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O forte apelo do mercado publicitario, aliado a busca por um corpo padrao e a melhora no
desempenho fisico faz com que a popularidade dos suplementos alimentares e a
associagdo destes com outras terapias envolvendo compostos emagrecedores a base de
plantas seja cada vez maior. A lei que isenta de registro os suplementos alimentares, os
torna alvo de facil importacdo, comercializacdo e consumo pela populagdo em geral,
agravando ainda a pratica de adulteracao sobre os mesmos. Logo, este trabalho teve como
objetivos: pesquisar a presenga de estimulantes em suplementos alimentares para fins de
emagrecimento, estudar a incidéncia de cafeina sintética adicionada em produtos naturais a
base de plantas utilizadas para perda de peso; desenvolver métodos cromatograficos
emplregando HPLC com detecgdo com arranjo de fotodiodos (DAD) para a determinagéo de
cafeina, salicina, efedrina, hordenina, tiramina, octopamina e sinefrina (incluindo seus
enantibmeros L e D). Os estimulantes foram separados por cromatografia de fase reversa
em colunas de octadecilsilano (C4g) e os enantidmeros por cromatografia de par idbnico com
fase quiral de B ciclodextrina. Os limites de detecgdo (LD) variaram de 0,02 mg L™ a 0,35 mg
L™, ja os limites de quantificagdo (LQ) ficaram na faixa de 0,07 mg L' e 1,16 mg L na
separagdo dos estimulantes em suplementos alimentares. Para as analises de cafeina em
produtos naturais a base de plantas, os LD e LQ foram 0,048 mg L' e 0,16 mg L™
respectivamente. Para os enantibmeros da p-sinefrina, o enantiébmero L apresentou LD de
0,11 mgL'eLQde 0,36 mgL", ja o enantidmero D exibiu um LD de 0,41 mg L" e LQ de
1,36 mg L. Cada método desenvolvido foi posteriormente aplicado em amostras de
suplementos alimentares (n=47), produtos naturais a base de plantas (n=100) e fruto de
Citrus aurantium. Dos compostos estudados, a cafeina foi a que se apresentou mais
frequente, muitas vezes excedendo os teores rotulados nos produtos, ou entdo a dose
maxima recomendada por dia (420 mg). Ja os suplementos alimentares apresentaram

cafeina, sinefrina e efedrina como principais estimulantes em 53% das amostras estudadas.

Palavras chave: HPLC; Termogénicos; Suplementos alimentares; Sinefrina, Cafeina, Citrus aurantium
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The strong advertising appeal, the search for a good physique, and the improvement in
physical performance, has risen the popularity of food supplements and other therapies with
slimming supplements based on plant extracts. Since the law exempts food supplements
from registration, they are easy targets for importation, commercialization e consumption by
the population, which worsens malpractice cases of adulterations. Thus, the objectives of the
present work were: research the presence of stimulants in food supplements for both
slimming and weight gain; study the addition of synthetic caffeine in natural products based
on plants used for weight loss; develop chromatographic methods using HPLC with
photodiode detection to detect caffeine, salicin, ephedrine, hordenine, tyramine, octopamine
and synephrine (including the L and D enantiomers). The stimulants were separated by
reverse phase chromatography using octadecylsilane columns (C). For L and D
synephrine, chromatography with chiral phase of p-cyclodextrin was used. Detection limits
varied from 0.02 mg L™ to 0.35 mg L™, while quantification limits ranged from 0.07 mg L™ to
1.16 mg L™ for the separation of stimulants in food supplements. For analyses of caffeine in
herbal products, the LOD and LOQ were 0.048 mg L™ and 0.16 mg L™, respectively. For the
anlysis of the enantiomers of p-synephrine, the L enantiomer presented a detection limit of
0.11 mg L" and quantification limit of 0.36 mg L, while the D enantiomer exhibited a
detection limit of 0.41 mg L' and a quantification limit of 1.36 mg L". Each method
developed was then applied to the sample, which were, dietary supplement samples (n =
47), herbal products (n = 100), and fruits of Citrus aurantium. Caffeine was the most frequent
of the studied stimulants, often exceeding the labeled content and the maximum dose per
day recommended (420 mg). The food supplements presented caffeine, synephrine and

ephedrine as main stimulants in 53% of the studied samples.

Key words:HPLC; thermogenic; Food supplements; Synephrine, Caffeine, Citrus aurantium
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1.  INTRODUGAO

A incidéncia de sobrepeso e obesidade que se constitui uma epidemia
mundial (HALLER, 2004; WHO, 2009), aliada ao culto social a magreza, acaba
gerando um consumo exacerbado de produtos emagrecedores. No Brasil, tem sido
observado o uso abusivo de suplementos com propdsito puramente ergogénico e
estético, o que gera preocupagado em termos de saude publica, pois além da falta de
informacgao da populagéo frente a esses produtos (HERNANDEZ e NAHAS, 2009),
eles sao isentos de registro. Por isso, se tornam facilmente importados e
comercializados (BRASIL, 2010; USA, 2010), tornando a pratica de adulteragéo
cada vez mais frequente (CARVALHO et al.,, 2011a,b; CARVALHO et al., 2012;
MOREIRA et al., 2013a; MOREIRA et al., 2014; CHO et al., 2014; SONG et al.,
2014; USA, 2014;).

A comercializagado desses suplementos é feita com diferentes designacdes e
classificagdes, o que leva a um cenario regulatério inseguro e confuso tanto para o
consumidor quanto para o setor regulado e os agentes da vigilancia sanitaria
(BRASIL, 2014a). Por outro lado, produtos naturais a base de plantas, considerados
terapia alternativa com embasamento cientifico pelo Ministério da Saude desde 1981
pela Portaria 212 (BRASIL, 2011), primeiramente foram regulamentados pela
Portaria 06/1995, hoje regulamentados pela RDC n° 26/2014, as quais contém
basicamente aspectos pertinentes ao registro de fitoterapicos industrializados. Ja os
fitoterapicos manipulados sao regidos pela RDC n° 87/2008 (BRASIL, 2008), a qual
define as boas praticas de manipulagdo dos mesmos.

No mercado atual, as formulagdes de suplementos e produtos naturais
emagrecedores possuem uma composi¢ao inconstante. Além disso, ndo é raro a
associagao de p-sinefrina (Citrus aurantium), cafeina (Paullinia cupana, Cola nitida,
Cola acuminata, Camelia sinensis), salicina (Salix sp.) e efedrina (Ma Huang,
Ephedra sinica, Sida cordifolia) (SCHMITT, 2012). Apesar dessa ultima ser permitida
no Brasil, é regulamentada pela portaria n® 344/1998 (BRASIL, 1998), e proibida em
varios outros paises (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004) devido aos severos efeitos
adversos (HALLER e BENOWITZ, 2005; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). Neste

contexto, a associacdo de compostos estimulantes como aminas adrenérgicas
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simpaticomiméticas e metilxantinas pode se tornar bastante comum, representando
um grande problema em relagdo a segurancga e eficacia dos produtos uma vez que
os efeitos destas combinag¢des ainda ndo sao totalmente conhecidos (SCHMITT,
2012).

A presenca de Citrus aurantium em formulagdes a base de plantas e
suplementos alimentares com fins emagrecedores tem se tornado comum, uma vez
que esta espécie contém aminas biogénicas como a p-sinefrina, encontrada
majoritariamente, octopamina, tiramina e hordenina, consideradas aminas
precursoras que participam da via biossintética para formacédo da sinefrina. Essas
aminas agem sobre o sistema nervoso e cardiovascular através da estimulagéo
adrenérgica central (WILLIAMS et al.,1987; CALAPAI et al., 1999), a qual inclui o
aumento do débito cardiaco que, quando associadas com outros estimulantes, pode
agravar ainda mais o risco de cardiotoxicidade desses compostos (ROSSATO,
2009).

Considerando o expressivo numero de consumidores de produtos
emagrecedores no pais (ABESO 2013), a diversidade desses disponiveis no
mercado e a facilidade de acesso a eles, torna-se justificavel e relevante o estudo da
presenca de compostos estimulantes em amostras para perda de peso. Nesse
sentido, esse trabalho trata do desenvolvimento de métodos analiticos capazes de
detectar e quantificar a presenga desses compostos em amostras emagrecedoras

consumidas no Brasil.
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2. OBJETIVO

Desenvolver métodos analiticos para a avaliagcdo da presenga de
estimulantes em amostras de produtos naturais e suplementos alimentares que sao
comercializadas com apelo ao emagrecimento, empregando cromatografia liquida

de alta eficiéncia com deteccédo por arranjo de fotodiodos.

2.1 Objetivos especificos:

Desenvolver e validar um método analitico para a detecgéo e quantificacdo de
sinefrina, efedrina, salicina, cafeina, octopamina, tiramina e hordenina em

amostras comerciais de suplementos alimentares;

Realizar a amostragem de suplementos alimentares comercializados no
Brasil, que tenham como apelo o emagrecimento, perda de peso e redugao

de gordura;

Desenvolver e validar um método analitico para a detecgéo e quantificagao de

cafeina sintética em amostras de produtos naturais a base de plantas;

Desenvolver e validar um método analitico para a separagao de enantibmeros
da p-sinefrina por cromatografia liquida com fase estacionaria utilizando 3

ciclodextrina como seletor quiral,

Avaliar a presenga de estimulantes em formulagdes emagrecedoras em
relagdo aos niveis de concentracdo, as associagdes farmacoldgicas e a

rotulagem dos produtos;

Avaliar a qualidade de suplementos alimentares quanto ao uso de
estimulantes, com base no estudo de 47 produtos comercializados em

territdério nacional.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Desde 1997 a Organizagdo Mundial da Saude (World’s Health Organization -
WHO) considera a obesidade uma epidemia global (AULD e POWELL, 2009;
CABALERO, 2007) e a relaciona com doengas cardiovasculares, hipertensao,
diabetes, disturbios metabdlicos, doengas pulmonares, dentre outras (WHO, 2009).

Em 2005 o sobrepeso ja afetava 400 milhdes de adultos (WOLF, 1998) no
mundo e, segundo a Associagdo Brasileira para Estudos da Obesidade e da
Sindrome Metabdlica (ABESO), a projegao para 2015 é de que 2,3 bilhdes de
pessoas estejam com excesso de peso e 700 milhdes sejam considerados obesos.
Em decorréncia disso, prolifera-se no mercado alimenticio e farmacéutico uma
infinidade de produtos antiobesidade, uma vez que estar acima do peso nos dias de
hoje €, acima de tudo, uma questao de estética (KOPELMAN, 2000). No entanto, a
conscientizagao das pessoas que fazem uso de produtos para controle e perda de
peso é ainda insuficiente (ESMAILZADEH, 2008).

3.1  Produtos para controle e perda de peso

Muitos sédo os farmacos utilizados no tratamento da obesidade. Eles podem
agir de diferentes formas, como reducdo do apetite, estimulo da sensagdo de
saciedade, e aumento da termogénese. Por apresentarem efeitos colaterais e alto
potencial de uso abusivo, muitos farmacos acabam sendo controlados por lei, a
exemplo dos regulados pela Portaria 344/98 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Entretanto, a automedicagéo, as prescrigdes e as vendas ilegais
ainda sao bastante comuns (RIBEIRO e CARVALHO, 2009).

Segundo a ANVISA, o Brasil foi apontado como o maior consumidor de
inibidores de apetite do mundo nos ultimos anos (BRASIL, 2012a), tanto que em
2011, a Diretoria Colegiada deste mesmo 6rgao decidiu retirar do mercado os
inibidores de apetite do tipo anfetaminicos. Assim, farmacos como femproporex,
mazindol e anfepramona tiveram seus registros cancelados e a sibutramina passou
a ter sua venda controlada. Tal norma consta na Resolucdo RDC n° 52/2011 da
ANVISA (MOURA, 2011; BRASIL, 2011).
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Por essa razdo, esses medicamentos deixam muitas vezes de ser a primeira
opc¢ao de escolha no combate ao excesso de peso e acabam sendo substituidos por
formas de tratamento alternativas, como o uso de suplementos alimentares
(ALLISON, 2001) e terapias que incluem os produtos naturais a base de plantas

medicinais.

3.1.1 Suplementos alimentares e legislagao

Suplementos alimentares sdo produtos constituidos de vitaminas, minerais,
plantas, e aminoacidos, ou combinagbes de qualquer desses ingredientes
(WILLIANS, 2004). O objetivo primordial do consumo desses suplementos deveria
ser o de melhorar a saude, prevenir doengas (FDA, 1998), suprir necessidades
nutricionais do individuo (PETROCZI et al, 2008), visando principalmente
complementar a dieta (ZEISER, HALLAK, 2007). No entanto, a maioria desses
produtos, sdo consumidos para outras finalidades, como mostra a Tabela 1. Esses
produtos sao utilizados muitas vezes de forma equivocada (HIRSCHBRUCH et al.,
2008; BACURAU, 2005), a exemplo do uso de hipercal6ricos para perda de peso, o
que evidencia ainda mais a falta de informacéo dos individuos sobre esse assunto.
Além disso, o forte apelo do marketing populariza os suplementos com frases como:
“Pilula natural do emagrecimento !”; “Promove rapidamente o ganho de massa
muscular !”, fazendo com que o numero de usuarios desses produtos seja cada vez
mais expressivo, tanto em atletas quanto no publico apenas praticante de atividade
fisica (HIRSHBRUCH et al, 2008; ALBINO et al.,, 2009; ARANHA et al., 2012).
Estudos apontam ainda que treinadores fisicos, vendedores de lojas, amigos e
profissionais inaptos sejam as principais fontes de indicagdo para essa categoria de
produtos (ARAUJO et al., 1999; ASSUNCAO et al., 2002; ALVES e LIMA, 2008).

A industria de suplementos alimentares é reconhecida mundialmente como
um empreendimento multimilionario (FLORES, 2008), a qual desenvolve estratégias
comerciais e politicas para a manutengdo da sua lucratividade (SCHMITT, 2012).
Nos Estados Unidos, mais de 40% da populagao adulta fazia uso de suplementos
entre 1988 e 1994. Entre 2003 e 2006 este numero aumentou para mais da metade
da populagao (GAHCHE et al., 2011; LENZ e HAMILTON, 2003), sendo que apenas
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um tergo dos consumidores discutem este uso com um profissional da saude
(BLANCK, 2007).

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncia absoluta das razdes para o consumo de diferentes tipos de
suplementos. Adaptado de Hirschbruch et al. (2008).

Objetivo/Suplemento Ganho Perda Melhora no Complemento Prevenir
de de desempenho na dieta doengas
massa peso

—_

Bebida esportiva
Hipercaldrico
Aminoéacidos

BCAA*
Glutamina

N N OO W N

Proteina
WheyProtein
Creatinina
Carboidratos
Termogénico
CLA*
Animal Pak
Vitaminas e minerais 3 3

Total 46 23 11 4 3

*BCAA: Aminoacidos de cadeia ramificada (Branch Chain Amino Acids); CLA: Acido Linoléico
Conjugado (Conjugaded Linoleic Acid)

RN
RN

[ U U (o I O N LS T 'S I e e - =
N N WO -
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Qualquer suplemento vendido nos EUA pode ser legalmente promovido para
perda de peso sem mesmo demonstrar evidéncias de sua eficacia ou segurancga
(COHEN, 2012). A legislagdo aplicavel aos suplementos, o DSHEA (Dietary
Supplement Health and Education Act) de 1994, permite a venda de pilulas para
emagrecimento, mesmo estas nao tendo passado por estudos cientificos. Logo,
todos os suplementos sao presumidamente seguros, até que o FDA prove o
contrario (COHEN, 2014a).

O mercado dos suplementos alimentares cresce no mundo inteiro, sendo que
o Brasil chega a movimentar anualmente cerca de 1 bilhdo de reais. Em 2012, a
ANVISA emitiu um comunicado sobre o uso indiscriminado de suplementos
alimentares e ressaltou que alguns produtos apresentavam ingredientes inseguros
para o consumo (BRASIL, 2012b).
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Os suplementos responsaveis por promover a perda de peso abrangem uma
ampla variedade de produtos, os quais sao comercializados em uma variedade de
formas, incluindo comprimidos, capsulas, liquidos e p6. Em média, os produtos
contém cerca de dez ingredientes diferentes, mas alguns podem apresentar até 96
componentes, sendo os vegetais (ervas e outros componentes de plantas), as fibras
alimentares e os minerais os ingredientes mais comumente encontrados (SHARPE
et al., 2006).

