiona (4,61), 7-fenolftaleina (5,95),
8-fluoxetina (6,70), 9-sertralina (7,09), 10-bisacodil (7,32) e 11-sibutramina (11,76).
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Figura 13: Cromatograma final dos 11 compostos separados e pesquisados como
adulterantes na concentracdo de 50 pg/mL. Pardmetros cromatograficos: solucéo
aguosa de acetato de aménio 100 mM (pH 5,2): acetonitrila: tetrahidrofurano, coluna
C18 (4,6 x 150mm,3,5 pm); vazédo: 1,0 mL/min; volume de inje¢&o: 10 pL.

2000 H 1-cafeina (2,09)
2-anfepramona (2,62)
T Fhidroclorofiazida (3,56)
S 4-furcsemida (3,95)
< 1500 S-lamotrigina {4,25)
-E_- G-bupropicna (4,61)
% T-fenolftaleina (5,95)
3] S-fluoxeting (8,70)
% 1000 S-sertralina (7,09)
S 10-bisacodil (7,32)
= 11-sibutramina {11,78)
M
04
1 1 1 1 L] 1
2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

5.4.4 Parametros do método de determinacdo simultanea de adulterantes por
HPLC DAD.

Apos a otimizacdo o método foi validado considerando os parametros que
sdo importantes para o estudo de adulterantes em suplementos alimentares. A
validacdo do método foi baseada no guia de validagcdo de métodos para analise de
suplementos e produtos botanicos (AOAC, 2013). A faixa linear foi obtida através de
curvas analiticas obtidas por seis pontos e em trés dias diferentes, para todos os
analitos. Os dados de linearidade foram avaliados através da analise de variancia
(ANOVA) que apresentou regresséo linear significativa sem desvio da linearidade
(p< 0,05).

De acordo com os baixos resultados encontrados nos limites de deteccéo e
quantificacdo podemos inferir que o meétodo apresentou boa sensibilidade. Os
ensaios de precisao intra-dia e inter-dia e exatiddo encontrados foram satisfatorios
de acordo com o que € requerido pelo guia de validacdo de métodos, que preconiza
para a precisdo um coeficiente de variacdo de até 6% e para a exatiddo uma
recuperacéo de 80 a 115% (AOAC, 2013).
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A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo. Uma das
maneiras de avaliacdo é através da interferéncia da matriz ou da avaliagdo com
detectores modernos, como o arranjo de diodos, que comparam o espectro do pico
obtido na separagdo com o de um padrdo e utliza-se isto como indicacdo da
presenca de um composto puro (RIBANI et al., 2004). Portanto, como o método foi
desenvolvido e validado em um equipamento cromatografo com detector com
arranjo de diodos, foi possivel comparar os espectros dos picos obtidos na
separacao com o de um padrao, indicando a presenga de um composto puro.

A seletividade foi determinada também pela andlise de compostos que
poderiam interferir na determinacdo das classes de interesse. Os farmacos
femproporex, fenilpropanolamina, dimetilamilamina, hordenina, tiramina e
octopamina foram injetados nas mesmas condi¢gdes dos compostos do estudo. A
dimetilamilamina é um farmaco encontrado como adulterante, com muita frequéncia
em suplementos alimentares para perda de peso. Tem seu uso proscrito no Brasil e
em diversos paises. Como é uma amina alifatica e ndo apresenta grupamentos
cromoforos, ndo foi possivel detecta-la no detector UV. Os farmacos femproporex e
fenilpropanolamina também s&o encontrados em suplementos alimentares para
perda de peso, mas também néo apresentaram sinal em trinta minutos de corrida, e
0s compostos hordenina, tiramina e octopamina apresentaram sinal, mas eluiram
junto ao volume morto.

Todos os resultados da validacdo do método HPLC DAD estao sumarizados
na Tabela 18.
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Tabela 18: Figuras de mérito do método desenvolvido HPLC-DAD para a determinacdo simultdnea de adulterantes em
suplementos alimentares.

Adulterantes

Andlise de variancia

Preciséo (RSD)

Faixa linear (mg/L) =P LQ Regressao Desvio da Intra-dia  Inter-dia Exatidao
Resultados® (mo/l) (me/L) linear linearidade (n=6) (n=3) (%=RSD)
Amfepramona 1,00 - 20,00 0,9990 0,07 0,24 8671 (4,96") 2,97 (3,71%) 4,1 2,6 101,3 £1,2
Cafeina 1,00 — 20,00 0,9987 0,38 0,96 5542 (4,96°) 2,36 (3,71%) 3,2 4,5 98,0 £2,9
Lamotrigina 1,00 - 20,00 0,9898 0,27 0,89 1241 (4,75) 3,19 (3,26") 4,9 3,4 99,5+1,3
Bupropiona 5,00 -70,00 0,9986 0,10 0,70 1870 (4,96P) 1,38 (3,71%) 1,7 2,5 102,3 +1,3
Fenolftaleina 1,00 — 20,00 0,9995 0,05 0,14 8674 (4,96°) 1,57 (3,71°) 1,5 3,8 104,9 £1,7
Fluoxetina 5,00 -70,00 0,9983 0,08 0,27 1457 (4,96") 2,43 (3,71%) 1,4 4,6 105,0 £1,9
Sertralina 5,00 -70,00 0,9951 0,17 0,57 1387 (4,96") 3,19 (3,71%) 2,2 2,9 95,1+1.,8
Furosemida 5,00 - 50,00 0,9971 0,09 0,30 2585 (4,75) 1,87 (3,26Y) 2,8 3,0 104,4 +2,1
Bisacodil 5,00 -70,00 0,9996 0,06 0,90 11628 (4,75 1,21 (3,26%) 2,0 2,3 99,3 +0,9
Sibutramina 10,00 - 100,00 0,9906 1,50 3,80 1074 (4,75) 2,55 (3,26°) 3,2 2,4 103,7 £1,1
Hidroclorotiazida 15,00 -70,00 0,9989 0,12 0,32 9472 (4,75) 2,72 (3,26°) 2,8 15 97,915

a Dados obtidos de trés curvas de calibracdo

b Valores criticos para F de P=0,05 for F at P=0.05.
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5.4.5 Andlises das amostras de suplementos alimentares pelo método
simultaneo HPLC DAD

O método HPLC DAD foi empregado na andlise de 30 amostras de
suplementos alimentares com o apelo de emagrecimento. Anfepramona, cafeina,
lamotrigina, bupropiona, fenolftaleina, fluoxetina, sertralina, furosemida, bisacodil,
hidroclorotiazida e sibutramina foram analisadas em todas as amostras.

A cafeina um dos compostos analisados é um dos ingredientes mais
frequentes nos produtos com o apelo de perda de peso. Dessa forma, as amostras
foram separadas de acordo com a cafeina rotulada no produto e a cafeina presente
em plantas como: guarana, cha verde e llex paraguariensis.

A Tabela 19 apresenta o resultado das amostras contendo cafeina nos
suplementos alimentares e a Tabela 20 mostra os suplementos que ndo contém
cafeina declarada na composicéao.

Tabela 19: Suplementos alimentares contendo cafeina analisados pelo método
HPLC DAD desenvolvido para a determinagéo simultdnea de adulterantes.

. Forma de L Concent_ragéo
Amostra Composicao d Dose diaria (mg) (mg/dia =
osagem RSD)
1 Cafeina Cépsulas 1lcapsula 210 216,5+1,9
2 Cafeina Céapsulas 2 capsulas 420 374,8 +1,7
3 Cafeina Cépsulas 2 capsulas 420 318,6 £1,9
4 Cafeina Céapsulas 2 capsulas 420 297,3 0,6
5 Cafeina Cépsulas 2 capsulas 210 371,4 £1,2
6 Cafeina Cépsulas 1capsula 420 282,3 +1,8
7 Cafeina Céapsulas 2 capsulas 420 296,5+2,0
8 Cafeina Céapsulas 1lcapsula 300 126,5+3,4
9 Cafeina Céapsulas 1 capsula 210 157,9 £0,6
10 Cafeina Comprimidos 1. . 220 95,7 £0,2
comprimido
11 Cafeina Comprimidos L 420 363,909
comprimido
Cafeina, Citrus
aurantium,
12 guarand, Cha Cépsulas 4 cipsulas 280 270,4 +1,5
verde, cromo e
biotina.
Cafeina, fosfato de
calcio, diéxido de
13 Silicone, chaverde, oo imidos 4 210  273,4%0,3

leucina, tirosina,
extrato de casca de
pinheiro, garcinia

comprimidos




14

Cafeina, Fibra de
laranja, psyllium e
quitosana.

Cépsulas

4 cépsulas

n.d.

253,5 +0,6

15

Cafeina, cha verde,
vitamina D,
picolinato de
cromo, acido

aspartico, 4cido
alfa lipdico, citrato
de boro, I-carnitina,
Panax ginseng, n-
acetil-L-tirosina,
vinpocetina,
inositol, Vitis
vinifera e
fosfatidilserina.

