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RESUMO

SUPLEMENTOS ALIMENTARES COMERCIALIZADOS NO BRASIL: UMA
ABORDAGEM ROTULAR, ANALITICO E TOXICOLOGICA

AUTORA: Thais Ramos Dal Molin
ORIENTADORA: Carine Viana Silva

O consumo de suplementos alimentares vem crescendo mundialmente, levando a
faturamentos bilionarios a cada ano. Devido a grande demanda, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria (Anvisa) publicou o0 marco regulatério dos suplementos alimentares a fim
de regularizar, padronizar e diminuir os entraves legais destes produtos. Dessa forma, o
presente trabalho teve por objetivo elencar e adquirir produtos comercializados como
suplementos alimentares, para a realizacdo de uma analise regulatoria, avaliacdo das suas
composic¢des nutricionais e ndo nutricionais, investigagdo da presenca de adulterantes e
realizacdo de um estudo toxicolégico. Com isso, foram adquiridas 44 amostras de
suplementos alimentares em lojas virtuais brasileiras. Dessas, 97,7% estavam irregulares
quanto as alegacdes atribuidas e 34,2% ndo poderiam ser comercializadas como suplementos
alimentares devido aos ingredientes declarados. Quanto a composic¢ao centesimal 20 amostras
(45,54%) continham as informac@es nutricionais obrigatdrias nos rotulos e dessas, 70% (n =
14) apresentavam valores de nutrientes acima da tolerancia permitida pela legislacéo. Para a
investigacdo da presenca de adulterantes em suplementos alimentares, foi proposto um
método por HPLC-DAD para a determinacdo de 10 substancias ndo permitidas, com tempo de
analise inferior a cinco minutos. O método proposto foi validado de acordo com as diretrizes
da AOAC e Anvisa e representou uma economia de 40% quando comparado a outros métodos
convencionais, sendo que o gasto estimado para analise foi de US$ 7,00 para cada amostra.
Das 44 amostras analisadas, sete (15,90%) continham pelo menos um adulterante, como
diuréticos, estimulantes sexuais e anabolizantes. Os suplementos adulterados possuiam
caracteristicas comuns entre si, como comercializacdo em mercado negro, matéria-prima ou
produto de origem importada, auséncia de informac@es nos rétulos e alegacbes que induziam
a presenca de substancias farmacol6gicas. Posteriormente, foi realizado um estudo de
predicdo in silico dos adulterantes a fim de comparar com os resultados da citotoxicidade in
vitro e, dessa forma, poder inferir se a presenca das substdncias encontradas € fator
determinante para aumento da toxicidade dos suplementos alimentares. Apesar da necessidade
de maiores estudos com relacdo a matriz das amostras, os resultados indicam que ha uma
relacdo entre os multiigredientes declarados nas amostras e os adulterantes encontrados,
quanto a citotoxicidade. Todas as sete amostras estudadas apresentaram efeitos citotoxicos
por diferentes mecanismos e proporcionais a concentra¢do. Foram observadas diminuicdo de
viabilidade celular, hemdlise célula aumento significativo na liberacdo de espécies reativas de
oxigénio. A partir da publicacdo do marco regulatério as industrias tm cinco anos para se
adaptarem as novas regras. Contudo, espera-se que 0s resultados aqui demonstrados sirvam de
alerta, tanto para as agéncias regulatorias quanto para os consumidores, principalmente em
relacdo aos produtos vendidos de forma irregular, ou que apresentam alguma nao
conformidade em seu rétulo, ou até mesmo na sua composicdo. A presenca de adulterantes
em suplementos alimentares € um grave problema de saide publica, que pode acarretar em
danos irreversiveis & saude da populagéo.

Palavras-chave: Suplementos alimentares. Adulterantes. Toxicidade. Regulamentacéo.






ABSTRACT

DIETARY SUPPLEMENTS COMMERCIALIZED IN BRAZIL: AROTULAR,
ANALYTICAL AND TOXICOLOGY APPROACH

AUTHOR: Thais Ramos Dal Molin
ADVISOR: Carine Viana Silva

Consumption of dietary supplements has been increase worldwide, leading billionaires
billing for Brazilian industries. Due to this situation, the National Health Surveillance Agency
(Anvisa) has developed a new regulatory framework for dietary supplement, in order to
regularize, to standardize and reduce the legal barriers of these products. This way, the present
work aimed to acquired a certain number of samples marketed as food supplements, for a
regulatory analysis, composition evaluation, investigation of the presence of adulterants and
for a toxicological study. 44 samples of dietary supplements were purchased via the internet.
From these, 97.7% showed irregular claims and 34.2% could not be commercialized as
dietary supplements due their ingredients declared on the label. Still, regarding the centesimal
composition, only 20 samples described the mandatory nutritional information on the label
and, from these, 70% presented nutritional values above the tolerance allowed by the
legislation. To investigate of the presence of adulterants in dietary supplements, a HPLC-
DAD method was proposed for the determination of 10 non-permitted substances, with time
of analysis less than five minutes. The proposed method was validated according to AOAC
and Anvisa guidelines, and represented an economy of 40% when compared to LC-MS/MS,
and the estimated cost for analysis was US$ 7.00 per sample. From 44 analyzed samples,
seven contained at least one adulterant in their composition, such as diuretics, sexual
stimulants and anabolic, for example. The adulterated supplements presented common
characteristics, such as the acquisition in not specialized market, were imported from other
countries, lack of information on the label and use of the claims that induced the presence of
drugs in the composition. After this, an in silico prediction study was performed in order to
compare with the in vitro cytotoxicity results, and thus, it was able to evaluate if the presence
of the found substances is a determining factor for the increase of the toxicity in health cells.
Despite the need for further studies regarding the sample matrix, the results indicate that there
is a relationship between the multi-ingredients declared in the samples and the adulterants
found, considering the cytotoxicity of the products. All seven samples presented cytotoxic
effects, proportional to the concentration, by different mechanisms, either reducing cell
viability, hemolysis or a significant increase of reactive oxygen species. Since the publication
of the regulatory framework, the industries have five years to adapt to the new guidelines,
however, is expected that the results shown here serving as a warning to both regulatory
agencies and consumers for those irregularly sold products, or which ones that have some
nonconformity in their label or even in their composition. The presence of adulterants in food
supplements is a serious public health problem that can lead to irreversible health damage to
those who consume them.

Keywords: Dietary supplements. Adulterans. Toxicity. Regulation
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1 INTRODUCAO

Os padrdes de beleza estdo sempre em transformacdo. Até os anos 60, pessoas com
silhuetas maiores, cheias de curvas e saliéncias como a Marylin Monroe, eram consideradas
os exemplos de mulheres bonitas. Nos anos 90, os padrdes determinavam mulheres magras;
qguanto menos gordura melhor, o que causou grandes preocupa¢des com a saude daquelas que
faziam tudo para atingir o corpo perfeito. Atualmente, a palavra de ordem no meio estético é
“defini¢do”, ou seja, menos massa gorda e mais massa magra, valendo tanto para homens
quanto para mulheres. A busca incessante por muasculos e silhuetas definidas, transformaram
0 Brasil no segundo pais com maior numero de academias, ficando atras apenas dos Estados
Unidos (BRASNUTRI, 2018). Concomitante a isso, observam-se as mudancas na
alimentacdo, na qual busca-se comer de forma mais répida mas com maior ingesta de
nutrientes possiveis. Os suplementos alimentares comecaram a fazer parte do cardapio
daqueles que almejam uma forma fisica adequada aos padrdes atuais, aliado a atividade fisica
e outros procedimentos estéticos. Entretanto, o consumo desses produtos como fonte de
nutrientes muitas vezes ocorre sem a orientacdo de um profissional capacitado, seja ele
médico e/ou nutricionista (DOMINGUES; MARINS, 2007).

Basicamente, suplementos alimentares sdo produtos que podem ser constituidos de
vitaminas, minerais, fibras, acidos graxos, carboidratos, proteinas ou aminoacidos, que
objetivam complementar a alimentacdo habitual de individuos saudaveis através da
incorporacdo destes nutrientes (SBME, 2003). Fica expressamente proibido a presenca de
substancias consideradas como doping pela Agéncia Mundial Antidoping (WADA), como
horménios, estimulantes, ou de substancias de finalidade terapéutica e/ou cura (BRASIL,
2018d). Todavia, o grande nimero de produtos disponiveis no mercado, associado a
facilidade de aquisicdo, dificulta a fiscalizacdo por parte dos 6rgaos regulatoérios, o que facilita
a ocorréncia de fraudes e adulteracdes (CORREIA, 2008).

Até 2018, a denominagdo “suplementos alimentares” ndo era prevista por lei por parte
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). O enguadramento legal dos produtos
dependia basicamente da composicdo declarada no rétulo, e nem sempre era evidente a
categoria a qual determinado produto pertencia, uma vez que 0s mesmos sdo conhecidos por
se constituirem de multiigredintes. Dessa forma, ap6s diversas reunides junto com a
comunidade cientifica, industrial e até mesmo os consumidores, a Anvisa elaborou o marco

regulatério dos suplementos alimentares, a fim de tornar mais evidente quais sdo as
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substancias permitidas, o que caracteriza um suplemento alimentar e quais as alegacoes
comprovadas para determinados ingredientes (BRASIL 2017a; 2018d). De acordo com a
Anvisa, os suplementos alimentares sdo produtos de baixo risco a populacdo, sendo
considerados isentos da obrigatoriedade de registro (BRASIL, 2018e). Em decorréncia disso,
uma quantidade grande de produtos estdo disponiveis no mercado, promovendo um consumo
desenfreado.

As mudancas regulatorias possuem lacunas regulatorias que ainda necessitam de
definicdbes como, por exemplo, em relacdo a nutrivigilancia desses produtos e o
desenvolvimento de métodos oficiais para o controle de qualidade dos mesmos. Devido a
extensa area de fronteiras do pais, muitas vezes sdo comercializados no Brasil suplementos
alimentares contendo substancias ndo permitidas declaradas no préprio rétulo. Estes produtos
entram por vias terrestres, portos e aeroportos, sendo distribuidos no mercado informal ou
pelo comércio virtual. Somente nos Estados Unidos, nos anos de 2012 a 2014, o 6rgédo
fiscalizador responsavel recebeu 114 relatos de eventos adversos referente ao consumo de um
suplemento em especifico que apresentava um derivado da anfetamina altamente toxico
declarado na sua composicdo (KLONTZ et al., 2015).

Além disso, com o intuito de intensificar a acdo dos suplementos alimentares, e
transmitir a imagem de que o produto realmente funciona, os fabricantes adicionam de forma
proposital substancias farmacol6gicas, sem que estas estejam descritas no rotulo
(CHAMPAGNE; EMMEL, 2011). Séo inimeros os relatos na literatura de suplementos
adulterados provenientes da China, Taiwan, Brasil e Estados Unidos, contendo substancias
como diuréticos, hormonios e inibidores da fosfodietesrase-5 (PDE-5) (CARVALHO et al.,
2012; FEIJOS et al., 2014; MATHON et al., 2013; MOREIRA et al., 2016; PAIGA et al.,
2017; PETROCZI; TAYLOR; NAUGHTON, 2011). Casos de toxicidade hepéatica tém sido
relacionados ao consumo abusivo desses produtos e a presenca de metabolitos vegetais
altamente toxicos (BROWN, 2017b).

Considerando a crescente procura por suplementos alimentares, aliado as incidéncias
significativas nos casos de adulteracdes, tornam-se relevantes pesquisas que investiguem a
qualidade dos produtos em toda cadeia logistica desde a fabricagdo até o seu consumo. Com
base nisso, o presente trabalho objetivou investigar do ponto de vista regulatorio, publicitario
e rotular os suplementos alimentares disponiveis no mercado brasileiro, e quais as principais
mudangas a serem enfrentadas pelos fabricantes para o enquadramento dos produtos no novo
marco regulatério. Desta forma, buscou-se desenvolver um método analitico de féacil acesso,

baixo custo e que demande pouco tempo, principalmente considerando que o Brasil carece de
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metodologias oficiais para investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares. Os

riscos do elevado consumo de suplementos adulterados é um problema de satde publica que

preocupa as autoridades, por isso, através de ensaios de citotoxicidade in vitro e toxicidade in

silico, foram avaliados o grau de lesdo celular e possiveis efeitos toxicos no organismo, como

metodologia alternativa ao uso de animais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar suplementos alimentares comercializados

no Brasil do ponto de vista regulatério, rotular, analitico e toxicoldgico.

1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar aspectos regulatérios das amostras de suplementos alimentares desde o
momento da aquisicdo, em que foram analisados apelos comerciais e indicacdes de
consumo, até o recebimento do produto, no qual foi realizada uma avaliacdo de acordo
com as legislacdo vigentes durante a aquisicdo, analise das informacfes presentes nos
rotulos e as mudancas necessdrias para a correta regularizacdo o0 novo marco
regulatério.

Realizar um estudo da composicdo centesimal das amostras, incluindo a analise de
carboidratos, proteinas e lipidios, bem como um comparativo entre as informacGes
declaradas na tabela nutricional dos rotulos e os resultados obtidos.

Desenvolver, otimizar e validar um método através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC-DAD do inglés High Performance Liquid Cromatography) para a
deteccdo simultanea de dez substancias ndo permitidas em suplementos alimentares,
nas classes de diuréticos (hidroclortiazida, furosemida e espironolactona), estimulantes
sexuais (sildenafil, vardenafil, tadalafil e ioimbina) e farmacos utilizados como
anabolizantes (clembuterol, testosterona e propionato de testosterona). Aplicar o
método desenvolvido nas amostras de suplementos alimentares adquiridas;

Avaliar a toxicidade in silico das substancias encontradas como adulterantes em
suplementos alimentares. Realizar um estudo de viabilidade celular, citotoxicidade in

vitro, hemolise, producéo de de 6xido nitrico, dano de fita dupla do DNA, producéo de
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espécies reativas de oxigénio em células mononucleadas das amostras adulteradas,
detectadas pelo método de HPLC-DAD.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 UM BREVE HISTORICO DOS SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Tanto os cuidados com alimentagdo, quanto o consumo de suplementos alimentares
fazem parte do dia a dia do ser humano muito antes do que imaginavamos, principalmente
quando se trata de produtos naturais. As plantas, por exemplo, sdo utilizadas de forma
medicinal desde a pré-historia e com o passar dos anos, descobriu-se que partes especificas
delas poderiam auxiliar na melhora das condicdes fisicas (BROWN, 2017a). Com o decorrer
dos anos, surgiu entdo a Medicina Tradicional Chinesa, aliando o consumo de determinadas
plantas ao bem estar e a saude (BROWN, 2017a). Por volta de 400 a 500 a.C., algumas
praticas dietéticas ja eram conhecidas por parte dos atletas e soldados. A fim de demonstrar
bravura, habilidade, velocidade e forga, os mesmos faziam a ingestdo de figado de veado e
coracdo de ledo como fontes proteicas (APPLEGATE; GRIVETTI, 1997; GOSTON, 2009).
A importéncia da alimentacdo ficou mais evidente com os Jogos Olimpicos da Antiguidade. A
dieta dos atletas gregos e romanos era basicamente composta por vegetais, legumes, frutas e
vinho. Nesta época, Milo de Créton destacou-se como um vitorioso lutador grego, sendo um
dos primeiros atletas a dedicar cuidados maiores com a alimentacao, a sua dieta se constituia
basicamente de 9 kg de carne, 9 kg de pao e 8,5 L de vinho por dia, durante as competicdes
(GOSTON, 2009).

Nos Estados Unidos, os suplementos alimentares estdo no mercado desde meados de
1920 (DICKINSON, 2011). De acordo com Wallace e colaboradores (2013), o primeiro
suplemento dietético disponivel no mercado norte americano foi o 6leo de figado de bacalhau
em 1920, o mesmo era utilizado para aumentar a ingesta de vitamina A e D. Em seguida, a
Nutrilite Company® comercializou o primeiro comprimido multivitaminico-multimineral.
Somente em 1938, com o surgimento da Lei de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos (do
inglés Food Drug and Cosmetic Act, FD&C Act) eles comecaram a ser comercializados de
forma regular como alimentos (DICKINSON, 2011).

A primeira definicdo de suplementos alimentares surgiu em 1994, com a criacdo da
Lei de Saude e Educacédo de Suplementos Alimentares (do inglés Dietary Supplements Health
and Education Act, DSHEA). A DSHEA surgiu com dois objetivos principais: a) assegurar o
acesso continuo dos consumidores a uma grande variedade de suplementos; b) fornecer aos
consumidores mais informac6es sobre o consumo de suplementos alimentares (DICKINSON,
2011). Apés a DSHEA, a Food and Drug Administration (FDA) foi delineada como
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autoridade legal para regulamentar os suplementos alimentares (GLISSON; WALKER, 2010;
USA, 1994).

No Brasil, as normas bésicas para os alimentos foram reconhecidas pelo Decreto de
Lei n° 986 de 1969. O mesmo determina que esses produtos ndo poderiam ser adicionados de
substancias medicamentosas ou terapéuticas (BRASIL, 1969). Em 1998, a Secretéria de
Vigilancia Sanitaria aprovou o primeiro regulamento técnico para suplementos vitaminicos
e/ou minerais (BRASIL, 1998). Até 2018, os suplementos alimentares ndo eram previstos por
lei, contudo, qualquer produto popularmente conhecido dessa maneira, era distribuido como
um alimento, mas nem sempre essa classificacdo era a mais adequada (NEVES; CALDAS,
2015).

De acordo com a Anvisa, 0s suplementos alimentares produtos de ingestdo via oral,
constituidos de vitaminas, minerais, aminoacidos, proteinas, carboidratos, entre outros, com a
funcdo de suprir as necessidades da dieta de individuos saudaveis (BRASIL, 2018g). Nao
sendo permitida a adicdo de medicamentos, nem alegacéo de agéo terapéutica ou de cura.

Outrossim, a busca pelo corpo perfeito de forma rapida e eficaz alavancou as vendas
dos suplementos alimentares no Brasil. De acordo com a Associacdo Brasileira dos Fabricantes
de Suplementos Nutricionais e Alimentos para Fins Especiais (Brasnutri), até 2017, o Brasil
contava com 8 mil pontos de vendas desses produtos, entre lojas especializadas, farmacias,
lojas virtuais e lojas de produtos naturais. N&o obstante, 0 mercado teve um aumento de 233%
dos anos de 2010 a 2016, chegando a um faturamento anual de 1,49 bilhdes de reais
(BRASNUTRI, 2017). De acordo com uma pesquisa encomendada realizada em 1007 lares das
principais capitais brasileiras, 54% dos domicilios entrevistados afirmaram ter consumido pelo
menos um suplemento alimentar em 2015, com destaque para os suplementos multivitaminicos
e minerais. Ainda, com a mesma pesquisa, 0 CONSUMO entre 0S Sex0s Ndo mostrou ter uma
diferenca significativa, 53% eram mulheres e 47% homens (ABIAD, 2015). Outro fator que
popularizou o consumo de suplementos alimentares foi a sua difusdo dentre os praticantes de
atividades fisicas. O Brasil € 0 segundo pais no nimero de academias de pratica esportiva do
mundo. Em 2015 haviam cerca de 31 mil academias, onde 7,95 milhdes de brasileiros
realizavam suas atividades fisicas (IHRSA, 2016). Dentre os servigos encontrados em uma
academia estd a comercializacdo de produtos ergogénicos e suplementos alimentares.
Entretanto, o consumo destes produtos nem sempre € indicado por um nutricionista ou médico,
sendo o principal incentivo para aquisi¢do a indicacdo de amigos ou por vontade propria
(DOMINGUES; MARINS, 2007). Além do mais, a midia social tornou-se o principal veiculo

de estimulo ao uso de suplementos alimentares. S6 em 2001, a industria de publicidade investiu
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globalmente cerca U$ 46 bilhdes em propagandas, gerando, dessa forma, um maior consumo
desses produtos (ALVES; LIMA, 2009; MAUGHAN; KING; LEA, 2004; SCOFIELD;
UNRUH, 2006).

2.1.1 Suplementos alimentares no Brasil e 0 marco regulatdrio

Apesar do termo ser conhecido por parte da populacdo, a categoria de produtos
denominada “Suplementos Alimentares” € recente do ponto de vista regulatorio no Brasil. Até
2018, essa classificacdo ndo era prevista por lei pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), podendo um produto com a finalidade de suplemento alimentar ser enquadrado em
até sete legislaces distintas, a depender da sua composic¢do, permeando de alimentos a
medicamentos.

Os produtos contendo creatina, proteinas ou cafeina, eram descritos como alimentos
para atletas de acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa n° 18 de 27
de abril de 2010 (BRASIL, 2010a). A Tabela 1 especifica os produtos definidos como

alimentos para atletas e as suas designacdes de acordo com esta norma.



Tabela 1 — Resumo das defini¢es de alimentos para atletas segundo a RDC da Anvisa n° 18 de 2010.
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Categoria do alimento

Definicéo legal

Pode ser adicionado

N&o pode conter

Suplemento hidroeletrolitico

Suplemento energético

Suplemento proteico

Suplemento para substituigéo
parcial de refeicdes

Suplemento de creatina

Suplemento de cafeina

Produto destinado a auxiliar a hidratacao

Produto destinado a complementar as
necessidades energéticas

Produto destinado a complementar as
necessidades proteicas/

Produto destinado a complementar as
refeicOes de atletas em situagdes nas quais
0 acesso a alimentos que compbe a
alimentacéo habitual seja restrito

Produto destinado a complementar o0s
estoques endogenos de creatina

Produto destinado a aumentar a resisténcia
aerébia em exercicios fisicos de longa
duracdo

Vitamina e minerais

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

Vitaminas e mineiras

Vitaminas e minerais; fibras
alimentares

Carboidratos

n.i.

Outros nutrientes e ndo
nutrientes; fibras alimentares

Fibras alimentares e ndo
nutrientes

Fibras alimentares e ndo
nutrientes

n.i.

Fibras alimentares

Nutrientes e ndo nutrientes

n.i. — ndo informado

Fonte: Adaptado de Neves e Caldas (2015) e Brasil (2010a).
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Os demais suplementos eram enquadrados conforme os ingredientes presentes nas
suas composi¢fes como: (1) suplementos vitaminicos e/ou minerais (BRASIL, 1998), (1)
alimentos com propriedade funcional e/ou saude (BRASIL, 1999b), (111) novos alimentos e
novos ingredientes (BRASIL, 1999a), (IV) substancias bioativas ou probiéticos (BRASIL,
2002a), (V) fitoterapicos (BRASIL, 2018b) ou (VI) medicamentos especificos (BRASIL,
2003). A Figura 1 representa a distribuicdo regulatoria destes produtos no Brasil, até 2017.

Figura 1- Distribuicdo regulatoria dos suplementos alimentares comercializados no Brasil até
2017.

uplementos de
vitaminas e
minerais

Portaria SVS/MS
32/1998

Alimentos
para atletas

RDC n2 18/2010

Novos alimentos

Medicamentos
fitoteraticos

RDC n2 26/2014

Resolugdo n?
16/1999

Substancias
bioativas e
probidticos
RDC n2 2/2002
Medicamentos
especificos

RDC ne 132/2003

Com alegagéo de
propriedade funcional
e ou salde

RDC n® 18/1999

Fonte: Adaptado de Brasil (2017a)

Desde 2010, a Anvisa considera os alimentos para atletas, suplementos vitaminicos e
minerais como produtos “baixo risco a populacdao”, dispensando o registro. Entretanto, 0
registro era obrigatério para os alimentos com alegacdes de propriedade funcional ou de
salide, novos alimentos e novos ingredientes, substancias bioativas e probiéticos isolados com
alegacdo de propriedade funcional ou de satde (BRASIL, 2010b).

A Anvisa, através da sua Geréncia Geral de Alimentos (GGAIli), promoveu nos
ultimos anos debates junto a comunidade cientifica, ao setor regulado e aos 0Orgaos
representantes dos consumidores tentando sanar problemas gerados pela alta complexidade e
a fragmentacdo da legislagdo brasileira da época. Buscando atender as demandas, dispds de
um documento base para a regulamentacdo dos suplementos alimentares (BRASIL, 2017a). O
texto passou por um periodo de consulta publica, e apds as devidas alteragdes foi publicado o

“Marco regulatorio dos Suplementos Alimentares”. Os principais objetivos eram diminuir os
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entraves regulatérios, melhorar o acesso do consumidor a informacéo, manter a seguranca e
qualidade dos produtos no mercado e reduzir a veiculacdo de alegacGes sem comprovacao
cientifica, eliminando dessa forma as fraudes contra o consumidor (BRASIL, 2018a).

Através de seis novas normas, 0 marco regulatorio revogou 11 atos normativos, criou
uma lista de constituintes positivos que contemplam 383 ingredientes, 249 aditivos
alimentares e 70 coadjuvantes, além da autorizagdo de 189 alegacGes permitidas nos rétulos
dos produtos (BRASIL, 2018a). Ouadro 1 resume de forma comparativa de como era a
situacdo de legal dos suplementos alimentares antes do marco regulatério, e as mudangas a

serem implementadas com a nova proposta regulatoria.
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Quadro 1 — Comparacéo entre a situacao legal dos suplementos alimentares antes do marco
regulatdrio, e as novas diretrizes da nova proposta regulatoria.

Situacoes

Antes do marco regulatorio

Mudancas a serem implementadas

Legislacbes

Dependendo dos ingredientes, 0s
suplementos podem ser enquadrados
em até 7 legislacGes: 1) Alimentos para
atletas; 11) Suplementos vitaminicos e
minerais; I11) Alimentos com alegacao
de propriedade funcional e/ou salde;

IV) Novos alimentos e novos

ingredientes; V) Substancias Bioativas

e probidticos V1) Fitoterapicos; VII)

Medicamentos especificos.

Passam a vigorar as seguintes
resolucdes: 1) Lista de aditivos e
coadjuvantes permitidos; Il) Categoria
dos alimentos isentos e com
obrigatoriedade de registro sanitario;
I11) Uso de probidticos em alimentos;
IV) Regulamento de vitaminas,
minerais e amino&cidos utilizados
como medicamentos especificos; V)
Requisitos sanitarios do suplementos
alimentares. Ainda, ha um Instrucdo
Normativa em constante atualizacao
que apresenta os ingredientes
autorizados.

Categoria
contemplada

Na sua maioria sdo classificados como
alimentos, mas haviam casos
especificos de comercializacdo de
medicamentos na forma de
suplemento. Ex.: Fitoterapicos como
Tribullus terrestris; Corynanthe
yohimbe.

Todos os produtos denominados
suplementos alimentares serdo
comercializados como alimentos.

Registro

Apenas os produtos classificados
como “Alimentos para atletas” e
“Vitaminas e Minerais” encontravam-
se isentos de registro.

Os suplementos alimentares sdo
isentos de registro, exceto aqueles que
contenham enzimas ou probidticos em

sua formulagéo.

Alegacdes
permitidas

Né&o apresentavam uma legislacéao
especifica quanto a rotulagem.
Somente os produtos classificados
como “Alimentos para atletas”
(BRASIL, 2010a) apresentavam
informagdes regulatdrias quanto ao
contetido do rétulo.

Na Instrucdo Normativa (IN) n° 28 de
2018, ha uma lista de alegagdes
autorizadas em suplementos
alimentares ou de frases que
contenham pequenas variagdes das
mesmas.

Substancias
autorizadas

Ficava proibida a presenca de
substancias proscritas, de finalidade
terapéutica ou medicamentosa e/ou

presentes na lista de substancias
consideradas “doping” pela WADA
(BRASIL, 2010a).

A IN n° 28 de 2018, contém a lista de
substancias permitidas nos
suplementos alimentares, bem como
os limites minimos e maximos para
constituintes especificos.

Presenca de
medicamentos

Apesar de nédo ser permitido, em
alguns casos havia a presenca de
medicamentos em alguns produtos

Fica expressamente proibida a
presenca de medicamentos e a
comercializacdo dos mesmos como

contendo multiigredientes.

suplementos alimentares.

Fonte: (BRASIL 1998, 1999a, 1999b, 2002, 2003, 2010a, 2014, 2018c; d; €; f; 9).
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A consulta publica encerrou-se no dia 09 de abril de 2018, e no dia 27 de julho foram
publicadas as novas regras (BRASIL, 2017c). As empresas tem cinco anos a contar da data de
publicacdo no Diario Oficial da Unido, para se adaptarem as novas regras e regularizarem os

produtos que ja estdo no mercado.

2.2 CONTROLE DE QUALIDADE EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

E praticamente impossivel estimar o ndmero de suplementos alimentares disponiveis
atualmente no mercado, o que acaba dificultando a¢bes por parte das agéncias regulatérias
que visam avaliar a qualidade dos mesmos. A Anvisa emitiu diversos alertas sobre a
seguranca desses produtos em seus meios de comunicacdo (BRASIL, 2012, 2016). Eles ainda
reiteram que os suplementos alimentares sdo muitas vezes comercializados de forma ilegal no
pais, podendo conter substancias ndo autorizadas o que pode acarretar em indmeros
maleficios a saude humana (BRASIL, 2012). Diversos produtos ja tiveram sua
comercializacdo suspensa ou proibida devido as fraudes contra o consumidor, presencas de
substancias ndo permitidas ou até mesmo o uso de ferramentas comerciais ndo autorizadas. A
Figura 2 reflete as principais retiradas dos suplementos alimentares realizadas por parte da
Anvisa, de 2015 a 20109.

Figura 2 - Principais motivos para a retirada ou suspensdo de comercializacdo dos
suplementos alimentares no Brasil nos ultimos 5 anos.

5 produtos niio apresentavam registro de

comercializacéio;
5 produtos apresentavam propagandas 25 produtos apresentavam a
irregulares ou alegacdes ndo permitidas; divulgagio e a comercializagio
. 3 produtos continham substéncias ndo sem registro, notificaco ou
9 laroc!utcswcontuﬂ.l_eun autorizadas ou ingredientes ndo declarados; cadastro na Anvisa, em
substancias nae autorkzadas 2 produtos estavam com a comercializacio desacordo com os arts. 12, 50 e
ou mgradlente&f nao suspensa apds inspegio da Vigilancia 59 daLei n° 6.360, de 23 de
declarados; Sanitaria; setembro de 1976.
1 produto ndo apresentava 1 produto apresentou resultado insatisfatorio 1pr . . N
. N ) o ) . produto continha substincias
registro de comercializacio. para testes de carboidratos, fibras e proteinas.

nfo autorizadas.

7 produtos apresentavaim
propagandas irregulares ou
alegacdes nfio permitidas;

3 produtos apresentavam
propagandas irregulares ou
alegactes ndo permitidas;
3 produtos nio apresentavam

registro de comercializaggo; 4 produtos ndo apresentavam

] ) registro de comercializacio;
2 produtos continham substdncias
nfo autorizadas ou ingredientes ndo
declarados;

1 produto apresentou laudo de
andlise com resultado
insatisfatorio;

2 produtos estavam com a
comercializagfo suspensa apos
inspe¢io da Vigilancia Sanitaria.

Fonte: BRASIL, 2018b.
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Devido as diferencas legais, a importacdo desses produtos também desperta a atencéo
das autoridades responsaveis. A legislacdo americana, por exemplo, alega que, embora 0s
fabricantes de suplementos alimentares devam ter um registro de suas instalacdes, eles ndo
sdo obrigados a terem uma aprovacdao da FDA antes de produzirem ou venderem seus
produtos. Os proprios fabricantes e distribuidores certificam-se de que todas as afirmacdes e
informagdes no rotulo do produto e em outras inscrigdes sdo verdadeiras e ndo enganosas
(USA, 2014). Em 2012, o OxiElite Pro® e o0 Jack3D®, ambos produzido nos Estados Unidos,
tiveram as importacOes suspensas para o Brasil, mesmo que para consumo pessoal, uma vez
que a FDA relatou a presenca de uma 1,3-dimetilamilamina (DMMA), estimulante altamente
deletério ao organismo (BRASIL, 2012). De acordo com Correia (2008), a isencdo de
registro, bem como a livre comercializacdo e a falta de fiscalizacdo corroboram para a
ocorréncias de fraudes, adulteracGes e contaminacdes dos produtos em questéo.