Alguns produtos ja tém sido associados como potenciais causadores de dano
fisico (U.S. General Accounting Office, 2002), uma vez que sdo compostos por uma
variedade de substéancias (Tabela 2), podendo elas interagir entre si ou com outros
medicamentos. Uma equipe de pesquisadores dos EUA publicou recentemente que
a taxa de insuficiéncia hepatica ocasionada pelo uso de suplementos aumentou
185% em relagdo a ultima década (COHEN, 2014a). No entanto, as informacdes
cientificas disponiveis sobre estes ingredientes variam muito e pesquisas adicionais
sd0 necessarias para compreender a seguranca e eficacia de uma determinada
substancia (LENZ e HAMILTON, 2003).

A deteccado de efeitos adversos ao consumo de suplementos é bastante
complicada, pois esses produtos s&o vendidos diretamente aos consumidores, os
ingredientes ativos s&o variados e ainda, muitas vezes, se apresentam
erroneamente rotulados (COHEN, 2014b). Assim, muitos desses suplementos que
sdo considerados alimentos, ndo cumprem com o que esta sendo anunciado em
suas embalagens (BRASIL, 2013).

Os rotulos sdo considerados um meio de assegurar 0 acesso a toda
informacdo sobre um produto alimenticio, pois quando sdo bem compreendidos
permitem que as escolhas alimentares sejam feitas de forma mais sensata e segura.
Entretanto, as ndo conformidades contidas nos mesmos podem afetar
negativamente a saude de quem os consome (MOREIRA et al., 2013).

Pela legislagao sanitaria brasileira, a categoria “suplemento alimentar” néo é
prevista. Logo, produtos que se apresentam em formatos farmacéuticos fabricados
no pais ou importados devem passar por processo de regularizagdo como
medicamentos ou alimentos, de acordo com a sua composicao e finalidade de uso.

Os produtos regularizados estdo enquadrados em diferentes categorias de
alimentos e esse enquadramento € de responsabilidade do fabricante/importador. O

que ocorre muitas vezes é o produto ndo atender aos requisitos definidos em
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regulamento especifico. Isso faz com que as empresas “forcem” o enquadramento
dele devido a auséncia de previsdo para uso de alguns de seus ingredientes,
omitindo informagdes de sua composigao.

Em 1969, o Decreto-Lei n° 986, emitido pela Secretaria da Vigilancia Sanitaria
(SVS) juntamente com o Ministério da Saude (MS), entrou em vigor a fim de instituir
normas basicas sobre alimentos visando a defesa e a protecdo da saude do
individuo consumidor quando relacionada a categoria alimenticia. De acordo com
este decreto, alimentos ndo podem ter indicagdes terapéuticas ou medicamentosas
(BRASIL, 1969).



Tabela 2. Ingredientes mais comuns encontrados em suplementos dietéticos para perda de peso. Adaptado de Dietary Supplements for Weight Loss Fact
Sheet for Health Professionals, (2014).

Ingrediente

Mecanismo de agao proposto

Eficacia

Seguranga

Laranja amarga/sinefrina

Aumenta gasto de energia e lipdlise,
atuando também como supressor de
apetite. Agonista alfa adrenérgico
mimetizando a agcéo da epinefrina.

Poucos ensaios clinicos

Repercussao sobre a taxa
metabdlica basal, e gasto de
energia; efeitos inconclusivos

na perda de peso

Alguns problemas de segurancga relatados.

Efeitos adversos: dor no peito, ansiedade,

aumento da presséo arterial e frequéncia
cardiaca

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

Estimula o sistema nervoso central,
aumenta termogénese e oxidagao da
gordura, aumenta a diurese

Ensaios clinicos de curto
prazo
Efeito modesto sobre o peso
corporal; diminuicao de peso
ao longo do tempo

Em doses inferiores a 400mg/dia para
adultos existem poucos relatos de
preocupagdo quanto a seguranga; em
doses mais elevadas as preocupacgoes
foram significativamente maiores.

Efeitos adversos: tremores, nervosismo,
taquicardia, vémitos, disturbio do sono

Quitosana

Adere a gordura da dieta do trato
digestivo

Poucos ensaios
clinicos/efeito minimo sobre
0 peso corporal

Poucos relatos de preocupacéo.

Efeitos adversos: flatuléncias, reagdes
alérgicas, distensdo abdominal, indigestao

Picolinato de Cromo

Aumenta a massa muscular magra,
promove a perda de gordura, reduz a
ingestao de alimentos

Varios ensaios clinicos

Efeito minimo sobre o peso
corporal

Nao existe relatos de preocupagao quanto
a ingestao da substancia na dose
recomendada de 25-45mcg/dia para
adultos.

Efeitos adversos: dor de cabega,
constipagao, fraquesa, vertigem, nauseas,
vémito, urticaria, fezes aquosas

Acido linoleico

Promove apoptose do tecido adiposo

Varios ensaios clinicos

Efeito minimo sobre o peso
corporal

Poucas questdes de seguranga foram
reportadas
Efeitos adversos: dor abdominal,
constipagao, dispepsia, fezes aquosas,
efeitos adversos sobre o perfil lipidico no
sangue
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Efedra (Ma Huang)

Varios ensaios clinicos.

Efeito modesto sobre a
perda de peso

Estimula sistema nervoso central,
aumenta a termogénese, reduz
apetite

Questao de seguranga significativamente
relatada; banida como ingrediente de
suplemento dietético.

Efeitos adversos: ansiedade, alteragao de
humor, nauseas, vomito, hipertenséo,
palpitacédo, derrame, ataque cardiaco,

morte

Garcinia cambogia

Varios ensaios clinicos

Pouco/nenhum efeito sobre o
peso corporal

Inibe a lipogénese e suprime a
ingestao de alimentos

Poucas questdes de segurancga relatadas.

Efeitos adversos: cefaleia,
nauseas,sintomas no trato respiratério
superior, sintomas no trato gastrointestinal

Café verde

Poucos estudos clinicos

Efeito modesto sobre o peso
corporal

Inibe a acumulagao de gordura e
modula o metabolismo da glicose

Poucas questdes de segurancga relatadas

Efeitos adversos: dor de cabecga, infecgbes
do trato urinario

Cha verde

absorgéo de gordura e a lipogénese

Varios ensaios clinicos

Efeito modesto sobre o peso
corporal

Aumenta o gasto energético e a
oxidagao de gordura. Reduz a

Nao existem problemas de seguranca
relatados quando utilizado como bebida.
Algumas preocupacoes relatadas quanto

ao extrato de cha verde

Efeitos adversos: prisdo de ventre, dor

abdominal, nauseas, vémito, aumento da
pressao arterial, danos ao figado
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Faseolamina

interferindo na quebra e absorgao de

Poucos estudos clinicos

Efeito modesto sobre a
gordura corporal, enhum
efeito significativo sobre o

peso

Age como um bloqueador de amido,

carboidratos

Poucas questdes de seguranca relatadas

Efeitos adversos: dor de cabega,
flatuléncia, constipacédo, fezes aquosas
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No ano de 1993, o MS publicou a Portaria n° 1428, a qual visava, por meio de
um regulamento técnico e de diretrizes de boas praticas de producéo e prestagédo de
servigos, estabelecer a necessidade da melhoria da qualidade de vida decorrente da
utilizacdo de bens, servicos e ambientes oferecidos a populacdo na area de
alimentos (BRASIL, 1993). Ja em 1997, a Portaria SVS/MS n° 326, baseada no
Codex Alimentarius e harmonizada no MERCOSUL, estabelecia requisitos gerais
sobre condigbes higiénico-sanitarias e boas praticas de fabricagdo para
estabelecimentos, produtores e industrializadores de alimentos a qual foi atualizada
e complementada no ano de 2002 pela RDC n°® 275 (BRASIL, 1997, 2002).

No que se refere a alimentos destinados ao controle de peso, a Portaria n°® 30
aprovou em janeiro de 1998 um Regulamento técnico a fim de fixar a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade desses produtos, excluindo desta categoria os
alimentos para praticantes de atividade fisica. A Portaria deixa claro que esses
alimentos devem ser elaborados com elementos constituintes de proteinas de
origem animal ou vegetal proprios para consumo humano. No rétulo desses
produtos deve constar a instrugdo do modo de uso do alimento, sem fazer mengéao a
quantidade de redugao ou ganho de peso nem a qualquer diminuigdo ou aumento da
sensagao de saciedade. Em questdo de registro, esses produtos frente a esta
Portaria estado sujeitos aos mesmos procedimentos administrativos exigidos para o
registro de alimentos em geral (BRASIL, 1998a).

Na necessidade de normalizar o uso de Suplementos Vitaminicos e Minerais
e controlar efetivamente sua produgdo e comercializagao, a Portaria n® 32 de janeiro
de 1998 aprovou o Regulamento Técnico para Suplementos Vitaminicos e ou
Minerais, o qual define esses produtos simplesmente como "suplementos". Esses
produtos sdo considerados alimentos para complementar a dieta diaria de uma
pessoa com apenas vitaminas e minerais, excluindo dessa categoria alimentos
enriquecidos ou fortificados, horménios, produtos que contenham substancias
medicamentosas e produtos fitoterapicos aos quais se atribuam acgéo terapéutica
(BRASIL, 1998b).

Devido ao uso indiscriminado de formulagcbes a base de aminoacidos e de
outros produtos destinados a suplementacdo alimentar de praticantes de atividade
fisica, a Portaria n° 222 aprovou, em 1998, um regulamento o qual se aplica aos
alimentos especialmente formulados e elaborados para praticantes de tais

atividades, incluindo formulagbes contendo aminoacidos oriundos da hidrolise de
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proteinas, aminoacidos essenciais, aminoacidos de cadeia ramificada, repositores
hidroeletroliticos e energéticos, alimentos protéicos e alimentos compensadores
para praticantes de atividade fisica (BRASIL, 1998c).

Em janeiro de 1999, a ANVISA ¢ criada pela Lei 9.782, tendo como campo de
atuacao os setores relacionados a produtos e servigos que possam afetar a saude
da populagao brasileira (BRASIL, 1999a). A ela foi atribuida a competéncia para
regulamentagcado, controle e fiscalizagdo de alimentos. Neste contexto, a ANVISA
aprovou o Resolugdo n° 16 e a Resolugao n° 17. A primeira se aplica ao registro de
novos alimentos ou ingredientes para o consumo humano, sem historico de
consumo no Pais, ou alimentos contendo substéncias utilizadas em niveis muito
superiores aos observados nos alimentos. A segunda aprova o Regulamento
Técnico que estabelece as Diretrizes Basicas para a Avaliacdo de Risco e
Segurancga dos Alimentos (BRASIL, 1999Db,c).

Em marco do ano 2000 a ANVISA aprovava a Resolugédo n° 22 e a Resolugao
n° 23, as quais dispunham a respeito dos manuais de procedimentos basicos de
registro e dispensa da obrigatoriedade de registro de produtos pertinentes a area de
alimentos. O primeiro regulamento aborda apenas produtos importados, sendo os
procedimentos e formularios para esses produtos os mesmos estabelecidos para os
produtos nacionais. Ja o segundo aborda exclusivamente os produtos nacionais,
onde a maioria dos alimentos, incluindo alimentos com alegac¢des de propriedades
funcionais, alimentos para controle de peso, alimentos para praticantes de atividade
fisica, novos alimentos e suplemento vitaminico/mineral possui obrigatoriedade de
registro (BRASIL, 2000a, b).

Em setembro de 2005, a ANVISA aprovou as categorias de Alimentos e
Embalagens Dispensados e com Obrigatoriedade de Registro através da Resolugao
n°® 278, onde alimentos com alegagdes de propriedades funcionais, alimentos para
controle de peso, alimentos para praticantes de atividade fisica, novos alimentos e
suplemento vitaminico e mineral sdo considerados alimentos com obrigatoriedade
de registro (BRASIL, 2005). Em agosto de 2010, esta Resolugéo foi revogada pela
RDC n° 27 onde alimentos para controle de peso, alimentos para atletas, e
suplemento vitaminico ou mineral ficavam isentos da obrigatoriedade de registro
sanitario (BRASIL, 2010a). Ainda em 2010 a RDC n° 18 aprovava o Regulamento
Técnico sobre alimentos para atletas, o qual adotava a seguinte classificagdo para

os produtos abrangidos:
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| - suplemento hidroeletrolitico para atletas;

II - suplemento energético para atletas;

[l - suplemento protéico para atletas;

IV - suplemento para substituicdo parcial de refeigcdes de atletas;
V - suplemento de creatina para atletas;

VI - suplemento de cafeina para atletas.

De acordo com o artigo 11 deste regulamento, os suplementos de cafeina
para atletas devem atender a alguns requisitos, como fornecer entre 210 e 420 mg
de cafeina na porgao diaria, sendo que o produto ndo pode ser adicionado de
nutrientes e de outros ndo nutrientes. Nos rétulos de suplementos de cafeina para
atletas deve constar a adverténcia em destaque e negrito: "Este produto ndo deve
ser consumido por criangas, gestantes, idosos e portadores de enfermidades". E
ainda a quantidade de cafeina na por¢ao deve ser declarada no rétulo do produto
(BRASIL 2010b).

Em um estudo visando analisar a rotulagem de suplementos alimentares,
quanto a RDC 18/10 da ANVISA (BRASIL, 2010b), foram identificados diferentes
tipos de inadequacdes, inclusive a presengca de imagens e expressdées como
“anabolico”, “queimador de gorduras”, “fat burners”, entre outras, as quais induzem o
consumidor a fazer uso desses produtos e eram proibidas de acordo com o artigo 27
da RDC n° 18/10 e Portaria n°® 222/1998 (BRASIL, 1998c, 2010b).

No inicio de 2014, a ANVISA avaliou 25 marcas de suplementos protéicos
para atletas e encontrou, em 20 lotes de diferentes marcas, irregularidades na
quantidade de algumas substancias declaradas na embalagem. Esses produtos
tiveram sua comercializacao proibida, uma vez que informacdes falsas caracterizam
fraude contra o consumidor. Em testes realizados pela ANVISA, apenas um produto
apresentou resultados satisfatorios quanto as quantidades de nutrientes declarados
na rotulagem (BRASIL, 2014b).

3.2 Produtos Naturais a Base de Plantas e legislacao
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Os conhecimentos sobre os efeitos medicinais das plantas sdo de longa data,
sendo eles utilizados em diversos periodos da histéria da humanidade, por varios
povos e culturas. Nas ultimas décadas, o interesse populacional pelas terapias
naturais tem aumentado significativamente (WHO, 2003) e hoje a utilizagcdo de
plantas medicinais tornou-se um recurso alternativo de grande aceitagdo pela
populacdo (NOLDIN et al., 2003). Considera-se que as vendas neste setor crescem
em torno de 10% ao ano (KNAPP, 2001).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, principalmente na
questdo do desenvolvimento de drogas terapéuticas modernas (CALIXTO, 1997).
Em relagdo as pesquisas farmacoldgicas, as plantas medicinais s&o importantes
também para quando utilizadas como matérias-primas para a sintese, ou como
modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 1998). Estima-se que
de 40% dos medicamentos desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, 25% sé&o provindos de plantas (CALIXTO, 2001) e que das 252 drogas
consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sao originarias delas (RATES,
2001).

A eficacia e a seguranga desses produtos podem ser avaliadas através de
levantamentos etnofarmacologicos e estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos
pré-clinicos e clinicos, além de ensaios que comprovem a identidade da planta e a
auséncia de contaminantes. Ja para a qualidade ser alcangada, é imprescindivel que
seja realizado o controle das matérias-primas, do produto acabado, dos materiais de
embalagem e estudos de estabilidade (NETTO, 2006). No Brasil, o 6érgéo
responsavel pela regulamentagédo de produtos fitoterapicos é a ANVISA. Na década
de 60, em relagdo aos medicamentos fitoterapicos, o MS formulou a Portaria n° 22
(BRASIL, 1967), na qual estabelecia normas para o emprego de preparagdes
fitoterapicas. Essa portaria expunha uma nova realidade na fitoterapia, ressaltando
conceitos importantes para o controle de qualidade desses medicamentos, com uma
preocupacgao acentuada na questao toxicoldgica.

Na década seguinte, foi publicada a Lei n® 5991 de 1973 e a Lei n° 6360 de
1976, em vigor até hoje, as quais dispde sobre agdes de fiscalizagdo e controle dos
estabelecimentos produtores e de comercializacdo dos produtos farmacéuticos,
produtos dietéticos, cosméticos e saneantes (BRASIL, 1973; BRASIL 1976).
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Em 1995, na tentativa de atualizar as normas anteriores de fitoterapicos, foi
formulada a Portaria n® 6 (BRASIL, 1995), a qual instituiu e normatizou o registro de
produtos fitoterapicos junto ao sistema de vigilancia sanitaria.