Cépsulas

3 capsulas

n.d.

177,2 £1,8

16

Cafeina, guarana,
creatina, arginina

Céapsulas

8 capsulas

220

213,8 1,9

17

Quitosana,
Composto de
laranja, guarana,
psyllium, vitamina
C, cromo.

Céapsulas

5 cépsulas

50

59,1 +1,2

18

Cha verde,
colageno, inulina,
gengibre

P6 a granel

59

n.d.

25,3+0,1

19

Guarana, citrato de
colina,cromo,
nicotinamida, calcio
pantotenato,tiamina

Cépsulas

4 cépsulas

210

134,7 +0,8

20

Guarana, colina,
psyllium, vitaminas

Céapsulas

2 capsulas

55,8

151,3 +0,2

21

Guarana, mate,
calcio, colina,
cromo, niacina,
acido pantoténico,
vitamina B2, e
vitamina B1

Céapsulas

4 capsulas

225

234,8 0,5

22

Guarana, 6xido de
silicone

Céapsulas

2 capsulas

n.d.

269,9 £2,2

n.d. (ndo declarado).
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Tabela 20: Suplementos que nao contém cafeina declarada na composicéo
analisados por HPLC DAD método desenvolvido para a determinagédo simultanea de
adulterantes.

Forma
o Dose
Amostra Composicao de o
diaria
dosagem
: : , 4
23 Citrus aurantium Capsulas
capsulas
- - Ve 7 6
24 Aminopolissacarideo Capsulas |
capsulas
. . : ) 2
25 Colina, cromo, magnésio, Citrus aurantium Capsulas
capsulas
P06 de semente de uva, calcio de ostra e acido ] 3
26 o Capsulas |
ascorbico capsulas
o Péa
27 Maltodextrina, fenilalanina 409
granel
Proteina whey, albumina, caseina, L-leucina, L- P6 a
28 . . . 25¢g
valina, L-isoleucina granel
Carbonato de calcio, piro fosfato férrico, fosfato de
magneésio, sulfato de zinco, sulfato de cobre,
sulfato de manganés, selenito de sédio, iodeto de
potassio, acetato de potassio, acetato de retinol, P6 a
29 cole calciferol, acetato de tocoferol, tiamina, 309
: : s ey o . granel
riboflavina, &cido ascorbico, nicotinamida,
piridoxina, &cido félico, cianocobalamina, biotina,
pantotenato de calcio, lecitina de soja e extrato de
soja.
Proteina de soja isolada, proteina whey P6 a
30 269
concentrada granel

Das amostras analisadas 5 delas eram suspeitas de adulteracdo, no entanto
foi possivel detectar um adulterante em uma delas. A amostra 7 é comercializada
como suplemento alimentar contendo cafeina em sua composi¢céo, este produto é
importado dos Estados Unidos, mas embalado e distribuido no Brasil. No rétulo do
produto declarava 420 mg na porcéo diaria, porém o conteudo determinado pelo
meétodo proposto foi de 70,6%. Esta amostra possivelmente estava adulterada com

furosemida. A adulteracdo foi confirmada pelo tempo de retencdo e pela
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sobreposicdo do espectro da amostra com o0 espectro de absor¢cdo do padréao de
furosemida, como mostra a figura 14.

Figura 14: Cromatograma mostrando a sobreposicdo dos espectros da
amostra 7 e do padrdo de furosemida na concentracdo de 20 mg.Lt. Parametros
cromatograficos: solucdo aquosa de acetato de amoénio 100 mmol.Lt (pH 5,2):
acetonitrila: tetrahidrofurano, coluna C18 (4,6 x 150mm,3,5 pm); vazéo: 1,0 mL.min"%;

volume de injecdo: 10 pL
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Estudos prévios indicam adulteracdo com esta substancia (MOREIRA, 2016;
Kl et al, 2019). Furosemida € indicada em casos de hipertenséo arterial, edema e
faléncia renal cronica. A dose terapéutica usual € de 20-40 mg/dia, a amostra
adulterada continha 17,2+0,2 mg/dia. Os efeitos mais comuns dessa substancia
incluem distarbios de eletrdlitos, desidratacdo, hipovolemia, aumento dos niveis de
creatinina e triglicerideos no sangue. Durante o uso de furosemida, monitoramento
regular de eletrolitos e creatinina sanguineos sdo recomendados. Entretanto,
guando o consumidor esta fazendo uso de um produto adulterado ele ndo esta
ciente dos riscos que podem ocorrer.
Nas amostras que apresentaram cafeina na composicao os niveis encontrados

ficaram na faixa de 25,3 +0,1 e 374,8+t1,7 mg/dia. Esta variabilidade na
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concentracdo de cafeina estd em acordo com outros (ANDREWS et al, 2007,
NEVES; CALDAS, 2017; MURATT et al.,, 2018). Nenhuma amostra excedeu a
legislacdo brasileira que recomenda até 420 mg/dia. Cafeina em excesso (> 2000
mg) pode causar toxicidade ocasionar hipertensdo, arritmias, convulsdes e até a
morte.

Dessa forma, foi possivel empregar o método HPLC DAD nas amostras de

suplementos alimentares para perda de peso.

6 CONCLUSOES

A amostragem de suplementos alimentares comercializados no mercado virtual
brasileiro com a finalidade de reduzir peso corpéreo e/ou estimulantes foi realizada
atraves de sites e estabelecimentos comerciais.

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD) para a quantificacdo de cafeina em suplementos
alimentares em matrizes oleosas e em formas de dosagem controlada foi
desenvolvido e validado. O método proposto apresenta preparo de amostra simples
e a quantificacdo de cafeina em um tempo de apenas 5 minutos.

O teor de cafeina foi determinado nas amostras de suplementos alimentares pelo
método por HPLC DAD e comparado com método oficial para cafeina matéria prima
por volumetria em meio ndo aquoso. Os resultados mostraram que o método
cromatografico apresentou resultados satisfatorios. Conclui-se que o método por
volumetria em meio ndo aquoso nao deve ser aplicado para formas farmacéuticas
encapsuladas oleosas por apresentar interferéncia, provavelmente dos excipientes.

Neste estudo, também foi desenvolvido e validado um método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a deteccao de arranjo de fotodiodos
para quantificacdo de compostos comumente usados para a perda de peso. Os
compostos elencados foram cafeina (estimulante), anfepramona, sibutramina,
(anorexigenos), fluoxetina, sertralina, lamotrigina, bupropiona (antidepressivos),
hidroclorotiazida, furosemida (diuréticos), fenolftaleina e bisacodil (laxantes). O
meétodo possibilitou a analise simultanea dos onze possiveis adulterantes em um
tempo de 13 minutos e foi aplicado na analise de suplementos alimentares, com o
objetivo de investigar possiveis adulterantes das classes dos estimulantes,

anorexigenos, antidepressivos, diuréticos e laxantes. Dentre 0s compostos
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estudados, cafeina foi 0o mais prevalente, declarado nas formulacbes pdde ser
quantificada, desde doses muito baixas até valores acima da dose diaria
recomendada de 420 mg.

Dos trinta produtos comerciais analisados, em um deles foi encontrada a
presenca do adulterante furosemida.

Considerando o crescente consumo dos suplementos alimentares e o0s
inimeros casos de adulteracdo o desenvolvimento de métodos analiticos sao
ferramentas Uteis para a identificacdo de adulterantes nestes produtos. Os métodos

propostos poderédo contribuir significativamente para esta proposta.
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ANEXO A — Artigo 1

Research Paper

Development and Validation of an HPLC-DAD Method
to Quantify Caffeine in Time-release Dosage Forms
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Ribeiro ef al.: An HPLC-DAD Method to Quantify Caffeine in Time-release Dosage Forms

Controlled release caffeine dosage forms are applied in order improve bioavailability to enhance ergogenic
and thermogenic actions. High-performance liquid chromatographic separation was achieved using a C18
reversed phase column, a binary mixture of 0.1 % phosphoric acid and acetonitrile with a flow rate of
0.8 ml/min. UV detection was at 220 nm. Water produced the best extraction efficiency in comparison
with other solvents. Retention time observed for caffeine was 4.5 min. The method is selective, reliable,
reproducible with a linear range over 1.0-20.0 pg/ml of caffeine (r>0.9987). The proposed method allows to
distinguish caffeine from sibutramine, p-octopamine, p-synephrine, tyramine and hordenine. The limit of
detection and limit of quantifications were 10 and 30 ng/ml, respectively. The proposed method could be used
for the routine analysis of caffeine in time-release dietary supplements.

