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RESUMO

TAVARES, I. S. Determinacao de estimulantes, esteroides anabolizantes, diuréticos ¢ laxante
por HPLC-DAD e LC-MS/MS em suplementos alimentares adulterados disponiveis no Brasil.
2019. 192f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2019.

A adulteracdo de suplementos alimentares pela adicdo de substincias farmacologicamente
ativas ¢ um problema que vem se agravando nos Ultimos anos. Essas substincias sdo
adicionadas intencionalmente nos produtos, com objetivo de melhorar a sua eficacia, sem que
essa adi¢do seja devidamente informada nos rotulos. O consumo de suplementos adicionados
de substancias farmacologicamente ativas ndo declaras nos rotulos €, além de um problema de
saude publica, um risco a carreira de atletas profissionais, quando se trata de doping no
esporte. Neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos baseados em cromatografia
liquida para detec¢do de 19 substidncias farmacologicamente ativas em amostras de
suplementos alimentares, nos niveis de contaminacdo cruzada e adulteragdo. Para tal,
empregou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) e a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS). As substancias investigadas apresentam acdo androgénica e
anabolica (i.e. testosterona, metiltestostetona, propionato de testosterona, decanoato de
testosterona, trembolona, estanozolol, dehidroepiandrosterona, androstenediona, decanoato de
nandrolona, oxandrolona e metasterona), estimulante (i.e. cafeina), anorexigena (i.e.
sibutramina), diurética (i.e. amilorida, bumetanida, furosemida, hidroclorotiazida e
clortalidona) e laxante (i.e. fenolftaleina). Entre os métodos de preparo de amostra avaliados
(Quechers e extragdo solido-liquido seguida de uma etapa de precipitagdo de proteina), a
extracdao solido-liquido empregando metanol como solvente extrator e ZnSO4 como agente
precipitante apresentou-recuperagdo acima de 80% para todas as substancias avaliadas, sendo
selecionado para o fim deste estudo. Os métodos analiticos propostos apresentaram limites de
detec¢do e de quantificagdo na faixa de contaminagdo, foram seletivos e lineares com r?
superior a 0,99 na faixa de concentragdo de interesse para todas as substancias e valores de
recuperagdo, precisdo e exatiddo dentro dos valores aceitdveis. Um conjunto amostral
representativo dos suplementos alimentares comercializados no Brasil, constituido por 230
amostras, foi analisado sendo que mais de 25% do conjunto amostra foram positivos para
cafeina (48), sibutramina (14), fenolftaleina (2) e furosemida (3), isoladas ou associadas entre
si. Os métodos desenvolvidos utilizaram um preparo de amostra simples e apresentaram
resultados satisfatorios para a investigacdo de possivel adulteracdo ou contaminagdo com 19
das substancias de interesse. Dos 58 suplementos alimentares adulterados, apenas 11 podem
ser considerados adulterados por contaminacdo cruzada. Os demais, sdo consideradas adigdes
dolosas por parte dos fabricantes com objetivo de melhorar a eficiéncia dos seus produtos. Os
resultados aqui apresentados indicam a necessidade de a¢des mais efetivas por parte das
autoridades sanitarias no sentido de fiscalizar com mais eficiéncia a produgdo e a
comercializacdo desses produtos e alertar a populagdo para que fiquem atentos a possivel
adulteracdo de suplementos alimentares e aos riscos associados ao consumo desses produtos.

Palavras chaves: suplementos alimentares, adulteragdo, cromatografia liquida.






ABSTRACT

TAVARES, 1. S. Determination of stimulants, anabolic steroids, diuretics and laxative by
HPLC-DAD and LC-MS/MS in adulterated dietary supplements available in Brazil. 2019.
192f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Paulo, 2019.

The adulteration of dietary supplements by the addition of pharmacologically active
substances is a serious issue, which is aggravating steadily. These substances are added
intentionally in various products, with the aim of improving their effectiveness, but without
proper labeling stating so. In addition to a public health problem, the consumption of
supplements added with undeclared pharmacologically active substances also represents a
career risk for professional athletes when it comes to doping in sport. In the present work,
analytical methods based on liquid chromatography were developed for the detection of 19
pharmacologically active substances in dietary supplement samples at the levels of cross-
contamination and adulteration. For this purpose, high performance liquid
chromatography/diode array detector (HPLC-DAD) and liquid chromatography/tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) were used. The investigated substances comprise of androgenic
and anabolic effects (ie testosterone, testosterone propionate, testosterone decanoate,
trenbolone, stanozolol, dehydroepiandrosterone, androstenedione, nandrolone decanoate,
oxandrolone and metasterone), stimulant (ie caffeine), anorexigenic (ie sibutramine), diuretic
(ie amiloride, bumetanide, furosemide, hydrochlorothiazide and chlorthalidone) and laxative
(ie phenolphthalein). Among the sample preparation methods evaluated (Quechers and solid-
liquid extraction followed by a protein precipitation step), solid-liquid extraction using
methanol as extraction solvent and ZnSOy as the precipitating agent has been chosen as it has
shown recovery values above 80% for all evaluated substances. The proposed analytical
methods had limits of detection and quantification within the contamination range, they were
also selective and linear showing r? values higher than 0.99 in the concentration range of
interest for all substances and accuracy within acceptable values. A representative sampling of
dietary supplements marketed in Brazil, consisting of 230 samples, was analyzed and more
than 25% have shown to be positive for caffeine (48), sibutramine (14), phenolphthalein (2)
and furosemide (3), isolated or associated with each other. The methods developed used a
simple sample preparation and presented satisfactory results for the investigation of possible
adulteration or cross-contamination for the 19 of the substances of interest. From a total of 58
adulterated dietary supplements, only 11 could be considered adulterated by cross-
contamination. The remaining are considered to be intentional additions by manufacturers in
order to improve the efficiency of their products. The results presented in this study indicate
the need for more effective measures by the health authorities towards the production and
marketing of these products so that the general public is aware of their potential adulteration
and the risks associated with their consumption.