Indmeros suplementos sdo retirados anualmente do mercado norte americano e entre
0s principais motivos esta a presenca de substancias farmacoldgicas e/ou de novos farmacos
ndo aprovados. Em 2017, dezoito suplementos tiveram sua comercializacdo suspensa,
enquanto que em 2018 foram 21 casos de produtos considerados irregulares pelo FDA.
Somente nesse ano, cinco suplementos alimentares ja foram apreendidos nos Estados Unidos
por conterem inibidores da PDE-5 em sua composi¢do. A Figura 3 estima as principais
justificativas para a retirada dos suplementos alimentares do comércio dos anos de 2010 a
2019 (USA, 2019).



Figura 3 - Principais motivos declarados pelo FDA para a retirada dos suplementos
alimentares do mercado norte americano entre os anos 2010 a 2019.
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Fonte: Adaptado de USA (2018).

A entrada de produtos irregulares através das fronteiras € uma situacdo critica no pais.
De acordo com Viana e colaboradores (2016), a comercializacdo desses suplementos no sul
do pais é facilitada pela proximidade com paises vizinhos, como o Uruguai, em que 0
consumidor adquire suplementos proibidos pela Anvisa mas que la a venda ainda é permitida.
De acordo com o Departamento de Policia Federal, a maior apreensdo de suplementos
alimentares clandestinos no pais ocorreram nos estados do Parana e de S&o Paulo, seguido do
Mato Grosso do Sul. Os estados do Parand e Mato Grosso do Sul fazem divisa com o
Paraguai, fronteiras popularmente conhecidas pelo comércio irregular. Ja no estado de Sao

Paulo, é onde se encontra 0 maior aeroporto internacional do pais (NEVES; CALDAS, 2015).
2.2.1 Farmacos adulterantes em suplementos alimentares
Concomitante ao aumento do interesse por parte do consumidor pelos suplementos

alimentares, cresce também, por parte dos fabricantes, a vontade de se destacar no mercado e,

assim, atingir um maior numero de clientes. Tal cenério, afeta diretamente na seguranca e
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qualidade desses produtos uma vez que 0os mesmos fazem o uso de artimanhas, dentre elas a
adulteracdo, a fim de “fidelizar” o consumidor (BROWN, 2017a; MURATT et al., 2018).

A adulteracdo deliberada consiste na adi¢do proposital de ingredientes ndo declarados
e/ou ndo permitidos, a fim de intensificar o efeito farmacolédgico e promover a falsa imagem
de que o produto realmente funciona (CARVALHO et al., 2012; CHAMPAGNE; EMMEL,
2011; MULLER et al., 2018). Como sdo considerados alimentos, fica vetada a adigdo de
qualquer substancia com acdo farmacoldgica em suplementos alimentares (BRASIL, 1969;
USA, 1994). Tal préatica € um risco em potencial a satde, considerando principalmente que a
presenca da substancia ndo declarada é desconhecida por parte do consumidor, bem como os
efeitos provenientes da mesma (DAL MOLIN, 2016). SituacOes inesperadas podem ser
ocasionadas com uma adulteracdo como, por exemplo, reacGes adversas provenientes dos
farmacos adicionados, interacfes medicamentosas ou até mesmo superdosagens, que podem
levar a efeitos nocivos ao consumidor (DUNN et al., 2011; GRYNIEWICZ et al., 2009).

Inimeros casos de adulteracfes em suplementos alimentares tém sido descritos na
literatura. Zhu e colaboradores (2005) identificaram em uma amostra 2,25 mg/mL de
vardenafil dos oito suplementos analisados. Zhang e colaboradores (2010) detectaram quatro
farmacos ndo declarados (ioimbina, tadalafil, sildenafil e vardenafil) em 21 amostras das 26
analisadas, ou seja, 80% das amostras estudadas estavam adulteradas. Outro estudo, analisou
150 suplementos alimentares comercializados com o apelo de melhorar o desempenho sexual,
das quais 61% estavam adulteradas com algum inibidor da fosfodiesterase-5 (PDE-5), sendo
que destes, 31% continham mistura de duas ou mais substancias (GILARD et al., 2015).

N&o somente a presenca destes farmacos em suplementos alimentares preocupa as
autoridades, mas também os analogos destas substancias, que sdo pequenas mudancas na
estrutura da molécula que eles sofrem a fim de dificultar sua deteccdo por métodos
convencionais. De acordo com Patel e colaboradores (2014), sdo diversos fatores que
estimulam a sintese de novos analogos, como a crescente busca por suplementos alimentares,
a diversidade estrutural, bem como a disponibilidade de materiais, que permite o
desenvolvimento ilimitado, a falta de uniformidade na nomenclatura destas novas moléculas,
auséncia de um método de screening ideal, falta de instrumentos analiticos avancados em
laboratdrios governamentais e a falta de conscientizacdo por parte da populagdo. Estima-se
que ha cerca de 80 inibidores da PDE-5 encontrados como adulterantes em suplementos
alimentares (KEE et al., 2018). Reepmeyer, Woodruff e D’Avignon (2007) elucidaram um
novo analogo do sildenafil encontrado em um suplemento alimentar dito natural, a substancia

foi nomeada como metiosildenafil. No mesmo ano, 0 mesmo grupo identificou outra estrutura
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também anéaloga do sildenafil, o nor-acetildenafil (REEPMEYER; WOODRUFF, 2007).
Kern e colaboradores (2015) identificaram um anélogo do tadalafil, bem como Lee e
colaboradores (2015). Ambos estudos encontraram a substancia primeiramente atraves da
analise por HPLC-DAD e elucidaram a estrutura com o auxilio do espectrometro de massas.
Durante analises de rotina para a investigacdo de inibidores de PDE-5 em suplementos
alimentares, Zhang e colaboradores (2014) identificaram um adulterante com perfil de massas
diferente dos analitos previamente estudados, apds a investigacdo por Ressonancia Magnética
Nuclear (do inglés Nuclear Magnetic Resonance, NMR), descobriram se tratar de um
precursor na sintese do tadalafil. Por serem substancias pouco conhecidas, os analogos
encontrados em suplementos alimentares sdo preocupantes devido a falta de conhecimento
dos seus perfis farmacoldgicos, de seguranca e de toxicidade, o que coloca a saude do
consumidor em risco (PATEL et al., 2014).

A adicdo proposital de substancias farmacoldgicas ocorre conforme o efeito que se
deseja ressaltar no produtos, i.e. suplementos que promovam perda de peso, s&o comumente
adulterados com anorexigenos, diuréticos ou laxantes. Enquanto que aqueles produtos que
possuem o apelo de aumentar desempenho sexual ou potencializar hormdnios masculinos, séo
adicionados de inibidores da PDE-5 ou esteroides androgénicos anabolizantes (EAAS)
(MOREIRA; MARTINI; CARVALHO, 2014; PETROCZI; TAYLOR; NAUGHTON, 2011).
Ademais, a adicdo de farmacos ocorre sem concentracdes definidas, tornando a préatica de
adulteracdo ainda mais perigosa (DAL MOLIN et al., 2019b). A sibutramina por exemplo,
apresenta uma dose terapéutica maxima de 15 mg por dia (BRASIL, 2014b), contudo Dunn e
colaboradores (2012), detectaram a presenca desse farmaco em niveis que variaram de 0,1 até
40 mg por capsula de suplemento. A fenolftaleina € uma substancia quimica tambem utilizada
como laxante, porém foi retirada do mercado brasileiro em 2002, devido a sua
carcinogenicidade e cardiotoxidade (BRASIL, 2002b; KATZUNG, 2004). Ela foi detectada
em suplementos alimentares para perda de peso em doses que variaram de 18,2 a 69,8 mg por
unidade (SONG et al., 2014).

Outrossim, os suplementos alimentares sdo caracterizados por serem produtos multi-
ingredientes, e a sua composicdo nem sempre se encontra disponivel no roétulo, ou esta
descrita de forma clara. Somente em 2018, o FDA apreendeu dois suplementos alimentares
por apresentarem rotulos confusos ou escassez de informagdes no mesmo (USA, 2019). Esse
tipo de descumprimento por parte dos fabricantes pode levar a reagdes ndo conhecidas entre
0s proprios componentes do produto ou com outros suplementos alimentares (DELDICQUE;

FRANCAUX, 2016). Viana e colaboradores (2016) encontraram efedrina em uma amostra de
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suplemento alimentar contendo multiigredientes. Este alcaloide de origem natural era
comumente encontrado nos suplementos alimentares para perda de peso, juntamente com a
cafeina. Entretanto, seu uso foi banido nos EUA em 2005 devido aos graves efeitos adversos
relacionados ao seu consumo (GURLEU; STEELMAN; THOMAS, 2015).

Muitas vezes a presenca de substancias ndo declaradas no rétulo é considerado um
problema de controle de qualidade, uma vez que pode ocorrer contaminagao dentro de alguma
fase do processo de producdo do suplemento alimentar (LEDOUX et al., 2015). A Figura 4
demonstra as principais evidéncias que afetam o controle de qualidade dos suplementos

alimentares.
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Figura 4 - Principais caracteristicas que podem afetar o controle de qualidade dos suplementos
alimentares.
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Fonte: Adaptado de Petroczi, Taylor e Naughton (2011).

2.2.1.1 Adulteracbes com esteroides anabolizantes

Os esteroides androgénicos anabolizantes (EAAs) sdo substancias quimicamente
semelhantes a testosterona, e séo adicionados aos suplementos com a alegacdo de aumentar a
forca e a massa muscular. Apesar de estarem associados a uma série de efeitos nocivos,
principalmente sobre os sistemas cardiovascular, hepatico e neuroenddcrino, verifica-se que o
abuso de EAAs tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos (FRIZON; MACEDO;

YONAMINE, 2005). Os primeiros relatos de uso de esteroides anabélicos estrogénicos entre
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os atletas foi reportado em 1950 (KANAYAMA, 2008; NOGUEIRA et al., 2015). De acordo
com um estudo realizado por Nogueira e colaboradores (2015), de 510 sujeitos analisados,
20,6% afirmaram fazer o uso de esteroides anabdlicos androgénicos na cidade de Jodo Pessoa.
Ainda, de acordo com Domingues e Marins (2007), em Belo Horizonte, os esteroides estdo
entre os produtos mais utilizados por frequentadores de academias, sendo o sexo masculino
com a faixa etaria entre 21 e 25 anos como 0s maiores usuarios. J& em Passo Fundo, de 418
praticantes de atividade fisica, 6,5% relataram fazer o uso de algum esteroide, sendo o
decanoato de nandrolona o mais reportado (FRIZON; MACEDO; YONAMINE, 2005).
Contudo, o consumo destes produtos muitas vezes € incentivado por aqueles que deveriam
alertar sobre os seus maleficios; entre 305 professores de educacéo fisica do Rio de Janeiro
questionados, 38,69% faziam o uso de aceleradores metabdlicos e 25,57% de esteroides
anabdlicos androgénicos (PALMA; ASSIS, 2005).

Os EAAs séo divididos em classes de acordo com as suas caracteristicas. Os esteroides
endogenos por exemplo, sdo produzidos naturalmente no corpo humano, como no caso da
dehidroepiandrosterona (DHEA) e da epitestosterona. Os esteroides exdgenos ndo sao
produzidos pelo corpo humano, mas sdo sintetizados com o proposito de que a sua estrutura
molecular permita fugir das leis antidoping existentes, sendo que 0s seus efeitos séo
semelhantes aos medicamentos controlados. Entre eles encontram-se o propionato de
testosterona e o desoximetiltestosterona. Os corticoesterdides afetam o sistema nervoso de tal
forma que melhoram as habilidades de concentracdo e performance do atleta, além do alivio
nas dores, sendo a dexametasona, prednisolona e prednisona exemplos desta classe. Por fim,
tem a classe dos outros agentes anabdlicos, pertencentes a outras classes farmacéuticas, mas
que ainda assim sdo substancias consideradas proibidas pela Agéncia Mundial Anti-doping
(do inglés World Anti-Doping Agency, WADA), como a espironolactona, clembuterol e a
tibolona (GOSETTI et al., 2013; WADA, 2018).

Quando administrada via oral, a testosterona é rapidamente metabolizada pelo figado,
apresentando uma meia-vida de 10-20 min e eliminada como metabdlito. J& os andrdgenos
sintéticos sdo metabolizados mais lentamente, e alguns sdo eliminados na sua forma original
pela urina (RANG et al., 2012). O clembuterol é um halogenado das feniletilaminas, sendo
mundialmente reconhecido como anabolizante, devido ao seu efeito de aumentar massa
muscular e reducdo de gordura corporal. E uma substancia ativa oralmente de agdo
prolongada, e por se tratar de um agonista -2, apresenta como efeitos adversos taquicardia,
arritmias e vasodilatacdo periférica (RANG et al., 2012). Nos Estados Unidos, o FDA

aprovou o clembuterol somente como uso em animais, para a obstrucdo de vias aéreas em
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cavalos contudo, seu uso é proibido em animais utilizados na preparacéo de alimentos (USA,
2002; PAWAR; GRUNDEL, 2017).

Os efeitos adversos dos EAAs incluem na diminuicdo da liberacdo de gonadotrofina
durante o uso continuado, infertilidade, edema, masculinizagdo em meninas e adenocarcinoma
no figado. Bond, Llewellyn e Mol (2016) levantaram quatro hipGteses para 0 mecanismo de
hepatotoxicidade por parte dos EAAS: 1) Estresse oxidativo das células hepaticas; Il) Ativacdo
de espécies reativas de oxigénio por parte do receptor de androgénio; I1I) O receptor de
androgénio aumenta a [-oxidacdo mitocondrial; 1V) A resisténcia metabolica e a poténcia
androgénica estdo positivamente correlacionadas com o grau de hepatotoxicidade. Além
disso, a administracdo abusiva de testosterona demonstrou afetar disfuncbes hematopoiéticas
graves, como diminui¢do nos niveis de hemoglobina e reducdo na fracdo de eritrocitos
(MULLEN et al., 2014).

A presenga de EAA em suplementos alimentares e 0 seu consumo é cada vez mais
preocupante. Nos Estados Unidos, dois pacientes apresentaram hepatotoxicidade apds
consumirem  Superdrol (metatestosterona) e Halodrol (clorodehimetilandrostenediol)
adquiridos em lojas especializadas em suplementos alimentares (KAFROUNI; ANDERS;
VERMA, 2007). Outrossim, estudos relataram a presenca de EAAs em medicamentos
falsificados, e em suplementos alimentares com concentra¢des variando de 0,01 pg/g até 190
Mg/g (CHO et al., 2015; GEYER et al., 2004; THOMPSON; CARLSON, 2000). Além do
mais, algumas substancias permitidas em outros paises acabam entrando de forma ilegal no
Brasil. O DHEA, por exemplo, é permitido nos suplementos alimentares norte-americanos, e
é amplamente distribuido em lojas especializadas em produtos para saide (THOMPSON;
CARLSON, 2000). No Brasil, essa substancia é caracterizada como medicamento de controle
especial, devendo sua distribuicdo ser realizada mediante retencdo de prescricdo médica
(BRASL, 2019b)

2.2.1.2 Adulteragdes com estimulantes sexuais

Os inibidores seletivos da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) sdo considerados agentes de
primeira escolha para o tratamento da disfuncdo eretil. A primeira droga aprovada para o
tratamento, citrato de sildenafila, foi introduzida no mercado em 1998 e atualmente h& outras
substancias também usadas na disfungdo erétil: vardenafil e tadalafil (SABUCEDO et al.,
2004; FLESHNER et al., 2006; GRATZ; FLURER; WOLNIK, 2004).
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Os inibidores da PDE-5 melhoram a funcdo erétil penetrando nas células da
musculatura lisa e inibindo a enzima PDE-5 que degrada a GMPc. O aumento resultante de
GMPc citoplasméatico medeia a vasodilatagdo via ativacdo da proteina quinase G.
Consequentemente a inibicdo das PDE-5 potencializa o efeito do 6xido nitrico derivado do
endotélio dos nervos nitrérgicos, que sao ativados pelo estimulo sexual, sobre 0 musculo liso
vascular peniano. Outros leitos vasculares sdo também afetados, surgindo outros usos
possiveis, como na hipertensdo pulmonar. Porém, efeitos adversos também sdo relatados
como hipotensdo, rubor, cefaleia e alteracBes visuais (EARDLEY, 2010; ANDERSON,
2001). O uso de inibidores da PDE-5 é contraindicado em pacientes com problemas cardiacos
ou que fazem uso de nitratos ou outros farmacos doadores de 6xido nitrico, devido ao risco de
desenvolvimento de hipotensdo grave (ZOU, 2006; RANG, 2012).

Estudos apontam o emprego de inibidores da PDE-5 na adulteracdo de produtos de
origem vegetal de uso licito, como suplementos alimentares energizantes ou virilizantes (ZOU
et al., 2006; REEPMEYER; WOODRUFF 2007; VENHUIS; DE KASTE, 2008). Devido o
desconhecimento por parte do consumidor da presenca destes farmacos, a adulteracdo de
suplementos com esses farmacos promove sérios riscos a saude. Outrossim, a popularidade
desses produtos levou a recorrente producdes de preparacdes farmacéuticas falsificadas
escassa de Boas Praticas de Fabricacdo e que acabam sendo utilizadas na adulteracdo de
suplementos alimentares (FEJOS et al., 2014; NEVES; CALDAS, 2015). InUmeros casos de
adulteracdo de suplementos alimentares com inibidores da PDE-5 tém sido descrito na
literatura, e o problema se torna mais complexo quando ha a adicdo de anadlogos ndo
aprovados nesses produtos (BALAYSSAC et al., 2012; GE et al., 2008 SINGH et al., 2009;
KERN et al., 2015).

A ioimbina é um alcaloide indolquilaminico, presente na casca da arvore africana
Corynanthe yohimbe popularmente indicado para o tratamento de disfuncdo sexual. O efeito
da ioimbina sobre o sistema nervoso autbnomo periférico € o aumento da atividade
parassimpatica (colinérgica) e a diminuicdo da atividade simpatica (adrenérgica). Os efeitos
do bloqueio adrenérgico utilizado no tratamento da disfuncdo erétil sdo: atraso da
detumescéncia da erecdo peniana; prolongamento da duracdo da erecdo iniciada por
estimulacdo sexual; potencializacdo do efeito de estimulacdo do relaxamento do masculo liso
removendo respostas inibitorias mediadas por catecolaminas pelo sistema nervoso simpatico
(GOLDSTEIN, 2000).

A ioimbina pode desencadear outros efeitos importantes no sistema nervoso

parassimpatico, mostrando atividade significante no sistema central serotoninérgico
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(MORALES, 2000). Por penetrar facilmente no sistema nervoso central, produz um complexo
padrdo de respostas com doses menores do que aquelas requeridas para produzir blogueio
alfa-adrenérgico. Estas incluem antidiurese e excitacdo central incluindo hipertensédo e
taquicardia, aumento da atividade motora, irritabilidade, vertigem e nervosismo. Em alguns

casos, ioimbina pode causar até alucina¢es (ZHANG, 2010).

2.2.1.3 Adulteragdes com diuréticos

Os diuréticos aumentam a eliminacdo de sodio e agua. Diminuem a reabsorcdo de
sodio e do cloro do filtrado, e promovem aumento na perda de agua como efeito secundario a
eliminacdo de NaCl (RANG et al., 2012). S&o considerados como substancias proibidas pela
WADA, uma vez que sdo utilizada para a perda de peso e/ou para mascararem a presenca de
outros agentes na urina por diluicdo (RANG et al., 2012; WADA, 2018).

Recentemente, novos tipos de suplementos vém sendo comercializados como
ferramentas naturais para perda de peso. Contudo, a desidratacdo proveniente desses
suplementos ditos naturais é baixa, apresentando uma baixa contribuicdo para perda de peso
quando consumidos sozinhos (KREIDER et al., 2010). Porém, tal apelo para produtos
naturais € um atrativo para a adicdo deliberada de farmacos sintéticos. Cianchino e
colaboradores (2008) detectaram furosemida na concentracdo de 0,45 mg/g, juntamente com
cafeina, efedrina e norepinefrina em um suplemento alimentar dito natural. Em outro estudo,
foram avaliados 26 suplementos naturais destes, 8 continham diuréticos em suas formulacdes,
sendo a hidroclorotiazida encontrada em concentracdes de 2,4 mg/g a 45 mg/g e a furosemida
nas concentracfes de 31,6 mg/g e 57,4 mg/g. Miller e colaboradores (2018b) desenvolveram
um método para investigacdo de furosemida, hidroclorotiazida, clortalidona e amilorida em
113 suplementos alimentares para perda de peso. A hidroclorotiazida esteve presente em 14
amostras, e foi detectada a presenca de hidroclorotiazida e furosemida em outro produto.

Bell e colaboradores (2004) avaliaram o consumo de suplementos nutricionais entre
333 adolescentes do Canada. Entre os produtos mais utilizados sdo os de acéo diurética, uma
vez que, devido a perda de agua, eles atribuem a uma aparéncia de reducdo de peso imediata.
Todavia, 0 consumo excessivo dessas substancias levam a desregula¢des do balanco hidrico,

que pode provocar até mesmo arritmias.
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2.3 METODOS PARA INVESTIGACAO DE ADULTERANTES

A fim de manter a qualidade dos suplementos alimentares e a seguranca dos USUArios,
faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos que possam auxiliar no controle
dos suplementos alimentares, a fim de prevenir fraudes e contaminagdes (HONG et al., 2017).
O método mais comumente descrito na literatura para a identificacdo de adulterantes €, sem
duvidas, a cromatografia de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) (HUANG et al., 2008; CHEN et al., 2009; LU et al., 2010). Outros
métodos também sdo descritos na literatura, como a espectrometria de mobilidade de ions
(DUNN et al., 2011; DUNN et al., 2012), espectroscopia de infravermelho (DECONINCK et
al., 2014), eletroforese capilar (MOREIRA; MARTINI; CARVALHO, 2014), entre outras. A
Tabela 2 representa os métodos analiticos validados para a identificacdo de adulterantes em

suplementos alimentares.
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Tabela 2- Trabalhos descritos na literatura de métodos validados para a investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares

(continua)

Substancias investigadas

NuUmero de amostras investigas

Amostras
positivas

Meétodo utilizado

Referéncia

Sibutramina

Diuréticos, laxantes, antidepressivos e
anorexigenos

Sibutramina e seus analogos, fenolftaleina

Inibidores da PDE-5 e analogos

Inibidores da PDE-5 e analogos

Inibidores da PDE-5, esteroides, melanina
e anorexigenos

Fentolamina, sildenafil e dois analogos
dele

Inibidores da PDE-5 e analogos

52 suplementos alimentares
emagrecedores

26 suplementos ditos naturais

17 suplementos alimentares
emagrecedores

26 suplementos ditos naturais

11 suplementos alimentares

84 suplementos alimentares para
homens

9 suplementos ditos naturais

150 suplementos alimentares

26 amostras

3 amostras

11 amostras

15 amostras

3 amostras

14 amostras

8 amostras

92 amostras

HPTLC-UV

CZE-C'D

FI-MS/MS

IMS

UPLC-TOF/MS

GC-MS

FTIR

NMR, MS, IR e UV

'H NMR

e

MATHON et al., 2014

MOREIRA et al., 2013

SONG et al., 2014

GRYNIEWICZ et

2009
DAMIANO et al., 2014

al.,

CHAMPAGNE; EMMEL,
2011
BALAYASSAC et
2012
GILARD et al., 2015

al.,
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Tabela 2 — Trabalhos descritos na literatura de métodos validados para a investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares

Estimulantes, anorexigenos, ansioliticos,
antidepressivos, diuréticos e laxantes
Diuréticos

loimbina, sildenafil, vardenafil e tadalafil
Sibutramina, efedrina, norpseudoefrina,
fenfluramina e clopamida

Analgésicos, codeina e cafeina
Estimulantes

Hipoglicemiantes

Anti-hipertensivos, diuréticos
Anorexigenos, estimulantes, ansioliticos,
antidepressivos e laxantes

Diuréticos e estimulantes

laxante e

Diuréticos, antidepressivos,

anorexigeno

10 amostras

26 suplementos ditos naturais
26 suplementos alimentares

12 suplementos alimentares

5 suplementos alimentares
46 suplementos alimentares
30 suplementos alimentares
produtos ditos naturais

18 suplementos alimentares

16 suplementos alimentares

78 suplementos alimentares

113 suplementos alimentares

e

4 amostras

8 amostras
21 amostras

12 amostras

5 amostras
24 amostras

14 amostras

9 amostras

9 amostras

32 amostras

14 amostras

HPLC-PAD

HPLC-PAD
LC-MS/MS
HPLC-ESI-MS/MS

HPLC-DAD
HPLC-DAD
UHPLC-MS/MS

LC/ESI-MS
UHPLC-MS/MS

HPLC-PAD
CZE-UV-C'D

(concluséo)

MURATT et al., 2017

CARVALHO etal., 2013
ZHANG et al., 2010
SHl etal., 2011

DECONINCK et al., 2015
VIANA et al., 2016
Ll etal., 2010

LU et al., 2010
PAIGA et al., 2017

MULLER et al., 2018a
MULLER et al., 2018b
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O desenvolvimento de novas técnicas para a investigacdo de adulterantes é um grande
desafio, visto que nenhuma técnica individual é capaz de detectar todos os possiveis analitos
(USP, 2015). Além do mais, no Brasil ndo ha técnicas padronizadas que auxiliem as

autoridades na investigacdo forense dos suplementos alimentares (NEVES; CALDAS, 2015).

2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos

(HPLC-DAD) na investigacao de adulterantes em suplementos alimentares

O principio da HPLC baseia-se em um método de separacdo realizado através de uma
coluna analitica com aplicacdo de altas pressdes (HARRIS, 2012). Esta técnica tornou-se
popular em meados dos anos de 1960 e, desde entdo, vém sido aprimorada com o auxilio de
novas tecnologias (COLLINS, 2006). A classificacdo dos métodos cromatograficos pode ser
feita através da andlise de massa molecular do analito de interesse, do tipo de fase mével e
estacionaria a ser utilizada ou através da interacdo entre a fase estacionaria e a amostras
(SKOOG; HOOLER; NIEMAN, 1992; HARRIS, 2012).

Do ponto de vista de investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares, o
método por HPLC tem sido amplamente descrito na literatura (FEIJOS et al., 2014; MULLER
et al., 2018; MURATT et al., 2018; ZHANG et al., 2010). A propria Farmacopeia Americana
elaborou um compendio para a investigacdo de substancias ndo autorizadas, como
anorexigenos e diuréticos em suplementos alimentares por HPLC-DAD, entretanto uma
analise envolvendo multiclasses de adulterantes ainda ndo foi disponibilizada (USP, 2015)

Além disso, os métodos de HPLC acoplados a um detector de arranjo de diodos
(DAD) possuem diversas vantagens frente a outros detectores como a amperometria pulsada
(PAD) ou ultravioleta/visivel (UV/Vis). O DAD permite realizar a varredura de espectros dos
analitos de interesse, detecgdo simultinea em mais de um comprimento de onda e o
monitoramento da pureza do pico. Por outro lado, o PAD baseia-se apenas no potencial de
oxidacao/reducdo e tempo de retencdo, enquanto que o detector UV/Vis realiza a anélise dos
picos cromatograficos apenas em um comprimento de onda fixado (HARRIS, 2012;
MURATT et al., 2018). Ademais do disposto acima, os métodos de HPLC-DAD podem ser
facilmente utilizados como alternativa a metodologias convencionais que demandam mais

recursos financeiros e laboratoriais, como o LC-MS/MS.
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2.4 TOXICIDADE DOS SUPLEMENTOS ALIMENTARES

O uso de preparagdes provenientes de espécies vegetais em suplementos alimentares
séo frequentes, e dentre os compostos encontrados incluem-se a quitosana, o psillium, a erva
mate, guarana, cha verde, ioimbina dentre outros (PITTLER; ERNST, 2004). A maioria
destes ingredientes citados contém substancias conhecidas, como por exemplo, a cafeina, que
estd presente no guarand, na erva mate, nos chas verde e branco; o acido hidroxicitrico, que é
obtido da Garcinia cambogia, entre outros. Entretanto, a Anvisa reconhece a adi¢do apenas de
produtos especificos provenientes de plantas em suplementos alimentares, como o guarand em
pé e o cha verde, enquanto que outras substancias sdo adicionadas indevidamente, como a
ioimbina e o Tribullus terrestris (BRASIL, 2018Q).

A presenca de substancias provenientes de espécies vegetais em suplementos pode
apresentar efeitos tdxicos, uma vez que uma planta pode conter mais de uma substancia, ou
ainda, a preparacdo do produto pode promover a extracdo de metabolitos ndo desejados.
Recentemente, trés casos de hepatotoxicidade foram associados aos suplementos alimentares
consumidos por praticantes de fisioculturismo na Espanha, sendo que em dois casos a
substancia consumida como suplemento alimentar, continha hepatoxinas conhecidas
(CACHOQT, 2016). O mecanismo pelo qual os suplementos a base de plantas causam danos no
figado é variavel e especifico a substancia consumida; isto €, algumas substancias aparentam
serem seguras para 0 consumo na sua forma natural, mas quando sintetizadas tornam-se
toxicas devido as elevadas concentragdes (BOER; SHERKER, 2017). Em um estudo
realizado por Navarro e colaboradores (2014), durante os anos de 2004 a 2012, cerca de 130
pacientes foram hospitalizados em centros de referéncia norte-americanos por
hepatotoxicidade referente ao consumo de suplementos alimentares de origem natural. Destes,
45 pacientes sofreram danos por suplementos comercializados como construtores musculares.
Estima-se que entre os anos de 2013 a 2014, os suplementos alimentares compostos por
espécies vegetais foram responsaveis por 20% dos casos de danos hepaticos nos Estados
Unidos. Ainda, de acordo com os autores, a toxicidade hepatica se da por trés fatores: 1)
Presenca ilicita de substancias sintéticas; 11) Toxicidade aguda por espécies botanicas, devido
a extracdo ou contaminacdo de metabolitos especificos; I11) Toxicidade associada a presenca
de multiingredientes, desafiando a identificacdo do componentes responsédvel (NAVARRO et
al.,, 2017). A Figura. 5 esquematiza como identificar danos hepaticos provenientes de

suplementos alimentares ditos naturais.
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Figura 5 - Esquema de identificacdo de dano hepéatico proveniente de suplementos
alimentares.

Sintomas ou evidéncias
laboratoriais para dano
hepatico

l

Condigdes que requerem exclusio

i

Hepatites virais, alcoolismo, doenca hepdtica autoimune, cancer
hepatico, dano por firmacos convencionais, isquemia, hipoxia,
doengas do trato biliar e desordens metabolicas

l

‘ Consumo de Suplementos Alimentares ‘

l

‘ Investigacdo do produto ‘

Adulterantes ‘ Contaminantes ‘ ‘ Ingredientes ndo declarados

Fonte: Adaptado de Navarro e colaboradores (2017).

Contudo, ndo somente os produtos a base de planta induzem injurias ao figado,
algumas vezes o suplemento pode conter substancias ndo autorizadas, como nos casos de
adulteracdes e contaminacdes, ou entdo a hepatotoxicidade ocorre devido a um mecanismo
especifico de interacdo entre os proprios componentes da formulacdo (PITTLER; ENRST,
2004). Foi o caso do OxyElite Pro®, um suplemento alimentar que continha ilegalmente a
dimetilamilamina (DMAA) em sua formulagdo, consumido com a finalidade de melhorar a
performance e auxiliar na perda de peso (GARCIA-CORTES et al., 2016). O DMAA, é uma
amina alifatica, e os produtos que a contem sdo comercializados como “6leo de geranio” ou
“extrato de geranio”. No momento, sua comercializagdo em suplementos alimentares ¢
proibida no Brasil e nos Estados Unidos devido aos seus efeitos adversos, como hemorragias
cerebrais e até mesmo a morte (DELDICQUE; FRANCAUX, 2016; PAWAR; GRUNDEL,

2017). De acordo com a Anvisa, a presenca dessa substancia pode acarretar em efeitos
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adversos como hepatotoxicidade, danos cardiovasculares, altera¢cGes no sistema nervoso e até
levar ao 6bito (BRASIL, 2012). De fevereiro de 2012 a fevereiro de 2014, foram reportados
114 casos ao FDA de efeitos adversos relacionados ao consumo do OxyElite Pro® contendo
DMAA (GARCIA-CORTES et al., 2016; KLONTZ et al., 2015).