Key words: Caffeine, HPLC-DAD, dietary supplements, time-release dosage forms

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is a naturally
occurring alkaloid, that can be found in coffee seeds,
tea leaves, cocoa and guarana. Its primary function
for habitual caffeine consumers is as a central nervous
system stimulant!'. Moderate doses of caffeine can
improve cognitive function, including vigilance,
learning, memory and mood state. When cognitive
performance is critical and must be maintained during
exposure to severe stress, administration of caffeine
may provide a significant advantage®. Caffeine
might also contribute to weight loss by increasing fat
oxidation through sympathetic activation of the central
nervous system and by acting as a diuretic®®). Moreover,
it is the main ingredient in the fat-burner supplements
industry, it has benefits on metabolism, thermogenesis
and improves performance in low and high intensity
exercises*.

Caffeine i1s the most common stimulant found in
dietary supplements, mainly because the low cost and
availability of the raw material, which contributes to
its high consumption. These supplements are normally
used before physical exercise to avoid fatigue and
consequently, to improve performance in medium and
long-term activities!®. Caffeine’s potential effects are
thought to be mediated via several mechanisms such

*Address for correspondence
E-mail: carineviana@yahoo.com.br
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as antagonism of adenosine receptors, inhibition of
phosphodiesterase in skeletal muscle and adipose
tissue, release of calcium from intracellular stores,
enhancement of sodium/potassium-adenosine
triphosphate pump activity leading to a decrease
in plasma potassium concentrations, and affect the
depolarization-repolarization process during exercise
with potential effects on fine motor coordination.
Caffeine may also promote increased excitability of
the adenosine-sensitive sympathetic nervous system,
leading to lipolysis of body fat!”.

The dietary supplements industry is highly innovation
driven, aiming mainly to attract the attention of the
consumers. New ingredients, technologies and different
manufacturing processes have increased in the last few
decades. The conventional release oral dosage forms
release the drug rapidly after administration. Caffeine’s
half-life is around 6 h, but its effects in the gradual
release system can last up to 10 h®. After a loading
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dose, the timed-release dose maintains the caffeine
levels in the body over time through a further release of
the drug. This technology improves its bioavailability
and enhances ergogenic and thermogenic actions!”).

The controlled release dosage forms have at least one
component capable of releasing caffeine over time,
which is sufficient to maintain plasma concentration
over time, while the initially released drug is
metabolised!"?. These dosage forms might be monolithic
or multi-particulate systems. In monolithic systems,
the functional release unit is single (tablet or capsule)
and the dose is not divided. The multi-particulate
pharmaceutical forms contain the drug, which is
divided into several functional release subunits, such
as granules, pellets or mini-tablets. Multi-particulate
systems offer the technological benefit of enabling
varied dosages with the same formulation. In addition,
it provides biopharmaceutical advantages such as
the combination of immediate and controlled release
formulations in a single unit, the uniform absorption
of caffeine, and a reduced risk of dose dumping. These
dosage forms generally have an attractive look and
draw the attention of the consumer!),

In this context, it is necessary to use analytical tools that
can quantify caffeine in pharmaceutical formulations,
considering the new technologies developed for food
supplements. Currently there have been a few studies
conducted to quantify caffeine in complex matrices,
such as time-release pharmaceutical products.
Herein, the analysed dosage forms were comprised
of monolithic, such as oily capsules, or multi-
particulate systems. The samples of multi-particulate
pharmaceutical forms contained caffeine in different
functional release subunits, as liquid oil and pellets, in
a single unit. Thus, the aim was to develop a method
of extraction of caffeine in these dosage forms and
quantify them using liquid chromatography reversed-
phase diode array detection (HPLC-RP-DAD). An
official titrimetric assay for caffeine determination in
bulk form was applied for comparison.

MATERIALS AND METHODS

Liquid chromatographic separations were carried
out on a Knauer (Berlin, Germany) HPLC system,
which consisted of a Smartline Pump 1000 coupled
to a Smartline Manager 5000, and a multi-channel
UV spectrophotometer detector based on diode array
technology (Smartline UV Detector 2600) equipped
with ChomGate (Knauer) software (Version 3.3.1).
The chromatographic runs were conducted at room
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temperature (21+2°) using a reverse-phase C18 column
(4.6x250 mm, 5 pm; Thermo Scientific, Boston, MA,
USA) with an Acclaim 120 C18 guard cartridge.
Non-aqueous titration: pH meter digital Metrohm®
827 pHlab (Suisse) using glass combinate electrode
non-aqueous basic-acid titrimetric (solvotrode).

Reference standards of p-octopamine, p-synephrine,
tyramine, hordenine and caffeine were purchased from
Sigma-Aldrich (Berlin, Germany). All standards were
of analytical grade, with at least 98 % purity, and were
used without further purification. Sibutramine was
pharmaceutical grade and obtained with a certificate of
analysis. Acetonitrile (ACN) and orthophosphoric acid
(85 %, w/v) were HPLC grade from Merck, Darmstadt,
Germany). Dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol and
dimethylformamide were analytical grade from Merck
(Darmstadt, Germany). Ultra-pure water (Milli-Q Plus,
Millipore, Massachusetts, USA) was used to prepare
the mobile phase and the solutions. Perchloric acid
with 78 % purity was purchased from Vetec (Rio,
Brazil). Acetic acid, anhydrous acetic and toluene were
purchased from Synth (Sao Paulo, Brazil).

Phosphoric acid 0.1 % was prepared by transferring
1.180 ul of 85 % (w/v) phosphoric acid in a 1000 ml
volumetric flask, dissolved in a suitable amount of
the Milli-Q water. The eluent was filtered with a
cellulose acetate membrane 0.45 pum. A stock solution
of caffeine (0.5 g/I) was prepared in methanol, and
working solutions were obtained by dilutions of the
stock solution with a mobile phase consisting of 0.1 %
phosphoric acid and ACN.

Perchloric acid (0.1 M) for non-aqueous titration was
prepared as described in the British Pharmacopoeial*?l.
Gradually, 8.5 ml of perchloric acid was mixed with
900 ml of glacial acetic acid with continuous stirring.
After, 20 ml acetic anhydride was added, the volume
was made up to 1000 ml in the volumetric flask using
glacial acetic acid and left to stand for 24 h before use.

Caffeine-based supplements were purchased through
Brazilian websites. The description of the samples,
formulations and dosage form in the food supplements
are shown in Table 1. Caffeine extraction efficiency
was evaluated through standard recovery tests. The
extraction efficiency was investigated with different
solvents such as DMSO, dimethylformamide, ACN
and water; as well as solvent mixtures in different
proportions (20 to 100 %). The use of ultrasound and
the extraction time was also evaluated.
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The samples containing pellets were crushed, dissolved
in water (40 ml) and sonicated for 10 min. The solution
was filtered with qualitative filter paper. The filtrate was
transferred to a 50 ml volumetric flask and the volume
was completed with a mobile phase. The content of
the oily capsules was carefully transferred to a 50 ml
volumetric flask and the volume was completing
with a mobile phase. All extracts were diluted 1000-
fold in a mobile phase and filtered through a 0.45 pm
cellulose acetate membrane before injection in to the
chromatographic system. All samples were analysed
by HPLC-DAD in triplicate.

Non-aqueous titration:

The content of the capsules was carefully transferred to
a 150 ml glass beaker. The samples containing pellets
in their formulation were crushed and homogenised.
After addition of 5 ml of acetic anhydride R, the
samples were heated to 50° until complete dilution.
After cooling, 10 ml of acetic anhydride R and 20 ml of
toluene R were added and the titration was performed.

Chromatographic conditions:

Chromatographic runs were conducted at room
temperature (214£2°) on a Cl8 column (Thermo
Scientific) (4.6x250.0 mm), particle size 5.0 pm.
The mobile phase composition of 0.1 % phosphoric
acid:ACN (70:30 v/v), pH 2.0+£0.1 adjusted with
orthophosphoric acid. The mobile phase was filtered
using 0.45 pm membrane filters and degassed by
ultrasonic vibrations for 30 min prior to use. The flow
rate was 0.8 ml/min and the injection volume was 20 pl.
The re-equilibration period of 5 min was used between
individual runs. Before the daily chromatographic
experiments, the C18 column was conditioned with the
mobile phase for 1 h. The detection was performed at
220 nm. Samples were titrated with 0.1 M perchloric
acid, determining the end-point potentiometrically.
One millilitre of 0.1 M perchloric acid is equivalent to
19.42 mg of caffeine (C,H, N,0,)!".