A RDC n° 17 de 2000 introduziu o conceito do uso tradicional e da histéria de
uso como fator influente no registro desses produtos. A RDC também restringiu
novos registros de associagdes de plantas medicinais, introduzindo o conceito de
Registro Simplificado, o qual dispensa a comprovagao de eficacia e seguranga do
produto, desde que o mesmo adotasse parametros estabelecidos na norma
(NETTO, 2006). Visando atualizar a normatizagcdo do registro de medicamentos
fitoterapicos em 2004, a RDC n° 17/00 sofreu uma pequena revisdo, dando lugar a
RDC n° 48. A estrutura do regulamento foi modificada, transformando os anexos da
RDC n° 17/00 em quatro Resolugdes Especificas (RE): RE 88, RE 89, RE 90 e RE
91 (NETTO, 2006).

Nos ultimos anos, a legislacdo brasileira para medicamentos naturais tem
evoluido em muitos aspectos. Neste contexto, em 2006 foi implantada a Politica
Nacional de Plantas Medicinais pela Portaria n°® 971, de 03 de maio de 2006
(BRASIL, 2006a), que aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS); e pelo Decreto n°
5813 de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006b), que aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Ambas apresentam em suas diretrizes
0 incentivo a pesquisa e ao desenvolvimento com relagdo ao uso de plantas
medicinais priorizando a biodiversidade do pais (CARVALHO, 2008).

A fim de atualizar a RDC n° 48/2004, a RDC n° 14 foi aprovada em 2010. Ela
determina que sao considerados medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos com
emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca
sdo validadas por meio de levantamentos etnofarmacoldgicos, documentagdes
tecnocientificas ou evidéncias clinicas (BRASIL, 2010c).

Em 2014, a RDC n° 14/2010 foi revogada e os fitoterapicos foram
diferenciados em medicamentos fitoterapicos (MF) e produtos tradicionais
fitoterapicos (PTF), passando a ser regulamentados pela RDC n° 26/2014. Para
serem disponibilizados ao consumo, tanto o MF quanto o PTF precisam apresentar
semelhangas quanto aos requisitos de controle de qualidade, diferenciando-se em

alguns outros requisitos conforme a Tabela 3 (BRASIL, 2014c).
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Tabela 3. Diferencas entre Medicamentos Fitoterapicos e Produtos Tradicionais fitoterapicos tratadas
pela RDC 26/2014.

Diferencgas MF PTF

Comprovagdo de Por demonstracao de

seguranca, eficacia e Por estudos clinicos
. tempo de uso
efetividade
Boas Préticas de o o
. Segue RDC n°® 17/2010 Segue RDC n° 13/2013
Fabricacao
Informacgao para o o Folheto informativo RDC
consumidor Bula RDC n® 47/2009 n° 26/2014
Formas de obter a
autorizagéo de Registro/Registro Registro, Registro
comercializagdo junto a Simplificado simplificado ou notificagdo
ANVISA

Os MF e PTF devem estar regularizados junto a ANVISA para serem
comercializados, sendo que os MF sempre terdo de ser registrados e os PTF
poderdo ser apenas notificados quando seus Insumos Farmacéuticos Ativos
Vegetais (IFAV) estiverem descritos no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira (FFFB) (BRASIL, 2011).

A norma para o registro de MF e PTF ¢ aplicada somente para fitoterapicos
industrializados (BRASIL, 2014d), uma vez que produtos manipulados sao regidos
pela RDC n° 67/2007 (BRASIL, 2007) atualizada pela RDC n° 87/2008 (BRASIL,
2008), a qual define as boas praticas de manipulagdo de preparagdes magistrais e
oficinais para uso humano em farmacias.

Quando um derivado vegetal é associado com um opoterapico, vitaminas/
minerais, aminoacidos, proteinas ou fitofarmaco, o produto deve ser registrado como
medicamento especifico, obedecendo a RDC n° 24/2011 (BRASIL, 2014d).

3.3 Aspectos Relevantes sobre Estimulantes

No passado, os estimulantes eram prescritos inicialmente para o tratamento da
obesidade, mas hoje sdo usados também para tratar disturbios neurolégicos, pois
demonstram ter efeitos como a melhora do estado de alerta e sensagdo de bem
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estar (NOVAK et al., 2007). Assim, o aumento das prescricdes medicas, o abuso e
mau uso dessa classe de compostos levaram a preocupacgdes de saude publica,
pois a utilizacdo de estimulantes pode levar a insuficiéncia cardiaca, hipertensao
pulmonar, hipertermia, convulsdes, acidente vascular cerebral, hepatotoxicidade e
disturbios psiquiatricos (CARVALHO et al., 2012).

De acordo com Massoudi (1983), um estimulante termogénico ideal para o
tratamento da obesidade € aquele que ndo sé aumenta a taxa metabdlica e provoca
a perda de peso, mas que consegue atingir esses resultados sem a reducédo da
ingestao de alimentos ou perda de proteinas do corpo. A efedrina, considerada um
estimulante do sistema nervoso central (SNC), naquele contexto historico era
considerada uma droga bastante promissora (DULLOO e MILLER, 1984).

Farmacologicamente, anfetaminas (Figura 1) sdo consideradas estimulantes
corticais do SNC, potencialmente anoréxicas, vasoconstritoras com propriedades de
induzir a hipertermia. Bioquimicamente, ela é responsavel por liberar catecolaminas
dos neurdnios, inibir a reabsorcido de neurotransmissores e ativar o inibidor da
enzima monoamina oxidase (MAQO), alterando o sistema de acdo da dopamina.
Clinicamente, a anfetamina é utilizada como estimulante, antidepressivo e supressor
do apetite. Quimicamente, a anfetamina tornou-se alvo de extensas modificacoes
moleculares, uma vez que as caracteristicas estruturais sdo importantes no quesito
de atuacao e poténcia da droga (IVERSEN et al., 1978).
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Figura 1. Estrutura quimica da anfetamina

Varias linhas de pesquisa sugerem a participacdo da dopamina nos efeitos
estimulantes psicomotores causados também por metilxantinas como a cafeina
(JOHANSSON et al., 1994), considerada um estimulante cortical assim como as
anfetaminas. Devido aos seus efeitos farmacolégicos, a anfetamina e seus

derivados ja sao considerados droga de abuso com um grande numero de casos
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fatais. Ainda ndo se conhece o processo pelo qual o organismo humano cria a
tolerancia, mas sabe-se que a anfetamina provoca mudangas nos neurdnios e nas
enzimas do figado sendo que seu uso continuado inibe a ativagao desses neurénios
provocando a necessidade do aumento de sua dosagem. A dependéncia causada
pela cafeina difere da dependéncia causada pelas anfetaminas, mas ela ja tem sido
descrita (JOHANSSON et al., 1994) quando utilizada cronicamente (350 mg/dia).

A categoria mais comum de ingredientes a base de plantas potenciais
causadores de efeitos adversos cardiovasculares sao as ervas estimulantes. Em
2004, o Ma Huang (Ephedra) foi proibido nos Estados Unidos, pois seu uso se
relacionou com efeitos cardiovasculares adversos, incluindo infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e morte. No entanto, uma grande variedade de ervas
estimulantes permanecem disponiveis no mercado, incluindo laranja amarga,
cafeina, guarana, mate, dentre outros (COHEN e ERNST, 2010).

3.3.1 Cafeina

A cafeina (Figura 2), ou 1,3,7-trimetilxantina, € um pseudoalcaldide
pertencente ao grupo das metilxantinas (MARTINDALE, 2005). Muito consumida e
amplamente estudada (GURLEY et al., 2014), a cafeina é considerada um
estimulante que promove o aumento da excitabilidade do sistema nervoso simpatico
sensivel a adenosina (BIAGGIONI et al., 1991; KALMAR e CAFARELLI, 1999)
promovendo a lipélise da gordura corporal (BELZA et al., 2009)

Apesar de possuir algum potencial de abuso, a cafeina € um composto
socialmente aceito (GRIFFITHS e MUMFORD, 1995) e pode estar presente em
muitas espécies vegetais, como nas sementes de café (Coffea sp.), folhas de cha
verde (Camellia sinensis), cacau (Theobroma cacao), guarana (Paullinia cupana),
erva-mate (llex paraguariensis) e na cola (Cola nitida e Cola acuminata) (SILVA-
NETO e SOARES, 2006). Estas espécies sdo muito consumidas na forma de
bebidas, as quais constituem as principais fontes de cafeina na dieta moderna
(GURLEY et al., 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica da cafeina

Sua popularidade se deve muito ao efeito psicoestimulante (RIBEIRO 2010),
pois uma vez absorvida, a cafeina exerce uma variedade de ag¢des farmacoldgicas
central e periferica, atuando como antagonista da adenosina devido a sua
similaridade estrutural (KERRIGAN e LINDSEY, 2005). De acordo com estudos,
fungdes cognitivas como a capacidade de concentragdo sao reforcadas apos a
ingestdo de cafeina. Esse consumo, quando feito diariamente, diminuiu de forma
significativa o risco de falhas cognitivas (SMITH, 2009; CARRIER et al., 2007).
Devido a estas propriedades, a cafeina pode ser encontrada também na forma
purificada em varios medicamentos ndo sujeitos a receita meédica (GURLEY et al.,
2014). Sendo utilizada moderadamente (200 mg), a cafeina apresenta um excelente
perfil no quesito seguranga. Porém, em doses mais elevadas (2000 mg), efeitos
téxicos como nauseas, taquicardia, convulsdo e morte, podem ocorrer (HOFFMAN,
2011). Em estudo realizado em 14 vitimas fatais de intoxicagdo por cafeina, a
concentragdo média deste estimulante no sangue foi de 183 mg L' (MOFFATT et
al., 2004). Apesar de a dose fatal de cafeina ser bastante incomum, um estudo
reportado em 2005 por KERRIGAN e LINDSEY relatou que uma das mortes
acidentais por intoxicagdo com essa substéncia parece envolver o uso indevido de
um suplemento dietético (KERRIGAN e LINDSEY, 2005).

Desde 2005, uma proliferacdo de suplementos alimentares e bebidas
energéticas contendo cafeina tém sido observada no mercado mundial. Considerada
aparentemente um ingrediente alimentar in6cuo, tornou-se uma causa célebre para
os problemas de saude, uma vez que a ela pode ser atribuida a capacidade de
potencializar os efeitos farmacolégicos de aminas simpatomiméticas (GURLEY et al.,

2014). Este efeito chamou a atengdo da comunidade médica no final de 1970,
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quando combinagdes sintéticas de cafeina, fenilpropanolamina, e efedrina ganhou
notoriedade como inibidores de apetite (LAKE e QUIRK, 1984)

Estudos sugerem ainda que a cafeina pode facilitar a perda e manutencao do
peso corporeo pelo aumento da termogénese, oxidagdo de gordura e lipdlise
(COFFEY et al., 2004; LOPEZ-GARCIA, 2006). Por se acreditar também que a
mesma amplifique os efeitos de substancias simpatomiméticas como a efedrina
(HALLER, 2004), a cafeina acaba sendo amplamente utilizada em formulag¢des

destinadas ao emagrecimento.

3.3.2 Efedrina

A efedrina (Figura 3) € uma amina simpatomimética considerada o principal
alcaloide encontrado em plantas do género Ephedra sinica, conhecida também
como Ma Huang, a qual pode ser encontrada na Asia, Europa e Américas (WHO,
1999; SONI, 2004).

Figura 3. Estrutura quimica da efedrina

E um dos estimulantes mais antigos que se tem conhecimento (IVERSEN et
al., 1978). Quimicamente é uma feniletilamina, a qual faz parte de um grupo de
estimulantes do SNC e periférico assim como o MDMA (3,4-
metilenodioximetanfetamina), a metanfetamina e outras anfetaminas (FREY et al.,
2006). Além de agir no SNC, possui acao agonista sobre receptores a e [
adrenérgicos no sistema cardiovascular (ROTHMAN et al., 2003; SCHANEBERG et
al., 2003), podendo também ser utilizada no tratamento da asma por ser
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considerada um potente broncodilatador e descongestionante (CHEN e SCHMIDT,
1925; MARTINDALE, 2005).

Suplementos alimentares a base de Ephedra sp. sao utilizados como
promotores do emagrecimento devido a liberacdo de catecolaminas as quais
estimulam receptores B3-adrenérgicos no tecido adiposo promovendo consequente
efeito termogénico (KRISTEL et al., 2007). Entretanto, sua atividade
simpaticomimética nao é especifica, exercendo efeitos sobre o débito cardiaco e
aumentando a pressao arterial (HOFFMAN et al., 1996). Muitas vezes o extrato de
Ephedra é utilizado concomitantemente com a cafeina (provinda do Guarand) em
suplementos alimentares, sendo a dosagem dessas substéncias em torno de 20
mg/200 mg, respectivamente (HALLER et al., 2004; JACOB et al., 2004). Num
ensaio controlado por 24 semanas, com a combinagcdo desses estimulantes nessas
proporgdes trés vezes ao dia, foi percebido que houve melhora no perfil lipidico
sanguineo além da perda de massa gorda ter sido mais eficaz do que a utilizagdo da
efedrina e da cafeina separadamente (BUEMANN et al., 1994).

Um estudo realizado por Niska (2005) demonstrou que a efedrina
administrada em combinacdo com cafeina causou severa hemorragia aguda,
necrose no miocardio e inflamagdo em ratos apdés uma a trés exposigdes diarias.
Este mesmo tratamento apds algumas semanas evoluiu para um quadro de
toxicidade cardiaca e morte dos ratos.

Haller (2004) compilaram 140 casos de efeitos adversos envolvendo sistema
cardiovascular (ZAACKS et al., 1999; WETTACH et al., 2002), SNC (POWELL et al.,
1998; VAHEDI et al., 2000; WARNER et al., 2002) e desordens psiquicas (DOYLE e
KARGIN, 1996; JACOBS e HIRSH, 2000; TORMEY e BRUZZI, 2001) relacionados
ao consumo de produtos dietéticos contendo alcaloides de Ephedra sp. Preocupado
com o crescente consumo destes produtos, o Food and Drug Administration (FDA)
baniu a venda de suplementos contendo efedrina no ano de 2004 (BENT et al.,
2004; GROLLMAN, 2005).

No Brasil, as formulagbes contendo esta substancia ndo sao proibidas, mas
possuem venda regulamentada pela Portaria 344/1998 (BRASIL, 1998). A legislagao
brasileira considera a efedrina uma substéncia sujeita a controle especial pela
Policia Federal. Entretanto, é frequente o comércio ilegal destes produtos devido a

falta de fiscalizacao.
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3.3.3 Salicina

A salicina (Figura 4), glicosideo fendlico com propriedades analgésicas,
antipiréticas e anti-inflamatérias, € um metabdlito secundario extraido do salgueiro
branco de espécies do género Salix (Salicaceae), e usualmente é obtida fazendo-se
um extrato aquoso da casca desta espécie (MERK, 1996).

Apesar de os salicilatos serem utilizados em formulagbes emagrecedoras
termogénicas, o respaldo cientifico € limitado e pouco se justifica seu emprego
nessas formulagdes. Literaturas nao cientificas apresentam a salicina como uma
substancia potencializadora de outros estimulantes, prolongando por exemplo o
tempo de acao da cafeina, para reforgar sua eficacia como agente de perda de peso
(SCHMITT, 2012). Ha também uma hipbétese de que a combinagdo da cafeina e
salicina melhora as propriedades de promog¢édo a saude de ambas (DURAK et al.,
2014).
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Figura 4. Estrutura quimica da salicina

Apenas a Aspirina, que pertence a familia de salicilatos como a salicina, tem
sido relacionada com o aumento da indugédo da termogénese (DULLOO e MILLER
(1987; HORTON e GEISSIER, 1991).
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3.3.4 Citrus aurantium e aminas biogénicas

Citrus aurantium é uma arvore frutifera de pequeno porte, nativa do sudoeste
asiatico pertence a familia Rutaceae (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; MARCHEI
et al., 2006), popularmente conhecida como laranja-amarga. Os frutos (Figura 5) do
tipo baga, possuem casca rugosa e muitas sementes (HARRI e MATOS, 2002),
sendo seu sabor amargo e odor forte bastante caracteristicos (OLIVEIRA et al.,
2005).