A presenca de ingredientes ndo permitidos séo fatores determinantes para a toxicidade
induzida pelos suplementos alimentares. Os esteroides anabolizantes, por exemplo, s&o
substancias comumente encontradas de forma ilegal nesses produtos (TUCKER et al., 2018).
O consumo desses anabolizantes esta diretamente relacionado ao hipogonadismo em homens
em idade reprodutiva, além de hepatotoxicidade, problemas renais, ginecomastia e
infertilidade como efeitos secundarios (RAHNEMA; CROSNOE; KIM, 2014).

A presenca de impurezas e metais toxicos também sdo descritas na literatura, e sdo
provenientes do solo, agua, agrotéxicos utilizados em plantas ou até mesmo durante a
producdo pode ocorrer alguma contaminagdo. A maioria dos elementos encontrados em
suplementos sdo chumbo, cddmio, mercurio e arsénio, os quais provocam efeitos deletérios ao
organismos como neurotoxicidade, toxicidade hepatica, efeitos cardiovascular, toxicidade no

desenvolvimento e na reproducéo, entre outras (ABERNETHEY et al., 2010).

2.5 METODOS ALTERNATIVOS PARA O USO DE ANIMAIS

Os métodos alternativos para o0 uso de animais tornaram-se ferramentas indispensaveis
tanto no desenvolvimento de novos farmacos, como no estudo da toxicidade das substancias
ja bem conhecidas (DEARDEN, 2003). Basicamente, 0s principais motivos para o uso dessas
metodologias sdo a reducédo da experimentacdo animal, refinar a avaliacdo de efeitos, acelerar
e simplificar os ensaios de seguranca na area de toxicologia (PIERSMA, 2006).

Os estudos de toxicidade in vitro vém sendo amplamente utilizados como ferramenta
para substituir o uso de animais na avaliagcdo da seguranca de medicamentos, biocompostos e
até mesmo alimentos (PAPPIS, 2019). As células mononucleadas do sangue periférico
(PBMC) séo utilizadas em modelos para avaliacdo de viabilidade celular, principalmente para
estudo dos efeitos dos compostos bioativos alimentares no sistema imunolégico. Essas células
podem ser isoladas do sangue de doadores saudaveis, o que significa uma vantagem do ponto
de vista financeiro e laboratorial. Apesar de possuir uma diferenga fenotipica entre as PBMC
e as células da mucosa intestinal, quando expostas as condi¢cdes semelhante ao modelo in
vivo, elas apresentam uma grande significancia para a avaliacdo da reposta imune frente ao
agente em estudo (KLEIVAND, 2015).
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Os estudos de predicdo de toxicidade in silico tornaram-se imprescindiveis para a
indUstria farmacéutica, principalmente no que tange ao desenvolvimento de novos farmacos
(DERDEN, 2003). Os métodos in silico permitem a identificacdo e avaliacdo do perfil
toxicolégico de componentes especificos, bem como os sitios de interacdo no organismo.
Estratégias que combinem modelos in vitro e in silico tornam-se bem sucedidas, prevenindo
falhas em relacdo ao uso de um Unico método alternativo poderia acarretar (KANDAROVA,;

LETASIOVA, 2011)
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3 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento e validacdo do método proposto, bem como sua aplicagdo em
amostras de suplementos alimentares, foram realizados no Laboratorio de Analises Quimicas
(LACHEM), localizados no Prédio 15 B, na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
Os estudos de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Citologia, e a avaliacdo da
composicao centesimal foi realizada em parceria com o Laboratorio de Bromatologia, ambos

da Universidade Franciscana (UFN), localizada em Santa Maria (RS).

31 ANALISE DOS ASPECTOS REGULATORIOS DOS SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

3.1.1 Aquisig¢éo das amostras

Foi realizado um estudo retrospectivo, observacional e descritivo das informacdes
coletadas desde o momento da realizacdo da compra até o recebimento das amostras de
suplementos alimentares Os suplementos alimentares foram pesquisados com o auxilio da
ferramenta de busca do Google®, com o uso de descritores “suplementos alimentares”,
“suplementos alimentares para atletas”. As lojas virtuais (n = 7) eram todas brasileiras, com
Cadastro Nacional de Pessoa Juridica (CNPJ), declaravam o endereco fisico nos seus sitios
eletrdnicos e possuiam servico de atendimento ao consumidor (SAC). Foram considerados
produtos relevantes para a pesquisa aqueles que apresentavam informacgdes caracterizando o
produto como importado (uso de lingua estrangeira no roétulo), presenca de substancias
farmacoldgicas ou entdo alegacGes comerciais de acdo terapéutica. Os precos das amostras
variaram de R$ 19,50 a R$ 244,45. De acordo com o or¢camento disponivel e as caracteristicas
necessarias para o enquadramento do produto como amostra de interesse, foi possivel a
aquisicdo de 44 amostras, as quais foram recebidas via postal Os produtos foram adquiridos
de janeiro a dezembro de 2017, antes do marco regulatério dos suplementos alimentares, e
analisadas conforme as legislagdes vigentes a época para essa categoria de produtos. Também
foram avaliadas as ocorréncias de ndo conformidade e as mudancas requeridas para o

enquadramento legal das amostras nas diretrizes atuais.
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3.1.2 Classificacao das amostras

Os suplementos alimentares foram distribuidos em categorias designadas de acordo
com as classificacdes atribuidas pelos proprios sites de venda (suplementos para modulagéo
hormonal, suplementos para perda de peso, suplementos para desempenho sexual e
construtores musculares). As informagdes de rotulagem pertinentes, como ingredientes, lote,
fabricante, presenca de imagens ou expressdes, informagOes sobre dispensacdo de registro
sanitario conforme a RDC Anvisa n°® 27/201020 e indicagdo para 0 consumo, entre outras,
foram tabeladas com o auxilio da ferramenta Microsoft Excel®. Esses dados foram avaliados
quanto a conformidade de acordo com a legislacdo vigente no periodo de aquisi¢cdo. Em
seguida, as amostras foram analisadas com base nos novos critérios de classificacdo dos
suplementos alimentares, nos ingredientes permitidos e nas alegacfes dispostas na RDC
Anvisa n° 242 e 243/2018, e anexos. As alegacOes atribuidas aos ingredientes majoritarios das
amostras foram comparadas com as recomendacdes de sociedades internacionais e
organizagOes oficiais, como International Society of Sports Nutrition, Academy of Nutrition
and Dietetics, Dietitians of Canada e American College of Sports Medicine, além de artigos

cientificos.

32 AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DOS SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

Os ensaios ocorreram seguindo as diretrizes descritas por Instituto Adolfo Lutz (2008).
Primeiramente, a umidade foi determinada por aquecimento direto em estufa a 105°C por 24
horas, conforme os Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos do Instituto Adolfo
Lutz (2008). A determinagdo do residuo mineral fixo (teor de cinzas) foi realizada por meio
da calcinacdo das amostras em mufla a temperatura de 550 °C até peso constante. Para a
analise de proteina, o teor de nitrogénio total foi feito através do método de Kjedahl sendo o
teor de proteina bruta obtido pelo uso do fator 6,25 para conversao de nitrogénio em proteina.
A determinacdo de lipidios foi realizada em extrator de Soxhlet, utilizando como solvente
extrator o éter de petroleo. O teor de carboidratos totais dos suplementos proteicos foi obtido
pelo calculo da diferenga entre 100 g de amostra e 0 somatdrio das porcentagens de umidade,
cinzas, lipideos totais e proteinas contidas em cada amostra. As determina¢es da composicao

centesimal ocorreram em triplicata, e os resultados foram expressos de acordo com as médias
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dos teores encontrados e o desvio padrdo relativo dos resultados obtidos, com auxilio do
GraphPad Prism versdo 5.01.

3.3 DESENVOLVIMENTO DE UM METODO ANALITICO PARA A DETERMINACAO
DE ADULTERANTES

3.3.1 Instrumentacéo e Reagentes

Para o desenvolvimento do método, foram utilizados reagentes e solventes com alto
grau de pureza, como acetonitrila grau HPLC (JTBacker, EUA), metanol grau LC-MS
(Panreac, Castellar del Vallés, Espanha), acido formico 85% de pureza grau PA e isopropanol
grau HPLC (ambos Tedia, Fairfild, Estados Unidos). A &gua ultrapura foi obtida através de
sistema Milli-Q Synergy UV (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

O método utilizado para a determinacdo de adulterantes foi desenvolvido em um
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por Arranjo de Diodos
(HPLC-DAD) Agilent Technology® (Santa Clara, CA, Estados Unidos) L1260 Infinity capaz
de operar em pressfes de até 600 bar (Figura 6). O equipamento era provido de sistemas de
separacao por gradiente de bomba quartenéria, injecdo automatizada e forno termostéatico de
coluna. A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna de fase reversa Agilent®
Poroshel 120 EC-C18 (4,6x50mm; 2,7 um), acoplada a uma pré-coluna Agilent® Eclipse
Plus C18, (4,6x5 mm; 1,8 um). As determinac@es e os resultados foram monitorados através
do software Agilent® OpenLab CDS EZChrom.

Figura 6 - Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com deteccdo por Arranjo de Diodos
utilizado para o desenvolvimento do presente trabalho.
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Como instrumentagdo, também foi utilizado o sistema de banho ultrassénico Unique®
(Sdo Paulo, Brasil) para desaerar a fase movel, padrbes e amostras. Para a pesagem de
padrdes, amostras e reagentes, foi utilizada uma balanga analitica Shimadzu® (Quioto, Japao)
com quatro casas de precisdo depois da virgula. Também foram utilizados sistema de filtracao

a vacuo e pHmetro digital Metrohm® (Herisau, Suica).

3.3.1.1 Substancias quimicas de referéncia

Como padrdes analiticos para estudo do método cromatografico foram utilizadas tanto
matérias-primas de grau farmacéutico quanto substancias quimicas de referéncia (SQR) grau
analitico. As matérias-primas foram obtidas em farmécias de manipulagdo acompanhadas do
laudo de andlise contendo seu grau de pureza. A Tabela 3 detalha a classe farmacéutica de

todos os padrdes utilizados, seu fornecedor e grau de pureza.

Tabela 3 - Padrdes dos farmacos estudados como adulterantes e interferentes para a
otimizacdo e validacdo do método.

(continua)
Substancia Fornecedor Pu?g?; ((12)1
Diuréticos
Espironolactona Pharma Nostra 100,56
0 Furosemida Pharma Nostra 99,85
8 Hidroclorotiazida Pharma Nostra 99,97
<
a)
|:_> Estimulantes sexuais
@ Cloridrato de loimbina Sigma-Aldrich 98,00
o Sildenafil Fagron do Brasil 99,00
E Tadalafil Sigma-Aldrich 99,90
< Vardenafil Euroepan Pharmacopeia 90,50
% Reference Standard
'] Anabolizantes
:D) Clembuterol AvaChem Scientific 98,00
< Testosterona Pharma Nostra 98,90
Propianato de Pharma Nostra 100,74

testosterona



Anorexigenos
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(concluséo)

Anfepramona Genix Ind. Farm. Ltda 98,00
Femproporex Genix Ind. Farm Ltda 100,42
Sibutramina Deg 99,30
Ansioliticos
" Alprazolam Deg 100,18
a) Bromazepam Opcéo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,80
<QE Clonazepam Opcéo Fenix Dist. Ins. Ltda 99,90
E Clordiazepdxido Opcéo Fénix Dist. Ins. Ltda 99,57
m Diazepam Deg 98,99
m Fluxoetina SulFarma
0 Flurazepam Deg 99,56
o Medazepam Pharma Nostra 98,79
8 Midazolam Pharma Nostra 100,06
= Antidepressivos
o Amitriptilina Fragon do Brasil 99,99
O Citalopram Gemin 99,78
é Imipramina Pharma Nostra 98,97
< Nortriptilina Pharma Nostra 97,88
(<1E) Paroxetina Fragon do Brasil 99,99
<DE Selegiline Pharma Nostra 98,79
N Sertralina Pharma Nostra 99,87
= Venlafaxina Fragon do Brasil 99,99
'5 Estimulantes do SNC
£ Cafeina
O Efedrina Sigma-Aldrich 98,00
(<Z( Hordenina Sigma-Aldrich 97,00
S Octopamina Sigma-Aldrich 95,00
% Tiramina Sigma-Aldrich 99,00
@ Tirosina Sigma-Aldrich 99,00
DMAA Sigma-Aldrich 98,00
Fenilpropanolamina Sigma-Aldrich 97,00
Laxantes
Bisacodil Dermapelle 98,76
Fenolftaleina Vetec Grau P.A.

Fonte: Do autor.
! Grau de pureza determinado conforme o laudo anexado pelo fornecedor.

Todas as SQR foram diluidas a 1 g/L em Metanol:Acetonitrila 1:1 (v/v) e mantidas

sob refrigeragéo por até 30 dias.
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3.3.2 Preparo das amostras

Para a anélise por HPLC-DAD, as amostras foram separadas de acordo com sua forma
farmacéutica, ou seja, po a granel, capsulas de gelatina mole, capsulas de gelatina dura, sachés
ou comprimidos. Para todas as formas solidas com o contetdo em pd, como capsulas,
comprimidos, saché, entre outras, foram preparados pools do mesmo lote (n=10) com
posterior extracdo conforme método anteriormente desenvolvido (DAL MOLIN, 2016). Para
determinar a massa do conteido das capsulas e sachés, os involucros foram pesados cheios
(n=10), retirado o seu contetdo, reunido em um pool, e entdo novamente pesados vazios. Os
comprimidos foram pesados individualmente dez unidades, reunidos e triturados para formar
0 pool. Os suplementos apresentados na forma de pd a granel foram amostrados retirando dez
aliquotas de diferentes partes até formar um pool contendo 5 g de amostra. Solucdes analiticas
de cada amostra foram preparadas a partir de 0,5 g de peso médio diluida em 50 mL de
metanol:acetonitrila 1:1 (v/v). As diluicdes foram levadas ao banho ultrassénico por 30
minutos, filtradas previamente em algod&o para posterior filtragio em membrana regenerada

de 0,45 um e entdo diluicdo na fase movel (Figura 7).

Figura 7 — Esquema de preparo das amostras de suplemento alimentar.

I Pool das amostras |

Pesagem de cerca —
de 0,5 ¢ Diluicdo em 50 ml de

Metanol:Acetonitrila 1:1 (v/v)

|

> ‘—’/7
ﬂ N ¢ “
SA R S—
4e—— <&
Filtracdo em
Dilui¢do em fase membrana de Filtracdo em
mével e injecdo no celulose regenerada algoddo
sistema 0,45 um

Fonte: Adaptado de Dal Molin (2016).
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3.3.3 Parametros de validacdo do método analitico

Os parametros de desempenho do método cromatografico desenvolvido, foram
validados conforme o protocolo disponivel pela Anvisa na RDC n° 166, de 24 de julho de
2017 a qual dispde sobre validacdo de metodos analiticos (BRASIL, 2017b). Pardmetros
basicos de desempenho do método como linearidade, precisdo, exatiddo e sensibilidade do

método foram avaliados para determinar a performance do método proposto.

3.3.3.1 Seletividade do método

A capacidade do método de identificar e quantificar o analito de interesse na presenca
de outros componentes que poderiam estar presentes nas amostras foi realizada com a adigéo
de substancias quimicas de referéncia como interferentes (Tabela 3). Devido aos casos de
adulteracdes descritos na literatura com diferentes substancias, foram utilizadas cinco classes
farmacoldgicas (anorexigenos, antidepressivos, ansioliticos, antidepressivos, estimulantes e
laxantes) para o estudo da seletividade. O resultado foi expresso avaliando a presenca ou néo

de interferentes do método.

3.3.3.2 Linearidade

A capacidade do método de obter resposta analitica diretamente proporcional a
concentracdo do analito de interesse foi avaliada a partir das areas dos picos cromatograficos
de diferentes concentracdes em triplicata. Os resultados de linearidade de cada método foram
analisados através da regressdo linear (método dos minimos quadrados) e pelo coeficiente de
correlacdo linear. Além disso, foram avaliados os graficos plotados entre as areas relativas dos
picos cromatograficos versus a concentragdo correspondente em escala logaritmica, sendo o

nivel de significancia de + 10%.

3.3.3.3 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho foi estabelecida a partir dos estudos de linearidade, com a

elaboragdo de uma curva analitica constituida de cinco pontos.
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3.3.3.4 Precisao

A preciséo foi utilizada para avaliar a proximidade entre os resultados obtidos a partir
de ensaios realizados com amostras previamente preparadas. Neste trabalho, ela foi expressa
de duas formas, a repetibilidade e a precisdo intermediaria. Para a repetibilidade, foram
utilizadas trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta) em triplicata, totalizando nove
determinagfes, sob as mesmas condi¢cbes de operacdo, mesmo analista e mesma
instrumentacdo. Para o ensaio de precisdo intermediéria, foi avaliada a proximidade entre os
resultados obtidos com andlise de trés concentracfes distintas (baixa, média e alta) em
triplicada, durante trés dias. Os resultados foram expressos de acordo com os desvios padrdes

relativos (DPR) das concentracGes obtidas.

3.3.3.5 Exatidao

Para avaliar a recuperacdo do método analitico, a exatidao foi avaliada a partir de nove
determinacg0es, ou seja, trés concentracdes (alta, média e baixa) em triplicata em uma matriz
de suplemento alimentar. A analise constituiu da adicdo de uma concentracdo de SQR
conhecida na etapa de preparacdo da amostra. No presente estudo, foi analisado tanto a
recuperacdo para o melhor solvente de extracdo (metanol ou metanol:acetonitrila 1:1 (v/v)), e

exatiddo do método analitico. Os resultados foram expressos em percentual de recuperacéo.

3.3.3.6 Limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)

A determinacdo da menor quantidade de analito presente em uma amostra foi realizada
pela razdo sinal-ruido de 3:1 na injecdo de baixas concentracGes de analitos. Ainda, a
determinacdo da menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser quantificada com

precisao e exatiddo aceitaveis, foi feita pela razdo 10:1, sinal:ruido.

3.3.3.7 Robustez

Por fim, foi avaliada a capacidade do método de resistir a pequenas e deliberadas

variagOes de condi¢des analiticas. Os parametros estudados foram: 1) Composicdo da fase
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moével (Acido férmico 0,01 e 1%), 11) vazdo da fase movel e 111) temperatura de separacdo. Os
resultados foram obtidos conforme o desvio padréo dos tempos de retengédo para cada analito.

3.3.4 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos para os procedimentos acima descritos, foram interpretados através
da Analise Variancia (ANOVA). Os resultados encontrados na determinacao da precisao do
método serdo avaliados estatisticamente através do teste F e expressos através do desvio
padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR). A exatiddo do método analitico foi determinada
atraves de ensaio de recuperacdo de padrdo adicionados as amostras, sendo expressa como
percentual de recuperacdo e avaliada a partir do teste t de Student.

Todos os célculos utilizados foram realizados atraves do software Microsoft® Excel®
2013.

3.4 ESTUDO DA TOXICIDADE in silico e CITOTOXICIDADE in vitro DOS
SUPLEMENTOS ALIMENTARES ADULTERADOS

3.4.1 Estudo da toxicidade in silico dos adulterantes

O estudo de simulacdo computacional da toxicidade foi realizado nos farmacos
sintético encontrados como adulterantes nas amostras de suplementos alimentares. A ioimbina
ndo foi inclusa no estudo, uma vez que a sua ocorréncia é de origem natural. A cafeina, uma
xantina comumente presente em suplementos alimentares foi estudada a fim de correlacionar
os efeitos da matriz dos produtos com os farmacos adulterantes. Foram utilizados cinco
programas computacionais gratuitos para o estudo da toxicidade in silico: 1) pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction); 11) ProTOX (http://tox.charite.de/protox_Il/);
1) Lazar (https://lazar.in-silico.ch/predict); 1V) preADMET (https://preadmet.omdrc.kr/); V)
OSIRIS property explorer (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). Foram avaliados 0s
riscos de mutagenicidade, carcinogenicidade, cardiotoxicidade, irritacdo, toxicidade do
sistema reprodutor, hepatotoxicidade e citotoxicidade para cada substancia. Os efeitos
adversos foram interpretados e expressos em escala, conforme descrito por Salgueiro e
colaboradores (2016), onde (+) significa baixo risco de toxicidade, (++) médio risco e (+++)
risco elevado. Para a atribuicdo de escala de toxicidade, os resultados encontrados nos

programas computacionais foram tabelados com o auxilio do software Microsoft Excel®.


https://preadmet.bmdrc.kr/
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Aquela substancias que apresentou o maior escore de risco especifico recebeu a escala
maxima de toxicidade (+++), enquanto que as outras substancias tiveram a escala

proporcional ao escore maximo.

3.4.2 Estudo da citotoxicidade in vitro para os suplementos adulterados

3.4.2.1 Coleta de sangue para estudos de citotoxicidade in vitro

As células mononucleadas do sangue periférico (do inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMC) foram coletadas de voluntarios jovens saudaveis, nao-fumantes,
que ndo haviam consumido alcool, nem tomado qualquer medicacdo que pudesse interferir
com os resultados cientificos, nas ultimas 48 horas. As amostras de sangue periférico foram
obtidas através de trés coletas realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade
Franciscana, sob aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos (CAAE:
31211214.4.0000.5306) com auséncia de dados de identificacdo. As amostras foram obtidas
através de puncao venosa utilizando tubos do tipo Vacutainer® contendo heparina, 0s quais

foram utilizados para a separacdo das PMBCs e tratamento subsequente para a cultura celular.

3.4.2.2 Cultura celular e tratamento

Para os ensaios dos efeitos citotdxicos dos suplementos adulterados sobre a
viabilidade celular e dano do DNA, foi utilizado um protocolo experimental semelhante ao
descrito por Wilms e colaboradores (2005). Utilizou-se o meio de cultura contendo as células
em meio RPMI:MeOH 1:1 (v/v) como controle negativo e 0 meio de cultura adicionado de
100 mM de perdxido de hidrogénio como controle positivo.

A separacdo das PBMC ocorreu através do gradiente de densidade com reagente de
Histopaque®-1077. Em tubos coOnicos foram adicionados 4 mL desse reagente e
cuidadosamente foram transferidos 4 mL de sangue. Os tubos foram centrifugados a 1000
rpm por 30 minutos. Em seguida, as células mononucleadas foram retiradas e transferidas
para novos tubos, para entdo, ser adicionado meio de cultura RPMI 1640 (do inglés Roswell
Park Memorial Institute) (Invitrogen®) contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Invitrogen®) e 1% de antibidticos. Os tubos foram centrifugados novamente por 10 minutos

a 1800 rpm, posteriormente as células foram suspendidas com meio RPMI completo. A
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concentragdo de 2x10° células/mL foi obtida através da contagem em camera de Neubauer
com 0,4% de azul de Tripan. Os meios consistiam de controles negativos (MeOH:RPMI 1:1
(v/v)), controles positivos (H202) e as amostras adulteradas encontradas a partir do método
analitico solubilizadas em DMSO:MeOH 1:1 (v/v) a 200 mg/mL, diluidas em sete
concentragdes distintas em meio RPMI. Apds os tratamentos, as placas foram incubadas em
estufa de CO. a 37° C durante 24 horas. Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas.

3.4.2.3 Ensaio de hemélise

A atividade hemolitica foi medida em espectrofotdmetro usando um ensaio de
liberagdo de hemoglobina. Resumidamente, os eritrocitos foram desfibrinados através da
lavagem por trés vezes com Tampéo Fosfato Salino (PBS) e centrifugados a 9000 rpm por 15
minutos. Apds a lavagem, os eritrocitos foram concentrados em tubos de 10 mL (tipo Falcon).
Entdo, 400 pL desse concentrado foi retirado e ressuspendido em 1 mL de PBS. As células
foram entéo tratadas e estocadas por 1 hora a 37 °C, para posterior centrifugagdo em 1000 rpm
por 10 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram transferidas para tubos de
microcentrifugacdo, onde a liberacdo de hemoglobina foi monitorada utilizando um leitor de
microplaca TP-Reader (Thermoplate®, China), na absorbancia de 409 nm. A porcentagem da

atividade de hemdlise foi calculada conforme a equacéo (1) abaixo:

1)
(TA—-CN) x 100
(CP-CN)
Onde TA é a absorbancia das amostras tratadas, CN a absorbancia do controle
negativo tratado com PBS em Metanol:RPMI 1:1 (v/v) e CP a absorbancia do controle

positivo.
3.4.2.4 Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT
O ensaio de MTT foi realizado conforme o protocolo descrito por Mossman (1983).

No ensaio do MTT, o reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-taizol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio,

solivel em agua e de coloracdo amarela, foi incorporado em células vidveis (20 pL na



60

concentracdo de 5mg/mL em PBS) ap6s a incubacdo. As placas foram homogenizadas e
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO», por 4 horas. A atividade mitocondrial das células
viaveis reduz esse composto pela enzima succinato desidrogenase. Ao ser reduzido, o MTT €
convertido em cristais azul de formazam, o qual é insolivel em &gua e apresenta uma
coloracdo azul-purpura. O azul de formazam, estocado no citoplasma da célula, foi
ressuspendido com a adigdo de 200 pL de DMSO (dimetilsulféxido) e quantificado
colorimetricamente por espectrofotomeria no comprimento de onda de 570 nm. O valor de
absorbancia obtido foi proporcional ao numero de células viaveis em comparacao ao controle

negativo.

3.4.2.5 Ensaio de Oxido Nitrico

O teste de oxido nitrico detecta a presenca de nitrito livre nas amostras. O nitrito é
detectado e analisado através da formacéo da coloragdo rosada quando o reagente de Griess €
adicionado nas amostras que contem NO. A sulfanilamida do reagente de Griess é
responsavel pela formacdo de diaz6nio do nitrito da amostra. Quando o composto azo (N-1-
naftilenediamino-bicloridrato) interage com os sais de diaz6nio, a coloracdo rosa aparece na
amostra.

Apos a incubagdo dos tratamentos, a placa de cultura foi centrifugada e o sobrenadante
foi separado para a realizagdo do ensaio. Entdo, foram transferidos 100 pL dos respectivos
sobrenadantes dos testes para outra placa de 96 pocos. Em seguida, 100 pL do reagente de
Griess foi incorporado ao sobrenadante. Esse reagente € composto por uma solucdo |
(Sulfanilamida 1%) + solucéo Il (N-1-naftilelediamino-bicloridrato), na proporgdo 1:1 (v/v).
A placa foi estocada a temperatura ambiente por 15 minutos para posterior leitura em
espectrofotbmetro na absorbancia de 540 nm. Os resultados foram calculados em

porcentagem em relacao ao controle negativo.

3.4.2.6 Liberacéao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) foi determinada utilizando o
ensaio de diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich®), como descrito
por Bass e colaboradores (1983). O reagente DCFH-DA atravessa a membrana celular, e é

desacetilado pelas enzimas mitocondriais originando a 2,7-diclorohidrofluoresceina a qual
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reage com as EROs, principalmente com o peroxido de hidrogénio, emitindo fluorescéncia.
PBMCs tratadas e ndo tratadas foram solubilizadas com o reagente DCFH-DA por 1 hora a
temperatura ambiente. A fluorescéncia foi determinada em um espectrofluorimetro
(Agilent®) em comprimentos de onda de 488 nm de excitacdo e 525 nm de emissdo
(ESPOSTI, 2002).

3.4.2.7 Ensaio de dano de fita dupla do DNA (dsDNA)

O ensaio de quantificacdo de dsDNA é um pardmetro de avaliacdo de morte celular
por lise. O Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent (Invitrogen®) emite fluorescéncia
quando ligado ao DNA dupla fita em solu¢do. Em cada poco, foi pipetado 80 pL de TE 1x e
10 pL do sobrenadante. A incubacdo foi feita por 5 minutos no escuro e com 10 L do
reagente de PicoGreen® diluido. As leituras foram feitas em triplicata e com excitagdo a 480

nm e emissdo a 520 nm em espectrofluorimetro (Agilent®).

3.4.2.8 Andlise estatistica

Os resultados de citotoxicidade foram demonstrados em porcentagem em relagéo ao
grupo ndo tratado, o controle negativo. Os dados foram expressos em média + desvio padréo,
sendo que os resultados obtidos foram comparados estatisticamente com o grupo controle. As
analises foram realizadas por ANOVA de 1 via seguido do teste de Dunnet post hoc. Valores
de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os gréaficos foram elaborados
utilizando GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma analise minuciosa do ponto de vista regulatdrio, rotular e analitico para cada
amostra foi realizada. Com a investigacdo dos suplementos alimentares pelo método analitico
proposto, foi possivel realizar uma predigdo toxicologica in silico dos adulterantes
encontrados nas amostras e, concomitantemente, realizar estudos de citotoxicidade in vitro
das amostras positivas para a presenca destas substancias.