Validation parameters:

The HPLC-DAD method was validated according to
the following parameters: linearity, specificity, limit
of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ),
precision and accuracy. The linear range for
caffeine was evaluated by injection of six concentration
levels and three different days. The calibration curve
was performed in a concentration level, which was
prepared from the stock solution within the linear range
obtained for the caffeine and described in Table 2. The
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sensitivity was calculated using the LOD and LOQ
following Eqn., LOD = 3.3xSa/b and LOQ = 10xSa/b,
were Sa is the intercept standard deviation (SD) and b
is the slope. SD was obtained by seven measurements
of the background noise. The precision of the method
was determined by the assay repeatability (intra-
day precision) and intermediate precision (inter-day
precision) and the results expressed as relative standard
deviation (RSD) of a series of measurements. To
evaluate the precision (repeatability test), six triplicates
were analysed from the same sample feed supplement
containing caffeine at a concentration corresponding
to 5.88 mg/l where 3.88 mg/l of caffeine was already
contained in the capsule analysed and 2.0 mg/l was
added to reach their concentration. The data for the
intermediate precision were collected on different days
(n=3). The accuracy was evaluated as the percentage
of recovery obtained from analysing samples spiked
with known amounts of reference substance at a fixed
concentration level. Accuracy was expressed by the
recovery results obtained in triplicate for the following
concentration levels for caffeine reference substance,
5.0,10.0 and 15.0 mg/l. The % recovery was calculated
using the formula proposed by AOACH. Sibutramine,
caffeine, p-octopamine, p-synephrine, tyramine and
hordenine were tested as interfering in the method
specificity test. These bulk raw materials were treated
in the same way as the samples.

The non-aqueous titration was validated by
determination of the operational characteristics’
precision and accuracy!™’l, The precision of the method
was determined by intra-day precision and inter-day
precision and the results were expressed as RSD of
a series of measurements. To evaluate the precision,
6 triplicates were analysed from the same sample, on the
same day and under the same experimental conditions
and the intermediate precision were collected on
different days (n=3). Accuracy was expressed by the
recovery results obtained in triplicate for the following
concentration levels for caffeine reference substance,
50, 75 and 100 mg/l. The % recovery was calculated
using the formula proposed by AOACH.

RESULTS AND DISCUSSION

The reported methods for determining caffeine
apply liquid-liquid extraction, solid phase extraction,
supercritical fluid extraction, ultrasound, microwave
and solvents for caffeine extraction*'"l, However,
there is still no official method of extraction and
quantification of caffeine in oily matrices or time-
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TABLE 1: COMMERCIAL FOOD SUPPLEMENTS ANALYSED USING HPLC-DAD METHOD AND ANHYDROUS

VOLUMETRY
Labeled Given caffeine (% +RSD)
Sample Dosage form Release caffeine Excipients
(mg/capsule) HPLC-DAD' Volumetry?
Hard gel'atlm capsule . Medium chain triglycerides (MCT),
A containing two- Time 143 alpha-tocopherol antioxidant, 94.4:2.6  101.7:2.5
phases: oil/solid release L .
(pellets) gelatin, silicon dioxide, dyes
Hard gelatin capsule
B containing two- Time 140 Safflower Oil 106.8+4.1  102.9+1.0
phases: oil/solid release
(pellets)
Hard gelatin capsule
c Contairﬂ'ng twg. Time 143 Sesame oil, siAlicclJne dioxide, titanium 100.5+4.8 103.920.9
phases: oil/solid release dioxide, dyes
(pellets)
Iphoric potent methyl B-PEA matrix
(105 mg), Polygonum cuspidatum,
Huperzia serrata, Coryanthe
yohimbe, Hordeum vulgare,
isopropyloctopamine, 3'-5'-cyclic
adenosine monophosphate,
Hard gelatin capsule 1,3-n-dipropyl-7-propargylxanthine,
D contaim’ng twq- Time 97 olive leaf extract, MCT, lactose 104.423.3 na
phases: oil/solid release anhydrous, talc, croscarmellose
(pellets) sodium, magnesium stearate, calcium
silicate, gelatin, titanium dioxide,
polysorbate 80, hypromellose,
polydextrose, ethylcellulose,
ammonium hydroxide, polyethylene
glycol, magnesium silicate, oleic
acid, triacetin, dyes
E Hard gelatin capsule 'mmediate 210 Soybean oil, vegetable oil emulsifier, g5 o 35 g9 7,14
release soy lecithin
Immediate Sesame oil, hydroxypropyl
F Soft gelatin capsule release 210 methylcellulose, titanium dioxide, 85.7+3.8 86.0+1.9

dyes

Commercial dosage forms, type and composition along with the label claim of caffeine content were analyzed using HPLC-DAD method and

anhydrous volumetry. 'n=3; 2n=12; na= not analyzed

release dosage forms. Therefore, this study aimed to
propose a simple, economical and rapid extraction
method for quantification of caffeine present in
these pharmaceutical forms. It was investigated with
different solvents such as DMSO, dimethylformamide,
ACN and water; as well solvent mixtures in different
proportions (20 to 100 %). The extraction efficiency
was evaluated through standard recovery tests.

The mixture of 60 % DMSO in methanol showed a
good dissolution of caffeine in the samples. However,
the percentage of caffeine recovery was not adequate,
varying from 38.09 to 66.0 %. Due to the polarity of
caffeine and its solubility in water (21.6 g/l at 25°)8,
this solvent was tested. The extraction efficiency of
the water ranged from 95.2 to 104.7 %, and they were
within the established value for dietary supplements
between 80 and 120 %!l The extraction time was
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also evaluated from 5 to 30 min. The sonication during
10 min was the appropriate time for extraction of the
samples.

A HPLC-DAD method was performed for a successful
separation, identification and quantification of caffeine
in oily capsules and in time-release pharmaceutical
products. The retention time observed for caffeine
was 4.5 min. The external calibration curves were
constructed with standard caffeine using six levels
of increments in triplicate. The method showed good
linearity (1*>0.9993) in the range of concentrations
studied (1.0-20.0 pg/ml). The analysis of variance
(ANOVA) showed a significant linear regression and
no deviation from linearity (p<<0.05). The sensitivity of
the chromatographic system employed was assessed by
determining the limits of detection and quantification.
The results were 0.01 and 0.03 pg/ml, respectively,
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these were considered as low and demonstrated a good
sensitivity for the method.

The interferents, sibutramine, caffeine, p-octopamine,
p-synephrine, tyramine and hordenine did not affect
the caffeine determination by the proposed HPLC-
DAD method, since they presented distinct retention
times (fig. 1). The method specificity can be also
ensured by the purity of the chromatographic peak,
through the absorption spectrum that is generated for
each compound from the diode arrangement detector.

The repeatability and intermediate precision were
estimated by variation coefficients expressed by the
RSD of the results obtained in triplicate for a fixed
concentration level of 5.88 pg/ml. It was observed
in all tests that the method, in addition to presenting
consistent results within the limits established
by current legislation, also showed low variation
coefficients, indicating a high level of precision of the
method. The accuracy was calculated as the percentage
of recovery by known added amounts of caffeine
(1.0, 5.0 and 15.0 pg/ml) in the capsule solution.
Each solution was prepared in triplicate. The results
were acceptable because they were in the range of
96.2 to 98.1 %, indicating that this assay was accurate.
The low percentage of RSD obtained for all samples
analysed and added standard indicate good accuracy
and repeatability. The results obtained are presented in
Table 2 and fig. 2 shows the chromatogram obtained
by the proposed HPLC-DAD method for sample ‘F’
spiked with caffeine standard (10 ppm).

3,0x10° -
2,5x10°
2,0x10°

1,5%10%

Intensity (mAU)

1,0x10° 4

5,0x10"

0.0

0

Time (min)
Fig. 1: Chromatograms of reference standards obtained by the
proposed HPLC-DAD method
All standard substances, 1.
p-octopamine, 4. p-synephrine 5. tyramine and 6. hordenine
were at 50 ng/ml. Mobile phase- 0.1 % phosphoric acid/ACN,
flow rate was 0.8 ml/min and UV detection at 220 nm

sibutramine, 2. caffeine, 3.
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Fig. 2: Chromatogram of sample F obtained by the proposed
HPLC-DAD method

Sample ‘F’ spiked with caffeine standard (10 ppm) was analysed
using HPLC-DAD method. Sample composition is as described
in Table 1. Mobile-phase- 0.1 % phosphoric acid/ACN, flow
rate was 0.8 ml/min and UV detection at 220 nm

TABLE 2: CHARCTERISTICS OF HPLC-DAD
METHOD FOR CAFFEINE DETERMINATION
Parameters Results?
Concentration range (pg/ml) 1.0-20.0
Slopesstandard error 140361+2247
Interceptsstandard error -45252+23338
Correlation coefficient (r) 0.9993

Analysis of variance

Linear regression 11464.56 (4.41)°

Linearity deviation 2.66 (2.93)°
Limits

LOD (pg/ml) 0.01
LOQ (ug/ml) 0.03
Precision (RSD)

Intra day

Day 1 (n=6) 1.9
Day 2 (n=3) 1.6
Day 3 (n=3) 1.5
Inter day 1.7

Recovery test

Added (pg/ml) Recovery (% +RSD)

5 (n=3) 98.1x1.2
10 (n=3) 96.2:2.0
15 (n=3) 97.2:1.9
Mean 97.1

*Data obtained from 3 six-point calibration curves. "Values in
parentheses are the corresponding critical values for F at p=0.05.
“Values in parentheses are the corresponding critical values for F
at p=0.10

The caffeine-containing products selected in this study
have a time-release technological differential. The six
samples were oily capsules or hard capsules containing
two phases (oily liquid plus time-release pellets). Pictures
of the analysed dosage forms are shown in fig. 3.