Por suas propriedades medicinais, os produtos derivados desta espécie séo
muito utilizados (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). Na Medicina Tradicional
Chinesa utiliza-se o fruto seco e imaturo de C. aurantium para tratar problemas
digestivos (BLUMENTHAL, 2005) e a infusdo intravenosa é utilizada no tratamento
do choque anafilatico e em problemas cardiacos (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004).
Ja na regidao do Mediterraneo esta espécie € utilizada como estimulante vascular e
cardiaco (ARIAS e RAMON-LACA, 2005).

Figura 5. Fruto de Citrus aurantium

O fruto em amadurecimento de C. aurantium contém flavonoides (até 10%),
mas os compostos mais ativos sdo as aminas com atividade adrenérgica como a
octopamina, tiramina, hordenina e principalmente a p-sinefrina (0,2%) (MATOLLI et
al., 2005; LORENZO et al., 2014).
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A parte geralmente utilizada para obtengdo de sinefrina (Figura 6) é o
pericarpo do fruto. Entretanto, Arbo (2008) relata que além do pericarpo, ela pode

ser encontrada também em outras partes do fruto, nas folhas e flores da planta.
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Figura 6. Estrutura quimica da sinefrina

O extrato de Citrus é permitido e utilizado como ingrediente em muitos
suplementos alimentares destinados a reduzir o peso corporal, mas varios paises
estabelecem limites para o conteudo de aminas ativas (LORENZO et al., 2014).
Esses suplementos sdo amplamente consumidos, e geralmente sdo encarados de
forma positiva pelos consumidores, uma vez que o que € "Natural" é considerado
sinbnimo de seguranca (HUNG et al., 2011). O problema se torna significativo
quando eles s&o obtidos a partir de mercados n&do regulamentados, onde é comum a
pratica de atividades ilicitas (ANGELL e KASSIRER, 1998; GURLEY et al., 2000).
Logo, o controle de qualidade desses produtos contendo C. aurantium & muito
importante e necessario (LORENZO et al, 2014).

Aminas biogénicas como a tiramina, octopamina e hordenina, participam na
via biossintética (Figura 7) para sintese da sinefrina, a qual ocorre endogenamente
ap6s diversas reagdes, comegando pela descarboxilagdo da tirosina a tiramina
seguido por um passo de hidroxilagao, que resulta em octopamina, a qual por sua
vez é transformada em sinefrina (PELLATI et al., 2007). Nos animais, a biossintese
envolve a conversao da tiramina em octopamina a qual € catalizada e transformada
em sinefrina (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). Elas também agem sobre o sistema
nervoso e cardiovascular através da estimulagcdo adrenérgica (WILLIAMS et al.,
1987; CALAPAI et al., 1999).

Apesar de serem varios os métodos analiticos desenvolvidos para a deteccao
e quantificagdo de aminas contidas em C. aurantium (PELLATI e BENVENUTI,

2002), a maioria deles ndo sao totalmente satisfatérios para a analise de matrizes
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complexas, tais como extratos ou suplementos alimentares. A octopamina pode
interferir na analise de amostras complexas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) acoplada a detector ultravioleta (UV) (MATOLLI et al., 2005;
PUTZBACH et al., 2007; SLEZAC et al., 2007). Desta forma, sugere-se acoplar
detectores de maior seletividade e sensibilidade como Arranjo de Diodos,
Fluorescéncia, Quimiluminescéncia ou Espectrometro de Massas. Por se tratar de
um precursor biossintético, a octopamina raramente é detectada, assim como a
tiramina (PELLATI e BENVENUTI, 2002).
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Figura 7. Via biossintética para formagao da sinefrina a partir de seus precursores

Por ser encontrada majoritariamente em C. aurantium, os produtos a base de
sinefrina ganharam grande atengdo a partir de 2004, quando produtos contendo
efedrina foram banidos pelo FDA e retirados do mercado norte-americano
(ROSSATO, 2009). O interesse por produtos contendo essa amina se deve ao seu
efeito emagrecedor, o qual é atribuido ao aumento da lipdlise através da promogéao
da termogénese. Diferentemente da efedrina, ela apresenta uma propriedade
estimulante mais especifica sobre os receptores [3-adrenérgico, exercendo
menores efeitos sobre o SNC e sistema cardiovascular (ANDRADE, 2008).

Entretanto, seu uso indiscriminado pode levar ao desenvolvimento de efeitos
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adversos e a associagdo com outros estimulantes pode agravar o risco de
cardiotoxicidade (ROSSATO, 2009).

Devido ao seu carater simpaticomimético, possui atividades farmacolégicas
como vasoconstricdo, elevagdo da pressado arterial, relaxamento muscular e
bréonquico (WEATHON e STEWART, 1970; STEWARD et al., 1964). Desta forma,
pacientes com problemas de hipertensao, arritmias, glaucoma ou que fazem uso de
inibidores da MAO devem evitar o consumo de extratos contendo esta espécie
citrica (PENZAC et al., 2001). Em 2009, a sinefrina foi incluida no Programa de
Monitoramento de Competicdes pela World Anti-Doping Agency (WADA). Este
programa inclui a cafeina e a fenilpropanolamina, substancias estimulantes que nao
sdo proibidas. Porém, de acordo com a WADA, precisam ser monitoradas a fim de
evitar o uso indevido no esporte (WADA, 2009).

3.3.4.1 Abordagens sobre a quiralidade da () p-sinefrina e metodologias

empregadas para separagao de compostos quirais

Por se tratar de uma amina quiral, a sinefrina pode existir em trés diferentes
formas de isbmeros posicionais (orto o-, meta m- e para p-), 0s quais ndo possuem
atividade farmacoldgica equivalente (SANTANA et al., 2008). Cada isébmero
posicional pode originar dois enantidmeros, resultantes da presenga de um carbono
quiral assimétrico (ALLISON et al., 2005; PELLATI et al., 2005, HAAZ et al., 2006).

O isbmero p da sinefrina € o unico de ocorréncia natural, sendo ele um
protoalcaldide primario da espécie de C. aurantium (STOHS et al., 2011a) de carater
basico, polar e soluvel em agua (NIEMANN e GAY, 2003; PELLATI et al., 2007).

A p-sinefrina sintética tem sido comercializada como uma alternativa a que
ocorre naturalmente, sendo ela uma mistura racémica das formas enantioméricas
levégira ((-)R, ou /) e dextrégira ((+)S ou d) (KUSU et al., 1996; MERCADER et al.,
2011), como mostra a Figura 8. Este produto sintético exerce aproximadamente
metade da atividade farmacolégica quando comparada ao protoalcaldide de
ocorréncia natural, uma vez que seus enantibmeros possuam atividades

farmacoldgicas distintas entre a e  adrenoreceptores (BROWN et al., 1988).
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Figura 8. Enantidmeros da p-sinefrina

A atividade farmacoldgica depende das substituicbes que ocorrem no anel
aromatico e dos ligantes ao carbono a e B. A presenca de um grupamento hidroxila
no carbono B e no anel aromatico por exemplo, reduz a capacidade do composto
atravessar a barreira hematoencefalica, o que resulta em uma atividade central mais
branda (BRUNTON et al., 2005).

Na natureza somente a forma levogira (R(-)) da p-sinefrina esta presente,
sendo considerada mais potente em uma ou até duas ordens de magnitude que a
forma dextrégira (S(+)). Observa-se que este composto pode sofrer isomerizagéao
optica quando submetido a procedimentos extrativos com temperaturas elevadas ou
quando o tempo de aquecimento €& prolongado (PELLATI et al., 2007). Logo, a
producao de extratos para posterior manipulagdo de formulagdes farmacéuticas,
pode contribuir para um aumento nos teores de (S(+))-sinefrina.

Numerosos estudos mostram que um determinado enantibmero de um par
enantiomérico reage com receptores como agonista muito mais facilmente do que o
outro enantidmero, devido as diferengcas estereoquimicas (ERB, 2006), as quais
serdao responsaveis por fornecer diferentes atividades farmacoldgicas e
farmacocinéticas entre os enantidmeros (METZ et al., 2009). A forma levdgira (/) se
liga mais facilmente a receptores adrenérgicos quando comparada a forma
dextrogira (d) da p-sinefrina, que €& cem vezes menos vinculativa a B
adrenoreceptores, ndo exercendo portanto atividade farmacoldgica significativa
(JORDAN et al., 1987). A ligagdo com adrenoreceptores 1 e 2 esta associado ao
aumento dos batimentos cardiacos e da pressédo arterial (INCHIOSA, 2011),
enquanto que a atividade lipolitica ocorre devido a ligagdo com receptores 3 em
tecidos (STOHS et al., 2011b).

Metodologias analiticas empregadas para a separagao, identificacdo e
quantificacdo de enantidmeros incluem eletroforese capilar (CE), cromatografia
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gasosa (GC), cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia com fluido
super (CFS) e sub-criticos. Entretanto, desde a década de 70 o uso de HPLC na
separagao de compostos quirais tem sido empregada em constante evolugao
(SANTORO, 1992).

Entre as ferramentas disponiveis para uma adequada separacao
enantiomérica, a separagao direta, empregando uma fase estacionaria quiral
enantioseletiva, tornou-se o procedimento mais aceito. No entanto, a identificacéo de
uma fase estacionaria quiral em combinacdo de uma fase modvel para um
determinado analito pode ser um desafio bastante grande (LAMMERHOFER et al.,
2010). Devido a especificidade de reconhecimento molecular para cada combinagéo
entre a fase estacionaria quiral e o analito e sua sensibilidade a pequenas variagdes
estruturais, previsbes confidveis de uma coluna apropriada para um determinado
analito, sdo ainda praticamente impossiveis (LAMMERHOFER et al., 2010).

S&o variadas as colunas quirais encontradas hoje no mercado: Tipo Pirkle, do
tipo proteina, do tipo cavidade, do tipo ciclodextrina, do tipo celulose, do tipo
polimeros, derivada de enzima, derivada de albumina, e do tipo antibiéticos
macrociclicos (LOURENCO et al., 2010), sdo alguns exemplos. As colunas de
ciclodextrinas comercialmente disponiveis sdo as que possuem seis, sete ou oito
unidades de a-D-glicose, as quais sdo denominadas a-, B- e y-ciclodextrina
(LOURENCO et al., 2010). No processo de reconhecimento quiral, os enantibmeros
entram, pelo menos parcialmente, na cavidade das moléculas de ciclodextrina

formando complexos diastereoisoméricos, como exemplificado na Figura 9.

7/

Figura 9. Mecanismo de reconhecimento quiral de uma molécula com o cone truncado da
ciclodextrina

Estes complexos de inclusdo sao estabilizados por interagdes dipolo-dipolo
induzido, dispersbes de London e estéricas entre os enantibmeros do analito e a
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fase estacionaria. Interagdes secundarias do tipo ligagdes de hidrogénio, entre os
grupos hidroxila da superficie externa da ciclodextrina e parte da molécula do analito
que ficou fora da cavidade, também contribuem para a estabilizagcdo dos complexos
diastereoisoméricos (WAINER, 1993; ALl et al., 2006).

Algumas metodologias desenvolvidas até o presente momento para
separacgao de enantidbmeros da sinefrina por HPLC estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Metodologias empregadas para separagao dos enantibmeros da (t) sinefrina

Amostra
aplicada

Condigoes

Metodologia
empregadas

Consideragoes Ano Referéncias

F.E:

B ciclodextrina
F.M:
Metanol
NaH2P0O4 25 mM
pH 3.5
(20:80 v/ v)
Sulfato de
tetrabutilamonio
10 mM
3°C
220 nm.

PELLATI e
BENVENUTI,
2002

Baixa resolugao
para
quantificagao

HPLC Fruto de Citrus 2002

F.E
cellobio-hydrolase
(CBH)

FM:
Tampéao fosfato de
s6dio10 mM
pH 6.0)
2-propanol
(95:5, viv),

50 uM EDTA
0.8 mL/min.
20-C
225 nm

PELLATI et

HPLC al., 2010

Padrées Boa resolugao 2010

FE:

B ciclodextrina
(LiChroCART
Chiradex)

FM
metanol-NaH2PO4

pH 3.5;

(25 mM)
(2:98)
Sulfato de
tetrabutilamonio 10
mM.

0.4 mL/min.
2°C
225 nm

HPLC

Fruto
Citrus,extrato
de Citrus, e
suplementos
alimentares

Baixa resolugao

2005

PELLATI et al,
2005
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FE:
(Sumichiral OA-
6000)

FM:
Solugéo aquosa de
acetato de cobre (Il)
TmM
Acetato de amdnio
10 MM pH 6.4
1.7 mL/min
26° C.

225 nm.

FE:
(Chiral-CBH), ligada
a proteina
FM:
2-propanol
(5%, w/w) tampao
fosfato de sodio
10mM
pH 6.0
50uM EDTA
0.8 mL/min.
20° C
225 nm

Baixa resolugéo

Boa resolugao

FE
BCD
FM
TEA/Metanol
ou
fosfato/Metanol

HPLC

Padréao

Boa resolugao

2008

LIN et al.,
2008

FE
coluna, Sumichiral
OA-6000
FM
acetate de cobre (ll)
1 mM
HPLC acetato de amdnio

20 mM
pH 6.4)

1.5 ml/min
Detecgéao
eletroquimica
1.0 V vs Ag/AgCI.

Comida e
urina

Boa resolugao

1996

KUSU et al.,
1996
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4. MATERIAIS E METODOS

41 Reagentes, solugdes e instrumentacao

Para o desenvolvimento dos métodos foram utilizados padrdées (Sigma-

Aldrich) especificados na Tabela 5 com os respectivos valores de pKa.

Tabela 5. pKa dos compostos trabalhados

Estimulantes pKa

Octopamina 8,66 - 9,97
Sinefrina 9,37 -9,98
Tiramina 9,51-10,49
Hordenina 9,51-10,05
Efedrina 9,65-10,25
Salicina 2,80-12,20
Cafeina 10,4 -14,0

Para a analise dos sete estimulantes, as solu¢cdes estoque dos padroes foram
preparadas em metanol nas concentracdes de 500 mg L™ para octopamina,
sinefrina, tiramina, hordenina e cafeina; 460 mg L™ para salicina e 290 mg L™ para
efedrina.

A partir das solucgdes estoque, foi preparado uma mistura de padrées em fase
movel em diferentes concentragdes, para obtencdo dos pontos de uma determinada
curva analitica.

No método desenvolvido para a cafeina a faixa de trabalho foi de 1,0 mg L™ a
20,0 mg L™, sendo que os pontos da curva foram preparados em fase moével a partir
de uma solugao estoque de 500 mg L' em acetonitrila.

No método desenvolvido para os enantiomeros da sinefrina, a faixa linear foi

equivalente a faixa de trabalho, a qual foi de 1,0 mg L' a 15,0 mg L™ para sinefrina
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levogira e de 2,0 mg L™ & 15,0 mg L™ para a sinefrina dextrégira, sendo a solugéo
estoque de (z) p-sinefrina preparada em metanol em uma concentragédo de 100 mg
L.

Os solventes e reagentes utilizados foram todos de grau HPLC: Acetonitrila
(Tedia), Metanol (Tedia), Tetrahidrofurano (THF - Tedia), Dodecil sulfato de sddio
(SDS - Tedia), Acido fosférico P.A de 85% de pureza (Vetec), Trietilamina (Vetec),
Fosfato de sédio monobasico (Nuclear), 8 ciclodextrina (Sigma-Aldrich).

Os reagentes sélidos foram pesados utilizando balanga analitica Sartorius
(Goettingen, Alemanha) com quatro casas decimais de precisao.

As medidas do pH foram realizadas em pHmetro digital (Digimed DM 20, Sao
Paulo, Brasil) com eletrodo de vidro combinado.

A agua utilizada no preparo das solugdes primeiramente sofreu um processo
de destilagédo, seguido de deionizacdo e, apos, purificagdo em um sistema Milli-Q de
resistividade de 18,2 MQ cm™".

Na filtracdo das amostras, uso-se previamente algodao e funil de separagao
e, posteriormente, foi utilizado um sistema de filtracdo a vacuo com filtro de acetato
de celulose 0,45 um (Sartorius, Alemanha) para amostras extraidas em agua.
Quando as amostras eram extraidas em metanol, a filtragdo se dava com membrana
de acetato de celulose regenerada de mesma dimenséo.