Portanto, para um melhor entendimento do trabalho realizado e, consequentemente, a
elaboracdo de uma discussdo mais coesa, os resultados foram divididos em quatro capitulos:
I) Analise dos aspectos regulatorios dos suplementos alimentares; 11) Anélise da composicao
centesimal das amostras de suplementos alimentares; 1l11) Desenvolvimento de um método
analitico por HPLC-DAD e determinacdo de adulterantes em suplementos alimentares; V)
Estudo da toxicidade in silico dos farmacos adulterantes e da citotoxicidade in vitro das
amostras adulteradas. A composicdo das amostras adquiridas para o presente estudo, bem
como o apelo comercial atribuido ao produto disponivel nos sites de venda e outras
informac@es consideradas relevantes presentes nos seus respectivos rotulos, estdo descritas na
Tabela 4.
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(continua)
Legislagéo N
Amostra  Apelo comercial® Ingredientes Faixa de prego? declarada pelo Indicagao de Forma de~
i consumo apresentacao
fabricante
Auxilia no ganho Dispensado de
g Proteina do soro do leite isolada e R$ 119,00 - R$  registro de acordo  Ingerir 31g em 30 -
01 muscular e aumento hidrolisad 950 90 RDC L de 4 i P6 a granel
de forca idrolisada : coma mL de agua por dia
Anvisa n°® 27/2010
Aumento da
virilidade e poténcia
02 . SeXl{aI' _Combate Long Jack (Eurycoma longifélia) R$ 169,00 n.d. Consumir 1 cap_sula C_apsula
impoténcia e reforca 2 vezes ao dia gelatinosa dura
0s niveis de
testosterona
Moderador de Psyllium, abacaxi, acerola, acai, amora,
apetite, melhordo  ameixa, banana, laranja, mac¢é, maméo,
_flulx_o sanguineo, morango, maracuja, ta,mar_mdo, uva, R$20,00-R$  Produto registrado ,Consumlr 2a3 Cépsula
03 diuretico, reducdo da  berinjela, beterraba, brécolis, cenoura, . capsulas 3 vezes ao !
< . . 29,99 na Anvisa/MS . gelatinosa dura
absorcéo de espinafre, tomate, guarana, cogumelo dia
gorduras, Agaricus blasei, gérmen de soja, aveia,
cardioprotetor trigo, linhaca, gergelim, cacau, alho
Aumento de forga, Proteina de carne bovina hidrolisada e R$ 269,00 - R$ Produto Ingerir 31,3 g do po s
04 auxilio no ganho de . . regulamentado ~ em 200 a 300 mL de P6 a granel
isolada, maltodextrina 359,00 .
massa magra pelo FDA agua
Auxilia no
05 emagrecimento e no Carnitina R$ 163,31 - R$  Produto registrado Consumirla?2 Cépsula
desempenho durante 191,00 na Anvisa/MS capsulas por dia gelatinosa dura

os exercicios fisicos
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(continuagao)

Auxilia na perda de Consumir 2 cansulas Cépsula
06 apetite, possuli Cafeina 420 mg R$ 155,54 n.d. 20 dia P gelatinosa
compostos diuréticos dura
Construcéo e
definigdo muscular, Produto registrado .
transformador de . <osul Capsula
07 acucares e gorduras Picolinato de cromo 200 mcg R$ 2167 -R$ _ona o Consumir l capsula gelatinosa
: 42,89 Anvisa/Ministério ao dia
em energia, . dura
L da Saude
potencializador dos
efeitos da insulina
Propriedades Dispensado de
afrodlstacas, _Ma(_:a peruana, ace_rola}, vitamina E, R$ 38.40 - R$ Registro de Consumir 2 cépsulas Capgula
08 producdo de vitamina A, zinco, picolinato de cromo, acordo com a . gelatinosa
g . A 23,90 S ao dia
horménios sexuais, selénio RDC Anvisan dura
aumento da libido 27/2010
Proteina do leite concentrada, proteina
Aumento de massa o ! )
de soro do leite isolada, albumina, leite . .-
muscular, suporte ao R . Produto Ingerir 1 colher média
. desnatado, triglicerideos de cadeia R$ 111,26 - R$ e -
09 crescimento e o 0 . regulamento pelo  diluidoem 1 copode P a granel
N média, cloreto de sddio, caseinato de 233,10 ;
manuten¢do e . , FDA agua
sodio, oleo de girassol, 6leo de canola,
muscular . , o
caseina, cacau em p6 com alcalis
Estimula a sintese Dispensado de
proteica, Mistura de proteinas do soro do leite, R$ 11141 - R$ Registro de Ingerir 37,8 g diluido
10 maximizando o glicina, creme de leite vegetal, cacau em ’ acordo com a em 200 mL de &gua  P¢ a granel
, 3 244,85 0 .
crescimento de po RDC Anvisan fria

massa muscular

27/2010
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(continuagao)

Formula de minerais
desenvolvida para

aumentar a . Produto Capsula
Complexo de magnésio, zinco e R$ 30,50 - R$ . . . .
11 testosterona, forga o regulamentado Consumir 2 capsulas ao dia gelatinosa
vitamina B16 38,00
muscular e 0 pelo FDA dura
desempenho do
atleta
Proteina do soro do leite, figado bovino,
maltodextrina, carbonato de célcio, 6leo Dispensado de
Ganho de massa de Ilnhaga, citrato de, cpllqa,_ oleolo!e R$ 112,38 Registro de 11 tabletes (1 porcio) ao dia
12 muscular, forca e palma, éxido de magnésio, acido fdlico, R$ 239.90 acordo com a UNto as refeicoes Tabletes
performance vitamina C, vitamina B3, vitamina E, ' RDC Anvisa ] ¢
oxido de zinco, sulfato de manganés, n® 27/2010
biotina, picolinato de cromo
Homens: Como suplemento
dietético tomar 3 capsulas
diariamente na primeira
. refeicdo. Programa de
Termogénico 3 em . . .
AT treinamento intensivo -
1: elimina gordura, . o ) ,
C , Cafeina, carbonato de calcio, Produto Homens: como suplemento Cépsula
te deixa “rasgado”, e . L R$ 198,90 — s . , )
13 L maltodextrina, estearato de magnésio, regulamentado  dietético servir 3 capsulas duas  gelatinosa
melhora seus niveis A o R$ 209,00 ; x.
dioxido de silicio pelo FDA vezes ao dia. De manha: tomar dura

de testosterona,
estrogénio e cortisol

3 capsulas com o café-da-
manha. A tarde: tomar 3
capsulas com o lanche. Néo
deve ser tomado com menos de
6 horas antes de dormir
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(continuagao)

Erva natural que
estimula o aumento

Dispensado de

da producéo do registro de acordo 1 capsula, 4 vez ao dia, Cépsula
A . . . R$ 37,80 — R$ .
14 hormonio que é Tribullus terrestris 42 00 comaRDC uma hora antes das gelatinosa
responsavel pela ’ Anvisa n° refeicOes e antes de dormir dura
producéo de 27/2010
testosterona
Dispensado de
Crescimento, A s . registro de acordo 1 capsula uma vez ao dia, Cépsula
Oxido de Magnésio, oxido de zinco, R$ 41,52 - R$ . .
15 performance e o comaRDC 30 minutos antes de gelatinosa
. cromo quelato e vitamina B6 52,00 . X
anabolismo muscular Anvisa n° dormir dura
27/2010
. Dispensado de
Aumenta niveis registro de acordo 1 capsula uma vez ao dia Cépsula
anabdlicos, gera Magnésio Aspartato, zinco Aspartato, = R$ 58,17 — R$ g psufs ' »
16 . o o comaRDC 30 minutos antes de gelatinosa
forga e massa zinco Monometionina, vitamina B6 66,40 s .
muscular Anvisa n dormir dura
27/2010
Ajuda a aumentar os Dispensado de
hc_)rmonl,os . Bisglicinato de magnéio, maltodextrina, R$ 19,50 — R$ registro de acordo 2 capsula, 30 a 60 minutos Cap_sula
17 anabdlicos, niveis de AR 4 o comaRDC . gelatinosa
bisglicinato de zinco, vitamina B6 29,00 . antes de dormir
testosterona e forca Anvisa n° dura
do atleta 27/2010
Efeito anabdlico e Pro_duto isento de
., registro de acordo
afrodisiaco. coma Resolugdo 1 a2 capsulas, 2 vezes ao Cépsula
Aumenta niveis de Tribullus terrestris (450 mg) e R 09 . P ' P
18 horménio Lepidium meyenii (50 mg) R$ 29,90 Anvisan dia, uma hora antes das gelatinosa
. P y g 23/2010 e RDC refeicdes dura
luteinizante e c o
Anvisan
testosterona

27/2010
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(continuagao)

Maltodextrina, proteina concentrada do

Dispensado de

Bater no liquidificador 160

g (5 dosadores) em 250

Maximo de soro do leite, colageno hidrolisado, R$ 39,99 — R$ registro de acordo mL (1 copo) de leite ‘s
19 rendimento e ganho . . comaRDC . P6 a granel
albumina [clara de ovo desidratada], 49,00 o integral, desnatado ou
de massa . Anvisan . .
cacau em po agua. Utilize antes ou
27/2010 : .
depois do treino.
Ajuda na . L . Dispensado de Depois de cada treino,
x Citrato trissodico, cloreto de potassio, . . o
recuperagéo de o ! registro de acordo  misture 1 pacote em 200 Saché com
; cloreto de sodio, L-glutamina, L- R$ 29,00 - R$ . . .
20 energia, reduz dor o . b . comaRDC mL de agua friae contetido em
o citrulina, L-isoleucina, L-valina, 34,37 . . . ,
muscular, auxilia na : . Anvisa n° consumir dentro de 15 min po
« antiumectante maldodextrina ; -
construcdo muscular 27/2010 0U Menos pos-exercicio.
Promove
crescimento Dispensado de
muscularN, L-Leucina, L-Valina, L-Isoleucina, R$ 178,81 - registro de acordo Congumlr 3’5. g (.1/3, colher -
21 recuperacao . comaRDC medida) ao dia diluidosem  Po a granel
. maltodextrina R$ 200,34 - ,
muscular, mais Anvisa n 250 mL de agua
energia, mais forca e 27/2010
mais poténcia
Dispensado de Diluir 13 colheres de sopa
Recomendado para Maltodextrina, leite em p6 desnatado, registro de acordo (160 g) em 300 mL de
. R$ 48, 83 - R$ . L 2
22 ganho de massa dextrose, proteina concentrada do soro comaRDC agua ou suco de frutas. Pé & granel
: : : 64,99 - N -
muscular de leite, albumina desidratada Anvisa n Consumir até 2 porcoes
27/2010 por dia.
Vai dar um impacto Gelatina, celulose microcristalina, Dispensado de .
L. ~ o i L . Tomar 2 capsulas uma vez .
méaximo na producdo estearato de magnésio, mix de vitamina registro de acordo . . Cépsula
o N R$ 162,92 — por dia 30 min antes de .
23 de testosterona, e minerais [B6 (piridoxina HCL), comaRDC . . gelatinosa
- - . R$ 215,95 o deitar. Sugerido usar 60
aumentar libido e magnésio (aspartato) e zinco Anvisa n dias dura
desempenho sexual (monometionina/aspartato)] 27/2010 '
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(continuagao)

Extremo “pump”,
maxima dilatacao
muscular, altos

Guarana (Paullina cupana L.,
sementes), erva mate (llex
paraguariensis St. Hill., folhas e talos),
banana-prata (Musa paradisiaca L.,

Dispensado de
registro de acordo

Misture uma colher média

24 nlvelrsng)e(i(:'r]]:rgla, frutos), cha verde (Camellia sinensis L., R§$1f54i2§0_ comaRDC (5 g) dissolvida em 250 Pé a granel
vascularizacio e folhas), ché branco (Camellia sinensis ’ Anvisa n° mL de agua.
rapida res gosta L., folhas), cha preto (Camellia sinensis 27/2010
pmusculgr L., folhas), liméo (Citrus limmonia
Osbeck, casca do fruto e flores)
Férmula que
promove estimulo . ] . , Dispensado de Diluir 1 scoop (5 g) em
o Guarana em pd, laranja amarga em pg, . .
energético para . L . . ! registro de acordo 200 mL de agua, de
: cha Camellia sinensis soluvel, gengibre R$ 71,89 — R$ o~ ‘s
25 treinos de alta Lo o comaRDC preferéncia gelada. P6 a granel
. . ) em po, raiz-forte em po, pimenta 90,00 s . .
intensidade, além de vermelha em b6 Anvisan Consumir 1 min antes do
contribuir para o P 27/2010 treino.
aumento de diurese
Maior resisténcia Dispensado de
fisica, aumento do R$ 60.12 — R$ registro de acordo Tome uma colher
26 ganho de massa L-Leucina, L- Isoleucina, L-Valina 7(’) 61 comaRDC dosadora misturada a um Pé a granel
muscular, auxilia na ’ Anvisa n° copo de 200 mL de agua.
gueima de gordura 27/2010
(S’gﬁLg]aaTJZSO Dispensado de
g » ajuda Cafeina, aromatizantes naturais registro de acordo X g
corpo a produzir . . . R$57,00-R$ Ingestdo diaria de 2 -
27 (extratos secos de Citrus aurantium, cha comaRDC I Comprimidos
testosterona, fornece . 79,00 . comprimidos
: verde e gengibre) Anvisa n°
energia extra aos 9712010

musculos
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(continuagéo)

Extremo “pump”,
maxima dilatacao
muscular, altos

Guarana (Paullinea cupana L.,
sementes), erva mate (llex
paraguariensis St. Hill., folhas e talos),
banana-prata (Musa paradisiaca L.,

Dispensado de
registro de acordo

Uma colher medida (39)

28 nivets Qe_energ|a, frutos), cha verde (Camellia sinensis L., R$ 144,21 — comaRDC dissolvida em 20 mL de Pé a granel
maxima foln hab llia si ) R$ 151,80 - ,
vascularizacao e olhas), cha ranco (Came ia sinensis Anvisan agua.
ranida resposta L., folhas), cha preto (Camellia sinensis 27/2010
pmusculgr L., folhas), liméo (Citrus limmonia
Osbeck)
Vasodilatador L Dispensado de
" Semente de uva em po6 (alimento tratado : .
percursor do oxido LA Y registro de acordo Cépsula
o Lo por processo de irradiacdo), calciode  R$ 47,91 — R$ . . .
29 nitrico, da mais : - comaRDC Tomar 4 capsulas ao dia gelatinosa
f : ostra, amido modificado, carbonato de 48,90 -0
orga, encrgia e magnésio, acido ascorbico (Vitamina C) Anvisan dura
diminui a fadiga g ’ 27/2010
Resultado “extra
pump nunca visto g yonte de uva em po (alimento tratado Dilspensado de ,
antes, A 1 registro de acordo Cépsula
: . por processo de irradiacdo), cdlciode  R$ 39,51 - R$ . . .
30 proporcionando mais ; - comaRDC Tomar 4 capsulas ao dia gelatinosa
. ostra, amido modificado, carbonato de 46,67 .
densidade muscular magnésio, &cido ascorbico (Vitamina C) Anvisa n° dura
e maior efeito da g ’ 27/2010
inibicdo da fadiga
Dispensado de
Nutricosmético Maltodextrina, bisglicinato de zinco, registro de acordo Ingerir uma cansula por Cépsula
31 ativador da pantotenato de célcio, piridoxina, R$ 119,30 comaRDC g dia P P gelatinosa
circulacédo tiamina, biotina Anvisa n° dura

27/2010
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(continuagéo)

Fosfato monocélcio, carbonato de
calcio, pirofosfato férrico, cloreto de
sodio, fosfato de magnesio, sulfato de
zinco, sulfato de cobre, sulfato de
manganés, selenito de sodio, iodeto de
potassio, sulfato de potassio, acetato de

Perda e manutencéo
de peso, mais forga,

Dispensado de

registro de acordo Bater no liquidificador 3

colheres de sopa cheia (30

32 Mals energia e retinol, colecalciferol, acetato de R$ 94,45 com a RD(E: g) com 300 mL de agua ou Po a granel
previne o o . . Anvisa n .
. tocoferol, tiamina, riboflavina, &cido leite desnatado gelado
envelhecimento - T A 27/2010
ascorbico, nicotinamida, piridoxina,
acido folico, cianocobalamina, biotina,
pantotenato de calcio, extrato de soja,
lecitina de soja
Hormonio natural ) .
2 . 1 capsula diariamente com
anti-envelhecimento, Produto - .
. R$ 89,37 — R$ uma refeicdo ou conforme  Cépsula em
33 percursor de DHEA e farinha de arroz regulamentado o . .
- 99,30 indicado pelo profissional po
estrogénio e pelo FDA ;
da saude
testosterona
1 comprimido diariamente
Produto com uma refeic¢éo ou
34 n.i. DHEA, maltodextrina R$ 120,00 regulamentado L FETIC Comprimido
conforme indicado pelo
pelo FDA . .
seu profissional da saude
Capacidade de
turbinar o Arginina, zinco, selénio, Trichilia Produto
35 desempenho sexual,  catigua juss, xarope de Coffea arabica, R$ 42,42 regulamentado Ingerir 2 capsulas ao dia ~ Comprimido
maximo resultado na Solanum sessiliflorum, taurina pelo FDA

libido masculina
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(continuagéo)

Suplemento proé-
hormonal que
promove aumento

Mix de vitaminas de minerais (0xido de
magnésio, &cido barico, 6xido de zinco,

Dispensado de
registro de acordo

36 significativo de vitamina B3, vitamina D3, vitamina B6, R$ 64,99 -R$ comaRDC Ingerir 2 tabletes por dia ~ Comprimido
A o . - 49,90 .
forca, resisténcia, vitamina B12), &cido mélico Anvisa n°
performance e 27/2010
queima de gordura
Farinha de maca peruana, 6xido de Dispensado de
Promove mais tesdo ~ magnésio, niacina, vitamina E, sulfato R$ 39 20 — R$ registro de acordo Cépsula
37 e aumento da libido de zinco, &cido pantoténico, vitamina : comaRDC Ingerir 2 capsulas por dia gelatinosa
: ) o . 43,12 i
masculina B2, vitamina B6, vitmina B1, trib mx, Anvisa n° dura
acido folico, biotina, vitamina B12 27/2010
Maca peruana em po (Lepidium
Percursor hormonal o o L
. meyenii), mix de vitaminas e minerais:
que auxilia na 2 PR o .
< Oxido de magnésio, niacina, biotina, Dispensado de
producéo de o . .
testosterona. no acetato de tocoferol (vitamina E), registro de acordo Capsula
38 ' sulfato de zinco, pantotenato de célcio R$ 69,90 comaRDC Ingerir 4 capsulas por dia gelatinosa
ganho de forca e o ridoxi S o d
massa muscular (V|ta}m|na 35), piridoxina (V|ta_m|n_a Anvisa n ura
. B6), riboflavina (vitamina B2), tiamina 27/2010
além de aumentar o N oAt
imoulso sexual (vitamina B1), &cido folico,
P cianocobalamina (vitamina B12)
B|§9I|C|nea_to de magnesio, genglb(e em Dispensado de
Ganho de massa po (gengibre em p6 e maltodestrina), .
~ s . registro de acordo : .
magra, reducéo de carbonato de calcio, maltodextrina, R$ 91,60 - R$ Ingerir 2 comprimidos por -
39 e : . L comaRDC . Comprimido
gordura e melhor bisglicinato de zinco, &cido bérico, 109,99 Anvisa n° dia
porte fisico niaciamida, polietilenoglicol, 2712010

cianocobalamina, colecalciferol.
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(continuagéo)
Proteinas de alto

valor biologico,

Dispensado de Uma colher de sopa
excelente opcéo para Proteina isolada de soia. proteina registro de acordo rasa
40 complementar as 13, pro R$ 88,31 comaRDC (aproximadamente Pé a granel
i concentrada de soro de leite. o A
necessidades de Anvisan 6g), de uma a seis
proteina do 27/2010 vezes por dia.
organismo
Proteina isolada de soja, frutose, fibra de
aveia, inulina, cacau em po, 6leo vegetal
de canola, cloreto de potassio, café em po, Para perder peso:
. triglicerideos de cadeia média, caseinato de substituir 2 a 3
Forma simples para g . SRS
calcio, proteina concentrada do soro de refeicOes diarias.
controlar o total de . : o C o : _
o . leite, mix de vitaminas e minerais Dispensado de Para manter o peso:
calorias ingeridas e ) s . -
manter uma (maltodextrina, ortofosfato férrico, registro de acordo  substituir apenas 1
41 . vitamina C, sulfato de zinco, vitamina E, R$ 28,00 comaRDC refeicdo principal Pé a granel
proporcéo ideal de T - A
. niacinamida, gluconato de cobre, D- Anvisa n diéria. Para
carboidratos, g R )
. pantotenato de célcio, sulfato de manganés, 27/2010 aumentar o peso:
proteinas e gorduras e A o o :
vitamina B6, tiamina, vitamina A, acido acrescentar ate 2
para controle de peso i - )
folico, iodeto de potéssio, selenito de shakes ao
sadio, biotina, vitamina D e vitamina B12), cardapio/dia.
fosfato de célcio dibasico, 6xido de
magnésio, canela em po, gengibre.
Oxido de magnésio, niacina (vitamina B3), Dispensado de
Relacionado coma  vitamina E, borato de sédio, bisglicinato de registro de acordo . . Cépsula
) ) : S o . R$ 25-99 — R$ Ingerir 2 capsulas, .
42 sintese endogena de zinco, piridoxina (vitamina B6), acido comaRDC " A gelatinosa
0 : . o 47,88 - o preferéncia a noite".
testosterona folico, cianocobalamina (vitamina B12), Anvisa n dura
vitamina D.

27/2010



Tabela 4 — Amostras de suplementos alimentares adquiridas estudadas no presente trabalho.
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(concluséo)

Usado no tratamento

da impoténcia Produto 1-2 caosulas. diariamente Cépsula
43 sexual, aumento da Extrato de Tribulus terrestris R$ 119,00 - regulamentado corr)n as r’efei Bes gelatinosa
producdo natural de R$ 139,69 pelo FDA GOES. dura
testosterona
Formula poderosa e
natural percursora de Maltodextrina, CalDrive-NO [L- _ Dlslsolver 59gem 250 mI__
testosterona, Ascorbato de calcio. Maanési Dispensado de de agua gelada. Consumir
maximizando a scorbato de calcio, Magnesio registro de acordo  uma porg¢éo apos o treino
« Aspartato (L-Aspartic Acid)], vitamina R$ 79,56 — R$ ; ‘s
44 construgdo de massa ; L comaRDC ou antes de dormir. Nos P6 a granel
D3 (colecalciferol), vitamina B6 68,05 - X . .
muscular magra, (piridoxina), zinco (zinco aspartato) Anvisan dias sem treino, consumir
gerando forca e P ’ P ’ 27/2010 uma porc¢ao pela manha,

« boro (borato de sddio).
acelerando a reducao

de gordura

com o estdbmago vazio.

1 Apelo comercial declarado pelo fabricante observado no momento da compra.

2 Faixa de preco disponivel de acordo com a ferramenta de busca Google® Shopping.
n.d. — N&o declarado; n.i. — N&o informado

Fonte: Do autor
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41 ANALISE DOS ASPECTOS REGULATORIOS DOS SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

Parte dos resultados apresentados nesse capitulo da tese foram publicados na Revista
de Saude Publica, v. 53, 2019, conforme pode ser visualizado no Apéndice A. Nesse artigo,
encontram-se o levantamento completo dos aspectos regulatdrios das amostras e os resultados
encontrados. Os dados aqui apresentados foram reproduzidos de forma parcial, mediante

autorizacao dos editores.

4.1.1 Inconformidades regulatdrias das amostras analisadas

Devido ao periodo de aquisicéo, durante os anos de 2016 a 2017, a analise regulatéria
realizada para amostras foi de acordo com as legislacfes vigentes até abril de 2017. Neste
periodo, a denominagdo “Suplementos alimentares” ndo era amparada por lei no Brasil. Até
entdo, por se tratar de uma classe que abrange diversos produtos popularmente denominados
como suplementos alimentares, distintas categorias eram comercializados, como 0s
suplementos proteicos, suplementos de cafeina, pré-treinos, pds-treinos, suplementos
vitaminicos e/ou minerais e até mesmo suplementos ditos naturais. Tal situacdo tornou a
andlise e caracterizacdo dos produtos confusa uma vez que, devido a presenca de inimeros
ingredientes em apenas uma amostra, como pode ser visualizado na Tabela 4, era
praticamente inviavel enquadra-la somente em uma legislacdo especifica.

De acordo com os apelos comerciais, presentes nos sitios eletronicos, 0s suplementos
alimentares foram classificados em quatro categorias principais: (I) Modulador/Precursor
hormonal; (1) Perda de peso/Controle de apetite/Diurese; (I11) Aumento da libido/Poténcia
sexual; e (IV) Construtor muscular/Melhorador de performance/Ganho de forca. A frequéncia
dessas categorias é apresentada na Tabela 5, bem como os efeitos atribuidos pelos fabricantes
como forma de publicidade do produto. A presenca de mais de um nutriente ou ingrediente
ativo declarado no rotulo de alguns produtos € uma das questdes que deve ser observada.
Desta forma, a Tabela 5 apresenta somente os ingredientes principais da formulagéo,
destacando-se entre eles a proteina do soro do leite, os ingredientes naturais (espécies

vegetais) e as vitaminas e/ou minerais.
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Tabela 5 - A frequéncia entre as categorias dos produtos, efeitos atribuidos aos produtos observados no rétulo e os ingredientes majoritarios dos
suplementos alimentares estudados.

Ingredientes principais

Categoria % (n) Efeitos atribuidos ao produtos —
Descrigao n
Zinco, magnésio e vitamina B6* 7
Modulador Percursor/ sintese de/ DHEA® 2
I hormonal/percursor 29,6 (13) potencializador/aumento Testosterona Tribullus terrestris 2
hormonal Maca peruana 1
Picolinato de cromo 1
Moderador Apetite Cafeina 3
Perda de peso/controle Melhora/aumenta Diurese Vitaminas e/ou minerais 3
I L 18,2 (8) ) .
de apetite/diurese Auxilia/oromove Perda de peso Citrus aurantium 1
u P P Psyllium (Plantago ovato) 1
Tribullus terrestris 2
Aumento da poténcia Aumenta/reforga Virilidade e libido Maca peruana 2
i e 13,6 (6) -
sexual/libido Eurycoma longifolia 1
Combate/Tratamento da Impoténcia sexual Zinco, magnésio e vitamina B6 1
Proteina do soro do leite 7
Construtor Auxilia/aumenta/ define Massa muscular BCAA3 3
muscular/Melhora Paullinia cupana 2
v performance/Ganho de 38,6 (17) Maltodextrina 2
forca Promove/ proporciona Efeitos anabodlicos Zinco, magnésio e vitamina B6 2
Proteina de carne bovina 1
100 (44) TOTAL 44

Y Ingrediente declarado no rétulo de duas maneiras: 1) como denominagéo de ZMA,; I1) como nutrientes adicionados em diferentes proporcdes
2 Dehidroepiandrosterona

8 Aminoéacidos de cadeia ramificada, do inglés Branched Chain AminoAcids.

Fonte: Dal Molin e colaboradores (2019a).
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Na analise rotular, observou-se que ndo h&d um consenso para a adi¢do de ingredientes,
i.e. os fabricantes adicionam plantas, vitaminas e minerais, proteinas e carboidratos
independente da funcdo atribuida ao produto. Uma das hipdteses para a presenca de um
grande numero de ingredientes provenientes de plantas, vitaminas e/ou minerais, € a
finalidade de transmitirem uma imagem de “produto natural”. Consequentemente, por ser
“natural”, o consumidor acredita que o produto é seguro e ndo ocasionara efeitos adversos ao
organismo.

Estes apontamentos estdo de acordo com os autores Rocha, Amaral e Oliveira (2016),
que acreditam que a aceitagdo de produtos naturais se d& por trés fatores: 1) uma desconfianca
crescente na medicina convencional, juntamente com uma maior demanda e interesse em
terapias alternativas; II) a percepgdo de que sdo produtos “naturais”, “saudaveis” e por se
tratarem de produtos vegetais, sdo seguros; I11) uma tendéncia crescente pela automedicacéo
com o0 objetivo de aumentar o controle sobre a prépria saude e tomada de decisdes que
possam afeta-la.

Neste trabalho, das 44 amostras analisadas, seis amostras continham espécies vegetais
ndo permitidas em alimentos para atletas, como o Tribullus terrestris, Citrus aurantium e
Paullina cupana, devido as propriedades fitoterapicas alegadas por parte do fabricante para
adicdo das mesmas (BRASIL, 2011; 2014a). As amostras 02, 14, 18, 24, 27 e 43 que
continham fitoterapicos deveriam apresentar registro sanitario de medicamento junto a Anvisa
(BRASIL, 2010b). Atualmente, de acordo com a IN n° 28, de 26 de julho de 2018, a Paullina
cupana esta dentre os constituintes autorizados em suplementos alimentares como fonte de
cafeina (BRASIL, 2018Q).

Outras ndo conformidades foram observadas em relagdo a presenca de ingredientes
ndo permitidos nos produtos. Os suplementos de proteina por exemplo, ndo poderiam conter
nutrientes ou ndo-nutrientes, ou seja, um suplemento como o Whey protein deveria, até entdo,
possuir somente proteina do soro do leite. O mesmo era valido também para suplementos de
cafeina que ndo poderiam conter espécies vegetais (BRASIL, 2010a).

A partir de 2023, este tipo de ndo conformidade ndo deve mais ser encontrada uma vez
que a IN da Anvisa n° 28/2018 estabeleceu as listas de constituintes permitidos em
suplementos alimentares. Os produtos deverdo sofrer adequacdo e apresentar na sua
composicdo somente ingredientes presentes nesta lista respeitando os limites minimos ou
méaximos, quando houver (BRASIL, 2018g).

Considerando a obrigatoriedade ou isencdo de registro dos produtos junto & Anvisa,

foi realizada uma analise comparativa entre o que os fabricantes declaravam nos rotulos e o
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imposto pela legislagdo vigente no momento da fabricagdo, a RDC da Anvisa n° 27/2010
(Figura 8). Das 31 amostras que apresentavam dizeres como “Produto isento de registro” nos
seus rotulos, cinco deveriam obrigatoriamente apresentar registro junto a Anvisa e/ou
Ministério da Saude. Dentre as amostras que se declaravam erroneamente isentas de registro,
estavam novos alimentos, alimentos com propriedade funcional e até mesmo medicamentos.

De acordo com a Anvisa, quando produtos apresentam em sua cOmposi¢do tanto
substancias com obrigatoriedade de registro como isentas, o registro deve ser considerado. A
exemplo, da amostra 27 que declarava no seu rétulo a presenca de “Cafeina, aromatizantes
naturais (extratos secos de Citrus aurantium, cha verde e gengibre) ”. Neste caso, a adi¢do de
extrato seco de Citrus aurantium, que é uma espécie vegetal regulamentada como
fitoterapico, o produto deveria ser registrado e cumprir as exigéncias para um medicamento
fitoterapico (BRASIL, 2014a).

Figura 8 - Representacdo grafica dos registros das amostras avaliadas: (A) declaracdes pelo

Registro junto a N&o declaravam
Anvisa 5%
7%

(b)

18%
Registro junto a
Anvisa
41%

fabricante; (B) declaraces ideais, conforme as diretrizes regulatorias vigentes.

Fonte: Dal Molin e colaboradores, 2019a.

Com a alteragdo da RDC da Anvisa n°® 27/2010 pela RDC da Anvisa n° 240/2018,
todos os produtos reconhecidos como suplementos alimentares, com excecdo daqueles que
contenham enzimas e/ou probidticos na sua composicao, estardo isentos de registro (BRASIL,
2018e).

Desde que implementada, a resolucdo da Anvisa RDC n° 259/2002 determina que 0s
alimentos, independentemente da categoria, ndo podem possuir indicacbes de propriedades
medicinais ou terapéuticas (BRASIL, 2002c). Essa ndo conformidade é passivel de
penalidade, como suspensdo da comercializacdo do produto, multa e até mesmo excluséo dos

sitios eletrdnicos. No presente estudo, observou-se um ndmero significativo de amostras que
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apresentavam apelos comerciais e uso de expressdes indevidas (97,7%). Sugerem-se as
seguintes hipdteses: (I) Elevada quantidade de sitios eletrénicos; (1) Dificuldade de
fiscalizacdo de lojas virtuais; (I111) A exclusdo de um sitio inapropriado ndo impossibilita a
abertura de outro; (IV) Nem sempre sdo os fabricantes que fazem os apelos comerciais dos
produtos, mas, sim, os distribuidores, com a finalidade de aumentar as vendas. O uso de frases
que induzam o consumidor & compra pode ser considerado fraude contra o consumidor, ja que
nem sempre é possivel garantir que determinado ingrediente ird proporcionar o resultado
esperado.

No geral, as ndo conformidades encontradas nas amostras estudadas foram: (I)
auséncia de registro de produtos nas categorias “Novos alimentos” (n = 8) ¢ “Alimentos com
propriedade funcional” (n = 1); (II) presenca de ingredientes que caracterizavam o produto

como medicamento (n = 7); (111) uso de expressdes e alegacdes indevidas (n = 43).

4.1.2 Principais compostos adicionados nos suplementos alimentares

Inimeras sdo as substancias presentes em suplementos alimentares, mas nem sempre
sua presenca € justificada em evidéncias cientificas consolidadas. Conforme os dados
disponiveis na Tabela 4, observa-se uma ndo homogeneidade entre os ingredientes
adicionados em suplementos alimentares, ainda que a intencdo de consumo seja semelhante a
todos.

Os efeitos atribuidos aos ingredientes desses produtos muitas vezes ndo apresentam
comprovacgdes fundamentadas ou, até mesmo, ndo condizem com aqueles ja descritos. As
lacunas na fiscalizacdo colaboram para o elevado numero de produtos que ludibriam o
consumidor por seus efeitos milagrosos, levando-o a compra. O marco regulatdrio surgiu para
tentar reduzir essas falhas, através de uma lista de alegacdes permitidas relacionadas aos
constituintes dos suplementos alimentares, disponivel no anexo A da IN da Anvisa n°® 28/2018
(BRASIL, 2018g).

Entre os ingredientes presentes nos suplementos, ressalta a presenca da
dehidroepiandrosterona (DHEA) em duas amostras. De acordo com os fabricantes, essas
amostras possuiam ingredientes precursores da testosterona promovendo um aumento dos
niveis desse hormoénio no organismo. O DHEA é um derivado do colesterol, percursor de
horménios esteroidais (THOMPSON; CARLSON, 2000). Essa substancia é encontrada em
suplementos alimentares comercializados nos Estados Unidos devido a legalizacdo pela

DSHEA, sendo amplamente distribuida em lojas especializadas. Contudo, encontra-se na lista
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de substancias proibidas pela Agéncia Mundial Anti-Doping (THOMPSON; CARLSON,
2000; WADA, 2018). No Brasil, 0 DHEA n&o é permitido em suplementos alimentares por se
tratar de um medicamento anabolizante sujeito a controle especial. Em 2016, a Anvisa
suspendeu qualquer divulgacdo de um suplemento em especifico e a comercializacdo dos
produtos da mesma fabricante que, além de apresentarem alegagdes terapéuticas, declarava no
rotulo a presenca de DHEA (BRASIL, 2016).