Samples A, B, C and D analysed in this work were
multi-particulate systems containing caffeine carried
in hard gelatine capsules. The caffeine was present in
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two functional release subunits, a liquid oil and pellets.
The caffeine from the oily phase is immediately
absorbed after ingestion of the capsule. The pellets
with caffeine allow at least about 20 to 50 % by weight
of the stimulant from the composition within about 2 h
after administration, and releasing the balance of the
stimulant within about 8 to 10 h after administration™].
The oily liquid phase is generally composed of fixed
oils, such as medium chain triglycerides and oils from
soybean, sesame and safflower. Such ingredients were
labelled as described in Table 1.

The formulation E is an emulsified system and product
F is a suspension in the form of soft gelatine capsules.
The excipients used in these dosage forms are oily
liquids, gelling agents and emulsifiers (Table 1).
Unlike time-release technology, the caffeine present in
these products is absorbed immediately into the body.
Samples E and F presented content, which did not
correspond to the value declared on the label. Other
authors also found caffeine contents not recommended:
27 to 113 %% 0 to 226 %*!; and about 70 % of value
declared?.

Fig. 3: Dietary supplements analyzed in this study
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Caffeine can be estimated by using non-aqueous
methods. The use of simple reagents with minimum
sample preparation allows the method to be used for
routine analysis and quality control assays of caffeine in
pharmaceutical forms. Nevertheless, there is no official
method for caffeine determination in oily capsules and
for time-release dosage forms. Therefore, the official
titrimetric assay for catfeine determination in bulk form

recommended by the British Pharmacopoeial'?

was
applied. Accuracy, intra-day and inter-day precision
were evaluated. The RSD values of intra and inter-day
precision obtained in triplicate were all below 2.3. The
accuracy results ranged from 95.6 to 100.2 %. The
statistical analysis (ANOVA) of the results obtained
from volumetric and chromatographic methods didn’t

present a significant difference (p<<0.05; Table 1).

The volumetric method presented interferences from
the matrix, once the end-point cannot be determined in
the sample D. A large amount of ingredients, excipients,
vegetable materials and dyes in its composition can be
the probable reason. However, it was not specifically
determined which of the ingredients interfered in the
quantification of caffeine by the method.

The proposed HPLC-DAD method allowed for
caffeine determination in products with a time-
release technological differential. A simple extraction
method of caffeine using water as a solvent coupled
to sonication was effective for determination. The
results obtained in linearity, specificity, LOD, LOQ,
accuracy and precision were suitable. The proposed
method permits a fast and sensitive way to distinguish
caffeine from sibutramine, caffeine, p-octopamine,
p-synephrine, tyramine and hordenine. The available
analytical method,
contribute to the quality and regulatory control of these
dietary supplements.

simple and economical, can
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Abstract:

Fat burmners are dietary supplements used intentionally to promote weight loss, stimulating lipolysis or inhibiting lipogenesis. A new
HPLC-DAD method for multiclass drug analysis (stimulants, anorexics, antidepressants, antiepileptic, diuretics and laxatives) m fat
burners was described. The chromatographic analysis were conducted at temperature 35 £1 °C using a reverse-phase C18 column (4.6 x
150 mm, 3.5 pm; Kinetex). The detection was performed at UV spectrophotometer detector based on diode array technology. A mobile
phase gradient was a composed of 100 mM ammonium acetate pH 3.2, acetonitrile and tetrahydrofuran. The flow rate of the mobile
phase was 1.0 mL/min. A 13-minutes chromatographic run was able to separate all adulterants. Amfepramone, caffeine, lamotrigine,
bupropion, phenolphthalein, fluoxetine, sertraline, furosemide, bisacodyl, hydrochlorothiazide and sibutramine were simultaneously

analyzed in all samples (n=30). One sample was adulterated with the diuretic furosemide in a dosage 17.2 mg per day. The developed

HPLC-PAD method proposes to be analytical tool applicable to the screening of adulteration of supplements used as fat burners.

Keywords: HPLC-DAD, anorectics, fat burner dietary supplements, adulteration.

1. INTRODUCTION

Food supplements are products that can be made up of
vitamins, minerals, fiber, fatty acids, carbohvdrates, proteins
or amino acids, which aim to complement the normal diet of
healthy individuals through the incorporation of these
nutrients. The presence of drugs and substances considered
as doping by the World Anti-Doping Agency (WADA) is
expressly prohibited [1]. However, the numerous products
available on the market with easy purchase make inspection
difficult and facilitate the occurrence of fraud and
adulterations.

Dietary supplements have become increasingly available on
worldwide markets, where are legally considered as foods
and thus not requiring any safety assessment prior to their
commercialization. Besides, when the formulation includes
plants or plant extracts, they are often advertised as being
“natural” with many consumers perceiving these products as
being “healthier” and safer compared to conventional
pharmaceuticals [2]. However, in the last years different
studies have been reporting cases of adulteration of dietary
supplements with different drugs [3-6].

Fat burners are dietary supplements used intentionally to
promote weight loss, stimulating lipolysis or inhibiting
lipogenesis [7]. The term '"fat burner" is related to
ingredients allegedly blocking fat or carbohydrate

* Corresponding author: Federal University of Santa Maria, Av. Roraima,
1000, Santa Maria, RS, 97105-900. Brazil. Tel /FAX: +55-55-3220 8238. E-
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absorption, thermogenics, metabolism acelerators or appetite
reductors. Often these products are multi-ingredients. The
most popular supplements are those containing caffeine,
carnitine, green tea, linoleic acid, forskolin, chrome and
fucoxanthin [8].

The presence of synthetic drugs added illegally into
formulations can be characterized as a crime against public
health. The major food safety concerns are the massive
growing consumption linked the fact that consumers are not
know the possibility of drugs being illegally added. This
way, the most critical aspects are the risks associated with
fact that some of these drugs may cause chemical
dependence, besides serious drug interactions with other
substances.

The purposeful addition of pharmacological substances
occurs to emphasize the desired effect of the product. For
example, supplements for weight loss are commonly
adulterated with anorexigenics, diuretics or laxatives. But the
addition of adulterants occurs in a totally unpredictable way,
both in relatton to the added substance, and what
concentration this will be added. For instance, the
sibutramine has a therapeutic dose of 15 mg per day, but it
has been detected at levels ranging from 0.1 to 40 mg per
dose in food supplements [9]. Even disused substances such
as phenolphthalein, which 1s a laxative forbidden due to its
carcinogenicity and cardiotoxicity [10], have already been
found in dietary supplements [11].

Considering the growing demand for food supplements,
together with the significant incidences of cases of

© 2019 Bentham Science Publishers
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adulterations, become important research involving methods
to investigate the quality of these products. In this scenario,
the samples were analyzed for eleven possible adulterants
using an analytical method developed for this purpose
employing high-performance liquid chromatography with
photodiode array detection (CLAE-DAD). Amfepramone,
caffeine, lamotrigine,  bupropion,  phenolphthalein,
fluoxetine, sertraline, furosemide, bisacodyl,
hydrochlorothiazide and sibutramine were determinate
simultaneously i samples. These drugs were chosen
because of ther pharmacological effects: stimulants,
anorexics, antidepressants, diuretics and laxatives. The
lamotrigine is an antiepileptic linked to weight loss due to its
anorectic adverse effects.

2. MATERIALS AND METHOD
2.1 Reagents and Solutions

Standards of amfepramone, caffeine, lamotrigine, bupropion,
phenolphthalein, fluoxetine, sertraline, furosemide,
bisacodyl, hydrochlorothiazide and sibutramine were of
pharmaceutical grade and were obtained with certificates of
analysis. Water was purified using a Milli Q Ultra-Pure
Water System (Millipore Synergy® UV, Bedford, USA).
HPLC-grade solvents ammonium acetate and
tetrahydrofurane (THF) were obtained from the Tedia
Company (Fairfield, CT, USA). Acetonitrile grade HPLC
was also used (J.T. Baker, EUA). Stock solutions (1 mg/mL)
of each adulterant standard were prepared using acetonitrile
as solvent. Work solutions (10 to 100 pg/mlL) were prepared
from these solutions in the same solvent.

2.2 Instrumentation

The chromatographic separations were carried out on an
Agilent 1260 Infinity II (Berlin, Germany) HPLC system,
which consisted of a G7111B quaternary pump with gradient
separation (channels A, B, C and D); an auto-sampler model
G7129A; and a multi-channel UV spectrophotometer
detector based on diode array technology (WR G7115A
Detector) equipped with Agilent OpenLAB® software
(version A.04.07.28).