Para a extracdo das amostras referente aos produtos naturais e para a
degaseificagao diaria dos eluentes, foi utilizado um banho de ultrassom (Unique, Séo
Paulo, Brasil) durante 30 e 60 minutos respectivamente.

Para a amostra do fruto de Citrus foi realizado uma etapa de limpeza em
cartucho para extragdo em fase sélida LiChrolut SCX (40 — 63 pm, 500 mg 3mL).

O desenvolvimento dos métodos e posterior analises das amostras, deu-se
pela utilizagcdo de um cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Knauer
(Figura 10), com bomba Smartline pump 1000 acoplado a Smartline Manager 5000,
com detector de conjunto de fotodiodos Smartline UV, software ChromGate® version
3.3.1, com sistema de separagao por gradiente (canais A, B, C e D) e injetor manual

de volume fixo de 20 pL.
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Figura 10. Sistema cromatografico utilizado no trabalho.

Para a separacdo cromatografica dos sete estimulantes e analise dos
suplementos alimentares, foi utilizada uma coluna de fase reversa Cqs (250 x 4,6 mm
x 5 um) (Phenomenex). Para a determinagcdo da cafeina em um segundo método
desenvolvido para aplicagdo do mesmo em produtos naturais a base de plantas foi
utilizada coluna de fase reversa Cg 250 x 4,6 mm x 5 ym (Thermo Scientific) e pré
coluna de mesma natureza acoplada (50 x 4,6 mm). Para a separagdo dos
enantibmeros da sinefrina utilizou-se Coluna Quiral Chiradex (250 x 4 mm)
(LiChroCART), composta por particulas esféricas de gel de silica contendo [3-
ciclodextrina (5 ym).

4.2 Rotina analitica dos métodos desenvolvidos

Para todos os métodos desenvolvidos, a rotina de condicionamento do
sistema cromatografico era a mesma. A fim de diminuir a oscilagdo de absorvancia
da linha base, a coluna era diariamente condicionada com a fase modvel por
aproximadamente 1 h. Apds esse tempo, os padrées e amostras eram injetados de

forma manual utilizando seringa de vidro de 1 mL.
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Entre uma analise e outra era realizado um recondicionamento da coluna por
um tempo de 10 minutos para o reequilibrio da mesma.
A etapa de lavagem, no final do dia, ocorria da seguinte maneira:
¢ 40 minutos iniciais: 100% agua milli-Q
Fluxo: 1,0 mL min™.
e 60 minutos finais: 80% solvente organico (acetonitrila/metanol), 20%
agua milli-Q

Fluxo: 1,0 mL min™.

4.2.1 Preparacao dos eluentes e método aplicado para determinagao dos

sete estimulantes em suplementos alimentares

A bomba quaternaria utilizada permite o trabalho com quatro canais de
solventes concomitantes, sendo eles:

e Canal A: acido fosférico 0,1%: A partir de um acido com 85% de
pureza, era preparado acido fosfoérico 0,1% pipetando-se 1,18 mL do
acido concentrado em 1 L de agua milli-Q. O eluente que atingia um pH
2,0 era entao filtrado em membrana de acetato de celulose 0,45 ym e
posteriormente sonicado por 1 h para a remogéo de bolhas de gas.

e (Canal B: Metanol. Metanol sonicado por uma hora antes do uso.

e Canal C e D: Agua Milli-Q para lavagem. Diariamente a agua para
lavagem era trocada e sonicada por 1 h.

Para a validacdo do método e analise dos suplementos, o comprimento de
onda utilizado foi de 222 nm.
Apesar de o meétodo final otimizado (Tabela 6), apresentar um tempo de

corrida de 20 min, todos os compostos eram eluidos até 10 min.
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Tabela 6. Método final otimizado e validado para sete estimulantes por HPLC com eluigdo por
gradiente.

Tempo (min) Fluxo (mL min™) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 0,7 98 2
2 0,6 95 5
4 0,8 95 5
5 1,5 80 20
7 2,0 75 25
9 2,3 55 45
10 2,5 30 70
12 2,5 40 60
15 2,0 50 50
20 0,7 98 2

4.2.2 Preparo dos eluentes e método aplicado para determinagao da cafeina

em produtos naturais a base de plantas

e Canal A: acido fosférico 0,1%: A partir de um acido com 85% de
pureza, era preparado acido fosforico 0,1% pipetando-se 1,18 mL do
acido concentrado em 1 L de agua milli-Q. O eluente que atingia um pH
2,0 era entao filtrado em membrana de acetato de celulose 0,45 um e
posteriormente sonicado por 1 h para a remogéao de bolhas de gas.

e Canal B: Acetonitrila. Acetonitrila sonicada por 1 h antes do uso.

e Canal C e D: Agua Milli-Q para lavagem. Diariamente a agua para
lavagem era trocada e sonicada por 1 h.

Para a validagdo do método e analise dos produtos naturais a base de plantas
foi utilizado um comprimento de onda de 220 nm.
Apesar de o método final otimizado (Tabela 7) apresentar um tempo de 10

min, a cafeina pode ser analisada no tempo de 4,2 min.
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Tabela 7. Método final otimizado e validado para cafeina por HPLC.

Tempo (min) Fluxo (mL min™) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 0,8 70 30
4,5 0,5 70 30
5 0,5 70 30
10 1,5 70 30

4.2.3 Preparo dos eluentes e método aplicado para determinagéo da () p-

sinefrina

e Canal A: SDS 6 mM acidificado. Pesava-se quantidade suficiente de
SDS para o preparo de uma solucado de concentracdo 6 mM em 1 L de
agua milli-Q. O eluente era entédo ajustado a um pH de 4,0 com acido
fosférico, filtrado em membrana de acetato de celulose 0,45 um e
posteriormente sonicado por 1 h.

e Canal B: Metanol. Metanol sonicado por 1 h antes do uso.

e Canal C e D: Agua Milli-Q para lavagem. Diariamente a agua para
lavagem era trocada e sonicada por 1 h.

A p-sinefrina foi analisada em comprimento de onda 255 nm
O método final otimizado e validado para a () p-sinefrina apesar de
apresentar um tempo de 10 min, ela péde ser analisada em 5 min em vazao 0,6 mL

min'1, utilizando 50% do canal “A” e 50% do canal “B”.

4.3 Suplementos alimentares

Para a analise desses dessas amostras foi utilizado o método desenvolvido e

validado para determinagao simultanea dos sete estimulantes.
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4.3.1 Amostragem

Até o presente momento foi realizada a compra de 100 suplementos
alimentares para perda de peso e ganho de massa muscular via internet. Os sites
onde foram compradas as amostras foram escolhidos aleatoriamente, porém, com o
pré requisito de o mesmo ser brasileiro, uma vez que esse estudo visa atingir os
consumidores do territério nacional. Dos 100 suplementos adquiridos, 47 foram
selecionados para serem analisados neste trabalho, sendo estes produtos sélidos

acabados na forma de po6.

4.3.2 Preparacao das amostras de suplementos alimentares

Neste estudo, trabalhou-se apenas com amostras sélidas, incluindo capsulas
em po, saches e a granel. Para as amostras encapsuladas foi realizado um pool de
dez capsulas para uma analise mais homogénea. Calculou-se o peso médio de cada
uma, o qual foi pesado e posteriormente extraido com 25 mL de metanol e filtrado
duas vezes, uma em algodao e outra em membrana de acetato de celulose
regenerada (0,45 um). Por fim, o extrato foi diluido 200 vezes na fase mével antes
de ser injetado no sistema cromatografico. Este procedimento esta exposto na
Figura 11.
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FPeso médio 0,59

Fool 10 capsulas

— Apraximadamenta 5 0g |
R : 25mL Metanol
Diluir 200x emn fase mavel Filtrar em membrana de acetato de celulose l
regenerada 0 45um #

P \ ¥ 4
> ¢ __-/Filtraremalgndéo

Figura 11. Esquema do preparo das amostras de suplementos alimentares

4.4 Produtos naturais a base de plantas

Para a analise dessas amostras foi utilizado o método adaptado e validado

para a determinacéo de cafeina.
4.4.1 Amostragem

As amostras de produtos naturais a base de plantas (n = 100), entre elas
manipuladas e industrializadas, foram obtidas em nove estados brasileiros: Ceara,
Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa
Catarina, Sao Paulo e Parana, no periodo compreendido entre os anos de 2008 e

2012, desconsiderando-se as variaveis de lotes e prazos de vencimento.

442 Preparo dos produtos naturais a base de plantas

Apoés realizar um pool de dez capsulas, calculou-se 0 peso médio de cada

uma das amostras, o qual foi pesado e posteriormente extraido. A extracdo desse
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material consistia na extragdo aquosa a quente (infusdo) de 25 mL de agua a 90°C e
sonicacgao por 30 minutos. Apds esta etapa, o extrato foi filtrado em algodao e em
membrana de acetato de celulose (0,45 um) e diluido 40 vezes antes de ser

injetado, como mostra a Figura 12.

Feso médio 05g

t {
e Pool 10 cépsulas {\ . Lo
— Apraximadamente 50y 25l Inftisaniae:datea IR

Sonicagdo 30 minutos

Diluir 40x em fase mavel  Eipar o membrana de acetato de celulose 0 45um
; & \ /
[ T H Filtrar em algodéo

Figura 12. Esquema do preparo dos produtos naturais a base de plantas

4.5 Fruto Citrus aurantium

4.5.1 Amostragem

Para a determinagdo da p-sinefrina levogira no método de separagdo dos
enantibmeros, um material vegetal de Citrus aurantium (fruto moido), coletado na
cidade de Cruz Alta (RS), foi utilizado.

4.5.2 Preparacao da amostra de fruto de Citrus aurantium

O extrato referente a amostra de C. aurantium se deu com a pesagem de 0,5

g do po do fruto moido e extragdo aquosa a quente (infusdo) de 25 mL de agua a 90
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°C, com posterior sonicacao por 30 min. Apds as duas etapas de filtracdo, como as
realizadas para produtos naturais, o extrato passou por um processo de limpeza em
cartucho de SPE (solid phase extration) LiChrolut SCX (40 — 63 pm) 500 mg/3mL
(Figura 13) e por fim diluido 40 vezes em fase movel para entdo ser realizada a
analise. A limpeza da amostra foi conduzida segundo Pellati et al. (2005), onde a
ativagédo do cartucho de SPE ocorria com uma pré lavagem utilizando 2 mL de
metanol, seguido de 2 mL de agua. Era entado passado por esse cartucho a solugao
referente ao extrato do fruto de C. aurantium. Posteriormente, ocorria a etapa de
lavagem do cartucho com 5 mL de agua, seguido de 2 mL de uma mistura
agua:metanol (75:25 v/v). O eluato adquirido até a presente etapa era todo
descartado. Apds isso a (t) p-sinefrina era entado eluida e coletada com 6 mL de uma

mistura metanol:HCI (9:1 v/v).

5
8
g

Figura 13. Sistema de SPE utilizado para limpeza da amostra de fruto de C. aurantium
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Métodos desenvolvidos

5.1.1 Otimizacdo do método para determinacado simultdnea de octopamina,
sinefrina, tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina para aplicagdo em
suplementos alimentares

O primeiro parametro estudado para a analise destes compostos foi o
comprimento de onda (A) a ser utilizado na deteccdo dos picos cromatograficos.
Para a escolha de um comprimento de onda que fosse capaz de detectar
satisfatoriamente os sete estimulantes, foi analisado o espectro de absorgao
molecular de cada analito, a partir de solu¢gdes aquosas de seus padrdes, conforme
Figura 14.
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Figura 14. Representacéo dos espectros de absor¢ao molecular dos estimulantes estudados

Os A monitorados durante a etapa de otimizacdo do método foram 200 nm,
222 nm, 245 nm e 275 nm, uma vez que o detector utilizado (DAD) permite a
escolha simultanea de quatro A em uma mesma analise.

O A de 200 nm foi descartado, pois € uma regido onde ocorre elevada
absor¢cdo molecular dos solventes utilizados na fase mével, provocando assim o
surgimento de uma linha base bastante instavel. O A de 245 nm ndo se mostrou
sensivel para os compostos tiramina, octopamina e efedrina. Ja o A 275 nm néo foi
satisfatério para a analise da efedrina e da salicina, uma vez que ndo se mostraram
sensiveis. Portanto, o comprimento de onda escolhido para monitorar todos os
analitos foi A 222 nm, pois além de ter sido considerado sensivel a todos os
compostos, a linha base se comportou de forma estavel durante a corrida
cromatografica.

Para a escolha da fase movel, foi utilizado como base um método ja
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (VIANA et al., 2013), para a realizag&o
da separacao de cinco aminas (tirosina, octopamina, sinefrina, tiramina e hordenina).
Para isto, foi conduzido um estudo de pH de fase modvel, combinacdes binarias,
ternarias e quaternarias de solventes, de acordo com o diagrama triangular para o
desenvolvimento de métodos em HPLC (HARRIS, 2003). O método de partida
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consistia em uma corrida isocratica de 70% acido fosforico 0,1% (v/v) e 30% de
acetonitrila com fluxo variando de 0,8 a 1,5 mL min”" em coluna Cig (Thermo
Scientific). Ao aplicar estas condi¢des para a separagao de mais compostos em uma
nova coluna C+g (Phenomenex), o método ndo se mostrou satisfatério uma vez que
houveram coeluig¢des.

Tendo em vista que os pKa dos compostos adicionados neste método n&o
diferiam significativamente dos pKa das aminas ja estudadas anteriormente e que a
sensibilidade dos sinais n&o se alteraram, optou-se por continuar o trabalho com
acido fosférico 0,1%, uma vez que uma faixa de pH ja havia sido testada
anteriormente (2,0 — 4,0) em fungdo dos pKa dos analitos, que nesta faixa
encontram-se protonados.

A mudanga do solvente organico precisou ser realizada uma vez que a
utilizacdo de acetonitrila aumentou a forca de eluicdo da fase movel, diminuindo o
tempo de retengdo dos compostos, provocando a sobreposigdo dos picos logo no
inicio da corrida. Enquanto isso o metanol, por possuir uma forga de eluicdo menor,
provocou um aumento do tempo de analise, porém favoreceu a separagdo dos
analitos. A analise isocratica utilizando acido fosférico 0,1% e metanol néo foi
suficiente para uma boa resolugdo dos picos. Por isso, fez-se necessario um

gradiente de fase movel e de vazao, de acordo com a Tabela 6 e Figura 15.

3 120

~
wn
L 2
L 2

100

[
L 2
L 2

&0

60

Vazéo (mL/min)
=

= %
L

Proporgdo de solventes (%)

40
* W N
0,5 I 20
i S —— . 0
0 5 10 15 20
Tempo (min)
¢ \Vazdo Acido fosférico 0,1%  --—------ Metanol

Figura 15. Grafico demonstrando gradiente de fase mével e de vazao utilizado no método otimizado
para a determinagao da octopamina, sinefrina, tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina

A otimizagdo do gradiente de eluigdo ocasionou uma boa separagao dos

estimulantes em estudo, como mostra o cromatograma da Figura 16.



58

100 ~

SALICINA

80

EFEDRINA

CAFEINA

60

40

OCTOPAMINA

SINEFRINA

TIRAMINA
HORDENINA

mAU

20

s

20 ' ' ' r , , . r ' r
0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Figura 16. Cromatograma otimizado de acordo com o gradiente de vaz&o e solvente como exposto na
Figura 15, em temperatura ambiente (24°C) com detecgdo em 222 nm e injecédo 20uL.

5.1.1.1 Validagdo do método para determinacdo de octopamina, sinefrina,

tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina

A linearidade do método foi avaliada através da construcido de curvas
analiticas descritas na Tabela 9 (calibragdo externa). Analisando as equacgdes das
retas obtidas, podemos concluir que o método apresenta uma linearidade satisfatoria
para todos os estimulantes estudados. A Tabela 10 apresenta as equacdes da curva
analitica e coeficiente de correlagcao para os analitos em questao.