4.1.2.1 Substancias emagrecedoras ou termogénicas

Substancias ditas termogénicas sdo aquelas que possuem a finalidade de aumentar a
temperatura corporal e, consequentemente, estimular o metabolismo. Oficialmente, essa
terminologia ndo existe nas legislagdes brasileiras, contudo ela esta diretamente associada aos
suplementos que contém cafeina. Assim como as substancias emagrecedoras, a presenca de
substancias termogénicas em suplementos alimentares é relacionada com a perda de peso,
aumento da resisténcia e melhora na performance.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é uma substancia natural encontrada em algumas
espécies vegetais e consumida em larga escala no mundo inteiro como um estimulante
(GURLEY; STEELMANS; THOMAS, 2015). Essa metilxantina é adicionada em
suplementos alimentares na sua forma sintética anidra ou mesmo plantas fornecedoras de
cafeina como a Camellia sinensis, Paullina cupana, llex paraguariensis. As principais
justificativas de uso sdo acelerar o metabolismo, estimular a diurese e, consequentemente,
promover a perda de peso.

Nas amostras estudadas, 16% (n = 7) continham cafeina sintética ou uma espécie
vegetal fornecedora de cafeina, com alegagdes de “Efeitos mdximo “ou “Queima de gordura’.
Estudos na literatura relacionam o consumo de cafeina a um desempenho mais rapido em
testes de tempo do ciclismo quanto comparado com o placebo (PITCHFORD et al., 2014).
Embora seja menos potente que a cafeina em capsulas, um estudo recente demonstrou que, a
combinagdo de uma xicara de café apos uma serie de exercicios de alta intensidade
intervalados resultou no aumento da taxa de oxidacao de gordura quando comparado ao grupo
que consumiu agua quente (KUROBE et al., 2017). Por outro lado, um posicionamento da
sociedade de nutrigdo esportiva ndo atribui a cafeina um aumento na taxa de oxidagdo de
gordura, mas sim ao aumento no desempenho do atleta, uma vez que ela é um potente
estimulante cerebral (GOLDSTEIN et al., 2010).
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Até a criacdo da nova legislacdo dos suplementos alimentares, produtos que continham
cafeina deveriam ser comercializados em doses de 210 a 420 mg por porgdo (BRASIL,
2010a). Atualmente, os limites foram alterados para no minimo 75 mg e no maximo 200 mg
em dose diaria, com ressalva para os atletas que o limite maximo pode chegar até a 400 mg
por dia (BRASIL, 2018g). Assim como essas concentracdes, doses usuais de cafeina, com
uma xicara de café, ndo sdo associadas a doencas cardiovasculares. Contudo, desde que 0 seu
consumo se popularizou como alimento para atletas, efeitos de superdosagem vém sido
frequentemente reportados (ZULLI et al., 2016). ReacBes toxicas foram observadas em
concentragdes sanguineas de cafeina de 15 mg/L, e casos de intoxicacOes letais foram
descritas nas concentrac@es de 31,2 pug/mL até 197,5 pg/mL em diferentes érgdos do corpo
humano (ACHESON et al., 1980; ISHIKAWA; YUASA; ENDONH, 2015).

De acordo com Wikoff e colaboradores (2010), doses de 275-360 mg ou maiores que
360 mg de cafeina por dia sdo suficientes para a aumentar os riscos de doencas coronarias.
Em um estudo recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa, a analise de suplementos
alimentares contendo cafeina encontrou concentracdes equivalente a 1476,6 mg/dia (VIANA
et al., 2016). Neves e Caldas (2017) descreveram concentracdes de cafeina 120% maiores do
que aquelas especificadas nos rétulos dos suplementos alimentares e, das 213 amostras
analisadas, 101 excediam a dosagem de 400 mg por dia.

O extrato de Citrus aurantium ou laranja amarga tem sido comumente adicionado em
suplementos alimentares para perda de peso. No Brasil, as indicacdes aprovadas sdo de
propriedades ansioliticas e sedativo intermediario, sem relacdo com perda de peso (BRASIL,
2011; 2016b). Contudo, essa espécie vegetal é considerada um medicamento fitoterapico
sujeito a registro com comercializagdo exclusiva em farméacias (BRASIL, 2014b). A sinefrina
é um dos compostos ativos do Citrus aurantium frequentemente presente em produtos
comercializados para perda de peso. Alguns estudos associaram os efeitos cardiovasculares do
consumo de laranja amarga, uma vez que a sinefrina é um agonista a-adrenérgico
estruturalmente semelhante a efedrina (HAAZ et al., 2006; HANSEN et al., 2012;
MENASHE, 1974; STOHS 2010). De acordo com o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, devido as suas propriedades simpatomiméticas do Citrus aurantium,
a dose diaria recomendada, de 1 a 2g de flores que equivale a 1600 mg de extrato seco, deve
ser respeitada a fim de evitar efeitos adversos (BRASIL, 2011a).

Desde que o FDA proibiu a presenca de alcaloides de efedra em suplementos (USA,
2004), o consumo de Citrus aurantium como alternativa para perda de peso aumentou,

todavia seus efeitos ainda ndo foram bem definidos pela literatura (HAAZ et al., 2006;
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ROSSATO et al., 2011; STOHS et al., 2011; HANSEN et al., 2012; PAWAR; GRUWEL,
2017). Ademais, a fim de promover a eficdcia do produto, adulteracdes deliberadas dos
extratos sdo cada vez mais evidentes e, consequentemente, os efeitos toxicolégicos acabam
por serem associados aos extratos de laranja amarga (CALAPALI, 1999; CIANCHINO et al.,
2008; DILORENZO et al., 2004GRAY; WOLF, 2005). A associagdo proposital de laranja
amarga a cafeina, como na amostra 27 da Tabela 4, pode acarretar em efeitos adversos graves
para 0 consumidor. Estudo demonstra que a combinacdo de cafeina com extratos de laranja
amarga foram responsaveis pelo aumento da pressdo arterial sistdlica e diastolica e da
frequéncia cardiaca em ratos quando comparados com aqueles tratados apenas com o extrato
(HANSEN et al., 2012). No Canada, por exemplo, ndo é permitida a adi¢do de cafeina ou
fontes de cafeina em produtos contendo sinefrina devido ao sinergismo de agdo que pode
promover efeitos cardiotdxicos (PAWAR; GRUDEL, 2017).

4.1.2.2 Vitaminas e minerais

Vitaminas e minerais sdo nutrientes com finalidade de complementar as necessidades
da dieta de uma pessoa saudavel, mas sem a intencdo de substituir algum alimento ou ser
considerado uma dieta exclusiva (BRASIL, 1998). Atletas costumam consumir estas
substancias com o propoésito de melhorar a performance e o sistema antioxidante do
organismo (ASAIKKUTTI, 2016). Nos produtos adquiridos, a presenca de pelo menos uma
vitamina ou mineral foi observada em 40,9% das amostras (n = 18)

O cromo trivalente, presente em trés amostras, € um mineral essencial a nutricdo
humana, encontrado naturalmente em alimentos e também consumido como suplemento
alimentar em diferentes formas: cloridrato de cromo, polinicotinato de cromo, nicotinato de
cromo e picolinato de cromo, sendo este Gltimo o que apresenta melhor absor¢do aguda
(ASHOU et al., 2016; DISILVESTRO; DY, 2007).

De acordo com os fabricantes e os apelos comerciais descritos nas lojas virtuais, 0
picolinato de cromo auxilia na perda de peso, promove a lipélise e aumenta os efeitos
anabdlicos. Inimeros estudos reportaram a atuagdo do cromo no metabolismo da glicose e
insulina (LIU et al., 2016; LUKASI, 1999; SHINDE et al., 2004). Uma suplementacéo diaria
de 600 pg de picolinato de cromo reduziu significativamente a concentragédo de glicose
sanguinea e da hemoglobina Alc em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2; entretanto nédo
foram observados diferengas significativas no perfil lipidico dos pacientes quando comparado
ao grupo controle (PAIVA et al., 2015).



82

Por outro lado, um efeito pronunciado na diminuigdo do colesterol total e nos niveis de
triglicerideos foi observado em ratos diabéticos com a administracdo de nicotinato de cromo
do que aqueles tratados com picolinato de cromo (JAIN; RAINS; CROAD, 2007). Sugere-se
a hipotese de que o efeito do cromo nos lipideos possa estar diretamente relacionado com a
sua acdo no metabolismo da insulina, uma vez que a insulina age no musculo esquelético
periférico e no tecido adiposo, e o cromo atua potencializando a estimulagdo de insulina logo,
ele controlaria a adipogénese e a absorcdo da glicose também (SHINDE et al., 2004).
Contudo, evidéncias de que a suplementacdo com picolinato de cromo possa promover
qualquer outro beneficio ou mudangas na composicdo corporal requerem maiores
investigacoes (LUKASKI et al., 1996; LUKASKI, 1999).

Vitamina C, vitamina E, biotina, acido félico, zinco e magnésio sdo nutrientes muito
frequentes nas amostras adquiridas para este trabalho. Suplementos contendo vitamina C
estdo entre 0s mais consumidos por atletas, principalmente devido a sua capacidade de
diminuir o estresse oxidativo e pelo conhecimento popular de que eles auxiliam o sistema
imunoldégico (BELL et al., 2004; KRUMBACH; ELLIS; DRISKELL, 1999). A
suplementacdo com vitamina C e vitamina E em atletas do sexo feminino foi eficaz na
reducdo do dano muscular pos exercicios aerébicos (TAGHIYAR et al., 2013). Entretanto,
outros estudos relatam que a administracdo oral de doses elevadas de vitamina C reduz os
beneficios do exercicio fisico uma vez que impedem algumas adaptacdes celulares ao
exercicio (ADAMS; EGHO; DEMMING-ADAMSI, 2013; GOMEZ-CABRERA et al., 2008).

O consumo de zinco e magnésio aspartato cresceu entre os usuarios de suplementos
alimentares do sexo masculino. Acredita-se, popularmente, de que essa combinacdo de
minerais é capaz de aumentar a testosterona e, consequentemente, promover efeitos
anabdlicos melhorarando o desempenho nos treinos de resisténcia (WILBORN et al., 2004).
Estudos sugerem que o zinco e 0 magnésio, em pessoas com deficiéncias destes elementos,
sejam capazes de aumentar as concentragcdes do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
(IGF-1, do inglés Insulin-like Growth Factor), mas ndo ha evidéncias em pessoas saudaveis
(DEUSTER et al., 2013; HAMZA; HAMED; SOLLAM, 2012). O ZMA® (zinco, magnésio e
piridoxina) é uma férmulacdo patenteada por uma empresa norte-americana, comumente
utilizada com a intencdo de elevacdo da testosterona. Contudo, ndo ha comprovacao de que a
suplementacdo de ZMA® promova efeitos anabdlicos ou que promova efeitos significativos
no metabolismo e nos niveis de testosterona (KOEHLER et al., 2009; WILBORN et al.,
2004).
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Assim como qualquer outra substéncia, 0s nutrientes como as vitaminas e minerais
também podem ocasionar efeitos adversos ou interagdes medicamentosas. O excesso de zinco,
por exemplo, pode induzir efeitos adversos com anemia sideroblastica e deficiéncia de cobre;
a niacina e o ferro devem ser consumidos com cautela por portadores de doencas hepaticas,
hipervitaminose A esta relacionada com anorexia, aumento da pressdo intracranial e
disturbios menstruais; excesso de vitamina E pode resultar em trombofeblite, embolia

pulmonar, hipertensao e ginecomastia (DRISCOL et al., 2010).

4.1.2.3 Construtores musculares

Sem duvidas, suplementos da proteina do soro do leite, também conhecidos como
whey proteins, sdo 0s mais populares dentro das academias, principalmente devido a sua
associacdo com ganhos de massa magra. O whey protein nada mais é do que a proteina do
soro do leite, ou seja um sobrenadante obtido da coagulacdo da caseina, constituindo cerca de
15 a 20% do leite total (PATEL, 2015).

A proteina no corpo humano exerce desde funcBes arquitetbnicas até atuacdo como
combustivel para sobrevivéncia em condicGes extremas (POORTMANS et al., 2012). Ap6s 0s
exercicios intensos, aminoacidos como proteinas hidrolisadas, devem estar disponiveis para o
musculo para otimizar o anabolismo muscular (LATTAVO; KOPPERUD; ROGERS, 2007).
De acordo com a Sociedade Internacional de Nutricdo Esportiva, é recomendada a ingestdo de
0,8 — 1,0 grama/kg/dia de proteina para individuos que realizam qualquer atividade fisica, e a
ingestdo de 1,0 — 1,2 gramas/kg/dia para aqueles que apresentam um elevado gasto energético
a fim de prevenir sarcopenia (KREDIER et al., 2010).

A suplementacdo de proteinas aliada a exercicios fisicos tem sido associada como
preventivo de sarcopenia em idosos. Contudo, € necessario uma investigacdo da dose diaria
recomendada, uma vez que a funcdo renal diminui com a idade, somado ao fato que elevadas
ingestdes de proteinas podem afetar a fungdo renal em pessoas saudaveis (NASSEB; VOLPE,
2017; PADOON-JONES et al., 2008; PADOON-JONES; RASMUSSEN, 2009).

As amostras de suplementos de proteina talvez seja um dos poucos que vao de acordo
com as evidéncias cientificas quanto ao ganho de massa magra (TIPTON et al., 2004).
Contudo, ndo ha relacdo quanto aos niveis de testosterona ou outros efeitos ergogénicos,
como afirmado nas amostras 12 e 19. De acordo com as novas diretrizes, é permitido nos
rotulos alegacGes como “As proteinas auxiliam na formagdo dos miisculos e ossos”, 0U entao

atribuicdes de que o produto é fonte de proteina e/ou contém proteinas de alto valor biologico.
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Apenas a amostra 40 estava de acordo com as normativas presentes no Anexo V da IN
n°28/2018 (BRASIL, 2018g).

Os aminoécidos de cadeia ramificada (BCAAs, do inglés Branched Chain
AminoAcids), sdo outros suplementos que adquiriram Seu espaco entre 0s praticantes de
atividades fisicas. Os BCAAs sdo consumidos com o intuito de reduzir tanto a fadiga fisica
quanto mental, melhorar a performance e promover efeitos ergogénicos, como o anabolismo.
Os BCAAS sdo responsaveis pela captacdo de triptofano e sua conversdo em serotonina, o
qual é responsavel pela fadiga muscular (CHOI et al., 2013; FERNSTROM, 2013), contudo
os efeitos benéficos desse tipo de suplemento ainda sdo divergentes. Em um estudo realizado
com jogadores de futebol, o consumo de 7g de BCAA uma hora antes dos testes de corrida,
diminuiram as suas respostas a determinadas reacdes em 10% quando comparado ao placebo
(WISNIK et al., 2011). Além disto, um estudo posterior demonstrou que a suplementacédo
com 9g de BCAA antes e apds treinos de resisténcia ndo demonstrou efeitos na composicao
corporal e na performance muscular (SPILANEE; EMERSON; WILLOUGHBY, 2012).

Até 2017, os produtos brasileiros contendo BCAA nao poderiam possuir indicacdes
para atletas ou como um alimento para atleta, mesmo estando dispensados de registro
(BRASIL, 2010a). Neste trabalho, amostras contendo BCAA foram adquiridos com a
especificacdo de alimento para atleta. Por este mesmo motivo, a Anvisa proibiu a
comercializacdo e distribuicdo do Isofast® no territério brasileiro, em 2014 (NEVES;
CALDAS, 2015; BRASIL, 2014a). De acordo com as normas atuais, esses aminoacidos
podem ser adicionados em suplementos alimentares, desde que seus limites minimos e

maximos sejam respeitados.

4.1.2.4 Espécies vegetais

Espécies vegetais estavam presentes como ingredientes majoritarios em pelo menos 12
das amostras analisadas (Tabela 5), 0o que representa 27% dos produtos adquiridos. Apds
analise, pode-se inferir que adicdo de plantas nestes suplementos alimentares estava
diretamente relacionada a alegacdes de propriedades para perda de peso, efeitos diuréticos,
diminuicao do apetite e reducdo de gordura corporal.

As espécies vegetais mais frequentes na composi¢do das amostras foram fontes
naturais de cafeina (n = 16) como o cha mate, guarana, cha verde, cha branco entre outros,
conforme ja exposto anteriormente (item 4.1.2.1). No momento da aquisi¢do, a Anvisa néo

reconhecia a adigdo de espécies vegetais em alimentos para atletas (BRASIL, 2014b). De
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acordo com as novas diretrizes, € possivel a adigdo de algumas espécies vegetais desde que
estejam presentes na lista de ingredientes permitidos para suplementos alimentares (BRASIL,
2018g).

O extrato de Tribulus terrestris tem sido relacionado a estimulacdo do horménio
luteinizante (LH) e consequente aumento de testosterona (KREIDER et al., 2010). Estudos
também sugerem que, devido a presenca da protodioscina, esta espécie vegetal apresente
atividade semelhante a um esteroide. Explica-se esta acdo porque durante a extracdo, sob
condicdes apropriadas, a protodioscina pode ser transformada em dehiidroepiandrosterona
(DHEA), o que auxiliaria na fungdo erétil (MOYAD, 2004). Porém ndo ha evidéncias de que
o Tribulus terrestris ou algum composto isolado desta espécie promoveriam mudangas
significativas na composicéo corporal, como ganho de massa magra ou anabolismo (MOYAD
etal., 2004; KREIDER et al., 2010), conforme declarado nas amostras contendo este extrato.

A presenca de mais de um ingrediente nas amostras € frequente, mesmo sem
evidéncias cientificas de eficacia e sem conhecer as interacBes entre os diferentes
componentes (DELDICQUE; FRANCAUX, 2016). Com proposito de aumentar os efeitos, 0s
fabricantes adicionam compostos com caracteristicas semelhantes a fim de promover o
sinergismo, como a adi¢do de quitosana e psyllium em uma mesma formulagcdo. Ambos sdo
laxativos naturais que, quando consumidos juntos, podem provocar desde desconforto
abdominal até diarreia grave (DAL MOLIN, 2016).

A adicdo de substancias em suplementos alimentares nem sempre é baseada em
evidéncias cientificas, mas sim no conhecimento popular. Atribuir um efeito inveridico a um
suplemento alimentar caracteriza-se como fraude ao consumidor, considerando que 0 mesmo
espera que o produto apresente a acdo declarada. O usuario deveria ter nocdo que as
ferramentas de publicidade possuem a finalidade de induzir o consumidor a compra, muitas

vezes sem compromisso com a eficéacia, seguranca e qualidade do produto.

4.1.3 Marco regulatorio dos suplementos alimentares

Grande parte dos produtos analisados (65,9%, n = 29) esta em conformidade com a
lista de ingredientes permitidos em suplementos alimentares pela IN da Anvisa n° 28/2018
(BRASIL, 2018g). Alguns ingredientes, que ndo possuiam amparo legal para serem
adicionados (por exemplo, a Paullina cupana), agora estdo autorizados a fazer parte dos
constituintes dos suplementos alimentares. A partir da vigéncia das novas regras, quinze

amostras (34,1%) ndo poderdo mais serem comercializadas como suplementos alimentares
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por apresentarem ingredientes como Camellia sinensis, Lepidium meyenii, gengibre, canela
em po, Trichilia catigua.

Quanto a rotulagem, 97,7% das amostras ndo estavam em conformidade em razéo do
uso de expressdes nao autorizadas em suplementos alimentares por atribuirem propriedades
medicamentosas ou terapéuticas ao produto, como exemplo aumento da libido e agéo
diurética. Além disso, o uso de imagens fazendo alusdo a efeitos farmacol6gicos, como perda
de peso ou melhora no desempenho sexual, também foram observados.

As novas normas regulatdrias para os suplementos alimentares brasileiros buscam
garantir produtos de qualidade ao consumidor, com menos entraves regulatérios para os
fabricantes. Os produtos avaliados no presente estudo precisam passar por diversas mudancas
para se adequar as novas diretrizes. Essas modificacdes incluem desde alteragdes na
composicao, até a regularizacdo da rotulagem e das alegagdes utilizadas para promover o
produto.

Observou-se elevada frequéncia no uso de propagandas com alegacdes inveridicas
sobre determinados ingredientes, com objetivo claro de induzir o consumidor a compra ou
promover a falsa imagem de que o produto funciona. Quanto as alegacdes, de acordo com a
nova legislagdo, das 44 amostras analisadas apenas duas estariam conforme as normas
previstas no Anexo V, da Instrucdo Normativa n° 28, de 26 de julho de 2018 (BRASIL,
2018q).

As normas de propagandas sdo menos obedecidas por fabricantes e distribuidores em
decorréncia da dificuldade de fiscalizacdo pela agéncia reguladora. Muitas vezes, € mais
vantajoso aos fabricantes pagar as multas decorrentes ao uso de alegagdes apelativas, uma vez
que estas impulsionam as vendas e a popularizac¢do do produto.

O novo sistema regulatério imposto para os suplementos alimentares objetiva reduzir
as nao conformidades por meio da relacdo de constituintes autorizados, seus limites minimos
e maximos e alega¢des permitidas. No entanto, as novas diretrizes ainda néo sdo ferramentas
facilitadoras tanto para as industrias quanto para o consumidor, uma vez que ha alguns
balizadores. Por exemplo, caberd ao fabricante definir as quantidades adequadas a serem
ingeridas nas recomendacdes diérias de consumo do produto e por grupo populacional em
casos em que os limites minimos e maximos néo estiverem estabelecidos (BRASIL, 2018d).

O crescimento no numero de suplementos alimentares disponiveis no mercado, bem
como o elevado nimero de pontos de vendas, colabora para a ineficiéncia na fiscalizacao
desses produtos. Cabe salientar que a facilidade de aquisigdo via comércio virtual pode fazer o

consumidor ter acesso a produtos ilegais ou que contenham substancias ndo autorizadas em
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suplementos alimentares. O usuario nem sempre esté ciente dos danos que essas substancias
podem causar, configurando-se um desafio a satde publica.

Politicas de educacdo que mostrem 0s riscos associados ao consumo desnecessario,
alertas que auxiliem a reconhecer a qualidade dos suplementos alimentares e o incentivo a
busca de profissional capacitado antes de aquirir um produto dessa natureza sdo boas
estratégias para conscientizar a populagdo e, consequentemente, reduzir o comércio ilegal ou

em desacordo com a legislacdo sanitéria.

42 AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DAS AMOSTRAS DE
SUPLEMENTOS ALIMENTARES

O estudo da composicdo centesimal dos alimentos nos permite avaliar o valor
nutricional desses, bem como a propor¢do dos componentes, como carboidratos, proteinas,
lipideos e fibras por porcdo. No Brasil, a Anvisa determina que algumas informacdes como
lista de ingredientes, prazo de validade, origem, lote, contetdo liquido e informacéo
nutricional séo itens obrigatérios nos rétulos dos alimentos (BRASIL, 2003b). Atualmente, o
tema de rotulagem encontra-se em debate junto com a comunidade, buscando-se uma nova
regulamentacdo que visa garantir a identificagdo com mais clareza se o produto apresenta ou
ndo uma alta concentracdo de nutrientes (BRASIL, 2019).

A rotulagem nutricional desses produtos deve seguir as diretrizes dispostas na RDC
Anvisa n® 360, de 23 de dezembro de 2003, que aprova o regulamento técnico sobre
rotulagem de alimentos embalados (BRASIL, 2018d). Além disso, esses produtos devem
apresentar especificagdes como: (1) a porcdo declarada na informacdo nutricional de acordo
com as especificagdes do fabricante para cada faixa populacional indicada; (I1) a informacao
nutricional deve apresentar as quantidades de todos os nutrientes fornecidos pelo produto e
(1) o percentual de valor diario (%VD) deve ser declarado para cada um dos grupos
populacionais em que o produto é indicado (BRASIL, 2003b; 2018d).

A Tabela 6 apresenta os dados fornecidos no rétulo referentes aos valores nutricionais
das amostras de suplementos alimentares. Como pode ser visualizado, 11,36% (n = 5) das
amostras ndo declaravam qualquer informacéo referente ao valor nutricional do suplemento
alimentar. Em alguns casos, 0 produto até apresentava uma tabela nutricional, mas ndo
continha os teores dos nutrientes exigidos pela legislagdo, o que representou 29,54% (n = 13)

das amostras.
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Tabela 6 - Composic¢éo nutricional declarada no rotulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo.

(continua)
Gorduras Valor
Amostra Porcdo Carboidratos Proteinas Fibras totais energético Vitaminas Minerais
(kcal)
01 31g 29 259 n.i. 0,59 110 kcal n.i. Sodio 100 mg
02 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
03 4,59 0g 0,39 39 0g 0 n.i. Sodio 0 mg
04 31,39 5¢ 239 Og Og 112 kcal n.i. Sodio 170 mg
05 199 <1g <l1g n.i. n.i. 6 kcal n.i. n.i.
06 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
07 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Cromo 200 mcg
Vitamina A 150 mg/ Zinco 1,75 mg/ Selénio
08 19 n.i. n.i. n.i. n.i. 2 kcal Vitamina C 40 mg/ 8,5 mcg/ Cromo 8,75
Vitamina E 2,5 mg mcg
09 369 790 219 Og 49 150 kcal n.i. n.i.
Sodio 95 mg/ Célcio 152
. mg/ Ferro 0,6 mg/
10 38,89 59 259 Og 39 145 kcal n.i. Magnésio 20 mg/

Fosforo 105 mg
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Tabela 6 — Composicdo nutricional declarada no rétulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo

(continuagao)

Vitamina B6 7 mg/ Vitamina

Magnésio 300 mg/
Zinco 10 mg/ Cobre

11 499 n.l. n.I. n.I. n.i. n.i. C 40 mg 92 mcg/ Cromo 12
mcg
Colina 550 mg/ Vitamina C
45 mg/ Niacina 16 mg/ Acido .
folico 240 mcg/ Vitamina E CaICJo_ 688 mg/
g - Magnésio 260 mg/
10 mg/ Acido pantoténico 5 .
mg/ Riboflavina 1,3 mg/ Zinco 7 mg/
12 209 29 109 0g 0g 48 kcal 2 T Manganés 2,2 mg/
Vitamina B6 1,3 mg/ Tiamina
o Cobre 900 mcg/ lodo
1,2 mg/ Vitamina A 600 mcg/
- o 129 mcg/ Cromo 35
Biotina 30 mcg/ Vitamina D mea/ Selénio 34 me
5 mcg/ Vitamina B12 2,4 g g
mcg
13 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Vitamina D 400 Ul Cromo 50 mcg
14 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
Magnésio 260 mg/
15 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Vitamina B6 1,3 mg Zinco 7 mg/ Cromo
35 mcg
: : : : . N Zinco 7,0 mg/
16 0,59 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Vitamina B6 1,3 mg Magnésio 260 mg
17 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Vitamina B 6 1,3 mg Mag_nesm 256 mg/
Zinco 7,0 mg
18 59 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
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Tabela 6 — Composicdo nutricional declarada no rétulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo

(continuagao)

Célcio 151 mg/ Sodio

19 160 g 132 g 179 0g 099 604 kcal n.i. 183 mg

20 69 0,679 50 n.i. n.i. 21 kcal Vitamina B6 1,3 mcg Sodio 6,6 mg

21 350 n.i. n.i. n.i. n.i. 10 kcal n.i. n.i.

22 160 g 132 g 179 0g 0,89 603 kcal n.i. Sodio 400 mg

23 0,6¢g n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. Vitamina B6 2,6 mg Magnesio 260 mg/ Zinco
14 mg

24 59 0g 0g 0g 0g 0 kcal n.i. n.i.

25 59 2,79 n.i. n.i. n.i. 12 kcal n.i. n.i.

26 39 0g 169 n.i. n.i. n.i. n.i. Sodio 8 mg/ Célcio 3 mg

27 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Tabela 6 — Composicdo nutricional declarada no rétulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo

(continuagao)

28 39 0g 0g 0g 0g 0 kcal n.i. n.i.
: . . . o Magnésio 13 mg/ Caclio
29 259 n.i. n.i. n.i. n.i. 0 kcal Vitamina C 12 mg 250 mg
30 2,59 n.i. n.i. n.i. n.i. 0 kcal Vitamina C 12 mg Magnesio 13 mg/ Caclio
250 mg
Tiamina 1,2 mg/ Biotina
. . . . . 30 mcg/ Vitamina B6 1,3 i
31 0,35g n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. mg/ Acido pantoténico 5,0 Zinco 7,0 mg
mg
Vitamina A 264 mcg/
Vitmaina D 0,83 mcg/ - L
Vitamina B1 0,26 mg/ Sodio 200 mg/ Céclio
o 330 mg/ Ferro 5,3 mg/
Vitamina B2 0,40 mg/ .
o Zinco 2 mg/ Cobre 0,5
Pantotena de Céclio 0,99 ma/ lodo 49 mea/
32 3049 18 ¢ 8¢ 1g 1,39 110 kcal mg/ Vitamina B6 0,66 g g

Selénio 18 mcg/
Manganés 0,33 mg/
Fosforo 165 mg/ Potassio
530 mg

mg/ Bitamina B12 0,50
mcg/ Vitamina C 20 mg/
Vitamina E 5 mg/
Nicotinamida 3,63 mg/
Acido Folico 100 mcg
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Tabela 6 — Composicdo nutricional declarada no rétulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo

(continuagao)

33 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
34 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
. : : : : . . Zinco 3,5 mg/ Selénio 17
35 n.l n.l. n.l. n.l. n.l. n.l. n.l.
mcg
Vitamina D3 5 mcg/ o
. : : : : . Vitamina B3 16 mg/ C,al.cm 272 mg/.
36 n.l n.l. n.l. n.i. n.l. n.i. o Magnésio 260 mg/ Zinco
Vitamina B6 1,3 mg/ 7 ma/ Boro 9 m
Vitamina B12 2,4 mg g g
Vitamina B1 1,2 mg/
Vitamina B2 1,3 mg/
Niacina 16 mg/ Vitamina
. : : : : . B12 2,4 mcg/ Acido Magnésio 130 mg/ Zinco
37 n.l n.l. n.l. n.i. n.l. n.i. . .
pantoténico 5 mg/ Vitamina 7 mg
B6 1,3 mg/ Biotina 30 mcg/
Acido foélico 240 mcg/
Vitamina E 10 mg
Vitamina B6 1,3 mg/
Vitamina B5 5 mg/
Vitamina B1 1,2 mg/
Vitamina B2 1,3 mg/ , . .
38 29 1g n.i. n.i. n.i. 5 kcal Vitamina E 10 mg/ Magnésio 130 mg/ Zinco

Vitamina B12 2,4 mcg/
Acido félico 240 mcg/
Niacina 16 mg/ Biotina 10
mg

7 mg
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Tabela 6 — Composicdo nutricional declarada no rétulo das amostras de suplementos alimentares adquiridas no presente estudo

(concluséo)

Vitamina D 5 mcg/ Niacina

Calcio 172 mg/

39 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. 16 mg/ Vitamina B6 1,3 mg/ Magnésio 260 mg/ Zinco
Vitamina B12 2,4 mcg 7 mg/ Boro 4,6 mg
40 69 n.i. 50 n.i. n.i. 22 keal n.i. n.i.
Vitamina A 198 mcg/ - L
Vitamina C 14 mg/ Vitamina Sodio 90 mg/ Potassio
LI 275 mg/ Ferro 8 mg/
D 0,83 mcg/ Vitamina E 4,3 P .
S Célcio 86 mg/ Fosoforo
mg/ Tiamina 0,27 mg/
2 26 9,2 11 37 13 9l kcal ~ Tipoflavina 0,04 mg/ Niacina 141\%? g/éslioodi;s?r:1 C/g/
g <9 g 9 29 3,7 mg/ Vitamina B6 0,66 vag 9/
I Zinco 2,1 mg/ Selénio
mg/ Vitamina B12 0,39 mcg/
SR . 19 mcg/ Cobre 495
Acido félico 92 mcg/ Biotina o
- A mcg/ Manganés 0,33
8,2 mcg/ Acido pantoténico
mg
1,4 mg
Acido félico 240 mcg/
Niacina 16 mg/ Piridoxina 1,3 -
42 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. mg/ Cianocobalamina 2,4 ng()) ?nO ;ngi/nl\c/loagnrism
mcg/ Vitamina D 5 mcg/ g g
Vitamina E 10 mg
43 n.i n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
N Magnésio 260 mg/
44 50 n.i. 39 n.i. n.i. 12 kcal Vitamina 86 1,3 mg/ Zinco 7 mg/ Célcio

Vitamina D3 5 mcg

1000 mg/ Boro 10 mg

n.i. — Ndo informado.

n.d. — Nao declarado
Fonte: Do autor.
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Por serem adquiridos antes do marco regulatorio, a escassez de uma legislacdo
especifica que determinasse como esses produtos deveriam ser rotulados, ficou evidente na
auséncia de informacbes disponibilizadas pelo fabricante. Mesmo assim, os teores de
umidade, cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos de cada amostra foram avaliados. Entretanto
em alguns casos ndo € possivel realizar uma comparacdo eficaz entre o que continha
declarado no rétulo do produto e os reais teores encontrados, devido a auséncia de dados

fornecidos pelo fabricante.