2.3 Chromatographic conditions

The chromatographic column (C18) was conditioned daily
with the mobile phase for 60 min prior to use in experiments.
At the end of the day, the chromatographic column was
washed with a solution of acetomitrile containing ultrapure
water (75:25) for 15 mun at a flow rate of 1.0 mL/mun.
Thereafter, the same mixture in the ratio 90:10 for 20
minutes. Besides, in order to avoid the accumulation of
particles in the channels of the system, a purging with
1sopropyl alcohol was performed.

The chromatographic runs were conducted at temperature 35
+1 °C using a reverse-phase C18 column (4.6 »* 150 mm, 3.5
um; Kinetex). Samples were injected using a sample injector
equipped with a 10-uL. loop mjection. The detection was
performed at 224 nm for furosemide, lamotrigine,
phenolphthalein, fluoxetine, sertraline, sibutramine; at 250
nm for amfepramone, bupropion, bisacodyl; and at 270 nm
for caffeine, hydrochlorothiazide. The mobile phase was
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composed of 100 mM ammonium acetate pH 5.2 (adjusted
with acetic acid), acetonitrile and tetrahydrofuran (THF)
(85:5:10, v/v/v), the ratio of its components varied as shown
in Table 1. The flow rate of the mobile phase was 1.0
ml/min. The final chromatographic run was 13 minutes and
3 minutes post-time for the column to return to steady state.

Table 1 — Composition gradient of the mobile phase.

Time Ammonium acetate Acetonitrile THF
(Minutes) 100 mmol/T (%) (%) (%)
0 85 5 10

0.5 80 10 10
1.5 65 25 10
2.5 60 30 10
35 55 35 10
5.0 50 30 20
8.0 50 30 20
10.0 40 50 10
13.0 40 50 10

2.4 Samples

The weight loss dietary supplements (n=30) were purchased
online from randomly chosen Brazilian websites and from
physical stores mn the country. The samples were stored at
room temperature and used as received for analysis. We
documented the labelled components of each weight loss
product then analyzed the each for adulterants using the
described methodology.

The samples were supplied as powders in capsule, tablet or
bulk forms. For encapsulated and tablet samples, a pool of
10 items was prepared in order to obtain homogeneous
material for analysis. The average weight of each sample (or
0.5 g for samples in bulk) was weighed, dissolved in 25 mL
a mixture of acetonitrile and methanol (50:50, v/v) as
solvent, and sonicated for 30 minutes. The sample was then
filtered through cotton and regenerated cellulose acetate
membrane (0.45 um). Finally, the extract was diluted at least
10-fold in the mobile phase before injection into the
chromatographic system.

2.5 Method Validation

The HPLC DAD method was validated by determiming the
following operational characteristics: linearity, specificity,
LOD, LOQ, precision and accuracy [12]. The range linear
for adulterants were evaluated by six-point calibration curves
performed on three different days. Calibration curves for the
amfepramone, caffeine, lamotrigine, bupropion,
phenolphthalein, fluoxetine, sertraline, furosemide,
bisacodyl, and sibutramine were obtained using standards,
which we injected individually in the HPLC system. Each
standard injected was prepared from the stock solution
within the linear range obtained for the each adulterant and
described in Table 2. The sensitivity was calculated using the
LOD and LOQ were calculated using the following
equations: LOD = 3.3 x Sa/b and LOQ= 10x Sa/b, were Sa is
the intercept standard deviation (SD); and b as the slope. SD
was obtained by seven measurements of the background
noise. The precision of the method was determined by the
assay repeatability (intra-day precision) and intermediate
precision (inter-day precision) and the results expressed as
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relative standard deviation (RSD) of a series of
measurements. The intraday precision or repeatability of the
procedures was evaluated by analyzing the results for six
samples spiked with a known concentration of all standards
measured on the same day and under the same experimental
conditions. The interday precision was evaluated by
repeating this procedure on three consecutive days. The
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accuracy was evaluated as percentage of recovery obtained
from analyzing samples spiked with known amounts of
reference substance at fixed concentration level. The
percentage recovery was calculated using the formula
proposed by AOAC [12].

Table 2 Figures of merit of the HPLC-PAD method developed for the determination of multiclass adulterants in dietary

supplements
Adulterant . Analysis of variance Precision (RSD
VIS 1 fnear range 5 LOD LOQ - - - < - ¢ ) Accuracy
R (mg/L) I (mg/L) (mg/L) Linear Linearity Intraday Interday (%%SD)
Results regression deviation (n=6) (n=3)
Amfepramone 1.00-20.00 0.9990 0.07 0.24 8671 (4.96%) 2.97(3.719) 4.1 2.0 101.3=1.2
Caffeine 1.00 —20.00 0.9987 0.38 0.96 5542 (4.96%) 236 (3.719) 32 45 98.0=2.9
Lamotrigine 1.00-20.00 0.9898 0.27 0.89 1241 (4.75%) 3.19(3.26") 4.9 34 99.5=1.3
Bupropion 5.00-70.00  0.9986 0.10 0.70 1870 (4.96%) 1.38 (3.71%) 1.7 25 102313
Phenolphthalein 1.00 -20.00 0.9995 Q.05 0.14 8674 (4.96%) 1.57 (3.719) 1.5 38 104.9=1.7
Fluoxetine 5.00-70.00 0.9983 0.08 0.27 1457 (4.96%) 243 (3.719) 1.4 4.6 105.0+1.9
Sertraline 5.00—70.00 0.9951 0.17 0.57 1387 (4.96%) 3.19(3.71% 22 29 95.1=1.8
Furosemide 5.00-50.00 0.9971 Q.09 0.30 2585 (4.75%) 1.87 (3.26") 28 3.0 104.4=21
Bisacodyl 5.00-70.00 0.9996 0.06 0.90 11628 (4.75%) 1.21(3.26%) 2.0 23 99.3=0.9
Sibutramine 10.00-100.00 0.9906 1.50 3.80 1074 (4.75%) 2.55(3.26") 3.2 24 103.7=1.1
Hydrochlorothiazide 15.00—-70.00 0.9989 0.12 0.32 0472 (4.75%) 2.72(3.26) 28 1.5 97.9=15

2 Data obtained from three calibration curves.
b Critical values for F at P=0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Development of method for simultaneous analysis of
adulterants

This study developed an analytical method for
simultaneous identification and quantification of eleven
drugs: caffeine (stimulant): amfepramone and sibutramine
(anorectics). fluoxetine, sertraline. lamotrigine and
bupropion (antidepressants). hydrochlorothiazide and
furosemide (diuretics). phenolphthalein and bisacodyl
(laxatives). High-performance reverse phase liquid
chromatography separates the compounds through their
different interactions with the non-polar stationary phase
and the polar solvent. Thus, the first step in developing a
method by this technique is to know the chemical structure
and physicochemical properties of the compounds. Herein
the analytes have small molecular structures with polar or
slightly apolar characteristics. In this way. the polar
compounds interact more with the mobile phase leaving
the column first. Contrary. the slightly apolar compounds

interact more with the stationary phase presenting greater
retention time.

The wavelengths for detection of the chromatographic
peaks has been based on the molecular absorption spectra
of the compounds in solution (20 mg/L) confaining
acetonitrile as the solvent. The wavelengths chosen were:
(I) 270 nm for caffeine. hydrochlorothiazide and
furosemide: (II) 250 nm for amfepramone. bupropion. and
bisacodyl: (III) and 224 nm for lamofrigine.
phenolphthalein. fluoxetine. sertraline. and sibutramine.

Experimental conditions of the mobile phase such as
composition, flow and pH were also evaluated in the
development of the method. Different solvents were tested
such as ethanol. tetrahydrofuran (THF). acidified water.
acetonifrile. methanol. and mixtures containing acetonitrile
and methanol. The isocratic mobile phase containing water
and acetonitrile (95:5: v/v) in flow of 1.0 mL/min was first
tested. In this condition, a pool containing all adulterants at
the concentration of 50 mg/L was injected. There was no
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Table 3 - Caffeine-containing dietary supplements (n = 22) analyzed by HPLC-PAD method developed for the determination of
multiclass adulterants.