Na pratica, o LD é determinado como a menor concentracdo do analito que
pode ser diferenciada do ruido do sistema com segurancga; e o LQ corresponde a
menor quantidade de um analito que pode ser quantificada com exatidao e com uma
fidelidade determinada (LANCAS, 2004). Neste trabalho, os limites de detecgao e de
quantificacdo foram calculados pela determinacao do ruido da linha base a partir da
injecao de seis replicatas da fase movel (branco). O limite de detecgéo teve por base
a relagao de trés vezes o ruido da linha base, enquanto que o limite de quantificagao

foi considerado dez vezes o ruido desta. Ambos estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 8. Tempo de retengéo, faixa linear e faixa de trabalho para os padrdes analisados

Tempo de Faixa linear Faixa de trabalho
Estimulantes

retengdo (min) (mg L™ (mg L™

Octopamina 4.1 0,5-100 1-50

Sinefrina 4.8 0,5-200 2-90
Tiramina 6,2 0,156 — 120 2,5-80
Hordenina 6,9 0,203 - 150 3,25-60
Efedrina 8,0 0,09 — 190 1,25 -60
Salicina 8,3 0,39 — 250 3,12-50
Cafeina 10,0 0,078 — 50 2,5-50

Tabela 9. Equacgao da reta e coeficiente de correlagao, obtidos a partir da analise da faixa de trabalho

em triplicata de cada estimulante

Estimulantes Equacao da reta R

Octopamina y=23435,29x — 3315,66 0,99
Sinefrina y=5181,83x — 17627,6 0,99
Tiramina y=12562,46x + 13,997,28 0,99
Hordenina y=10239,88x + 34364,64 0,99
Efedrina y=13838,26x + 7041,09 0,99
Salicina y=2873,84x + 2280,10 0,99
Cafeina y=17663,21x + 522,12 0,99

Tabela 10. Valores referentes ao LD e LQ de cada estimulante

Estimulantes LD (mg L") LQ (mg L™

Octopamina 0,108
Sinefrina 0,200
Tiramina 0,143

Hordenina 0,351
Efedrina 0,021
Salicina 0,189
Cafeina 0,058

0,36
0,669
0,478
1,169
0,072
0,631
0,192
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Em cromatografia, a precisdo € determinada por intermédio da injecdo de
padrées analiticos (LANCAS, 2004). Neste trabalho tanto a precis&o intradia quanto
a interdia (Tabela 12) foram analisadas em trés concentrag¢des diferentes, a partir de
injecoes realizadas em triplicatas, e foram expressas em DPR, os quais foram
considerados aceitaveis de acordo com a AOAC, guia de validagao utilizado neste
trabalho.

Para o calculo das recuperagdes, foram construidas curvas analiticas através
da adicao de padrao (n=3) sobre trés amostras de suplementos alimentares sdlidos,
escolhidas aleatoriamente (designadas de A, B e C), visando minimizar a
interferéncia da matriz. Sobre a amostra (A) foi feito o estudo de recuperagdo de
octopamina, tiramina e salicina. Em uma amostra (B) foi realizado a recuperagao da
sinefrina e hordenina. E em uma terceira amostra (C) foi determinada a recuperagéao
da cafeina e efedrina.

De acordo com a AOAC (AOAC, 2013), um apéndice para validagdo de
suplementos alimentares e produtos botanicos, as recuperagdes e a preciséo

permaneceram dentro da faixa aceitavel, como apresentado na Tabela 12 e 13.
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Tabela 11. Precisao intradia e interdia dos estimulantes realizada em trés niveis de concentracao e em triplicata.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Analito Concentragado  DPR (%) DPR (%) Concentragao DPR (%) DPR (%) Concentragcao DPR (%) DPR (%)
(mg L™ Intradia Interdia (mg L™ Intradia Interdia (mg L™ Intradia Interdia
Octopamina 1 4.8 3,3 15 5,1 4,8 50 5,7 3,2
Sinefrina 2 53 0,7 20 1,6 1,8 90 29 4,6
Tiramina 2,5 41 0,9 20 45 55 80 4.4 2,4
Hordenina 3,25 2,8 2,3 15 49 5,6 60 2,5 2,3
Efedrina 1,25 57 6,6 10 2,2 6,7 60 1,3 5,4
Salicina 3,1 6,3 6,7 12,5 3,1 8,2 50 8,4 6,7
Cafeina 25 4,8 2,1 15 0,8 0,7 50 2,8 1,4

n=3
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Tabela 12. Faixa de recuperagao obtida para os sete estimulantes durante os ensaios de exatidao.

Estimulantes Faixa de Recuperacdo %

Octopamina 91-120
Sinefrina 82 -97
Tiramina 74 - 97
Hordenina 95-120
Efedrina 81 -117
Salicina 95 -119
Cafeina 84 — 120

n=3

Com relagdo a especificidade, foram testados dois anorexigenos como
possiveis interferentes, sendo eles a sibutramina (A) e o femproporex (B), como
apresentado na Tabela 17.

De acordo com os cromatogramas A e B, percebemos que ambos néao
interfferem na analise dos estimulantes em questdo, uma vez que a sibutramina
possui tempo de retencdo em 12,5 min e o femproporex em 8,7 min. Logo, frente a
essas substancias, fortes candidatas a estarem presentes como adulterantes nessa
classe de produtos estudados (COHEN, 2014c), o método se mostrou seletivo para

os compostos estudados.
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Figura 17. Cromatograma A: Sibutramina. Cromatograma B: Femproporex. Anorexigenos nao
interferentes na andlise de estimulantes. Gradiente de vaz&o e de fase mével conforme Figura 15, em
temperatura ambiente (24°C) com detec¢do em 222 nm e injegdo 20uL.

5.1.2 Otimizacdo do método para determinacéo da cafeina na presenca de
outras aminas

De acordo com o espectro de absorgdo desta metilxantina (Figura 18), os

comprimentos de onda escolhidos para monitorar as analises foram 200, 220, 275 e
280 nm.
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Figura 18. Espectro de absorgdo da cafeina obtido pelo detector arranjo de fotodiodos no HPLC.

O A escolhido foi de 220 nm, uma vez que os outros comprimentos de onda
se mostraram sensiveis as variacdes da linha base, devido ao solvente absorver na
mesma faixa de comprimento de onda.

Em um trabalho realizado anteriormente por VIANA (2013) em nosso grupo
de pesquisa, a cafeina foi um dos compostos testados na seletividade do método na
andlise de cinco aminas biogénicas. Este derivado das xantinas ndo se mostrou
interferente e teve seu tempo de retengcdo em 4,2 min, um tempo considerado
adequado para a analise de 100 amostras de produtos naturais como objetivava
este trabalho. Portanto, este método foi adaptado para o estudo dos produtos
naturais reduzindo-se o tempo de analise do método exposto na Tabela 7 e na

Figura 19, o qual foi posteriormente validado.
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Figura 19. Grafico demonstrando método isocratico aplicando gradiente de vazao para determinacgéo
de cafeina em produtos naturais a base de plantas.
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Apos a otimizagdo do método pode-se obter o cromatograma exposto na

Figura 20 a seguir.
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Figura 20. Cromatograma obtido para o padrdao de cafeina, a partir da adaptacdo de método
demonstrado na Figura 19, temperatura ambiente (24°C), injecdo 20 uL, detecgdo em 220 nm.

5.1.2.1 Validacao para o método da cafeina

A linearidade do método, avaliada através da construcdo de uma curva
analitica com faixa de trabalho de 1,0 a 20,0 mg L™, foi obtida a partir de uma
solugao estoque de cafeina 500 mg L™ em acetonitrila, e foi considerada adequada,
uma vez que seu coeficiente de correlagdo foi acima de 0,99. O LD e LQ foram
calculados pela determinagdo do ruido da linha base pela injecdo de dez replicatas
da mesma. O valor de LD teve por base a relagao de trés vezes o ruido, enquanto
que o LQ foi considerado dez vezes o mesmo. A preciséo intradia e interdia foi
realizada em triplicata e em trés niveis de concentragéo, 1,0 10,0 e 20,0 mg L™ com
padrdo. A exatidado foi calculada pelo método da adigdo do padrdo, igualmente em
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trés niveis (1,0 10,0 e 20,0 mg L"), sobre uma amostra isenta de cafeina. Todos os

parametros avaliados na validagado deste método estdo descritos na Tabela 14.

Tabela 13. Parametros de validagao para o método da cafeina

Parametro validado Resultados obtidos
Equacéao da reta y = 192706,6x + 623,01
R 0,99
LD (mgL™) 0,048
LQ (mgL™) 0,16
Preciséo - DPR (%) intradia 0,8-23
Preciséo - DPR (%) interdia 1,9-2,5
Exatidao (recuperacao %) 91,7-101,2

*Valores de DPR e Exatidao correspondem ao minimo e maximo obtidos nas trés concentragdes

Para verificar a especificidade do método proposto, foram analisadas as
seguintes matérias primas: Faseolamina, Caralluma fimbriata, Cassiolamina, Fucus,
Equisentum, Psyllium, Pholia magra, Cha verde, Spirulina, Passiflora, Cascara
sagrada, Garcinia cambogia, Citrus aurantium, Glucomannan, Ma huang, Guarana,
Chitosana e Sene, as quais foram obtidas de farmacia de manipulagcao livres de
excipientes, tratadas nas mesmas condigdes das amostras comerciais.

O estudo das matérias primas € importante, uma vez que elas podem estar
presentes na matriz de produtos naturais, podendo vir a interferir na determinacao e
quantificacdo de outros compostos de interesse. Da forma como esses materiais
vegetais foram preparados, eles ndo se mostraram interferentes no método (Figura
21). Além disso, foi verificado neste estudo de especificidade que a Pholia magra, o
Guarana e o Cha verde, apresentaram teores basais de cafeina natural. Por isso, foi
possivel prever se a cafeina encontrada nas amostras era de origem natural ou

sintética.
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Figura 21. Cromatogramas sobrepostos das matérias primas frente ao método da cafeina para avaliar
o parametro especificidade do mesmo. Método conforme Figura 19. Temperatura ambiente (24°C).
Detecgdo em 220 nm. Injecdo de 20 pL.

5.1.3 Otimizag&o do método para determinagao dos enantibmeros da () p-

sinefrina

A importancia na determinacao e diferenciacdo de entre os enantibmeros da
sinefrina se da pelo fato de que somente a conformacgéo levogira do composto
apareca naturamente na espécie de C. aurantium, fazendo com que a presenca do
racemato em amostras naturais se torne bastante questionavel em relagcdo a
adulteracao deste produto com a substancia sintética.

A escolha do comprimento de onda empregado nas analises de compostos
quirais é de fundamental importadncia uma vez que possui grande efeito sobre o
formato e simetria dos picos (SINGH, 2012). De acordo com o espectro de absorgéo
desta amina biogénica quiral, os comprimentos de onda escolhidos para monitorar

as analises foram 220, 225, 255 e 270 nm de acordo com o espectro molecular
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(Figura 22). O A escolhido foi de 255 nm, pois nesse comprimento de onda ambos
enantibmeros apresentaram sensibilidade semelhantes de absor¢do e n&do houve

interferéncia dos solventes utilizados na fase moével escolhida.
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Figura 22. Espectro da sinefrina obtido pelo detector arranjo de fotodiodos

Essencialmente sdo trés as variaveis de fases moéveis que podem ser
exploradas para otimizar a resolugdo de um determinado racemato, entre elas o pH,
o modificador organico e a forga ibnica (ALLENMARK et al., 1984).

As fases moveis comecaram a ser testadas a partir das especificagdes
contidas no manual da prépria coluna cromatografica para separagao de moléculas
com centros quirais. O primeiro cuidado que precisamos ter ao testar os eluentes, foi
a estreita faixa de pH suportada pela coluna quiral (3,0 — 7,0). Os testes se iniciaram
com mistura de solventes basicos como misturas binarias, ternarias e quaternarias
de agua, com modificadores organicos como metanol, acetonitrila e tetraidrofurano,
em propor¢oes diversas. O melhor resultado obtido inicialmente foi a fase mével de
composigao Agua:Metanol (40:60) conforme a Figura 23.
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Figura 23. Cromatograma obtido pela inje¢cdo do padrdo de (+) p-sinefrina na condicdo dgua:metanol
(40:60) como eluente, em fluxo de 0,7 mL L, deteccdo em 255 nm. Coluna B ciclodextrina.

A partir destes primeiros testes realizados, tomamos por base a utilizagado de
agua e metanol como solventes de ponto de partida para o aprimoramento da fase
movel. A faixa de pH testada (3,0 - 7,0) foi efetuada a fim de analisarmos a melhor
resolugcao dos enantidmeros, pois na questdo de carga molecular, em todos os pHs
possiveis a serem testados, o composto estudado sempre se apresentara em sua
forma protonada, uma vez que o seu pKa é de 9,37 — 9,98, como citado na Tabela 5.
Na Figura 24 podemos perceber que o pH de 4,0 foi o que apresentou melhor

sensibilidade, por isso foi o0 escolhido.
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Figura 24. Valores de pH testados em fase movel agua:metanol (40:60). Fluxo 0,9 mL min™. Detecgéao
255 nm em coluna de [ ciclodextrina.

Posteriormente, a fase mdvel passou a ser testada frente ao modificador
trietilamina (TEA), ao tampé&o fosfato de sodio, a B ciclodextrina como seletor quiral
de fase mével e ao tensoativo anidnico dodecil sulfato de soédio (SDS) como
reagente de pareamento iénico.

Dentre todos os testes realizados, a adicdo de SDS a fase moével foi a que
melhor respondeu a separagdo enantiomérica da () p-sinefrina. Em um segundo
momento, analisamos que a utilizacdo concomitante de SDS e [B-ciclodextrina na
fase moével poderia ser a mais adequada. Entretanto, apds ser feita uma curva de
calibracdo do padrdo racémico da sinefrina, percebemos que apesar da boa
separagao dos picos, a presenca da B-ciclodextrina interferiu na sensibilidade de
deteccdo de um dos enantibmeros. Subsequentemente, foi testada a faixa de
concentragdo de 1 a 20 mM de SDS na fase moével, pois segundo Ganzera et al.
(2005) a concentracao de SDS é de grande importancia, uma vez que aumentando a
concentragdo do reagente de par idnico, o resultado das separagées em estudo
realizado com Ephedra e Citrus foi melhorado continuamente. Entretanto,
concentragdes muito elevadas deste agente tensoativo prolongam os tempos de
separagao além de prejudicar a vida util da bomba do equipamento. A concentragéo
de SDS escolhida como satisfatéria foi de 6 mM.

Outro parametro testado foi a vazdo da fase movel, entre 0,5 € 0,9 mL min™.

Em fluxo de 0,5 mL min™ os picos se apresentaram alargados, sendo que fluxos
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acima de 0,7 mL min™ ocorria a diminuicdo na resolugdo dos mesmos, além de
aumentar significativamente a pressdo do sistema cromatografico. Logo, a vazéo
escolhida para a analise foi de 0,6 mL min™.

Por ultimo, um ajuste fino quanto as proporgdes do tensoativo (SDS 6 mM) e
de metanol foi realizado em torno das melhores condicbes estabelecidas
inicialmente (40:60), conforme mostrado no Figura 24. Aqui, podemos concluir que a
propor¢cao de 50% SDS 6 mM acidificado a pH 4,0 com &acido fosférico e 50%
metanol foi a condigdo mais adequada a uma boa separagao cromatografica.

Em separagbes quirais, a temperatura muitas vezes se apresenta como
sendo um fator critico na analise. Ela € um parametro importante para a otimizagao
na separagdo enantiomérica de catecolaminas quando empregando ciclodextrina
como seletor quiral (LIN et al., 2006). Ao analisarmos outros trabalhos aplicando
cromatografia liquida e 3 ciclodextrina como seletor quiral, percebemos que nao é
rara a utilizagdo de fornos acoplados ao cromatdgrafo para o resfriamento da coluna
(~2°C), e que estes seletores podem sofrer mudangas conformacionais induzidas
pela temperatura (MA et al.,, 2009). Sendo assim a temperatura ambiental no
laboratério foi monitorada entre 18°C e 30°C a fim de encontrarmos uma
temperatura 6tima de analise capaz de proporcionar adequada resolucéo dos picos
cromatograficos. O fator de resolugdo (a) da separagdo cromatografica leva em
consideragao o tempo de retencao (Tr) dos analitos, o fator de retengdo e o tempo
morto (To) (pico inicial do solvente). Quanto maior a, maior a separagéo e melhor a
resolucdo da mesma. Como podemos perceber na Figura 25, quanto menor a

temperatura empregada, maior o fator de retengéo, logo maior o a.
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i:igura 25. Resolugéo (A) e fator de retengao (B) dos enantibmeros da () p-sinefrina de acordo com a
temperatura.

As temperaturas mais elevadas prejudicaram a resolugao dos picos, ja a
menor temperatura monitorada (18 °C), apesar do apresentar a melhor resposta em
termos de resolugdo cromatografica foi considerada inviavel de ser utilizada, uma
vez que em estagcbes mais quentes seria dificil manté-la. Logo, optou-se pela
temperatura de 20 °C.