4.2.1 Determinagéo dos teores de umidade das amostras

Apesar de ndo ser um item obrigatério na rotulagem dos alimentos, o teor de umidade
nos suplementos alimentares permite avaliar a estabilidade, seguranca e qualidade do produto,
juntamente com a avaliagdo da atividade de agua do produto (SILVA; SOUZA, 2016). A
quantidade &gua presente nos alimentos esta diretamente relacionada com a velocidade de
decomposicdo, ou seja, quanto mais dgua presente menor a estabilidade do alimento. Isto se
deve a capacidade da agua, junto com os macro e micronutrientes dos alimentos, em formar
solugdes que servirdo de substrato para o desenvolvimento de microorganismos (EMBRAPA,
2010).

O teor de umidade das amostras de suplementos alimentares analisadas variou de 1,1%
(34) a 11,5% (13), com uma média de 7,15%. Todas as amostras apresentaram diferenca
significativa entre si (p < 0,05). A Figura 9 representa a média das triplicatas de cada amostra

e 0s desvios padrdes para o teor de umidade das amostras analisadas.
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Figura 9 - Teor de umidade das amostras de suplementos alimentares e o desvio padréo
considerando os resultados totais da populagéo.
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Fonte: Do autor.

4.2.2 Determinacdo dos teores de cinzas das amostras

Das amostras adquiridas, 23% (n = 10) eram produtos contendo vitaminas e/ou
minerais. Nos ingredientes declarados, 65,9% (n = 29) continham pelo menos um mineral na
sua composicdo. O teor de cinzas estad relacionado a determinacdo do residuo mineral fixo
(SILVA; SOUZA, 2016), mas por ser obtido por ignicdo nem sempre essa metodologia
representa toda a substéncia inorganica na amostra, uma vez que alguns sais podem sofrer
reducdo ou volatilizacdo no aguecimento (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Nas amostras de suplementos alimentares analisadas, a média do teor de cinzas foi de
13,45%. Amostras que nao continham minerais na sua composicéo (por exemplo as amostras
33 e 34) os valores foram proximos a zero. Em trabalhos relatados na literatura a média global
do teor de cinzas foi de 2,98 a 3,58% (OLIVEIRA et al., 2015; SILVA; SOUZA, 2016). Essa
discrepancia nos valores ndo se deve apenas ao numero de amostras analisadas, mas também
o tipo de suplementos estudados que eram apenas alimentos para atletas fonte de proteinas.
Conforme a Tabela 7, a amostra 07 declarava a presenca de 200 mcg de cromo e na analise do
teor de cinzas, para a amostra 07 obteve-se um teor de 0,18 + 0,25%. Considerando o0 peso
médio, e supondo que o teor de cinzas se referiria & concentracdo total de cromo neste caso, a
amostra 07 possuiria 9 mcg de cromo, ou seja 22 vezes abaixo do declarado, enquanto que a
amostra 13 conteria 51,88 mcg, o que vai de acordo com as informacdes do fabricante. A

Figura 10 representa a distribuig&o dos teores de cinzas das amostras analisadas.
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Figura 10 - Distribuicdo dos teores de cinzas das 44 amostras de suplementos alimentares
analisadas.
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Fonte: Do autor.

4.2.3 Determinacdo dos teores de proteinas das amostras

Muitos produtos comercializados como suplemento proteico para atletas apresentam
alegacOes referente a concentracdo e a qualidade das proteinas presentes na composi¢do. Os
fabricantes também alegam que os produtos apresentam alto teor de aminoacidos essenciais e
baixas concentracbes de carboidratos e lipideos, referindo sintese proteica com baixo valor
calérico. Em 2014, ocorreram dendncias de que alguns alimentos proteicos para atletas
estariam sendo comercializados com quantidades de proteinas muito abaixo do declarado.
Nesta ocasido, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
investigou 15 marcas nacionais e importadas de produtos disponiveis no mercado
(INMETRO, 2014). Das marcas investigadas, duas apresentavam valores de proteinas 20%
abaixo do declarado, em desacordo com a Resolucdo n° 360/2003 da Anvisa (BRASIL, 2003;
INMETRO, 2014).

O teor de proteina foi calculado através do método de Kjedahl, o qual determina o
valor de nitrogénio total presente no produto, método este considerado referéncia pela AOAC.
Entretanto, por se tratarem de produtos multiingredientes, é possivel que ocorram
interferéncias devido a presenga de compostos nitrogenados da prépria matriz,

superestimando os valores encontrados. Referente as amostras estudadas, a média global do
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teor de suplementos alimentares foi de 24,29% e a distribuicdo dos teores para cada amostra
pode ser visualizado na Figura 11. Apenas 36,36% (n = 16) das amostras apresentaram o
valor de proteina declarado por por¢do, tornando possivel o estudo comparativo entre as

informacdes presentes no rétulo e os valores encontrados.

Figura 11 - Distribuicdo dos teores de proteinas das amostras de suplementos alimentares
adquiridas em lojas virtuais.
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Fonte: Do autor.

O teor proteico variou de 0,85 % a 87,10 %. De acordo com o Inmetro (2014), um
produto whey protein concentrado pode fornecer de 29% a 89% de proteina, enquanto que um
produto whey protein isolado deve conter no minimo 90% de proteinas em sua composicao.
Por sua vez, o whey protein hidrolisado exige que os componentes sejam colocados em maior
guantidade, podendo conter até mesmo carboidratos como ingrediente majoritario. De acordo
com as normas do Inmetro, o teor proteico determinado nas amostras analisadas indica que
nenhum poderia ser considerado um produto whey protein isolado. A amostra 01 foi adquirida
com alegacdo de ser um produto whey protein isolado, mas a quantidade de proteina
encontrada foi de 75,59 + 0,84 gramas por cento. Este valor representa 14,4% a menos do que

deveria conter para ser considerado um suplemento de proteina do soro do leite isolada.
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Os teores de proteinas determinados e os valores descritos nos rétulos das amostras de
suplementos alimentares sdo comparados na Figura 12. Os produtos que ndo informaram nas

tabelas nutricionais a quantidade de proteina no produto, ndo permitiram este comparativo.

Figura 12 - Comparativo entre a quantidade de proteinas em gramas encontrada por porcao do
produto (V) e a quantidade de proteinas em gramas por porcdo declaradas no
rotulo pelo fabricante (A).

304

v‘\D
254 4 A
v1 A
v A
201 g9
@
(!,_y 19 —Yr22
g A
=
g 154
©
£
15}
S]
g
o A
g 104 A 732 vl
o
A
5- vz N %20
v 21 A
V20
24 w26
v 11 28 0 44
of va ¥ g vie V18 yiv® Yvvoes v v
29

1T T 17 1T 717 T T 1T T T T T T T T T T T
- N M T 0N WM~ 0 00 - NMYTWON~NSO00Oo

424
43
44J

324
33 4
34 +
35
36
37 4
38 4
39 4
40 +
41

Fonte: Do autor.

Na Figura 12, quanto mais préximo os simbolos estdo, maior é a semelhanga entre o
valor encontrado e o valor declarado no rétulo. Em 16 amostras, foi realizado o comparativo
entre os teores de proteinas determinados e os teores declarados na tabela nutricional, o qual é
mostrado na Tabela 7. A Resolugdo da Anvisa n® 360/2003 permite uma tolerancia de £ 20%
aos valores de nutrientes declarados o rétulo (BRASIL, 2003). Com base nesta norma, as
amostras foram classificadas como “Conformes” e ‘“Ndo-conformes”. De um total de 16
amostras comparadas, 25% encontravam-se ndo conformes, apresentando valores de proteinas
até 78,68% abaixo do teor rotulado. Tal situacdo é caracterizada como infragdo sanitaria que

se constitui desde multas até a suspenséo de venda e fabricacdo do produto (BRASIL, 1977).
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Tabela 7 - Comparativo entre os teores de proteinas declarado pelo fabricante e os teores
determinados ap6s a andlise de nitrogénio pelo método Kjedahl. Foram
consideradas conformes, as amostras apresentando diferenca de méximo +20%,
entre o teor encontrado e o rotulado.

Teor de

Teor de proteinas expresso no

Diferenca do

teor de
proteinas (%) Teor de ]
g proteinas
ou g de ]
Amostra : proteinas (%) gyhresso no Resultados
roteinas por Em gramas de
P P ougde rotuloeo
100 g de produto por ]
: (porcio) proteinas por yajor medido
amostra
100 g de (%)
produto

1 75,59 25 (31) 80,64 - 6,26 Conforme
4 68,23 23 (31,3) 73,48 -7,14 Conforme
5 33,00 <1(1,9) 52,63 - 37,29 Né&o conforme
9 54,57 21 (36) 58,33 - 6,44 Conforme
10 68,74 25 (38,8) 64,43 + 6,68 Conforme
12 24,77 10 (20) 50 - 50,46 Né&o conforme
19 11,03 17 (160) 10,62 + 3,86 Conforme
20 39,31 5 (6) 83,33 - 52,83 Né&o conforme
22 11,12 17 (160) 10,62 +4,71 Conforme
24 12,19 0(5) 0 n.a. n.a.
26 48,21 1,6 (3) 53,33 -9,6 Conforme
28 16,43 03 0 n.a. n.a.
32 32,06 8 (30) 26,67 + 20,20 Conforme*
40 79,93 5 (6) 83,33 -4,08 Conforme
41 39,06 11 (26) 42,30 -7,66 Conforme
44 12,79 3(5) 60,00 - 78,68 Nao conforme

* Considerando o desvio padrdo entre as triplicatas da amostra, a mesma pode ser considerada como conforme.
n.a. — Nao se aplica uma vez que o valor da diferencga dos teores ndo é divisivel por zero.

Fonte: Do autor.
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4.2.4 Determinacao dos teores de lipideos das amostras

Os lipideos sdo compostos organicos altamente energéticos, contém acidos graxos
essenciais ao organismo e atuam como transportadores de vitaminas lipossoluveis. A
determinacdo dos teores de lipideos nas amostras foi realizada através da extracdo com éter
pelo Soxhlet, sequida da evaporagdo do solvente. A massa de residuo obtido equivale ndo
somente aos teores de lipideos, mas também de ésteres de acidos graxos, carotenoides,
vitaminas lipossolUveis, esterdis e outros acidos graxos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008). Devido as caracteristicas da matriz analisada, esses sdo considerados componentes
majoritarios, o que pode influenciar no teor de lipideos das amostras.

Devido as caréncias laboratoriais, a analise do teor de lipideos foi realizada naquelas
amostras que continham alguma substancia declarada no rétulo que pudesse ser extraida pelo
método, ou que apresentavam valores de gorduras totais nas informacdes nutricionais, o que
correspondeu a 10 amostras (22,72%). Os resultados dos teores determinados, bem como

aqueles que estavam presentes nos rotulos, estdo disponiveis na Tabela 8.
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Tabela 8 - Comparativo dos teores de lipideos declarados no rétulo que os teores obtidos pela extracdo com éter conforme preconizado pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008).

(continua)
Teor de lipideos declaro no rétulo Teor de
. lipideos
_ Em gramas de Teor de lipideos .
Amostra Ingredientes determinados
produto por por 100 g de
5 por 100 g de
(porcéo) produto
produto
1 Proteina do soro do leite isolada e hidrolisada 0,5(109) 1,61 3,07
Psyllium, abacaxi, acerola, acai, amora, ameixa, banana, laranja, ma¢d, maméo,
morango, maracuja, tamarindo, uva, berinjela, beterraba, brocolis, cenoura,
3 : . : o : : 0(450) 0 2,28
espinafre, tomate, guarana, cogumelo Agaricus blasei, gérmen de soja, aveia,
trigo, linhaca, gergelim, cacau, alho
Proteina do leite concentrada, proteina de soro do leite isolada, aloumina, leite
9 desnatado, triglicerideos de cadeia média, cloreto de sodio, caseinato de sodio, 4(360Q) 11,11 3,62
6leo de girassol, dleo de canola, caseina, cacau em pé com alcalis
10 Mistura de proteinas do soro do leite, glicina, creme de leite vegetal, cacau em pd 3(38,80) 7,73 4,55
Proteina do soro do leite, figado bovino, maltodextrina, carbonato de calcio, 6leo
de linhaca, citrato de colina, 6leo de palma, 6xido de magnésio, acido folico,
12 0(209) 0 5,20

vitamina C, vitamina B3, vitamina E, 6xido de zinco, sulfato de manganés,

biotina, picolinato de cromo
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Tabela 8 - Comparativo dos teores de lipideos declarados no rétulo que os teores obtidos pela extragdo com éter conforme preconizado pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008).

(concluséo)

19

Maltodextrina, proteina concentrada do soro do leite, colageno hidrolisado, albumina [clara de ovo

desidratada], cacau em po

0,9 (160 g)

0,56

3,84

22

Maltodextrina, leite em pd desnatado, dextrose, proteina concentrada do soro de leite, albumina

desidratada

0,8 (160 g)

0,50

7,79

29

Semente de uva em po (alimento tratado por processo de irradiacéo), calcio de ostra, amido modificado,

carbonato de magnésio, acido ascérbico (Vitamina C)

n.i. (2,5 Q)

12,82

32

Fosfato monocélcio, carbonato de célcio, pirofosfato férrico, cloreto de sodio, fosfato de magnésio,
sulfato de zinco, sulfato de cobre, sulfato de manganés, selenito de sddio, iodeto de potassio, sulfato de
potassio, acetato de retinol, colecalciferol, acetato de tocoferol, tiamina, riboflavina, &cido ascorbico,
nicotinamida, piridoxina, &cido félico, cianocobalamina, biotina, pantotenato de calcio, extrato de soja,

lecitina de soja

1,3 (30 g)

4,33

24,40

41

Proteina isolada de soja, frutose, fibra de aveia, inulina, cacau em pd, 6leo vegetal de canola, cloreto de
potassio, café em po, triglicerideos de cadeia média, caseinato de célcio, proteina concentrada do soro
de leite, mix de vitaminas e minerais (maltodextrina, ortofosfato férrico, vitamina C, sulfato de zinco,
vitamina E, niacinamida, gluconato de cobre, D-pantotenato de célcio, sulfato de manganés, vitamina

B6, tiamina, vitamina A, acido folico, iodeto de potassio, selenito de sodio, biotina, vitamina D e

vitamina B12), fosfato de céalcio dibasico, 6xido de magnésio, canela em pd, gengibre.

1,3 (26 )

20,37

n.i. - N&o informado no rétulo.
Fonte: Do autor
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A média dos teores de lipideos nas amostras foi de 8,79%, sendo que o menor teor foi
observado na amostra 3, que apresentou um teor de 2,28%. Por outro lado, os maiores teores
foram observados nas amostras 40 e 41, provavelmente pelo fato de conterem maiores
concentracdes de vitaminas lipossoluveis. Em estudos anteriores, realizados com suplementos
proteicos comercializados no Brasil, a média dos teores de gorduras foi significativamente
menor do que aquela determinada aqui, com média dos teores de 5,42% (OLIVEIRA et al.,
2015; SILVA; SOUZA, 2016). Essa diferenca de valores provavelmente se deve a dois
fatores: 1) a matriz das amostras nos estudos anteriores era basicamente constituida de
proteinas, o que representa um produto com baixo teor lipidico. 1) as metodologias utilizadas
para a analise de gorduras nas amostras diferem entre si. Devido as caracteristicas dos lipideos
encontrados nas amostras, e ao elevado teor de compostos bioativos declarados, uma anélise
mais especifica serie necessaria para poder estabelecer o teor real encontrado em cada
produto. A Tabela 9 representa a diferenca do teor de lipideos encontrado nas amostras

analisadas e declarado no rétulo.

Tabela 9 - Comparativo entre os teores de lipideos declarados pelo fabricante e os teores
determinados apds a andlise de extracdo em Sohxlet com éter. Foram consideradas
conforme aquelas que apresentaram a diferenga entre o teor encontrado e o
rotulado + 20%.

Teor de lipideos Teor de lipideos Diferenca do teor de
Amostra declarado no determinados por 100 g  lipideos expresso no rotulo Resultados
rotulo de produto e o valor medido (%)
1 1,61 3,07 + 47,56 Né&o conforme
3 0 2,28 n.a. -
9 11,11 3,62 -206,90 Né&o conforme
10 7,73 4,55 -69,89 Né&o conforme
12 0 5,20 n.a. -
19 0,56 3,84 + 85,41 Né&o conforme
22 0,50 7,79 + 93,58 Né&o conforme
29 - 12,82 n.a. -
32 4,33 24,40 + 82,25 Né&o conforme
41 5 20,37 + 75,45 Né&o conforme

n.a. — Ndo se aplica uma vez que o valor da diferenca dos teores néo é divisivel por zero.

Fonte: Do autor.
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Frequentemente, os suplementos alimentares apresentam alegagdes como “produto
baixo em calorias”. Todavia, nas amostras analisadas, foram encontrados teores de lipideos
totais até 93,58% acima do declarado no rotulo. Cada grama de gordura fornece 9 kcal, assim
elevados teores de lipideos nas amostras estdo diretamente relacionados com maior valor

calorico do produto.

4.2.5 Determinagéo dos teores de carboidratos das amostras

Alguns suplementos alimentares possuem carboidratos como ingrediente principal da
sua composicao, como a maltodextrina, uma vez que eles sdo comercializados como produto
fonte de energia. Por outro lado, altas concentrac@es desse nutriente sdo indesejadas naqueles
produtos de alto teor proteico, consumidos com o intuito de construgdo muscular mas com
baixo valor energético.

No estudo realizado pelo Inmetro em 2014, 11 das 15 marcas de suplementos
alimentares analisadas (73,3%) estavam ndo conformes quanto ao teor de carboidrato. A
diferenca entre os teores determinados e os teores declarados nos rétulos variaram de 50,6%
daquele declarado, até 300,5% acima daquele teor informado pelo fabricante (INMETRO,
2014).

Nas amostras analisadas, a média dos teores de carboidratos foi de 53,10%, sendo que
a maior distribuicdo encontrava-se na faixa de 26,94% a 79,27%, como pode ser visualizado
na Figura 13.
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Figura 13 - Distribuicdo dos teores de carboidratos das amostras de suplementos alimentares
adquiridas em lojas virtuais.
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Fonte: Do autor.

No estudo realizado por Silva e Souza (2016), um tergo das amostras analisadas (n =
10) extrapolaram os teores de carboidratos declarados no rotulo. Nas amostras de suplementos
alimentares selecionadas para a comparagdo com o rotulo (n = 16), 62,5% estavam ndo
conformes, com teores que extrapolaram até 326,70% daquele descrito nas informacGes
nutricionais. O comparativo entre os teores de carboidratos rotulados e os valores encontrados

¢ apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Comparativo entre os teores de carboidratos declarados pelo fabricante e os teores
determinados ap6s o célculo da diferenca entre 100 g de amostra e 0 somatorio das
porcentagens de umidade, cinzas, lipideos totais e proteinas.

Teor de

carboidratos

rétulo

Teor de carboidratos expresso no

Diferenca do

teor de

%) . Teor de carboidratos
0) ou g de ;
Amostra ) : carboidratos expresso no Resultados
Em gramas de
carboidratos (%) ou g de ]
produto por ’ rotuloe o
por 100 g de carboidratos 10 medido
(porgéo)
amostra 100 a d
por g ae (%)
produto
1 8,35 2 (31) 6,45 + 29,46 N&o conforme
4 21,98 5(31,3) 15,97 + 37,63 N&o conforme
5 60,06 <1(1,9) 52,63 +14,19 Conforme
9 29,74 7 (36) 19,44 + 252,98 N&o conforme
10 16,09 5 (38,8) 12,89 + 224,82 N&o conforme
12 42,67 2 (20) 10,00 + 326,70 Né&o conforme
19 76,91 132 (160) 82,50 -6,77 Conforme
20 47,24 0,67 (6) 11,16 + 323,29 Né&o conforme
22 72,51 132 (160) 82,50 -12,10 Conforme
24 77,32 0(5) n.a. n.a. -
25 78,04 2,7 (5) 54,00 + 44,52 Né&o conforme
26 45,14 03 n.a. n.a. -
28 72,24 03 n.a. n.a. -
32 33,10 18 (30) 60,00 - 44,83 Né&o conforme
38 72,47 1(2) 50,00 + 44,94 Nao conforme
41 24,20 9,2 (26) 35,38 - 31,63 Né&o conforme

n.a. — N&o se aplica uma vez que o valor da diferenca dos teores ndo é divisivel por zero.
Fonte: Do autor.

Oliveira e colaboradores (2015) realizaram a analise de carboidratos pelo mesmo

método deste estudo, sendo que das cinco amostras avaliadas por eles apenas uma estava de

acordo com os teores declarados no roétulo. De acordo com o Inmetro (2014), teores de
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carboidratos muito elevados podem comprometer a programacdo nutricional do usuario,
podendo acarretar resultados indesejados. Contudo, o método aplicado para a determinacédo de
carboidratos nao elimina os teores de fibras presentes nos produtos, sendo necessario uma
analise mais especifica para avaliacdo de acucares redutores e ndo redutores.

Durante a amostragem, os suplementos alimentares adquiridos se enquadravam como
“Alimento proteico para atletas” de acordo com a RDC da Anvisa n° 18/2010. Desta forma,
deveriam conter no minimo 10g de proteinas por porcdo e 50% do valor energético total
deveria ser proveniente de proteinas (BRASIL, 2010a). As amostras 1, 4, 9 e 10 encontravam-
se conforme e as amostras 12 e 40 continham valores de proteina abaixo do preconizado na
norma. A nova legislacdo permite a alegacdo de que o produto € fonte de proteina se 0 mesmo
apresentar no minimo 7,8 g de proteina por porcdo (BRASIL, 2018d). Dessa forma, a amostra
40 continuaria ndo conforme devido as alegagfes atribuidas ao produto, conforme
apresentado na Tabela 4.

Quanto aos valores de carboidratos, o Anexo Ill da IN da Anvisa n° 28/2018
estabelece o limite minimo de 19,5 g de carboidratos por por¢do, em produtos fonte de
energia (BRASIL, 2018g). As amostras 24, 25, 28, 32 e 41 ndo possuem a quantidade minima
de carboidratos determinada por porg¢do, conforme mostrado na Tabela 4.

Por ndo apresentarem as informacBes nutricionais obrigat6rias nos roétulos, ndo foi
possivel realizar um comparativo de todos os suplementos alimentares adquiridos. Das 20
amostras em que foi possivel comparar os teores de pelo menos um dos nutrientes, 70%
(n=14) apresentavam valores que extrapolaram a tolerdncia de +20% preconizada pela RDC
da Anvisa n® 360/2003, caracterizando infracdo sanitaria (BRASIL, 2003).

Os resultados apresentados neste capitulo, estdo disponiveis no manuscrito submetido
a Revista Instituto Adolfo Lutz, intitulado “Composi¢do centesimal de produtos
comercializados como suplementos alimentares em lojas virtuais brasileiras”, conforme

apresentado no Apéndice B.

43 DESENVOLVIMENTO DE UM METODO POR HPLC-DAD PARA A
DETERMINACAO DE ADULTERANTES NAS AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

Os resultados aqui apresentados sdo uma reproducédo parcial do manuscrito submetido
a Food Chemistry em novembro de 2019, conforme disposto no Apéndice C. Parte dos

resultados descritos a seguir foram apresentados na modalidade de apresentagdo oral no |
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Congresso e Exposi¢cdo de Nutricdo e Farméacia, na cidade do Rio de Janeiro em 2018. A
apresentacdo recebeu destaque como melhor trabalho cientifico do evento (Apéndice D). Os
resultados obtidos através da validagdo do método e a relagao custo-beneficio do mesmo, foi
apresentado no IV Encontro de Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
UFSM, recebendo distingdo como melhor poster na Area | (Certificado apresentado no
Apéndice E).

4.3.1 Estudo das condic¢des cromatograficas e desenvolvimento do método

O desenvolvimento de um método analitico € uma etapa que exige um estudo prévio
dos analitos de interesse, a fim de avaliar as condi¢fes experimentais necessarias. A deteccdo
espectrofotométrica por arranjo de diodos (DAD) foi escolhida, principalmente devido a
vantagem de baixo custo quando comparado a detectores como o espectrémetro de massas 0
qual, ainda que apresente vantagens indiscutiveis, apresenta um alto valor de manutencéo e
nem sempre esta disponivel em laboratoérios de controle de qualidade. Além disso, a deteccdo
por DAD possui como vantagem a determinacdo da pureza do pico, 0 que aumenta a
especificidade da determinacao.

Como pode ser visualizado na Figura 14, as moléculas dos compostos de interesse
apresentam grupamentos cromoforos, o que possibilitou o uso da detecgdo por arranjo de
diodos de forma direta, sem necessitar de etapas subjacentes, como 0 uso de agentes

derivatizantes.
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Figura 14 - Estrutura molecular dos analitos de interesse para o desenvolvimento do método.
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Fonte: Do autor.
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Na determinacdo do comprimento de onda adequado para cada analito, foi realizada
varredura do espectro de absor¢do entre 200 a 400 nm, resultando na selecdo dos
comprimentos 254 e 263 nm. O clembuterol apresentou um maximo de absor¢do em 254 nm,
enquanto os outros nove adulterantes apresentaram maior absorvancia em 263 nm (Figura 15).

Inicialmente, o estudo foi proposto para a investigacdo de duas classes farmacoldgicas:
I) estimulantes sexuais (ioimbina, vardenafil, sildenafil e tadalafil); 1) anabolizantes
(clembuterol, testosterona e propionato de testosterona). Contudo, na fase de estudos dos
interferentes do método, foi possivel a insercdo de uma terceira classe, os diuréticos
(hidroclorotiazida, espironolactona e furosemida) sem afetar a distribuicdo na corrida
cromatografica dos analitos previamente estudados. O interesse por tais adulterantes se deu a
partir dos apelos comerciais declarados pelos fabricantes, ou seja, frases ou publicidades que
poderiam induzir a presenca de tais fa&rmacos nos suplementos alimentares. Além disso, a
presenca de diuréticos em suplementos alimentares vem sendo amplamente reportada na
literatura (ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016; BROWN, 2017a).
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Figura 15 - Espectros absorgéo ultravioleta dos analitos de interesse para o presente estudo.
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A otimizacdo do método é uma etapa que exige o conhecimento da polaridade dos
analitos a serem estudados, considerando também a complexidade da matriz em que seréo
analisados. Devido a polaridade variavel para cada composto, a fase reversa foi a ferramenta
de escolha, mais especificamente constituida de octadecil ou C18, com diametro de particula
relativamente pequeno (2,7 pum). Além da interagdo dos analitos com os sitios de forma
especifica, fases estaciondrias com didmetros pequenos permitem corridas cromatograficas
mais rapidas e baixa detectabilidade (ORTIZ; ANTUNES; LINDEN, 2010).

Para a otimizacdo da fase movel foi aplicado um sistema de gradiente constituido de
duas fases, uma aquosa e outra organica. Para o estudo da fase aquosa, foram investigados a
eluicdo dos anabolizantes e estimulantes sexuais em &cido fosforico 0,1% (v/v), &cido acético
0,1% (v/v), &cido férmico 0,1% (v/v), formiato de am6nio 100 mM e acetato de amdnio 100
mM, diluidos em &gua ultra pura. A acetonitrila foi utilizada como modificador organico e o
gradiente de fases foi linear variando de 0 a 100% de acetonitrila em 25 minutos, a uma
temperatura de 24 °C e fluxo isocratico de 1,0 mL/min. Conforme observado na Figura 16, o
acido formico foi o solvente que apresentou melhor desempenho para a eluicdo dos
compostos, com tempos de retencdo menores, alta resolucdo e menor capacidade de

danificacdo da vida atil do equipamento.

Figura 16 - Demonstracdo dos tempos de retencdo para cada analito obtido através do estudo
de Fase Mdvel A. Condic¢Bes do método: 0-100% Fase mével B (acetonitrila) por
25 minutos, a 24 °C, fluxo 1,0 mL/min.
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Posto isto, a concentracdo do &cido formico (1%, 0,1% ou 0,01% v/v) na fase aquosa
também foi investigada. A Figura 17 apresenta a sutil diferenca nos tempos de retencdo dos
analitos conforme a concentracdo de acido variava, sendo que 0,1% (v/v) de &cido férmico
apresentou um tempo de eluicdo dos compostos menor quando comparado as outras

concentragdes, bem como melhor eficiéncia na separacgao dos analitos.

Figura 17 - Demonstracdo dos tempos de retencdo para cada analito obtido atraveés do estudo
da concentracdo de Acido Férmico como Fase Mdvel A. Condi¢des do método: O-
100% Fase movel B (acetonitrila) por 25 minutos, a 24 °C, fluxo de 1,0 mL/min.
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Fonte: Do autor.

Metanol, acetonitrila e tetrahidrofurano (THF) foram avaliados como modificadores
organicos da fase movel. O metanol elevou a pressdo do sistema cromatografico, o que
poderia afetar a vida util da bomba e da coluna de separacdo, enquanto que o THF diminuiu a
sensibilidade dos analitos uma vez que apresentava comprimento de absorcdo proximo aos
compostos estudados. Dessa forma, a acetonitrila demonstrou ser uma boa alternativa como
constituinte da fase organica.

Outras condigdes especificas também foram avaliadas, como a temperatura de analise,
volume de injecéo e fluxo da fase movel durante a analise. Entre as temperaturas estudadas

(15, 20, 30, 40 e 45°C), aquela que apresentou um tempo de analise menor, com melhor
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eficiéncia e sem prejudicar os sitios da fase estacionaria, foi a temperatura de 45 °C, conforme
pode ser visualizado na Figura 18.

Figura 18 - Cromatograma desmostrativo do estudo de temperatura de analise dos compostos,
monitorados em 263 nm.
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Fonte: Do autor.

Quanto aos volumes de injecdo avaliados (5, 10 e 20 pL), o volume de 10 pL
proporcionou picos de formato gaussiano com areas maiores e reprodutiveis.

Por fim, foram estudados o fluxo da fase moével e diferentes gradientes de composicao
entre as fases aquosa e organica, de forma que a separacdo cromatografica apresentasse uma
boa resolucdo entre os analitos de interesse, com o menor tempo de analise possivel. As
condi¢cdes otimizadas para o gradiente de fluxo e de composicdo de fase movel estdo
apresentadas na Tabela 11. Ao final de cada analise, foi atribuido um sistema de equilibrio

pos corrida para retornar as condigdes iniciais do método.
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Tabela 11 - Condic¢Ges cromatograficas do método proposto para a determinagdo de fa&rmacos
adulterantes por HPLC-DAD

Tempo (min) A% B%  Fluxo (mL.min™)

0 85 15 1.2
1 80 20 1.2
2 40 60 1.2
2,5 30 70 1.2
3,5 0 100 1.3
4 0 100 2.0
4,5 85 15 1.2

A = Acido formico 0,1%; B = Acetonitrila; Temperatura de 45 °C; Coluna Poroshell 120 Agilent® 4.6 x 50 mm,
2.7 um; Monitoramento dos dados em 254 e 260 nm.
Fonte: Do autor.