Labeled

s Dosage A . Concentration
Sample Composition form Diary dose C‘affeme (mg/day = SD)
Content N

1 Caffeine Capsules 1 capsule 210 mg 216.5+1.9

2 Caffeine Capsules 2 capsules 420 mg 374.8 1.7

3 Caffeine Capsules 2 capsules 420 mg 318.6+1.9

4 Caffeine Capsules 2 capsules 420 mg 297.3£0.6

5 Cafteine Capsules 2 capsules 210 mg 371412

6 Caffeine Capsules 1 capsule 420 mg 2823+1.8

7 Caffeine Capsules 2 capsules 420 mg 296.5£2.0

8 Cafteine Capsules 1 capsule 300 mg 126.5+£3.4

9 Caffeine Capsules 1 capsule 210 mg 157.9+0.6

10 Caffeine Tablets 1 tablet 220 mg 95.7+0.2

11 Caffeine Tablets 1 tablet 420 mg 363.9+0.9

12 Caffeine, Citrus aurantim, gl..lal.‘ﬂllﬂ, Green tea, chromium Capsules 4 capsules 280 me 2704 1.5
and biotin. “

3 Caffeine, dlCﬂlCllvl.lll phosp_hate. 5‘1¥1c011. (hox1d‘e. green fea, Tablets 4 tablets 210 me 2734403
leucine, tyrosine, pine bark extract, garcinia =

14 Caffeine, Fiber orange, psyllium and chitosan. Capsules 4 capsules n.d. 253.50.6

Caffeine, green tea, Vitamin D, Chromium picolinate,
15 aspartic acid, alpha l'1pm<_:.ac1d. b(}ron citrate, l-canlmneT . Capsules 3 capsules nd 1772 £1.8
Panax ginseng, n-acetyl-Ltirosine, vinpocetine, inositol, Vitis
vinifera and phosphatidylserine.
16 Caffeine, guarana, creatine, argmine. Capsules 8 capsules 220 mg 213819
17 Chitosan, composed of 01‘ﬂ11ge. guarana, psyllium, vitamin C, Capsules 5 capsules 50 mg 501=]12
chromium.
.. . Bulk - N
18 Green tea, collagen, inulin, ginger. ‘ 5g n.d. 253+0.1
=F Powder <

19 Guarana, chol_me citrate.chromium, nicotinamide, Capsules 4 capsules 210 me 134.7 +0.8
calcium pantothenate,thiamine =

20 Guarana, colin, psyllium, vitamins Capsules 2 capsules 55.8 mg 151.3+0.2

21 Guarana, mate, c_a1c1v1_1111. ;holme. chrome, niacin, pantothenic Capsules 4 capsules 295 me 2348205

acid, vitamin B2, and vitamin B1
22 Guarana, silicone oxide Capsules 2 capsules n.d. 269922

Notes: n.d., Not declared.

Table 4 - Supplements that did not contain declared caffeine in the composition (n = 8) analyzed by HPLC-PAD method
developed for the determination of multiclass adulterants.

Sample Composition Dosage form Diary dose
23 Citrus aurantium Capsules 4 capsules
24 Aminopolysaccharide Capsules 6 capsules
25 Choline, chrome, magnesium, Cizrus aurantium Capsules 2 capsules
26 Grape seed powder, oyster calcium and ascorbic acid. Capsules 3 capsules
27 Maltodextrin, phenylalanine Bulk Powder 40g
28 Protein from whey. albumin, casein, L-leucine. L-valine, L-isoleucine Bulk Powder 25¢g

Calcium carbonate, ferric pyrophosphate, magnesium phosphate, zine sulfate, copper sulfate,
manganese sulfate, sodium selenite, potassium iodide, potassium sulfate. retinol acetate,
29 cholecalciferol, tocopherol acetate, thiamine, riboflavin, ascorbic acid, nicotinamide, Bulk Powder 50¢g
pyridoxine, folic acid, cyanocobalamin, biotin. calcium pantothenate, soy lecithin and soy
extract.
30 Isolated soy protein, concentrated whey protein Bulk Powder 26g
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separation. all compounds were co-eluted at the beginning
of the chromatogram, before 3 minutes. Therefore, the
water and acetonitrile ratio was completely reversed (5:95:
v/v). The analyte mixture was re-injected. some
compounds were separated within 20 minutes. but still co-

eluted.

The addition of a buffering substance in the mobile phase
may alter the interaction of the analytes and achieve a
better separation of the compounds. Thus. the influence of
the presence of ammonium acetate in the mobile phase was
tested at the concentrations of 40, 60. 80. 100 and 200
mmol/L. The concentration of 100 mM ammonium acetate
was chosen as the most suitable. Other mobile phase
compositions have also been tested in order to improve the
separation. Regarding methanol and ethanol solvents.
acetonitrile showed better separation efficiency. However.
hydrochlorothiazide and amfepramone were still co-eluted
in all of these tests. In this way. tetrahydrofuran was
inserted into the mobile phase to try to separate these two
compounds. Concentrations of THF between 10 and 20%
were able to achieve a good resolution of all analytes.

According to pKa of the analytes, the effect of pH variation
was tested in the range of 3.0 to 6.0 (adjusted with acetic
acid). The most appropriate pH was 5.2. In this condition.
the analytes are protonated increasing the interaction with
the stationary phase. occurring a better resolution of the
chromatographic peaks.

After defining the mobile phase composition, changes were
made in the flux to improve the separation of the analytes
and to decrease the rmnning time. Flow rates between 0.5
and 1.2 mI/min were tested. The flow rate of 1.0 mL/min
was chosen. The final chromatographic run was 13 minutes
and 3 minutes post-time for the column to return to steady
state.

The temperature can change the polarity and the viscosity
of the mobile phase, directly influencing the separation of
the analytes and the time of analysis. In this way. the
temperatures of 15, 25, 35 and 45 °C were evaluated. The
temperature of 35 ° C (1 °C) was the most adequate. since
it promoted better resolution and separation of the
compounds.

Figure 1 shows the final chromatogram of the separated
compounds by the developed HPLC-DAD method.
According to compounds sensibility. the wavelengths
chosen were 270 nm for caffeine, hydrochlorothiazide and
furosemide: 250 nm for amfepramone. bupropion. and
bisacodyl: and 224 nm for lamotrigine, phenolphthalein,
fluoxetine, sertraline, and sibutramine. The Figure 1A and
1B present the detection at 270 nm and at 224 nm
wavelength. respectively. The retention times (RT) were:
caffeine 2.09: Amfepramone 2.62: Hydrochlorothiazide
3.56; Furosemide 3.95; Lamotrigine 4.25: Bupropion 4.61;
phenolphthalein 5.95: Fluoxetine 6.70: Sertraline 7.09:
Bisacodyl 7.32: Sibutramine 11.76

3.2 Method validation

Ribeiro et al.

After optimization of the separation and detection of the
drugs by HPLC DAD, the method was validated based on
primary analytical validation parameters: linear range.
detection limit, quantification limit. precision, and
accuracy [12]. The results obtained for the validation
experiments are summarized in Table 2. The linearity was
evaluated using six-point calibration curves from data
collected on three different days for each analyte. Linearity
data was validated using analysis of variance (ANOVA),
which demonstrated a linear relationship and no significant
deviation from linearity (P < 0.05). From the results
obtained for the limits of quantification and detection it can
be inferred that the method has good sensitivity. The
intraday precision or repeatability of the procedures was
evaluated by analyzing the results for six samples spiked
with a known concentration of each standard measured on
the same day and under the same experimental conditions.
The interday precision was evaluated by repeating this
procedure on three consecutive days. The accuracy was
evaluated as the percentage recovery obtained from the
analysis of spiked samples. The values are in accordance
with the AOAC [12] requirements for validation
experiments in Dbofanicals and dietary supplements.
considering the studied concentration levels.

3.3 Analytical application of the HPLC-DAD method for the
study of adulteration of dietary supplements

The proposed method was used for the analysis of 30
samples of dietary supplements with fat burning appeal.

Amfepramone,  caffeine,  lamofrigine,  bupropion.
phenolphthalein,  fluoxetine. sertraline, furosemide,
bisacodyl. hydrochlorothiazide and sibutramine were

analyzed in all samples.

Caffeine is one of the analyzed drugs. however it is a
common ingredient in dietary supplements sold for fat
burning purposes. In this way, the samples were separated
according to the presence of caffeine labeled on the
product, and caffeine-based herbals such as guarana. green
tea and llex paraguarensis. The Table 3 presents the results
for samples caffeine-containing food supplements (n = 22)
and the Table 4 shows the supplements that did not contain
declared caffeine in the composition (n = 14).

Sample 7 is marketed as a food supplement containing only
caffeine in its composition. The product is imported from
the United States, but packaged and distributed in Brazil.
The product label declares 420 mg of caffeine in the daily
portion, but the content determined by the proposed
method was 70.6%. This sample has been found
adulterated with furosemide. The adulteration was
confirmed by retention time and overlap of the absorption
spectrum of the sample with the spectrum of the analytical
standard of furosemide. Previous studies have already
indicated adulteration of dietary supplements with this
substance [13-14].
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Figure 1: Chromatogram of the compounds studied by the developed HPLC-DAD method. The mobile phase and elution gradient are described in Table 1. The
chromatographic peaks of all compounds detected at (A) 270 nm and at (B) 224 nm wavelength: (1) Caffeine TR = 2.09: (2) Amfepramone TR = 2.62: (3)
Hydrochlorothiazide TR = 3.56: (4) Furosemide RT = 3.95: (5) Lamotrigine TR = 4.25: (6) Bupropion RT = 4.61: (7) Phenolphthalein TR = 5.95: (8)
Fluoxetine RT = 6.70: (9) Sertraline TR = 7.09: (10). Bisacodyl TR = 7.32 (11) Sibutramine RT = 11.76.