O método ficou otimizado isocraticamente com fase movel composta de 50%
SDS 6 mM pH 4,0 (ajustado com &cido fosférico) e 50%Metanol, vazdo 0,6 mL min™,
A monitorado em 255 nm e temperatura controlada em 20°C. A Figura 26 apresenta
o cromatograma da separagao dos enantidmeros obtido a partir das condigbes entéo

otimizadas.
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Figura 26. Cromatograma obtido do padrado (z) p-sinefrina apds otimizagdo do método. Eluente: 50%

SDS 6 mM acidificado pH 4,0 com acido fosférico 50% metanol. Vazao 0,6 mL min™. Temperatura
20°C, Detecgao 255 nm. Injegéo 20 uL. Coluna B Ciclodextrina.

5.1.3.1 Validagao do método desenvolvido para determinacdo dos enantibmeros

da (£) p-sinefrina

A linearidade do método, avaliada através da construcdo de uma curva
analitica com faixa de trabalho de 1,0 a 15,0 mg L™ para a L-sinefrina e 2,0 a 15,0
mg L™ para a D-sinefrina, obtida a partir de uma solugdo estoque de (x) p-sinefrina
100 mg L' em metanol, e foi considerada adequada, uma vez que seu coeficiente de
correlagcao foi acima de 0,99 para ambas. O LD e LQ foram calculados pela
determinacao do ruido da linha base pela injecao de dez replicatas da mesma. O
valor de LD teve por base a relacao de trés vezes o sinal ruido, enquanto que o LQ
foi considerado dez vezes este sinal. A precisao intradia foi realizada em triplicata
sobre trés pontos da curva (L-sinefrina: 5,0; 10,0 e 12,0 mg L™'; D-sinefrina: 2,0; 5,0
e 12,0 mg L'1), ja a precisao interdia foi realizada em triplicata sobre o ponto 5,0 mg
L' da mesma. A exatidao foi calculada a partir da adicdo de 5,0 mg L™ do padrao
sobre uma amostra do fruto de C. aurantium. Todos os paradmetros avaliados estao

descritos na Tabela 15.
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Tabela 14. Parametros de validagéo para enantidmeros da p-sinefrina

Parametro validado L-sinefrina D-sinefrina
Equacéo da reta y=6.815,4x + 1091,5 y=6.509,9x + 36193,4
r 0,99 0,99
LD (mgL™) 0,11 0,41
LQ (mgL™) 0,36 1,36
DPR (%) intradia 1,01 -4,95 0,85-16,0
DPR (%) interdia 3,67 1,21
Exatidao (recuperacéo %) 110 92

*Valores de DPR intradia para ambos enantidmeros corresponde ao minimo e maximo obtidos em
trés concentragdes

Para verificar a especificidade, o método foi testado frente a tirosina,
octopamina, tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina, separadamente. A
tirosina e a cafeina ndo foram consideradas interferentes neste método, uma vez
que tiveram tempo de retencdo de 5,2 e 4,9 min, respectivamente. Os outros
analitos testados interferiram nao sé pelo mesmo tempo de retencdo, mas também
pela supressdo do sinal causado no analito de interesse. Entretanto, as outras
aminas como possiveis interferentes (octopamina, hordenina, tiramina efedrina e
salicina) se encontram geralmente em baixas concentragcbes em amostras contendo
C. aurantium, de modo que a determinagdo de (t) sinefrina se torna possivel pelo
meétodo da adigdo do padrao.

Em relagdo a robustez, o método se mostrou bastante sensivel frente a

pequenas variaveis, sendo a temperatura o parametro mais critico a ser controlado.

5.2 Aplicagao dos métodos desenvolvidos em produtos para perda de peso

Os métodos desenvolvidos e validados foram aplicados em uma série de
amostras reais a fim de verificar a aplicabilidade dos mesmos.

Todas as amostras positivas para os compostos de interesse tiveram seus
pools analisados em ftriplicata, ou seja, o procedimento de extragdo a partir do pool
das capsulas era feito trés vezes.

A fim de se proceder com a quantificacdo das amostras, foram realizados
ensaios prévios a extracdo através do método de adicdo de padrdo na amostra.

Dessa forma garantiu-se que os compostos de interesse fossem extraidos
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completamente da matriz analisada. Apds ser determinado o procedimento de
extragdo para cada tipo de amostra (suplemento / produto natural), foi realizada uma
curva de calibracdo interna para cada composto estudado. Esta curva na amostra se
mostrou equivalente a curva de calibragao externa. Devido ao amplo numero de
produtos amostrados, optou-se por realizar a etapa de quantificagcdo através da
curva de calibracdo externa obtida com os padrdes analiticos.

Para os calculos de quantificacdo e determinagao do teor (mg/dia) de cada
produto, foram consideradas as diluigbes, o peso médio e a dose diaria
recomendada em cada rotulo. A etapa de quantificacdo nas amostras se deu pela

regressao linear utilizando o método dos minimos quadrados.

5.2.1 Suplementos alimentares

O método validado para a determinagdo e quantificagdo de octopamina,
sinefrina, tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina foi utilizado para fazer o
screening de 47 amostras de suplementos alimentares comercializadas na forma
sélida (po).

De todas as amostras analisadas (Tabela 16), 53% delas apresentaram
estimulantes (marcadas com letra alfabética) as quais estdo posteriormente

descritas na Tabela 17.

Tabela 15. Amostras de suplementos alimentares analisados com as respectivas descrigdes, doses
recomendadas em rétulo e nome comercial.

Nome

Amostra Descricao Rétulo .
comercial

Picolinato de cromo,
cafeina (225mg),
guarana,
mate,
vitaminas e minerais
(capsula em po)

4 caps/dia Ripp ABS

Produto a base de guarana que
possui naturalmente altas . Therma Pro
~ , 2 capsl/dia
concentragdes de cafeina Hardcore
(capsula em po)

3 Maltodextrina, contém 40 g/250 mL Mega
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fenilalanina Maltodextrina
(a granel)

Maltodextrina,
guarana,

laranja amarga Thermo Syn
4-C cha verde 4 9/25(.) mL
(2xdia)
(a granel)

Extrato de acerola,
extrato de café verde,
5 extrato de cha verde, 1 caps (2xdia) Goji Green
extrato de Goji Berry
(capsula em po)

Café verde

. Café verde com
picolinato de cromo

6 extrato de acerola 2 caps (2xdia) picolinato de
cromo
(capsula em po)
Cafeina anidra (capsula
vermelha), .
. . Caps incolor
fibra de laranja, (2xdia)
7-D psyllium, . Sineflex
. Caps colorida
quitosana, (1xdia)
vitamina e minerais
(capsula incolor) (capsula em pd)
Amldo.de milho ceroso 30 /250 mL Energy
8 (carboidrato complexo) . e
(2xdia) Waximaize
(a granel)
. o 4 doses por dia
9 Proteina isolada e hidrolisada (dose= 25 g/125 Hydro fusion
(a granel) mL)
Proteina do soro do leite isolada 150 100
10 e hidrolisada 31 g/300 mL SO
hydrolyzed
(a granel)
Guarana,
colina,
1 -E psyllium, 2 caps (2xdia) Charge!
vitaminas
(capsula em po)
Colina,
magnésio,
12-F vitaminas, 2 caps (2xdia)
cromo,

acido fdlico,
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extrato de cha verde,
extrato de guarana,
extrato de laranja amarga,
extrato de canela
(capsula em po)

Ripped Rave

13-G

Suplemento de cafeina para

atletas (capsula em po)

1 caps/dia

Thermo
Reduction

14

Fibra dietética natural
(capsula em po)

2 caps (2xdia)

Chitosan Plus

15-H

Suplemento vitaminico
cafeina (280mg),
Citrus aurantium (364mg),
guarana (1.254mg),
cha verde (282mg),
cromo e biotina
(capsula em po)

4 caps/dia

Thermo Active

16

Psyllium,

30 ervas,
guarana
laranja amarga
(capsula em po)

9 caps/dia

30 ervas

17

Aminoacidos de cadeia
ramificada
(capsula em po)

4 caps/dia

BCAA

18

Suplemento vitaminico/mineral

cromo,
colina
café verde
(capsula em po)

3 caps/dia

Cellu Control
Green Coffee

19

Cha verde,
colageno,
inulina,
gengibre,
vitamina e minerais
(a granel)

5 g/200 mL

Blue Burn
Control

20

Colageno,
betacaroteno
vitamina C
(a granel)

10 g/200 mL

Colageno
hidrolisado

21

Fibra de laranja amarga
(capsula em po)

2 caps (2x/dia)

Citrus

22 — |

Cafeina (420 mg/porgao)
(capsula em po)

1 porcéo/dia

(porgao=2 caps)

Adrena Sintex
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Cafeina (420 mg/porgao)

1 porcéo/dia

Caffeine Black

23— (capsula em po) (porgao=2 caps) Jack
o4 Triglicerideos de cadeia média 10 g/150 mL MCT
(a granel)
o5 Fibras de zf\mlnopollssa’carldeos 2 capsf (3x ao Eat Bloker
(capsula em po) dia)
Elevado teor de proteina e baixa
26 caloria 25 g/200 mL FitMiss Delight
(a granel)
Faseolamina,
27 cha branco, 5 g/200 mL
colageno e cromo
(a granel) Carb Locker
Cafeina (300 mg/porgao) 1 porcao/dia Ultimate Fire
28 -K . . ~ . .
(capsula em po) (porgao=2 caps) White
Cafeina (420 mg/porgao) 1 porcao/dia Black Burn
29-L , . ~ .
(capsula em po) (por¢do=2 caps) Ultraconcentrada
Proteina isolada Gold Standard
30 (a granel) 32 g/300 mL Whey
31 L-glutamina 5 g/60 mL Glutamine Fuel
(a granel)
, - 1 porcéo/dia Ultimate Fire
32-M Cafeina (420 mg/porgao) (POrga0=2 céps) Black
Oleo vegetal em pd, triglicerideos
33 de cadeia média 10 g/200 mL MCT Powder
(a granel)
Citrus aurantium,
colina,
34N cha verde, 2 caps (2xdia)  Thermo Max
cromo,
vitaminas e minerais
(capsula em po)
Proteina isolada do leite,
extrato de cha verde,
35-0 laranja amai\rga, 4 g/300 mL Thermo plus
guarana,
vitaminas e minerais
(saches)
Suplemento vitaminico e mineral
cromo,
36-P magnésio, 2 capsl/dia Silouet

Citrus aurantium
(capsula em po)
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37

Aminoacido de cadeia ramificada
(a granel)

13 g/350 mL Amino 1

38

Proteina de carne bovina
hidrolisada e isolada e
maltodextrina
(a granel)

31 g/300 mL Carnivor

39-Q

Suplemento de cafeina para
atletas (capsulas em po)

Oxyelite Pro

1 caps/dia (BR)

40-R

Cha misto de laranja amarga,
cha verde,
mate,
guarana
(a granel)

3 9/250 mL Jack 3D

41-S

Sinefrina,
picolinato de cromo,
café verde,
cafeina (70 mg/porgéao)
(a granel)

5 g/200 mL F-destroyer

42 -7

Cafeina
(capsula em po)

1 caps/dia Extreme Black

43-U

Proteinas,
Vitaminas e minerais
cafeina (440 mq)
(a granel)

15g em 200mL Blast combat

44 -V

Citrus aurantium,
guarana,
erva mate,
cha verde,
termogénico ultra concentrado
(a granel)

5 /240 mL

Furian

45-W

Guarana adicionado de fibras,
cha verde,
vitaminas e minerais,
psyllium,
cafeina (446 mg/porgéo),
picolinato de cromo
(capsula em po)

3 caps/dia

Thermo Dragon

46 - X

Cafeina,
dimetilamilamina
(capsulas em po)

Oxyelite Pro

3 caps/dia (Rivera)

47 -Y

Ma Huang (400mg),
hidroclorotiazida (25mg),
guanidina (100mg)

Composto

1 cap (3x/dia) emagrecedor
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(capsula em po)

Das 47 amostras analisadas, 25 apresentaram cafeina e/ou efedrina e/ou

sinefrina como estimulantes. A Tabela 17 mostra os resultados de quantificacdo dos

estimulantes encontrados nos produtos estudados. O teor (mg/dia) encontrado é

referente a uma analise em triplicata das amostras. Os resultados s&o apresentados

ja em relacdo ao teor consumido por dia pelo usuario tomando por base a

quantidade sugerida no rotulo.

Tabela 16. Amostras que apresentaram estimulantes em sua composicdo, teor do estimulante
encontrado pelo método desenvolvido, desvio padrao absoluto do teor encontrado e teor que deveria
estar presente (rotulado)

Estimulante Teor mg/dia  Desvio padrao Teor mg/dia

Amostra absoluto

presente encontrado v rotulado

(mg/dia)

Amostra A Cafeina 372,5 9,5 225,0
Amostra B Cafeina 505,1 42,3 280,0
Amostra C Cafeina 661,8 55,2 400,0
Amostra D Cafeina 232,2 8,9 210,0
Amostra E Cafeina 388,3 13,1 -

Cafeina 105,8 28 -
Amostra F i

Efedrina 26,1 23 -
Amostra G Cafeina 291,2 33,7 2

Cafeina 362,4 16.3 280,0
Amostra H i

Sinefrina 59,1 6.1 -
Amostra | Cafeina 539,2 25,0 420,0
Amostra J Cafeina 641,7 23 4 420,0
Amostra K Cafeina 536,0 32,0 300,0
Amostra L Cafeina 500,0 79,8 420,0
Amostra M Cafeina 646,2 73,5 420,0

Cafeina 25,0 34 -
Amostra N i

Sinefrina 61,0 28 -
Amostra O Sinefrina 86,8 -

11,0
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Amostra P Sinefrina 127,0 11,1 -
Amostra Q Cafeina 395,0 26,8 o
Amostra R Cafeina 402,2 28,7 -
Amostra S Cafeina 367,0 19,6 70,0
Amostra T Cafeina 543,0 38,9 -
Amostra U Cafeina 1476,7 78,5 440,0
Amostra V Cafeina 754.,0 60,9 -
Amostra W Cafeina 223,6 8.0 446,0
Amostra X Cafeina 426,8 21,5 o
Amostra’Y Efedrina 45,3 2.9 -

a: Declara cafeina sem teor

b: Declara Citrus com teor de 364,0 mg/dia
c: Declara Citrus sem teor

d: Declara Ma Huang 400,0 mg/dia

*: Desvio padr&o obtido de analises em triplicata

O cenario das amostras de suplementos quanto aos estimulantes presentes,

associagdes dos mesmos e rotulagem pode ser entendido esquematicamente pela

Figura 27.

47 amostras de suplementos analisadas
68%
sdo
rotulados

53%

contém

estimulantes cafeina + sinefrina

76%

cafeina

5% das amostras positivas
para estimulantes se encontram
de acordo com o rétulo

88%

em
desacordo
com o rotulo

63%
valores acima
do teor
rotulado

nao rotulado

Figura 27. Esquema demonstrativo das amostras de suplementos alimentares estudadas
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A cafeina foi o estimulante encontrado majoritariamente entre os suplementos
analisados. Muitas vezes ela se fez presente sem necessariamente estar declarada
em rotulo, isso porque alguns produtos apresentavam em sua composigao
ingredientes fornecedores de cafeina basal. Entretanto, em muitas amostras a
cafeina apareceu em concentragées exacerbadas, extrapolando teores rotulados e
doses maximas diarias recomendadas (420 mg). Este é o caso a amostra 43 (U), em
que o teor diario encontrado (1.476,7 mg/dia) € maior que o triplo do teor diario
declarado em rétulo (440 mg/dia).

Juntamente com o aumento do consumo da cafeina, seja por ingestdao de
bebidas energéticas (fontes naturais), seja pela utilizagdo de suplementos
alimentares a base de cafeina, vém as preocupacdes em relacido a tolerabilidade e
eficacia desses produtos. Apesar de existirem pesquisas relacionadas a
administracao da cafeina purificada na forma farmacéutica ou na forma de café/cha,
ainda s&o insuficientes os estudos que avaliam a farmacotoxicologia dela frente a
outros multiingredientes presentes em suplementos alimentares. Contudo, dados
recentes, sugerem que essas atividades farmacotoxicolégicas podem ser
influenciadas por fitoquimicos presentes nas formulagbes desses produtos.
(GURLEY et al., 2014).