A Figura 19 apresenta o cromatograma final para a determinacdo dos analitos de
interesse, onde é possivel observar a separacdo dos dez adulterantes em menos de cinco
minutos. O tempo de analise € um fator importante a ser considerado para métodos de
screening no controle de qualidade de suplementos alimentares. Métodos rapidos possibilitam
liberacdo de laudos de forma imediata, permitindo a suspensdo da comercializacdo de
produtos suspeitos. Adicionalmente, apesar da utilizacdo de uma coluna cromatogréafica de
tamanho de particula relativamente pequeno, a pressdo durante as analises ndo ultrapassou

200 bar, possibilitando a transposi¢cdo do método para equipamentos de HPLC convencionais.
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Figura 19 - Cromatograma de separacdo dos adulterantes a 10 pg/mL. Condigdes
cromatograficas: fase mével A 0,1% de acido férmico, fase mével B acetonitrila,
coluna C18 Poroshel 120, temperatura 45°C.
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tadalafil, (8) testosterona, (9) espironolactona, (10) propionato de testosterona. Fonte: Do autor.

4.3.2 Validacdo do método por HPLC-DAD proposto

A validacdo do método foi baseada em diretrizes da Anvisa e as condi¢fes foram
avaliadas segundo os critérios da AOAC para suplementos alimentares (AOAC, 2003;
BRASIL, 2017b). A escolha destes guias de validacdo foi devido ao fato da Anvisa ser a
agéncia reguladora desses produtos no Brasil, e a AOAC disponibilizar parametros
internacionais de validagdo em matrizes de suplementos alimentares. Conforme exposto
anteriormente, o0 método foi inicialmente desenvolvido com o propdsito de determinacdo dos
estimulantes sexuais e anabolizantes em suplementos alimentares. Entretanto, durante o
estudo da seletividade do método, foi possivel a insercdo de trés farmacos representantes da
classe dos diuréticos, de forma que nao interferissem no sinal dos analitos ja estudados.

Com base nos adulterantes encontrados em suplementos alimentares pelo FDA, as
outras classes farmacoldgicas como anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos, laxantes e
estimulantes do sistema nervoso central foram avaliadas como possiveis interferentes do
método (TUCKER et al., 2018). Entre os compostos analisados, a cafeina, um composto
presente na matriz de alguns suplementos alimentares, apresentou uma interferéncia

significativa no sinal da hidroclorotiazida (Figura 20).
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Figura 20 - Cromatograma demonstrativo da interferéncia da cafeina na hidroclorotiazida.
Condicbes cromatograficas: fase movel A 0,1% de acido férmico, fase mével B
acetonitrila, coluna C18 Poroshel 120, temperatura 45°C.
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Fonte: Do autor.

Devido as caracteristicas da instrumentacdo e do método proposto, a confirmacéo da
presenca de cafeina ou hidroclorotiazida pode ser realizada de duas maneiras: 1) através da
analise de pureza do pico realizada pelo préprio software a fim de confirmar a presenca de um
dos dois compostos; Il) Separacdo dos picos a 20 °C, uma vez que diminuindo a temperatura,
aumenta a interacdo dos compostos com o preenchimento da fase estacionaria. Tantos 0s
espectros dos dois compostos, quanto a separacao a 20 °C podem ser visualizados nas Figuras
21 e 22.
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Figura 21 - Espectros de absor¢édo da cafeina e hidroclorotiazida. Condigdes cromatogréaficas:
fase mével A 0,1% de &cido formico, fase mével B acetonitrila, coluna C18

Poroshel 120, temperatura 20°C.
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Figura 22 - Cromatograma de separacdo da cafeina e hidroclorotiazida. CondicGes
cromatograficas: fase moével A 0,1% de acido férmico, fase movel B
acetonitrila, coluna C18 Poroshel 120, temperatura 20°C.
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Fonte: Do autor.

Uma vez que a validacdo do método ocorreu a 45 °C, o teste T foi realizado para a
comparacdo da média das areas da hidroclorotiazida na analise das duas temperaturas. De
acordo com o teste, ndo houve diferenca significativa (p=0.32, p<0.05), confirmando a
hipGtese de que a temperatura de andlise ndo afeta a &rea hidroclorotiazida, mas altera a
interacdo do analito com a coluna.

Os outros compostos analisados ndo interferiram no método, seja por apresentarem
uma interagdo maior com a coluna e, consequentemente, a elui¢do ser posterior ao tempo de
analise, seja pela elevada polaridade e, dessa forma, ter baixa interagdo com a fase
estacionaria ou, até mesmo, devido a auséncia de grupamentos cromoforos.

Posto isto, na sequéncia, foram estudados a linearidade do método para cada
substancia e a elaboracdo da curva de concentracdo de acordo com as suas faixas de trabalho.
A linearidade corresponde a capacidade do método responder a variagdo de concentracdo do
analito, podendo ser representada de forma empirica com a observacgdo do sinal:resposta, ou

de forma matematica atraves da expressdo da equacgéo da reta, com valores de coeficiente de
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correlagdo maiores que 0,99 (RIBANI et al., 2004). Para a avaliagdo da linearidade do
método, foram realizadas curvas analiticas com dez concentragfes distintas para cada analito,
seguido da andlise dos pontos que corresponderiam a faixa linear dindmica. Essa analise foi
determinada conforme descrito por Ribani e colaboradores (2004), onde se constroi um
grafico da raz&o sinal/ruido vs. o log da concentracdo. A Figura 23 exemplifica como foi feita

esta analise.

Figura 23 - Gréfico demonstrativo da determinacdo da faixa linear dindmica para o
propionato de testosterona, onde no eixo y encontram-se a razdo sinal:ruido e no
eixo x 0 Log da concentracdo analisada.
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Fonte: Do autor.

Conforme preconizado pelo Guia de Validacdo para Suplementos Alimentares e
Boténicos da AOAC (2013), uma andlise visual € o suficiente para a avaliacdo da linearidade
junto a um coeficiente de correlacdo maior 0,99. Os curvas analiticas foram constituidas de
seis pontos em triplicata, de acordo com a faixa linear de cada analito. As curvas analiticas de
cada substancia estudada e os seus respectivos coeficientes de correlacdo, sdo apresentadas na

Figura 24.



121

Figura 24 - Curvas analiticas para cada substancia em estudo, suas respectivas equacgdes da

reta e coeficiente de correlacéo.
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Figura 24 — Curvas analiticas para cada substancia em estudo, suas respectivas equagdes da

reta e coeficiente de correlacdo.
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Os compostos apresentaram linearidade aceitavel, visto que todos possuiam
coeficientes de correlagdo maiores que 0,99, mostrando que o método apresenta uma boa
resposta a variacdo de concentracdo (BRASIL, 2017b). Por conseguinte, foram avaliados a
capacidade do método de detectar e quantificar os analitos nas menores concentracdes. Os
limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram determinados com base na
resposta sinal:ruido 3:1 para o LOD e 10:1 para o0 LOQ nas menores concentracdes, e estao
dispostos na tabela 11.

Os limites de quantificacdo do ensaio variaram de 0,07 mg/L a 1,46 mg/L, ou seja, é
possivel identificar a presenca dos adulterantes que estiveram em faixas menores que 0s seus
LOQ, contudo ndo é possivel inferir a sua real concentracdo. Em estudos anteriores, foram
identificados a presenca de estimulantes sexuais em concentracbes 18,75 mg/g para o
tadalafil, 2,25 mg/mL de vardenafil, 2,82 mg/g para ioimbina e 1,46 mg/g de sildenafil
(MURATT et al., 2018; POPLAWSKA et al., 2014 ZHU et al., 2005; ZOU et al., 2006),
todos encontram-se dentro dos limites de quantificacdo do método proposto.

Na Tabela 12, aléem do LOD e LOQ, € possivel verificar a Analise de Variancia
realizada com os dados obtidos, o qual demonstra que uma regressao significativa, ou seja, 0
método responde frente as mudancas de concentracdo, sem que haja um desvio da linearidade

entre as triplicatas.
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Tabela 12 - Parametros de regressao, resultados da analise de variancia e apresentacdo dos limites de quantificacdo e de deteccdo para a
determinacdo de hidroclorotiazida, ioimbina, vardenafil, sildenafil, clembuterol, tadalafil, bisacodil, testosterona, espironolactona e

propionato de testosterona.

(continua)
Paradmetros Hidroclorotiazida® loimbina® Vardenafil? Sildenafil® Clembuterol?
Faixa de concentracdo linear 0.1-10 0.1-10 0.2-10 0.1-10 0.1-10
(mg.L ™)
Inclinagéo * desvio padréo 1.7164 +0.0210 7.1101 + 0.1247 1.0982 +0.0053 0.7171 + 0.0093 1.4626 + 0.0544
Intercepto * desvio padréo -0.2274 +0.1120 -1.0366 + 0.3470 -0.1064 +0.019 -0.0466 + 0.024 -0.4784 + 0.2300
Coeficiente de correlagdo (r?) 0.9994 0.9988 0.9999 0.9993 0.9953
Anélise de variancia
Regressdo linear ° 248.25 (4.75) 844.81 (4.75) 197.59 (4.75) 61.42 (4.75) 792.32 (4.75)
Desvio da linearidade ® 0.20 (3.26) 1.30 (3.26) 0.02 (3.26) 0.05 (3.26) 1.76 (3.26)
Limites
LOQ 0.650 0.488 0.177 0.340 1.46
LOD 0.214 0.161 0.059 0.112 0.481

2 Dados obtidos a partir de trés curvas padrdes com seis pontos de analise.
b Valores em parénteses correspondem aos valores de criticos de F para P <0,05.
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Tabela 12— Pardmetros de regressdo, resultados da analise de variancia e apresentacdo dos limites de quantificacdo e de deteccdo para a
determinacédo de hidroclorotiazida, ioimbina, vardenafil, sildenafil, clembuterol, tadalafil, bisacodil, testosterona, espironolactona e
propionato de testosterona.

(concluséo)

Parametros Tadalafil Furosemida Testosterona® Espironolactona®  Propionato de testosterona?
Faixa de concentragdo 0.3-10 0.1-5 0.1-10 0.3-10 0.5-15
linear (mg.L %)
Inclinagdo + desvio padrdo 0.1140 + 0.0207 2.7327£0.1412  0.9363+0.0049 0.6069 +0.0041 0.2985 + 0.0035
Intercepto + desvio padréo -0.113 + 0.005 -0.2254 £ 0.141  -0.0621 +£0.0140 -0.1142 +0.019 0.3815 + 0.026
Coeficiente de correlagéo 0.9987 0.9991 0.9999 0.9998 0.9994
(r?)
Anaélise de variancia
Regressio linear ? 741.48 (4.75) 915.10 (4.75) 19481.15 (4.75)  986.47 (4.75) 3328.17 (4.75)
Desvio da linearidade 1.22 (3.26) 0.04 (3.26) 2.72 (3.26) 0.23 (3.26) 2.34 (3.26)
Limites
LOQ 0.479 0.070 0.149 0.315 0.883
LOD 0.158 0.020 0.049 0.104 0.290

2 Dados obtido a partir de trés curvas padrdes com seis pontos de analise.
b Valores em parénteses correspondem aos valores de criticos de F para P <0,05.
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Outras etapas da validacao foram realizadas a fim de verificar a capacidade do método
em responder de forma precisa para anélises realizadas em diferentes dias, ou durante injecGes
repetitivas e a influéncia da matriz na analise. A precisdo intermediaria corresponde a
capacidade de que o mesmo método, no mesmo laboratério e nas mesmas condicdes ira
fornecer os mesmos resultados, independente do dia (RIBANI et al., 2004). A repetibilidade
demonstra as variagdes do método para sucessivas analises ou experimentos, ou seja, caso
uma mesma amostra fosse determinada dez vezes, as repostas obtidas seriam semelhantes
(MILLER; MILLER, 2005). De acordo com a AOAC (2013), tanto a precisao intermediaria
quanto a repetibilidade, sdo mensurados em desvio padrdo relativo (DPR), com valores
aceitaveis de até 10%. Os resultados obtidos com o presente método, descritos na Tabela 13,
encontram-se dentro dos limites preconizados.

A recuperacdo do método corresponde a proporc¢do de substancia de interesse presente
na amostra capaz de ser determinada pela metodologia proposta. Ela foi determinada a partir
da adicdo de uma concentragdo conhecida da substancia quimica de referéncia (SQR) em uma
matriz de suplemento alimentar limpa, ou seja, que nao apresentava interferéncias ao método.
Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 13 e estdo de acordo com os limites aceitos,
que vao de 80 a 115% (AOAC, 2013).
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Tabela 13 - Precisao e exatidao instrumentais do método UHPLC-DAD desenvolvido

] Repetibilidade (n = 6, RSD %) Prec[séo Intermediaria (n = 6, RSD %)
Area do pico Area do pico Tempo de
cromatografico cromatografico retencdo Recuperacéo (%)

Tempo de retengéo

Analito - - - P
Nivel de concentragdo® Nivel de concentragdo? Nivel deN 1 Nivel deN 1 (n=3, RSD%)
concentracdo concentracdo
Baixo Intermedidrio Alto  Baixo Intermediario Alto  Intermediério Intermedidrio
Hidroclorotiazida 0,3 1,3 0,7 0,1 0,0 0,4 2,6 0,2 87,1-115,8 (9,2)
Clembuterol 2,6 1,0 0,1 0,0 0,1 0,2 1,3 0,0 96,4 - 111,9 (4,9)
loimbina 8,5 1,6 6,4 0,0 0,0 0,1 6,5 0,1 85,2 -111,3 (10,7)
Vardenafil 0,9 1,0 1,0 0,1 0,0 0,0 2,3 0,1 93,1-114,8(8,8)
Sildenafil 0,2 1,4 0,1 0,0 0,0 0,0 1,5 0,2 92,2-115,0(9,1)
Furosemida 0,6 0,9 0,6 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 91,6 - 115,1 (8,4)
Tadalafil 0,9 0,8 0,6 0,0 0,0 0,0 3,2 0,1 81,2 -115,2 (10,5)
Testosterona base 55 1,0 0,7 0,0 0,0 0,0 5,0 0,0 96,2 — 115,2 (5,5)
Espironolactona 34 2,1 0,2 0,0 0,0 0,0 4,2 0,3 91,8 -109,3 (5,9)
Propionato de testosterona 6,4 3,1 0,5 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 85,8 — 114, 8 (10,4)

1 Nivel de concentragéo baixo igual a 2 vezes o LOQ de cada analito; nivel intermediario igual a 5 vezes o LOQ; e nivel alto igual a 8 vezes o LOQ.
2 O desvio padrdo relativo é calculado entre as recuperacdes obtidas para uma triplicata das substancias quimicas de referéncia na matriz de suplemento alimentar.
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Concomitante ao estudo da recuperacdo do método, foi realizado o estudo da
recuperacdo da extragdo da amostra. O ensaio foi realizado em duas etapas, a primeira que
constituiu da diluicdo tanto da SQR quanto do suplemento em estudo em Metanol: Acetonitrila
1:1 (v/v), seguido de filtracdo em algoddo umidificado com diluente e posterior filtracdo em
membrana regenerada. A recuperacdo do método de extracdo descrito anteriormente foi
comparado com a diluicdo em acetonitrila seguida das mesmas etapas ja descritas. Os
resultados comparativos entre a recuperacdo do método e a recuperacdo da extracdo estdo

dispostos na Figura 25.

Figura 25 - Comparacdo entre diferentes solventes para a extracdo dos analitos de interesse da
amostra de suplemento alimentar. Os resultados estdo expressos em percentual de
recuperacao.

Recuperacao (%)

= Extracdo comMeOH:ACN Extracdo com ACN

Fonte: Do autor.

Conforme os resultados obtidos, a extracdo com a mistura de solventes de acetonitrila
e metanol foi mais eficiente do que a diluicdo com somente acetonitrila. Esse fato se deve
provavelmente as caracteristicas de solubilizacdo dos compostos em estudo, uma vez que
apresentam diferentes polaridades.

Por fim, foi realizado o estudo da robustez, observando a capacidade do método em
responder a pequenas variagdes. A robustez foi realizada para temperaturas de 40 °C e 50 °C,
concentragdo de &cido formico 1,0 e 0,01% e a vazéo do fluxo de anélise de 1,0 e 1,5 mL/min.
Os resultados foram expressos de acordo com o0s desvio padrdo de cada parametro. Os dados

fornecidos por este estudo estdo dispostos na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados obtidos para os estudo de robustez do método, mediante a variacdo de
temperatura, concentracdo da fase mdvel A e fluxo de analise.

Temperatural Concentracao de Vazao do fluxo da
. HCOOH! fase movel!
Analito 15 10
50°C 40°C 1,0% 0,01% . i
mL/min mL/min
Hidroclorotiazida 0,06 0,04 0,18 0,11 0,18 0,11
Clembuterol 0,12 0,11 0,11 3,01 0,32 0,14
loimbina 0,04 0,04 0,08 0,14 0,30 0,19
Vardenafil 0,18 0,15 0,25 0,25 0,20 0,18
Sildenafil 0,24 0,20 0,23 0,17 0,20 0,18
Furosemida 0,12 0,10 0,20 0,19 0,20 0,19
Tadalafil 0,01 0,01 0,04 0,06 0,20 0,21
Testosterona 0,06 0,05 0,05 0,00 0,21 0,23
Espironolactona 0,02 0,02 0,21 0,24 0,21 0,24
Propionatode ) g 0,02 0,09 0,01 0,07 0,44

testosterona

! Dados obtidos através do desvio padréo para medicGes realizadas tanto para cima quanto para baixo em relagdo
ao tempo de retencéo do analito.
Fonte: Do autor.

A validacdo do método é um passo importante a fim de garantir que 0 mesmo é capaz
de identificar e quantificar, de forma precisa e exata, as substancias de interesse, sem sofrer
influéncia da matriz ou de outros compostos (DECONINCK et al., 2015). Dados ndo
confiaveis, principalmente para identificacdo de adulterantes em suplementos alimentares,
podem acarretar em grandes problemas analiticos (RIBANI et al., 2004). Resultados falsos
positivos, onde a presenca do adulterante ndo é confirmada, provocaria prejuizos a industria,
além da diminuicdo da credibilidade do laboratorio de andalise. Por outro lado, resultados
falsos negativos atingem diretamente o consumidor, visto que o adulterante esta presente nos
produtos, porém nao foi possivel identifica-lo, acarretando em maleficios a satde de quem os
consomem.

Considerando individualmente as classes farmacoldgicas dos estimulantes sexuais,
diureticos e esteroides anabolizantes, dentre os estudos disponiveis na literatura de
investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares por cromatografia liquida com
deteccdo por massas (LC-MS/MS), o tempo de analise variou de 5 a 60 minutos
(VACLAVIK; KRYNITSKY; RADER, 2015) enquanto que no método proposto, € possivel

realizar investigacdo de 10 substéncias ndo permitidas em suplementos em apenas 5 minutos.
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Além disso, nenhum método disponivel apresentou a determinacdo simultanea dos 10
elementos aqui estudados (GUO et al., 2015; KIM et al., 2017)

O método proposto foi validado de acordo com a diretrizes da Anvisa (2017), e teve
seus requisitos atendidos de acordo com as diretrizes para a validacdo de suplementos
alimentares AOAC (2013), demonstrando ser um método sensivel, especifico e confiavel para

a aplicacéo proposta.

4.3.3 Screening e quantificacdo de adulterantes em amostras de suplementos alimentares

As vantagens das analises envolvendo o HPLC-DAD frente aos outros métodos
disponiveis para a investigacdo de adulterantes em matrizes complexas sao relevantes do
ponto de vista analitico e financeiro. Tal importdncia se deve aos pequenos volumes de
amostra que sao requeridos para a analise, a varredura de espectros que possibilita a deteccéo
de analitos com diferentes comprimento de onda de absor¢édo e a extracdo da pureza de pico
que o torna uma ferramenta de grande valia do ponto de vista de seletividade, uma vez que
permite avaliar o grau de similaridade entre o pico detectado na amostra e o pico do padréo
referente. Além disso, por se tratarem de matrizes complexas, tratamentos extensivos da
amostra requeridos em outras técnicas, como extracdes de fase solida, aqui sdo dispensaveis
(PASCALI et al., 2018).

O método proposto e validado foi aplicado para a identificacdo de possiveis
adulteracbes em suplementos alimentares comercializados no Brasil. Conforme descrito
anteriormente, algumas amostras adquiridas encontravam-se irregulares no Brasil, devido a
facilidade que o comércio virtual representa. Tal irregularidade se caracterizava pela presenca
de substancias ndo autorizadas, erros de rotulagem e uso de alegacGes indevidas.

A fim de diminuir possiveis efeitos de matriz e, consequentemente, retirar impurezas
que ndo fossem relevantes a analise, foi necessario a realizacdo de um breve tratamento da
amostra. Conforme estudos anteriores (DAL MOLIN, 2016; DAL MOLIN et al., 2019b) e 0
estudo da extracdo das SQR, a massa referente ao peso medio das amostras foi diluida em
metanol:acetonitrila 1:1 (v/v), seqguido de um filtracdo em algod&o umidificado para a retirada
de solidos grosseiros e, entdo, filtrado em membrana regenerada com porosidade de 0,45 pum.
Por fim, a amostra foi injetada no sistema cromatografico, diluida na préopria fase movel até a
concentragdo desejada. Apesar de se tratar de uma extracdo simples, 0 mesmo demonstrou-se
eficiente com relacdo aos efeitos de matriz, uma vez que ndo afetou na analise dos picos

cromatograficos de interesse.
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Para a identificacdo de adulterantes na amostra, um screening prévio foi realizado a
fim de selecionar aquelas que apresentavam sinais cromatograficos suspeitos de adulteracgéo.
A confirmacdo da presenca de adulterantes foi analisada de duas maneiras: 1) comparando 0s
tempos de retencédo do possivel adulterante com o tempo de retencdo da substancia quimica de
referéncia; 1) comparagéo dos espectros de interesse com o espectro padrdo. A extragcdo da
pureza de pico foi atribuida pelo software através do indice de similaridade. Foram
confirmadas as adulteracGes com valores de similaridade maior que 0,7, podendo inferir que o
pico cromatografico de interesse apresenta 70% de semelhanca tanto de espectro quanto no
tempo de retencdo quando comparado ao pico cromatografico da substancia quimica de
referéncia (SQR). A Figura 26 demonstra a comparacdo de espectros do pico sugestivo da
presenca de propionato de testosterona em uma amostra sobreposto com a SQR utilizada na
validacao do método.

A quantificacdo dos adulterantes foi realizada através do método de adi¢do de padréo,
em que uma concentragdo conhecida do adulterante foi adicionado na amostra. Das 44
amostras analisadas, 15,90% (n=7) possuiam pelo menos um adulterante em sua composicéo,

como pode ser observado na Tabela 15.

Figura 26 - Comparativo entre os espectros do pico sugestivo do propionato de testosterona
na amostra (linha sélida) e do padrdo de propianoto de testosterona (linha
pontilhada).

Amostra

"""" Padrao
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nm

Fonte: Do autor.
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Tabela 15 - Suplementos alimentares suspeitos de adulteracéo e a relacdo de similaridade entre as substancias investigadas e os padroes.

e Dose diaria Al x
Identificacéo I : Substéancias Lo , Concentragdo Dose
da amostra ngredientes recomendada encontradal Similaridade por DDR terapéutica
(DDR)
S1 Cafeina 420 mg 2 capsulas Hidroclorotiazida 0,95 214,7 mg 25 a 200 mg
Cafeina, carbonato de calcio, maltodextrina, estearato de . H|droclorot!a2|da 0,95 122,75mg 252200 mg
S2 ’ magnésio dié;<ido de silicio ' 3 capsulas Furosemida 0,89 38,38 mg 20a 80 mg
' Espironolactona 0,91 51,90 mg 25 a 200 mg
Guarané em po, laranja amarga em pd, cha Camellia sinensis
S3 sollvel, gengibre em po, raiz-forte em po, pimenta vermelha 590 Clembuterol 0,91 23,05 mg n.e.
em po
Guarand (Paullinea cupana L., sementes), erva mate (llex loimbina
paraguariensis St. Hill., folhas e talos), banana-prata (Musa 0,78 180 mg 54mga
S4 paradisiaca L., frutos), cha verde (Camellia sinensis L., 30 Propionato de 16,2 mg
folhas), ché branco (Camellia sinensis L., folhas), cha preto testosterona 0,85 19,30 mg 5a20 mg
(Camellia sinensis L., folhas), limédo (Citrus limmonia Osbeck)
Fosfato monocalcio, carbonato de célcio, pirofosfato férrico,
cloreto de sodio, fosfato de magnésio, sulfato de zinco, sulfato
de cobre, sulfato de manganés, selenito de sddio, iodeto de
S5 potassio, sulfato de potassio, acetato de retinol, colecalciferol, 30g Sildenafil 0,81 12,86 mg 25a 100 mg
acetato de tocoferol, tiamina, riboflavina, &cido ascorbico,
nicotinamida, piridoxina, &cido foélico, cianocobalamina,
biotina, pantotenato de célcio, extrato de soja, lecitina de soja
S6 Maltodextrina 1 comprimido Tadalafil 0,99 11,51 mg 10 a 20 mg
57 Arginina, zinco, selénio, trichilia catigua juss, xarope de Coffea 2 capsulas Propionato de 0,82 15,58 mg 5 220 mg

arabica, Solanum sessiliflorum, taurino testosterona

! Resultado obtido através do método validado para a investigacdo de adulterantes em suplementos alimentares.

2 Dados fornecidos pelo software EZchrom® através da comparagéo de espectros e tempo de retencdo entre amostra e padrdes. Valores aceitaveis acima de 0,7.
n.e. — Ndo encontrado

Fonte: Do autor
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A ioimbina, presente na amostra S1 (Tabela 14), é um alcaloide indolquilaminico que
atua como inibidor da enzima monoamina oxidase (SVORC; KALCHER, 2014). Seu uso se
popularizou como afrodisiaco e estimulante sexual, contudo a sua seguranca e eficacia no
tratamento da disfuncdo erétil, quando comparado aos inibidores da PDE-5, é limitada
(COHEN et al., 2016). Por penetrar facilmente no sistema nervoso central, esse alcaloide
produz um complexo padrdo de respostas com doses menores do que aquelas requeridas para
produzir bloqueio alfa-adrenérgico. Estas incluem antidiurese e excitacdo central incluindo
hipertensdo e taquicardia, aumento da atividade motora, irritabilidade, vertigem, nervosismo
e, até mesmo, alucinagbes (ZHANG et al., 2010). No Brasil, a ioimbina ndo encontra-se na
lista de substancias autorizadas em suplementos alimentares (BRASIL, 2018Q).

Entre os esteroides anabolizantes detectados nas amostras analisadas, estdo o
clembuterol e o Propionato de testosterona. O clembuterol é um halogenado da feniletilaminas
mundialmente reconhecido como anabolizante devido ao seu efeito de aumentar massa
muscular e reduzir o percentual de gordura corporal (LIU et al., 2011). Classificado como um
[B-agonista, o clembuterol ¢ uma substancia ativa oralmente, de acdo prolongada e que
apresenta diversos efeitos adversos como taquicardia, palpitacdo cardiaca, nervosismo,
tremores musculares e confusdo, os quais podem piorar com uso a longo prazo. Nos Estados
Unidos, o uso do clembuterol é aprovado somente em animais, para a obstru¢do de vias
aereas, contudo, devido aos diversos casos de incidentes ocasionados, seu uso foi proibido em
animais utilizados na preparacdo de alimentos (PAWAR; GRUNDEL, 2017; YAN et I.,
2014). O propionato de testosterona, encontrado nas amostras S4 e S7, é amplamente
utilizado em terapias de reposi¢cdo androgénica em homens hipogonadais. Algumas farmécias
de manipulacao brasileiras sugerem o consumo de propionato de testosterona por via oral, em
doses que variam de 5 a 20 mg por dia, mesma faixa de concentracdo em que o adulterante foi
encontrado nas amostras analisadas. Contudo, mesmo com a insercao do éster na posicao 17
da testosterona, essa molécula ainda sofre efeito de primeira passagem, o que diminui a sua
eficacia JOCKENHOVEL, 2004). Embora seja um medicamento sujeito a controle especial,
medicamentos falsificados contendo esteroides androgénicos anabolizantes sdo encontrados
no mercado negro, o que acaba possibilitando a adigdo dos mesmos como adulterantes em
suplementos alimentares (NEVES & CALDAS, 2017; CHO et al., 2015).

Os diuréticos sao classificados como substancias proibidas pela WADA, uma vez que
sdo utilizados para perda de peso e podem mascarar a presenca de outros agentes na urina por
diluicdo (WADA, 2018). A adulteracdo com diuréticos em suplementos alimentares ¢ uma

pratica recorrente, principalmente entre os produtos que apresentam o apelo comercial de
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“agdo diurética” (CIANCHINO et al., 2008; ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016;
NEVES; CALDAS, 2017). Em estudos anteriores, a hidroclorotiazida foi encontrada em
suplementos de origem natural nas concentragcdes subterapéuticas, como 2,4 mg/g, e nas
concentracdes terapéuticas, como 45 mg/g (CARVALHO et al., 2013; MOREIRA et al.,
2013). Nas amostras analisadas, considerando as recomendacdes apresentadas nos rotulos, a
ingestdo de hidroclorotiazida atinge cerca de 215 mg por dia na amostra S1 e 122 mg na
amostra S2, sendo que a dose terapéutica deste farmaco é de 50 a 100 mg por dia. Doses
elevadas de diuréticos podem levar a desidratacfes severas e perdas de eletrolitos que podem
até mesmo serem fatais (YEN; EWALD, 2012). A presenca de mais de um farmaco diurético
em um mesmo produto também ja foi observada em trabalhos anteriores (MULLER et al.,
2018a), assim como na amostra S2, a qual foi possivel detectar trés diuréticos. A mesma era
descrita como “fat burnner weigth loss supplementation”, alegacdo ndo permitida em
suplementos alimentares, de acordo com as novas diretrizes da Anvisa (BRASIL, 2018g).

A presenca ilegal de inibidores da fosfodiesterase-5 (PDE-5) pode acarretar sérios
danos a saude do consumidor de suplementos alimentares, uma vez que o sildenafil apresenta
reacdo cruzada com a PDE-6, localizada na retina, e o tadalafil apresenta reacdo cruzada com
PDE-11 presente no musculo esquelético. Essas reacfes cruzadas podem promover disturbios
e anormalidades visuais, enquanto que a reacdo cruzada com PDE-11 pode resultar em
mialgia e dor na regido lombar, além dos efeitos adversos ja conhecidos atribuidos ao
consumo destes medicamentos (ZUNTAR et al., 2018). A Figura 27 representa duas amostras

(S6 e S7) com picos cromatogréaficos indicativos da presenca de sildenafil e tadalafil.

Figura 27 - Cromatograma dos picos sugestivos de adulteracdo por sildenafil na amostra S6
(a) e tadalafil na amostra S7 (b), com sobreposi¢cdo dos espectros.
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Fonte: Do autor.
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Nas amostras positivas para a presenca de adulterantes foram observadas
caracteristicas semelhantes, como 1) Cinco das setes amostras eram produtos importados; I1)
Seis das sete amostras foram adquiridas por outros meios de comercializacdo que ndo eram
lojas virtuais especializadas (midias sociais e mercado clandestino); Ill) Seis das sete
amostras ndo continham SAC, nem responsavel técnico; 1VV) Todas as amostras apresentavam
alegacdes que induziam acdo farmacoldgica. Com isso, é possivel inferir que a maior
probabilidade de adulteracfes estdo presentes nos produtos que chegam de alguma forma
clandestina no Brasil ou entdo, que estdo ligados de forma indireta com o contrabando ilegal
de farmacos nas fronteiras. A Figura 28 representa as principais vias de entrada e distribuicéo
dos suplementos alimentares adulterados no Brasil, com base nas informacoes
disponibilizadas pela Receita Federal através da Lei de Acesso a Informacdo. Na Figura 28
sdo apresentadas trés provaveis situacdes de distribuicdo dos produtos adulterados no pais, I)
0 suplemento adulterado chega de forma clandestina através de portos; 11) medicamentos
falsificados s&o adicionados nos suplementos alimentares antes de chegar a fronteira para
depois ser distribuido e 111) o suplemento é adulterado no Brasil deliberadamente para entéo

ser comercializado.

Figura 28 - Portas de entrada dos suplementos alimentares no Brasil. 1) Através da fronteiras e
portos, 1) Adicionados de medicamentos falsificados e distribuidos, IlI)
Adulteracédo proposital para entdo comercializagéo.