Furosemide 1s a diuretic indicated in cases of arterial
hypertension. edema, and chronic renal failure. Its usual
therapeutic dosage 1s 20-40 mg per day, and the adulterated
sample contained 17.2 0.2 mg/day. The most common side
effects of this substance include electrolyte disturbances,
dehydration, hypovolemia, increased creatinine levels and
triglycerides in the blood. During the use of furosemide,
regular monitoring of sodium, potassium and creatinine
levels in the blood are recommended. Mainly, in cases of
significant fluid loss such as vomiting, diarrhea, or intense
sweating [15]. However, when using an adulterated product,
the consumer is unaware of the risk associated with the
product.

The samples caffeine-based presented levels ranged from
253 £ 0.1 to 3748 £ 1.7 mg / day. This varnability in
caffeine concentration 1s 1n agreement with studies
conducted by other authors [6, 16-19]. No sample exceeded
the limit recommended by Brazilian legislation, which 1s 420
mg / day (Brazil, 2018). However, these consumers may
mgest a higher than recommended amount of caffeine if they
use other caffeine sources concurrently. Caffeine in excess
(> 2000 mg) can cause toxicity and lead to hypertension,
arrhythmias, seizures and even death [20].

CONCLUSIONS

A new HPLC-DAD method for multiclass drug analysis
(stimulants, anorexics, antidepressants, antiepileptic, diuretics
and laxatives) was described. This method allows screening
and quantification of 11 adulterant drugs in fat bumer dietary
supplements with a 13 munutes chromatographic run. Thirty
commercially available products were analyzed by the
developed method and the adulteration of one sample with the
furosemide diuretic was found. The method can contribute
significantly to the identification of adulteration cases of
products sold as fat burner dietary supplementation.

CONFLICT OF INTEREST

All authors declare no conflicts of interest. This study was
supported by the Brazilian foundations National Council for
Scientific and Technological Development (CNPq) and
Research Support Foundation of the State of Rio Grande do
Sul (FAPERGS).

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors wish to acknowledge the financial support given
by the Brazilian foundations CNPq, FAPERGS, and CAPES.



Short Running Title of the Article

REFERENCES

[1] Brazil. 2018. Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria. Regulation n® 243/2018. Regulation on health
requirements for food supplements. Official Diary of the
Federative Republic of Brazil, of July 27, 2018.

[2] Rocha, T.; Amaral, JS.; Oliveira, MB.JPP
Adulteration of Dietary Supplements by the Illegal
Addition of Synthetic Drugs: A Review. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, 2016, 15, 43-62.

[3] Carvalho, L.M.; Martini, M.; Moreira, AL.; Lima,
A.P.; Correia, D.; Falcdo. T.; Garcia, S.C.; Bairros, A.V.;
Nascimento, P.C.; Bohrer, D. Presence of synthetic
pharmaceuticals as adulterants n slimming
phytotherapeutic  formulations and their analytical
determination. Forensic Science International, 2011, 204,
6-12.

[4] Carvalho, L.M.; Viana, C.; Moreira, A. L.; Nascimento,
P.C.; Bohrer, D.; Motta, M.J.; Silvera, G.D. Pulsed
amperometric detection (PAD) of diuretic drugs in herbal
formulations using a gold electrode following ion-pair
chromatographic  separation. Journal of Solid State
Electrochemistry, 2013, 17, 1601-1608.

[5] Miiller, L.S.;: Dal Molin, T.R.; Muratt, D.T.; Leal, G.C.;
Urquhart, C.G.; Viana, C.; Carvalho, L.M. Determination
of Stimulants and Diuretics in Dietary Supplements for
Weight Loss and Physical Fitness by Ion-pair
Chromatography and Pulsed Amperometric Detection
(PAD). Cur. 4Anal. Chem., 2018, 14, 562-570.

[6] Muratt, D.T.; Muller LS, Dal Molin, T, Viana,C
Carvalho, LM Pulsed amperometric detection of
pharmacologic adulterants m dietary supplements using a
gold electrode coupled to HPLC separation. 4nal. Meth.,
2018, 10, 2226-2233.

[7] Japokin, Z. Risks associated with fat bumers: A
toxicological perspective. Food Chem. Toxic., 2019, 123,
205-224.

[8] Jeukendrup, A E.; Randell, R. Fat burners: nutrition
supplements that increase fat metabolismo. Obes. Ver.,
2011, 72, 841-51.

[9] Dunn, J.D. et al. Qualitative screening for adulterants in
weight-loss supplements by i1on mobility spectrometry.
J.Pharm.Biomed. Anal., 2012, 71, 18 —26,.

[10] Brazil. Resolugio ANVISA n° 571, de 8 de abril de
2002. Suspensdo de fabricagdo e venda de medicamentos
contendo fenolftaleina. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 2002.
http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2002/571 02re.htm
(Accessed July 10, 2019).

115

Current Analytical Chemistry, 2019, Vol. 6, No. 0 7

[11] Song, F. et al. Screening of multiple weight loss and
related drugs in dietary supplement materials by flow
injection tandem mass spectrometry and their confirmation
by liquid chromatography tandem mass spectrometry.
J.Pharm.Biomed. Anal., 2014, 88, 136-143.

[12] AOAC. Guidelines for dietary supplements and
botanicals. Appendix K. Rockville (MD): AOAC Official
methods. 2013.

[13] K1, N.Y.; Hur, J.; Kim, B.; Kim, K. H, Moon B.J.;
Oh, Hang H.B.; Hong, J. Rapid Screening of sulfonamides
in dietary supplements based on extracted common ion
chromatogram and neutral loss scan by LC-Q/TOF mass
spectrometry. J. Food Drug 4nal., 2019, 27, 164-174.

[14] Moreiwra, A.P.L.; Gobo, L.A.L.; de Carvalho, L.M.
Simultaneous analysis of antihypertensive drugs and
diuretics as adulterants in herbal-based products by ultra-
high performance liquid chromatography-electrospray
tandem mass spectrometry. Anal. Meth., 2016, 8, 1881-
1888.

[15] Brazil. Bularno da Anwisa. 2019. Available m:
http://www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/frmVisualizar
Bula.asp?pNuTransacao=119872014&pldAnexo=1930270
(Accessed July 10, 2019).

[16] Andrews, K.W.; Schweitzer, A.; Zhao, C.; Holden,
JM.; Roseland, JM.; Brandt, M.; Dwyer, J.T.; Picciano,
M.F.; Saldanha, L.G.; Fisher, K.D.; Yetley, E.; Betz, I.M.;
Douglass, L. The caffeine contents of dietary supplements
commonly purchased in the US: analysis of 53 products
with caffeine-containing 1ngredients. Aral. Bioanal.
Chem., 2007, 389, 231-239.

[17] Haller, C.A.; Duan, M.; Benowitz, N.L.; Jacob, P.
Concentrations of Ephedra Alkaloids and Caffeine in
commercial dietary supplements. J. 4nal.Toxic., 2004, 28,
145-151.

[18] Viana, C.; Zemolin, G.M.; Miiller, L.S.; Dal Molin,
TR.; Seiffert, H.; de Carvalho, LM. Liquid
chromatographic determination of caffeme and adrenergic
stimulants in food supplements sold in Brazilian e-
commerce for weight loss and physical fitness. Food Addit.
Contam. Part 4., 2015, 33, 1-9.

[19] Neves, D. B. J.; Caldas, E.D. Determination of
caffeine and identification of undeclared substances in
dietary supplements and caffeine dietary exposure
assessment. Food Chem. Toxic., 2017, 105, 194-202.

[20] Gurley, B.J.; Stelmelman, S.C.; Thomas, S.L. Review
Article Multi-ingredient, Caffeine-containing Dietary
Supplements: History, Safety and Efficacy. CI Therap.,
2015, 37,2015.

Received: July 10. 2019

Revised: July 10. 2019

Accepted: July 10, 2019



	4fc77956f6718c18e24d6f9129ca12e194fa9be5f832dfe3d20593f61f2125e0.pdf
	25ebccb68aadaa9d96905fad1738625a60e4cdbf847a6ef09bd938b6c9a93018.pdf
	c7c192a8ae982d09f5e87ed89192c8a7175b03a1750b85f4ee5dede97f7cd6e8.pdf
	52ac4efcfc1eb53c7461aca9e9c77ab36dd3fa45542e99117ae93a88076dcec0.pdf
	1 INTRODUÇÃO
	1 INTRODUÇÃO