Quando comercializada com o apelo a melhora da performance fisica, o teor
de cafeina presente nesses produtos excede aquele presente naturalmente em
bebidas, como café, cha e refrigerantes, uma vez que objetivos puramente
ergogénicos somente sdo alcangados quando este estimulante se faz presente em
altas concentragdes . Este problema é agravado ainda mais pelo fato deste teor n&o
estar indicado fielmente nos rétulos dos produtos, expondo os consumidores a
efeitos adversos imprevistos (KOLE e BARNHILL, 2013). Além do rapido
desenvolvimento de tolerancia, a cafeina pode reduzir a atividade cerebral e
hepatica (SHEINER, 1990), sendo que em doses mais elevadas pode causar além
da lipdlise (efeito desejado em suplementos para perda de peso), efeitos de
broncodilatagdo, hiperglicemia, hipocalemia, arritmias cardiacas e morte subita
(BENOWITZ, 1990).
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Em algumas amostras a cafeina pode ser encontrada associada a outros
estimulantes, como é o caso da amostra 34 (N) em que ela esta presente com a
sinefrina (Figura 28) e amostra 12 (F) com a efedrina (Figura 29).

A determinacdo dos estimulantes nas amostras foi avaliada frente a trés
critérios, sendo eles: tempo de retengdo, aumento da concentracdo quando
fortificada com padrao e espectros de absorgao semelhantes.

7 Amostra 34
\ Espectro comparativo
2000 — \ da Cafeina
\\/ ™\
1800 ===
Espectro comparativo
J da Sinefrina ®
= =
O
-} ‘ £ ®
< 1000 4 VX 5 ]
S o g 5
) e .§
o 9]
g 2
500 + _§ <
£ L
u? &.Am
0
! I ! |
0 5 10

Tempo (min)

Figura 28. Cromatograma referente a Amostra 34 (N) e sua respectiva fortificacdo: Presenca de
sinefrina e cafeina.
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71 Amostra 12
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Figura 29. Cromatograma referente a Amostra 12 (F) e sua respectiva fortificacdo: Presenca de
efedrina e cafeina

A categoria de suplementos alimentares em que se faz presente
multiingredientes contendo Ephedra, tem se tornado bastante popular.
Comercializados com forte apelo a perda de peso, reforco de energia e aumento de
rendimento fisico, a cafeina tem sido incorporada a esses produtos através de fontes
naturais, como guarana e cha verde (GURLEY et al., 2014). Alguns produtos
declaram em seus rétulos utilizar apenas matérias primas naturais como unica fonte
de cafeina, como € o caso da amostra 44 (V). Entretanto, € improvavel que
concentragdes tao elevadas deste composto possam ser obtidas apenas de origem
natural.

Recentemente, Dr. Mehmet Oz, testemunhou perante o Congresso dos EUA,
sobre suplementos que ele mesmo promovia como milagres do emagrecimento.
Suplementos os quais possuem constituintes como a Garcinia cambogia, extrato de
café verde e outros ingredientes ndo comprovados. Entretanto, ele reconheceu que
esses produtos ndo passam pelo escrutinio cientifico para a comprovacdo da

eficacia e seguranca (COHEN, 2014a).
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N&o existe suplemento botanico legal que tenha demonstrado eficacia clinica
como uma pilula da dieta, sendo a combinacéo efedrina/cafeina o unico tratamento
que pode levar a modesta perda de peso (COHEN, 2014a). No entanto, é
compreensivel a associagdo da cafeina com outros estimulantes, uma vez que ela é
capaz de potencializar os efeitos adrenérgicos de outros compostos. Isso faz com
que esses produtos contendo tais associagdes sejam considerados suplementos
supersimpatomiméticos. A combinacdo desses suplementos com uma atividade
fisica vigorosa tem sido relacionada a efeitos adversos graves (YOUNG et al., 2012)
incluindo sérios acidentes vasculares cerebrais, ataques cardiacos e morte subita
(COHEN, 2014a).

Neste trabalho foi realizada a analise de dois produtos de nome comercial
Oxyelite Pro. Um deles comercializado no Brasil (amostra 39-Q) e o outro
comercializado no Uruguai (amostra 46-X) (Figura 30), porém ambos consumidos
pela populacdo brasileira. Na embalagem do produto importado é reportada a
informacdo de que o mesmo apresenta a substancia DMAA (dimetilamilamina), a

qual é proibida no Brasil.
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Figura 30. Cromatograma referente & amostra 46 (X). Presenca de cafeina de dose nao declarada e
possivel presengca de DMAA (declarado em rétulo) em 9,7 min (ndo houve confirmagédo com adigéao
de padrédo nem espectro para o DMAA).

Recentemente, a OMS alertou que varios paises tém identificado efeitos
adversos associados ao consumo dessa substédncia presente em alguns
suplementos alimentares. O DMAA é um estimulante do sistema nervoso central
usado no auxilio ao emagrecimento e aumento do rendimento atlético, podendo
causar dependéncia, além de outros efeitos adversos, como insuficiéncia renal,
faléncia do figado, alteragdes cardiacas e morte. Paises como Australia e Nova
Zelandia ja proibiram a comercializagdo de produtos contendo essa substancia.

Por nao existir estudos conclusivos sobre a seguranga do DMAA, em julho de
2012 a ANVISA o incluiu na lista de substancias proscritas no pais, impedindo assim
a importagcao de suplementos que contenham a substancia, mesmo que por pessoa
fisica e para consumo pessoal.

Em fevereiro de 2014, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention)

relacionou 97 casos problematicos de saude associados ao uso do produto Oxyelite



87

Pro. Desses casos, resultaram 47 internagdes, trés transplantes de figado e uma
morte, sendo este suplemento entdo recolhido do mercado (COHEN, 2014b).

5.2.2 Produtos naturais a base de plantas

Sendo a cafeina um dos estimulantes mais utilizados na perda de peso, o
estudo com produtos naturais a base de plantas para fins de emagrecimento,
buscou avaliar a composi¢cdo das amostras quanto a origem da cafeina (natural ou
sintética), quando presente. A determinagéo da cafeina nesses produtos foi avaliada
frente a quatro critérios, sendo eles: tempo de retengcdo, aumento da area de pico
quando fortificada com padrédo, espectros semelhantes e confirmagdo por LC-
MS/MS.

Das 100 amostras analisadas, 19 apresentaram cafeina em sua composicao
(Tabela 19). Levando-se em consideragao que matérias primas como Pholia magra,
sene, guarana e cha verde podem oferecer um teor basal de cafeina em algumas
das amostras analisadas (Tabela 18), podemos ter uma previsdo da fonte deste

composto (natural ou sintética).

Tabela 17. Teor de cafeina basal encontrado nas matérias primas utilizadas em produtos naturais

Matéria Prima

(Cafeina basal) Teor (mg/Kg)
Pholia magra 47.100
Cha verde 28.152
Guarana 21.549

Sene 727




Tabela 18. Amostras de produtos naturais a base de plantas analisadas, com suas respectivas descrigdes e concentragao de cafeina encontrada

Consumo de

Cafeina basal Cafeina cafeina real
Amostras Descrigao da formulacao Rétulo determinada .

(mg/dose) (mg/dose) (mg/dia) /

9 *DPR (%)

Faseolamina 200 mg;
Caralluma fimbriata 200 mg;
Cassiolamina100 mg; c o redut
) omposto redutor
A Cha branco100 mg; de medidas - 6,1 20,45 + 2,46
Fucus vesiculosus 100 mg;
Equisetum 100 mg;
Psyllium 200 mg.

B Pholia magra 300 mg - 12,9 2,8 4,04 £ 1,33

c Pholia magra, Cha verde; Corr;po;to para . 11 470 +1.48
Garcinia cambogia. perda de peso
Faseolamina; Caralluma o t
omposto para x
D fimbriata; Citrus aurantium; 0 erdz de pi:so 3,8 6,0 £1,37
Cha verde.
E Sene 350 mg Composto para 0,25 11,2 27,05 + 4,3

perda de peso
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Pholia magra 200 mg;
Slendesta 200 mg; Cha
verde 150 mg.

— 12,8

32,2

74,88 + 12,07

Fucus vesiculosus 80 mg;
Centella asiatica 80 mg;
Spirulina 80 mg; Passiflora
50 mg;

Cascara sagrada 100 mg;
Cafeina 30 mg;

Hidroclorotiazida 10 mg.

Composto para

perda de peso 30,0

41,4

70,20 £ 11,53

Slendesta 300mg

0,6

1.46 + 0,44

Centella asiatica 200 mg;
Fucus vesiculosus 200 mg;
Cha verde 100 mg;
Advantra Z

Citrus aurantium 400 mg.

3,0

8,81+2,49
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Mahuang 250 mg;
Pholia magra 200 mg;
Slendesta 300 mg;

Cassiolamina 200 mg;

Citrus aurantium 300 mg; Plus Slimming

Picolinato de cromo 100
mcg; Faseolamina 350 mg;
Garcinia cambogia 100mg

10,3

82,1

448,7 + 48,26

Caralluma fimbriata 500 mg -

0,2

0,54 £ 0,072

Cha verde 250 mg -

7,0

3,4

5,16 + 1,36

Fucus vesiculosus 90 mg;
Centella asiatica 150 mg; Fine Fit
Cascara sagrada 5 mg;

Citrus aurantium 80 mg.

2,1

4,19 £ 0,42

Pholia magra 300 mg -

12,9

4.4

11,97 £ 1,15

Cha verde 200 mg; Garcinia
cambogia 500 mg; Advantra
Z® (Citrus aurantium) 200 -
mg; Glucomanann 200 mg;
Benzocaine 30 mg.

5,6

2,2

3,81+0,45
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Faseolamina100 mg;
Supressor de

P Caralluma fimbriata 200 mg; apetite - 77,9 212,45 + 22.56
Cha branco 200 mg.
Citrus aurantium 200 mg;
Q L-carnitina 100 mg; Cha Cdoemrgzztt;d redtijtor 8.4 32.0 96.10 + 3.41
verde 100 mg; Chitosana gorda
100 mg
Gengibre; Cha verde; Composto - 10
R Canela; Pimenta emagrecedor , 314082
S Camellia sinensis L.500mg - - 4,8 15,05 + 4,45

*DPR obtido a partir da analise em triplicata dos pools amostrados
***Quantidade basal n&o estimada por falta de informagdes no rétulo
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E possivel observar que, na maioria dos casos, os teores basais nZo
condizem com os teores obtidos experimentalmente, como € o caso da amostra F
(Figura 31). Nota-se que apesar desta amostra apresentar Pholia magra e cha verde
como constituintes da formulagao, o teor de cafeina encontrado é relativamente alto
para ser obtido essencialmente das matérias primas. Logo, é possivel afirmar que
muitas dessas formulagcdes podem ser adulteradas com cafeina sintética, a fim de se
obter um efeito estimulante mais expressivo.

Em outros casos pode ocorrer o inverso, ou seja, ser declarado em rétulo um
teor maior da matéria prima do que realmente existe. Um exemplo € exemplo a
amostra N (Tabela 19), onde o teor de cafeina basal, levando-se em consideragao o
rétulo, € maior do que a cafeina encontrada experimentalmente, onde o consumidor
acaba por consumir um produto o qual ndo necessariamente ira fornecer o resultado

esperado em termos de termogénese.

1200

Cafeina

1000

800

600

mAU

400 -

Pholia magra
/ Amostra F

200 +

Figura 31. Cromatograma referente a amostra F sobreposta com cromatograma referente & matéria
prima fornecedora da cafeina basal.



93

5.2.3 Fruto de Citrus aurantium e enantidbmeros da sinefrina

A sinefrina € um estimulante adrenérgico quiral, a qual pode ser utilizada em
formulacbes para perda de peso. A maioria desses produtos, nos quais ela pode
estar presente, ndo rotulam o composto sinefrina, mas sim a espécie Citrus
aurantium, laranja amarga ou extrato de laranja amarga.

Naturalmente, somente a configuracdo levogira (L) dessa amina é
encontrada, logo, apenas essa configuragcao pode estar presente em produtos ditos
naturais. Entretanto, a sinefrina pode ser empregada sinteticamente na forma de
racematos, o que a torna um potencial adulterante de produtos naturais. Com o
intuito de se determinar a ordem de eluigdo dos enantibmeros L e D do padrao (z) p-
sinefrina, foi analisado um fruto de C. aurantium no método desenvolvido (Figura 32)

para a analise quiral.

4.5 — Fruto de Citrus aurantium
404
3,5
3,0 4

2,5 Padréo racémico sinefrina

mAU

Tempo (min)

Figura 32. Cromatograma referente ao fruto de Citrus aurantium com sobreposi¢cdo do padrao
racémico da p-sinefrina. Determina o primeiro pico do racemato como sendo L-sinefrina

Considerando, na amostra analisada, que apenas o primeiro pico de eluigéo
apresentou espectro condizente com o padréo tido como referéncia, conseguimos

afirmar que o método desenvolvido se mostrou capaz de avaliar esses dois
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enantibmeros propostos. Em um segundo momento, foi realizada a analise de um
produto natural a base de plantas (amostra Q da Tabela 19) (Figura 33) contendo a
espécie de C. aurantium. Nele verificou-se, além de um primeiro pico (referente a
configuragédo L), a presenga de um segundo pico com mesmo tempo de retengéo
referente ao pico de configuragao D do padrao de () p-sinefrina, o que sugere uma
possivel adulteragao deste produto com sinefrina sintética e n&do necessariamente a

utilizacdo apenas de C. aurantium como fonte natural desta amina.

Amostra comercial contendo
extrato de Citrus aurantium

2,5 1 Padrao racémico
1 sinefrina

mAU
N
o
1

0 10
Tempo (min)

Figura 33. Cromatograma referente a amostra comercial contendo Citrus aurantium com
sobreposigcado do padrao racémico da p-sinefrina.

Ambas as amostras (Figura 32 e Figura 33) foram submetidas ao
procedimento de limpeza em cartucho de SPE, entretanto a etapa de clean-up
precisa ser melhor otimizada a fim de diminuirmos a interferéncia da matriz na
andlise desses enantibmeros em amostras comerciais, facilitando assim a

quantificagado tanto da sinefrina levogira, quanto dextrogira.
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6. CONCLUSAO

O forte apelo do mercado publicitario e o markting expressivo realizado sobre
determinados padrbes de beleza, tem feito com que o consumo de emagrecedores seja
exacerbado no mundo todo. O facil acesso a esses produtos € considerado preocupante,
uma vez que com o advento de compras pela internet, o publico tem acesso a uma maior
variedade de mercadorias, as quais ndo necessariamente passam por um determinado
controle de qualidade para garantir o minimo de seguranca e eficacia.

Essa falta de controle faz com que esses produtos expostos a venda se apresentem
muitas vezes rotulados indevidamente, como auséncia de declaragcdo de ingredientes e
dosagem dos mesmos, deixando o consumidor sem as minimas informagbes necessarias
para optar pelo seu uso. Os produtos podem ser ainda adulterados com estimulantes
sintéticos em doses arriscadas para consumo humano, ou entdo estarem associados de
forma inadequada.

Os métodos desenvolvidos neste trabalho se mostraram satisfatorios para determinar
possiveis estimulantes a serem encontrados em produtos emagrecedores, como a
octopamina, () p-sinefrina, tiramina, hordenina, efedrina, salicina e cafeina. Com a
amostragem realizada neste trabalho, percebemos que os suplementos com apelo a perda
de peso e reducdo da gordura corporal, apesar de serem obtidos por sites brasileiros, ndo
necessariamente sdo produzidos em territério nacional. Isso aproxima os consumidores de
mercadorias fraudadas, expondo-os a riscos, além de dificultar o controle da vigilancia
sanitaria sobre esses produtos.

Com este ftrabalho, percebemos que os produtos analisados ainda nao se
enquadram por completo nos padrbes ideais para consumo, pois, o percentual de
desconformidade nos rétulos é bastante significativo (apenas 5% dos produtos analisados
se apresentaram conforme o rétulo), muitas vezes as doses diarias encontradas de cafeina
ultrapassam as doses seguras recomendadas (41% das amostras neste estudo ultrapassou
essa dose), ou ndo obedecem a quantidade especificada na embalagem.

Ao analisarmos os produtos naturais, podemos notar que estes também estdo
passiveis de adulteragbes com cafeina sintética, o que é preocupante, pois, terapias
naturais estdo sendo cada vez mais procuradas pela populagao.

Em relagdo a separagao quiral, o método desenvolvido permitiu a identificagdo das
enantidmeros da sinefrina, permitindo a diferenciacdo entre a sinefrina natural ou sintética

presente na amostra.
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