Fonte: Do autor.
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Nos Estados Unidos, entre os anos de 2007 a 2016, o FDA identificou 776
suplementos alimentares contendo ingredientes ndo permitidos. Entre os adulterantes mais
frequentes estdo os estimulantes sexuais e os esteroides anabolizantes (TUCKER et al., 2018).
Embora a Anvisa ja tenha emitido diversos alertas quanto a qualidade de alguns produtos, ndo
é possivel inferir o nimero oficial de suplementos adulterados apreendidos no Brasil
(BRASIL, 2012; 2016a). Neste estudo, foi possivel a aquisicdo de sete amostras adulteradas,
atraves de websites brasileiros, uma ferramenta de facil acesso por parte dos consumidores.
Este fato ressalta ainda mais a importancia do desenvolvimento de métodos analiticos de
confianga que possibilitem e investiguem a presenca de substancias ndo autorizadas em
suplementos alimentares. Além do mais, devido aos problemas financeiros que os paises
subdesenvolvidos enfrentam, € praticamente inviavel investimentos em equipamentos como o
LC-MS/MS em laboratérios governamentais. Isto se deve ao fato que estes equipamentos
demandam de reagentes altamente purificados, mao-de-obra capacitada, laboratérios com
recursos especificos, manutences recorrentes e etapas de limpeza e pré-tratamento das
amostras, o que acaba elevando ndo somente o custo de analise, mas também o tempo quando
comparado ao método proposto. A Tabela 3 demonstra uma comparacdo qualitativa de custos
dispendidos para a anélise de adulterantes em suplementos alimentares pelo método proposto,
e por um método UHPLC-ESI-MS/MS desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa com
proposta semelhante (MULLER et al., 2019).

Tabela 16 - Comparativo de custos entre 0 método por HPLC-DAD proposto e o método por
UHPLC-ESI-MS/MS! descrito na literatura.

HPLC-DAD UHPLC-ESI-MS/MS
Equipamento US$ 30.004,50 US$ 104.545,12
Fase estacionaria? $$ $$
Reagentes® $ $$$
Preparo de amostra $ $
Manutencdo $$ $$$3$
Insumos e ferramentas $$ $38$

! Trabalho desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa, com proposta semelhante (Mdiller et al., 2019).

2 Mesma coluna cromatografica para os dois métodos.

% Para 0 método de HPLC-DAD foram utilizados reagentes P.A. ou grau HPLC, enquanto que para o método por
UHPLC-ESI-MS/MS foram utilizados reagentes grau LC.
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Considerando a aquisi¢cdo do equipamento de HPLC-DAD, insumos, manutengdes
preventivas e materiais basicos para o funcionamento de um laboratério, o custo de
implementacdo do método proposto sairia cerca de U$$ 360.000,00, o que contemplaria uma
economia de pelo menos 40% caso fosse utilizado metodologias como UHPLC-ESI-MS/MS.
Quanto a andlise de uma amostra, levando em consideragdo apenas 0s insumos e reagentes

utilizados, estima-se um gasto de US$ 7,00 por analise.

4.4 ESTUDO DA TOXICIDADE IN SILICO E CITOTOXICIDADE IN VITRO DOS
SUPLEMENTOS ALIMENTARES ADULTERADOS

Os resultados parciais desse capitulo foram apresentados no XX Congresso
Farmacéutico de Séo Paulo de 2019, recebendo o prémio de melhor trabalho cientifico na area
de Suplementos Alimentares e Alimentos Especiais (Apéndice F). A seguir encontram-se 0s
resultados e a discussdo que fardo parte do manuscrito a ser submetido a Environmental

Toxicology and Pharmacology, o qual encontra-se em fase de elaboracdo (Apéndice G).

4.4.1 Predicao da toxicidade in silico dos adulterantes encontrados nas amostras

Os ensaios in silico tornaram-se ferramentas auxiliares que permitem avaliar 0s pontos
de toxicidade para constituintes especificos, como flavonoides em plantas, ou como alerta
para possiveis toxicidades, como potencial mutagénico de algum farmaco, por exemplo
(LITTLE et al., 2017). Em adicdo, o consumo de suplementos alimentares vém crescendo
mundialmente, a0 mesmo passo que vem aumentando os relatos de toxicidade proveniente do
uso destes produtos. De acordo com Navarro e colaboradores (2017), os maiores agentes
presentes em suplementos alimentares indutores de danos hepaticos sdo os esteroides
anabolizantes, cha verde e suplementos contendo multiingredientes.

No Brasil, por ser recente o enquadramento legal dos suplementos alimentares, 0s
Orgaos responsaveis pela regulamentacdo desses produtos ainda ndo disponibilizaram
nutrivigilancia dos alimentos como forma de rastreio de efeitos adversos, e a mesma é pouco
reconhecida mundialmente, especialmente quando se trata desta categoria de produtos. Dessa
forma, o estudo de toxicidade in silico serviu como ferramenta priméria para avaliar se 0s
possiveis efeitos toxicos dos suplementos adulterados estudados sdo provenientes apenas do
compostos adulterantes, da matriz do produto ou de um sinergismo entre as substancias ndo

permitidas e os ingredientes declarados no rotulo.
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Para a avaliacdo dos riscos de toxicidade in silico, optou-se pelo estudo dos farmacos
adulterantes encontrados nas amostras, de acordo com a Tabela 15, juntamente com a cafeina,
composto este presente em cinco das sete amostras adulteradas. Portanto, foram investigados
0s riscos de mutagenicidade, carcinogenicidade, cardiotoxicidade, irritacdo da pele, toxicidade
do sistema reprodutivo, hepatotoxicidade e citotoxicidade atravées de cinco plataformas online.
Foram atribuidas uma escala de toxicidade com base nos dados obtidos, para melhor
visualizacdo dos riscos. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 17, todos os
compostos, com excecdo da furosemida, apresentam uma alta probabilidade de toxicidade.

De acordo com Dearden (2003), o estudo in silico permite a avaliacdo da toxicidade
antes mesmo da sintese de novas moléculas, o que auxilia na prevencao de eventuais falhas ou
efeitos adversos do farmaco. A predicdo ocorre basicamente através da relacdo estrutura-
atividade, o que muitas vezes acaba por atribuir efeitos toxicos até mesmo para medicamentos
que estdo ha muito tempo disponiveis no mercado. No presente estudo, um modelo ideal de
predicdo seria aquele que avaliaria a toxicidade da matriz dos suplementos alimentares,
juntamente com os adulterantes encontrados. Porém, devido a adicdo de multiingredientes por
parte dos fabricantes nos produtos, torna-se dificil este tipo de anélise e, portanto, fica
invidvel atribuir os resultados a um produto em especifico. Dessa forma, o estudo in vitro

serviu como ferramenta complementar para a avaliagdo da citotoxicidade das amostras.
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Tabela 17 - Predicdo da toxicidade dos adulterantes encontrados em suplementos alimentares e da cafeina, presente como composto majoritario
das amostras, obtido via simulagdo computacional.

Toxicidade
Adulterante Mutagenicidade Carcinogenicidade Cardiotoxicidade Irritacdo dosistema Hepatotoxicidade Citotoxicidade

reprodutivo

Hidroclorotiazida (+++)12345 (+++)245 (+) ND®® (+++)° (+++)12 (+++)3
Furosemida (++)L345 (+)?348 (++)* ND5 ND? (++)?2 ND?
Espironolactona ND?1345 (++)2345 (++)+4 ND® (+++)° (++)? +)?
Clembuterol (+++)14 (++)2° (+)14 ()15 (+++)° (+)12 (+)?

Propionato de
P (+)1,2,3,4,5 (++)2,3,4,5 (+)1,4 NDL° (+++)5 (+)1,2 (+)3
testosterona

Sildenafil (+)1,2,3,4,5 (+)2,3,4,5 (+)1,4 ND1,5 (+)5 (+++)1,2 n.e.

Tadalafil (++)12345 (++)%3 (++)* ND° (+)° (+++)12 (+++)°
Cafeina (+++)12345 (++)45 (++)* ND® (+++)° (+++)! (+)?

L pkCSM; 2 ProTOX; 3 Lazar; * preADMET; ® OSIRIS property explorer.
(+) baixo risco, (++) médio risco; (+++) alto risco; (ND) risco ndo detectado; (ne) ndo encontrado.
Fonte: Do autor.
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4.4.2 Estudo da citotoxicidade in vitro das amostras de suplementos alimentares

adulteradas

Inimeros casos de toxicidade relacionada aos suplementos alimentares tém sido
descrito na literatura (BROWN, 2017b), contudo ha poucos relatos que atribuam a toxicidade
aos adulterantes ou a associagdo entre eles e o suplemento. O ensaio de citotoxicidade para o
presente trabalho visou avaliar a toxicidade dos suplementos adulterados em uma faixa de
concentragdo, e a comparacdo dos resultados com a predigéo in silico a fim de avaliar se a
toxicidade € inerente & substancia adicionada ou se ha alguma relagdo entre a matriz e o
adulterante. Além do mais, ensaios que envolvam modelos de cultura celular em geral
tornam-se mais econémicos, e possibilitam uma abordagem melhor de absorcéo, distribuicédo
e metabolismo (WOLFE; LIU, 2007).

Por se tratar de um estudo pioneiro de citotoxicidade in vitro em suplementos
alimentares adulterados, foi realizado um protocolo de diluicdo adaptado das diretrizes da
Organizacdo de Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (do inglés Organization for
Economic Co-operation and development, OECD) (OECD, 2010). Inicialmente, as amostras
foram diluidas em Metanol:DMSO 1:1 (v/v) até a concentracdo de 200 mg/mL.
Posteriormente, as amostras foram diluidas em sete concentracdes em meio RPMI, variando
da faixa de 100 mg/mL a 0,0001 mg/mL, respeitando os picos plasmaticos dos farmacos
encontrados, conforme observado na Figura 29, para entdo serem adicionadas as células e

realizar os ensaios especificos.

Figura 29 - Diluicdo das amostras para estudo de citotoxicidade. Inicialmente a amostra era
diluida em Metanol:DMSO 1:1 (v/v) até a concentracdo de 200 mg/mL.
Posteriormente, a amostra foi diluida sete vezes em meio RPMI.

100 mg.mL-" 10 mg.mL-* 1 mg mL-" 0.1 mgmL-" 0.01 mgmL" 0001 mgmL' 00001 mgmL-!

200 mg.mL"

Fonte: Do autor.
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Basicamente, o ensaio de MTT avalia tanto a capacidade das células sobreviverem ao
agente em estudo, quanto de se proliferarem, de forma rapida e com alto grau de precisdo
(MOSMANN, 1983). A Figura 30 representa a viabilidade celular através do ensaio de MTT
de 24 horas de incubacdo, para as amostras adulteradas em sete concentracdes, juntamente
com os controles negativos e positivos. Quando os valores obtidos s&o significativamente
menores que o controle negativo, significa que houve morte celular. Por outro lado, valores
significativamente maiores indicam uma proliferacdo celular. Todas as amostras apresentaram
diminuicdo na viabilidade celular em pelo menos uma concentragéo, com excecdo da amostra
S3. Conforme a Tabela 15, a amostra S3 continha como adulterante o clembuterol, substancia
que apresenta baixa risco de toxicidade de acordo as predi¢BGes toxicoldgicas via modelo
computacional (Tabela 17). Além disso, no rétulo estavam declaradas algumas substancias
naturalmente antioxidantes como a Paullinia cupana e Camellia sinensis. Em um estudo
anterior, o extrato de guarana aumentou a proliferacdo celular de PBMC em 50% em
concentracdes de 10 mg/mL (ANVERSA et al., 2015), assim como nas amostras S3 e S4, que
aumentaram a viabilidade celular em concentracfes mais elevadas e também continham
extrato de guarand em sua composicao.

Por outro lado, a espironolactona, presente na amostra S2 por exemplo, induz a
apoptose celular de células mononucleada devido a supressdo na producdo de citocinas
(MIKKELSEN et al., 2006). A furosemida, também encontrada na amostra S2, em
concentracbes maiores que 102 M promovem efeitos citotoxicos direto nos mondcitos e
atividade imunossupressora sobre os mesmos (YUENGSRIGUL; CHIN; NUSSBAUM,
1999). A hidroclorotiazida (amostras S1 e S2) e o tadalafil (amostra S6), de acordo com 0s
estudos de toxicidade in silico sdo potencialmente citotoxicos, efeito esse observado apenas
em menores concentragoes.

De acordo com a classificagdo ISO 10993, sdo considerados levemente citotdxicos
quando a viabilidade celular se encontra na faixa de 80-89%, como nas amostras S1, S2, S3 e
S5, e moderadamente citotoxico quando a diminui¢do ocorre na faixa de 50-79%, como na
amostra S7 (1SO, 1999).
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No geral, é possivel inferir que todos os compostos, com excec¢do das amostras S3 e
S4, tiveram uma reducdo da viabilidade celular significativa, quando comparado com o
controle negativo. Contudo, ndo é possivel induzir efeitos severamente citotdxicos, uma vez
que ndo foram observadas diminuicdo da viabilidade celular menor que 50%.

O ensaio de coloragdo por Picogreen® para a quantificacdo das moléculas da fita
dupla de DNA (dsDNA) em solucBes, em concentragdes de até 25 pg/mL de DNA.
Basicamente, no ensaio de Picogreen® a fluorescéncia é emitida quando o reagente se liga no
dsDNA, principalmente quando o DNA ¢ atacado por alguma substancia genotoxica
(CADONA et al., 2014). O ensaio de dsDNA é considerado uma ferramenta auxiliar para
confirmar os resultados obtidos de viabilidade celular, como pardmetro de mortalidade por
lise e liberacdo do dsDNA (SIQUEIRA et al., 2018). A Figura 31 representa a quantificacdo
do dsDNA das PBMC quando colocadas em contato com as sete amostras estudadas, em
diferentes concentragdes. Foram observados danos significativos para todas as amostras
quando comparado ao controle negativo.

A amostra S7, que continha propionato de testosterona, apresentou diminuicdo da
viabilidade celular em todas as concentracBes (Figura 30), foi a mais se destacou na
quantificacdo de dsDNA em solugdo. Em contrapartida, a amostra S3, que continha
clembuterol como adulterante, ndo apresentou efeitos citotoxicos, mas foram observados
danos no DNA proporcional & concentragdo. Nos estudos realizados por modelo
computacional, o clembuterol apresentou baixo grau citotdxico, entretanto elevado risco de
mutagenicidade, o que pode ser levado em consideracdo para justificar os resultados. De
acordo com Ramanathan e colaboradores (2003), h4 uma relacdo entre substancias
mutagénicas, principalmente devido ao aumento de espécies reativa de oxigénio, e 0 aumento
de liberacdo de dsDNA

De acordo com Ledo e colaboradores (2018), a hidroclorotiazida, presente nas
amostras S1 e S2 induz dano ao DNA independente da concentracdo, substancia com elevado
risco de mutagenicidade de acordo com as predicdes de toxicidade in silico da Tabela 17. A
cafeina, presente nas amostras S1, S2, S3, S4 e S7 também apresenta alto risco de
mutagenicidade. Ainda, estudos anteriores sugerem que o sildenafil, presente na amostra S5,
interage com o DNA por meio de reconhecimento através de um mecanismo que envolve o
anel de metilpiperazina e sitios especificos do DNA, sendo que a ligacdo do sildenafil ao
dsDNA é mais pronunciada em faixas de pH de 4 a 5 (RAUF et al., 2007).
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Figura 31 — Quantificagdo do dsDNA livre em solucdo ap6s os tratamentos. Os resultados s&o
expressos em percentual do controle negativo (100%). Os dados sdo apresentados
como % do grupo controle ndo tratado (CN), expressos como média + desvio
padrdo. As andlises foram realizadas por Anova de uma via seguido do teste de
post hoc de Dunnett. Valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes. Sendo *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo uma familia de vida curta de subprodutos
altamente reativos do metabolismo do oxigénio. Eles incluem o &nion superdxido (O2*),
anion hidroxil (OH®*), e peroxido de hidrogénio (H20.). As EROs s&o geradas pelo
metabolismo de Oz nas mitocondrias por oxidases especificas, incluindo NADPH oxidase,
xanteno oxidase e enzimas metabolizadoras do acido araquiddnico (WILCOX, 2002). A
determinacdo de EROs consiste na habilidade do reagente diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCFH-DA) em atravessar a membrana celular e ser diacetilado pelas enzimas mitocondriais,
originando 2,7-diclorohidrofluoresceina. Esse produto reage com as EROS, principalmente o
H20,, produzindo DCFH, que emite fluorescéncia (SIQUEIRA et al., 2018).

A Figura 32 apresenta os resultados do ensaio de quantificacdo das EROs das PBMCS
tratadas e 0s seus respectivos controles. Entre os resultados obtidos, destacam-se as amostras
S5 e S6 que promoveram uma diminuicdo significativa nos niveis de EROs. Essas amostras
continham sildenafil e tadalafil, representantes da classe farmacol6gica dos inibidores da
fosfodiesterase-5. Os iPDE-5 sdo uma guanosina 3°,5° monofosfato ciclico hidrolase
especifica, de acdo na disfuncdo sexual. Gao e colaboradores (2017) investigaram a
diminuicdo de espécies reativas de oxigénio com um novo inibidor PDE-5, o icarisida-11 De
acordo com o estudo, esse iPDE-5 atenuou a disfungdo mitocondrial induzida por H2O> e
diminuiu a autofagia das células neuronais dos ratos por altas concentracdes de H>O2. O
icarisida-11 demonstrou ser um relevante agente antioxidante como modulador intracelular da
atividade oxidativa, efeito esse ja observado em outros representantes da classe do iPDE-5.
Conforme Perk e colaboradores (2008), o tratamento com 100 mg de citrato de sildenafil em
amostras de sangue apresentou efeitos protetivos contra o estresse oxidativo por inibicdo da
formacgdo de especies de radical livre através do aumento nas atividades da superdxido
dismutase e da catalase.

Zhou e colaboradores (2007) investigaram os efeitos dos diuréticos tiazidicos na
reducdo do estresse pela hipertensdo. Ao contrario do que se esperava, 0s tiazidicos ndo
reduziram o estresse oxidativo, nem melhoraram a funcdo endotelial por liberacdo de dxido
nitrico. Nas amostras que continham diuréticos (S1 e S2), foram observados maiores niveis de

EROs, principalmente nas maiores concentragoes.
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Apesar da cafeina ser conhecida pelo seu potencial antioxidante (DEVASAGAYAM
et al., 1996), a sua presenca na composi¢do das amostras S1, S2, S3, S4 e S7 néo inibiu a
liberacdo das espécies reativas de oxigénio. As amostras que continham farmacos de efeitos
anabolizantes na sua composi¢do, como clembuterol na amostra S3, e propionato de
testosterona na S4 e S7 apresentaram niveis de EROs significativamente maiores, quando
comparado ao controle negativo.

O ensaio de oxido nitrico tem por finalidade detectar a presenca de nitrito organico
através de reacOes especificas. O dxido nitrico (ON) é um gas lipossoluvel, produzido pelas
células do sistema imune através da acdo de enzimas denominadas 6xido nitrico sintases
(NOS) sobre o0 &cido aminado L-arginina. Em situacdes patoldgicas, em que o sistema imune
é estimulado, o ON passa a ser produzido em grandes quantidades, promovendo efeitos
citotoxicos (MATHEUS et al., 2003). A Figura 33 mostra os ensaios de ON realizados com as
amostras analisadas. Nos resultados encontrados, todas amostras promoveram liberagéo de
Oxido nitrico nas concentragcdes mais elevadas.

Como esperado, as amostras contendo iPDE-5 apresentaram liberacdo de ON nas
concentragdes mais elevadas, uma vez que eles estimulam a acdo do ON, prevenindo a
hidrélise cGMP (PERK et al., 2008). De acordo com Farquharson e Struthers (2000), a
espironolactona (amostra S2) também demonstrou aumentar a bioatividade do ON, o que é
vantajoso para pacientes com insuficiéncia cardiaca, uma vez que melhora a disfungéo
endotelial.

O estresse oxidativo celular ocorre quando espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ERNs) se acumulam em excesso no organismo. Quando o ON reage com o anion superéxido
formando peroxinitrito (ONOQO"), um poderoso agente oxidante, ocorre deficiéncia de éxido
nitrico por inativacdo, podendo acarretar em diversos maleficios como hipertensao,
proteinuria e insuficiéncia renal cronica (MODLINGER; WILCOX; ASLAM, 2004). Dessa
forma, as amostras que promoveram liberacdo de EROs e de ON, como as amostras S3, S4 e

S7 podem levar aos danos acima descrito para aqueles que os consomem.
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Figura 33 — Quantificacdo da liberacdo de oxido nitrico apos o tratamento. Os resultados sdo
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A hemdlise consiste na liberacdo de hemoglobina dos eritrocitos no plasma. A
hemoglobina liberada pode causar irritacdo vascular, anemia, ictericia e insuficiéncia renal
aguda (AMIN; DANNENFELSER, 2006). A Figura 34 apresenta os resultados do ensaio de
hemolise dos eritrocitos tratados com os suplementos alimentares adulterados.

A acdo hemolitica da testosterona € descrita hd muito tempo. De acordo com Biagi,
Guerra e Barbaro (1970) a atividade hemolitica ocorre como consequéncia da inser¢do do
esteroide na interface lipidio-aquosa da superficie dos eritrocitos. As amostras S4 e S7, que
continham propionato de testosterona, apresentaram hemolise celular significativamente
maior quando comparado ao controle negativo, nas concentragdes mais elevadas. Entre os
resultados observados, destacam-se as amostras S5 e S6, que apresentaram hemolise em quase
todas concentracfes. Em um estudo recente, foi observado que o sildenafil (amostra S5) causa
hemolise in vitro dos eritrécitos em altas concentracGes, com alteracdes significativas como
alteracdo no formato celular e reducdo no tamanho da célula (GUHA; KOHAD; BHAR,
2016). Nas outras amostras estudadas, a hemdlise foi observada apenas nas concentracdes

mais elevadas, sugerindo uma maior atencdo ao consumo desenfreado desses produtos.
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Figura 34 - Resultados da quantificacdo da hemolise dos eritrdcitos apds os tratamentos. Os

resultados sdo expressos em percentual do controle negativo (100%). Os dados

tratado (CN), expressos como

ao

média + desvio padrdo. As analises foram realizadas por Anova de uma via

tados como % do grupo controle n

sdo apresen

seguido do teste de post hoc de Dunnett. Valores com p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. Sendo *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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No geral, todas as amostras de suplementos alimentares analisadas apresentaram danos
celulares por diferente mecanismos. Quanto maior a concentragdo, mais evidente a
citotoxicidade observada. Sildenafil e tadalafil apresentaram baixo risco de toxicidade na
andlise via modelo computacional, entretanto promoveram diminuicéo da viabilidade celular e
liberacdo da fita dupla de DNA. O propionato de testosterona, presente nas amostras S4 e S7
também apresentou baixo risco nos estudos in silico, contudo, as amostras que continham este
adulterante, apresentaram danos celulares significativos em todos os ensaios. Um agravante
para os achados é o consumo irracional de suplementos alimentares e as suas associagdes com
outros produtos. Além dos riscos ja descritos acima, o abuso de suplementos alimentares pode
trazes danos imensuraveis a saude do consumidor, além de que a associacdo de consumo entre
eles produto torna-se um desafio do ponto de vista de salde publica, uma vez que a
identificacdo por parte dos 6rgdos responsaveis de substancias responsaveis por possiveis
danos ou intoxicagdes torna-se praticamente inviavel.

A Tabela 18 resume e compara alguns achados da predi¢édo de toxicidade in silico com
os resultados do ensaio de citotoxicidade in vitro. Apesar da necessidade de maiores estudos
envolvendo a matriz dos suplementos alimentares, é possivel inferir preliminarmente de que
os danos causados ndo sdo inerentes apenas a presenca dos adulterantes, mas sim de forma

conjunta entre a matriz e a substancia detectada.
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Tabela 18 - Resumo comparativo da toxicidade in silico e citotoxicidade in vitro das amostras de suplemento alimentares estudadas.

Diminuicéo
Citotoxicidade Mutagenicidade da Liberacdo Liberacéo Liberacéo .
Amostra Adulterante o o o Hemolise
in silico in silico viabilidade de dsDNA  de EROs de ON
celular
S1 Hidroclorotiazida SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM?2
Hidroclorotiazida SIM SIM
S2 Furosemida NAO SIM SIM SIM SIM SIM SIm2
Espironolactona NAO NAO
S3 Clembuterol NAO SIM NAO SIM SIM SIM SIM
Propionato de s s
S4 NAO NAO SIM SIM SIM SIM SIm2
testosterona
S5 Sildenafil NAO NAO SIM SIM NAO SIVE SIM
S6 Tadalafil SIM SIM SIM SIM NAO SIM? SIM
Propionato de ~ ~
S7 NAO NAO SIM SIM SIM SIM SIM

testosterona

1 Acgdo farmacologica esperada observada apenas em elevadas concentragdes.
2 Efeito significativo apenas nas concentragdes mais elevadas.
Fonte: Do autor.
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As informacOes obtidas nesse trabalho, ainda que necessitem de investigagoes
maiores, como estudo dos mecanismos de interacdo, avaliacdo toxicologica da matriz, entre
outras, sao suficientes para alertar os consumidores dos suplementos alimentares,
principalmente quando estes contém substancias ndo permitidas. De acordo com Roberts e
colaboradores (2019) a natureza complexa e variavel dos suplementos alimentares de origem
boténica, os relatos de efeitos adversos levaram a preocupacdes de impacto negativo a salde
do consumidor. Ainda, eles afirmam que o teste de toxicidade de grande nimero de produtos
disponiveis é inviavel devido as inimeras combinacdes e formulacGes disponiveis. Apesar de
algumas amostras apresentarem um aumento na proliferacdo celular durante o ensaio de
viabilidade celular, a genotoxicidade secundéria ndo deve ser descartada, uma vez que outros
eventos citotoxicos foram observados como, por exemplo, hemdlise celular, liberacdo de
oxido nitrico e até mesmo liberacdo de espécies reativas de oxigénio.

N&o s6 do ponto de vista toxicoldgico a presenca de farmacos preocupa as autoridades,
mas também as interacdes desconhecidas que podem ocorrer entre 0s constituintes de origem
vegetal e o farmacos. Conforme Zhou e colaboradores (2007) alguns farmacos substratos para
0 citocromo P450s e/ou glicoproteina-P, quando interagem com determinadas espécies
botanicas podem afetar significativamente na concentracdo plasmatica dos farmacos. Nesses
casos, estudos in silico e in vitro sdo ferramentas indispensaveis tanto para o desenvolvimento
de novos produtos, como para a avaliacdo de efeitos adversos correlacionados aqueles ja
disponiveis no mercado.

Por fim, a subnotificacdo dos suplementos alimentares adulterados tornou-se um
relevante problema de satde publica, pois além de dificultar o rastreio dos produtos e retirada
dos mesmos do mercado, diminuiu o conhecimento dos riscos tanto pelas autoridades
responsaveis quanto pelo consumidor. Estudos que alertem aos consumidores dos riscos que
estes produtos podem acarretar a satde, além da disponibilizacdo de alertas e ferramentas que
possibilitem identificar a qualidade dos suplementos alimentares, sejam elas analiticas,

observacionais ou descritivas sdo emergentes mundialmente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os aspectos regulatorios dos suplementos alimentares, os produtos
adquiridos demonstraram diversas nao-conformidades em comparacdo com a legislacédo
vigente, seja pelas atribuicBes ndo autorizadas e sem comprovacgdo cientifica, presenca de
ingredientes ndo autorizados ou por ferramentas publicitéarias que que divergem das diretrizes
da Anvisa. Uma das estratégias observadas para induzir o consumidor a compra é 0 uso de
apelos comerciais ndo permitidos, pois nem sempre sao comprovados cientificamente. Grande
parte das atribuicbes declaradas pelos fabricantes referem-se a efeitos ergogénicos ou
emagrecedores, 0 que ludibria o consumidor de que o produto realmente funciona. Contudo,
para a maioria dos ingredientes estudados, ndo houve comprovacdo cientifica para tais
alegacOes. Para o enquadramento legal dos produtos nas novas diretrizes serdo necessarias
diversas mudangas. Cerca de 98% (n = 43) das amostras ndo estavam em conformidade
quanto as alegac@es utilizadas nos rétulos, e 34,1% (n = 15) continham ingredientes que nao
estavam presentes na lista de substancias autorizadas em suplementos alimentares pela
Anvisa. Ainda, foi possivel a aquisicdo de dois produtos (4,5%) contendo medicamentos
anabolizantes, substancias estas proibidas em alimentos no Brasil, observando-se 0s riscos
que a aquisicao facilitada desses produtos pelo mercado virtual proporciona.

Quanto a avaliagdo da composigdo centesimal, a comparacdo entre as informagdes
contidas nos rotulos e o teores reais nao foi viavel para todas amostras. Dos 44 suplementos
alimentares adquiridos, 11,4% ndo apresentavam sequer tabelas contendo as informacGes
nutricionais e 29,5% continham a tabela nutricional, mas ndo apresentavam o0s teores dos
nutrientes exigidos pela legislacdo. Quanto aos teores de proteinas, quatro de dezesseis
amostras (25%) amostras apresentavam valores até 78,7% abaixo do declarado. J& para os
teores de lipidios, sete estavam ndo conformes com valores até 93,6% acima do declarado.
Por fim, quanto aos teores de carboidratos, 10 estavam fora dos limites permitidos por lei,
sendo que foram encontrados teores acima de 300% daquele informado no rétulo.

O presente trabalho desenvolveu e validou um método analitico sensivel, especifico e
exato para investigacdo de possiveis adulterantes em suplementos alimentares. Em cinco
minutos, o método € capaz de detectar 10 diferentes substancias ndo autorizadas em
suplementos alimentares em pequenas concentracdes. Além disso, 0 método mostrou uma
economia de até 40% quando comparado a outros métodos convencionais para este tipo de
analise, como o LC-MS/MS. O método validado foi aplicado em 44 amostras de suplementos

alimentares. Sete amostras (16%) possuiam pelo menos uma substancia ndo permitida como,
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por exemplo, clembuterol, tadalafil, hidroclorotiazida, ioimbina entre outras. A presenca
desses farmacos foi comprovada através da extracdo da pureza do pico e comparagao entre 0s
espectros. A concentracdo exata de cada analito foi calculada por meio do método de adigédo
do padrdo, confirmando-se a adicdo proposital destas substancias, uma vez que se
encontravam em doses de escala terapéutica ou acima dessas. As amostras adulteradas
apresentavam caracteristicas comuns entre si, como: o uso de alegacbes ndo permitidas,
induzindo a presenca de substancias farmacoldgicas; a grande maioria era proveniente de
outros paises, ndo continham informacdes referentes ao SAC ou responsavel técnico pelo
produto; e seis das sete amostras foram adquiridas em lojas ndo especializadas, como midias
sociais ou mercado negro virtual.

Para a avaliacdo da toxicidade das amostras estudadas, foram avaliadas as predi¢cdes
de toxicidade in silico dos farmacos encontrados nas amostras de suplementos alimentares, a
fim de comparar com os resultados obtidos na citotoxicidade in vitro. Apesar de requerer
estudos maiores, foi possivel inferir que a toxicidade dos suplementos estudados ndo deve ser
atribuida apenas a presenca dos compostos adulterantes, mas sim a uma relacdo entre 0s
multiingredientes presentes na matriz e os adulterantes encontrados. Todas as amostras de
suplementos avaliadas apresentaram danos celulares por diferentes mecanismos, com maior
destaque para as elevadas concentracGes, alertando para o consumo desenfreado desses
produtos;

A conscientizacdo da populacdo para o0 consumo indevido, e muitas vezes
inapropriado, dos suplementos alimentares € o principal alerta a ser feito, uma vez que por se
tratarem de alimentos, o consumidor acredita que ndo irdo promover danos a salde,
diferentemente dos resultados aqui encontrados. Cabe ressaltar ainda que a associacfes entre
0s produtos torna-se uma pratica extremamente perigosa para a saiude do consumidor, uma
vez que devido ao desconhecimento das substancias ali presente, os efeitos adversos

atribuidos tornam-se imensuraveis e de dificil investigacdo por parte dos 6rgaos responsaveis.
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