Key words: dietary supplements, adulteration, liquid chromatography.
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A adulteragdo de suplementos alimentares pela adi¢do de substancias ndo declaradas
na composi¢cdo quimica presente nos rotulos das embalagens vem se agravando nos ultimos
anos. No Brasil, os suplementos alimentares sdo classificados como alimentos, de maneira
que a fiscalizagdo da sua producdo e comercializagdo ndo segue o rigor estabelecido sobre os
medicamentos. Essa deficiéncia na fiscalizagdo, que ndo afeta apenas o Brasil, mas também
diversos paises, possibilita, se ndo incentiva, a pratica de adulteragio e aumenta a
probabilidade de contaminagdo desses produtos por substancias farmacologicamente ativas
(GILARD et al., 2015; NEVES; CALDAS, 2015).

Substancias farmacologicamente ativas apresentam efeitos terapéuticos sobre o
organismo humano e, por isso, sdo adicionadas intencionalmente aos suplementos alimentares
com objetivo de melhorar a eficicia dos produtos para diferentes fins. Nos 0ltimos nos,
substancias com efeitos estimulantes, anorexigenos, diuréticos, anabolizantes, laxantes,
ansioliticos, hipoglicemiantes, dentre outros, foram encontradas como adulterantes em
formulagdes de suplementos alimentares em diversos paises, inclusive no Brasil
(COOPMAN; CORDONNIER, 2012; NEVES; CALDAS, 2015).

Os suplementos alimentares adulterados com substancias farmacologicamente ativas
representam riscos a saide dos consumidores, uma vez que o consumidor ndo tem a
informagdo de que ao ingerir o produto, estard também ingerindo niveis desconhecidos de
substancias com efeito terapéutico. Esse consumo inesperado pode causar diversos efeitos
adversos, tais como alérgicos, problemas cardiovasculares, hepaticos, renais, dentre outros,
dependendo dos niveis de adulteracdo e da tolerdncia do consumidor a tais substincias
(GEYER et al., 2009). Além de problema de satide publica, essa adulteracdo representa risco
aos atletas profissionais quando se trata de doping no esporte; segundo a Agéncia Mundial
Antidoping, do inglés World Anti-Doping Agency (WADA), o atleta é responsavel pelo que
consome, podendo ser penalizado até mesmo pelo uso de um suplemento ilicitamente
adulterado (WADA, 2016).

Os Estados Unidos (EUA) e a Unido Europeia possuem um efetivo sistema para
detec¢do e divulgacao a populagdo das ocorréncias de adulteragdao de suplementos alimentares
comercializados em suas localidades. No Brasil, por outro lado, ndo existe programas de
controle e fiscalizagdo de producdo, qualidade e venda dos suplementos alimentares, dai a
evidente importancia em se conhecer a prevaléncia dessa adulteracdo no Brasil. Vale ressaltar
que o mercado de suplementagdo alimentar brasileiro ¢ o terceiro maior no mundo, tendo
movimentado aproximadamente R$ 1,5 bilhdes em 2018. (DCI, 2018; NEVES; CALDAS,
2015).
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Em termos de pesquisas cientificas realizadas em todo o mundo sobre a problematica
da adulteracdo de suplementos alimentares (Figura 1), observa-se que o numero de
publicagdes em revistas indexadas vem aumentando nos ultimos 10 anos, com destaque para o
periodo entre 2015 e 2018, que passou de 8 para 26 publicacdes por ano. Esse aumento nas
publicagdes demostra a preocupacdo mundial cada vez maior com essa problematica. Nesse
rol de publicacdes foram incluidas como adulterantes as substancias estimulantes, diuréticas,
laxantes, anabolizantes, além das antidiabéticas, antitireoidianas, anti-inflamatorias, anti-
hipertensivas, ansioliticas, inibidoras da fosfatidilesterase e analgésicas.

Figura 1:Quantitativo de publicacdes relacionadas a adulteracao de suplementos alimentares no

periodo entre 2008 e 2018; busca realizada nos bancos de dados Science Direct e Pubmed, utilizando
as palavras-chaves dietary supplements e adulteration em més e ano.
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No Brasil, 13 estudos envolvendo casos de adulteragdo de suplementos alimentares
foram publicados, além de uma revisdo bibliografica, o que corresponde a 10% da produgao
mundial. Contudo, ao contrario do que se observa no nivel mundial, observa-se que o nimero
de publicagdes relacionadas ao tema no pais vem se mantendo praticamente constante,
oscilando entre 1 e 3 publicagdes anualmente (CARVALHO et al., 2010; CARVALHO et al.,
2011; CARVALHO et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2013; MOREIRA et al., 2013;
MOREIRA; MARTINI; CARVALHO, 2014; NEVES; MARCHETI; CALDAS, 2013;
NEVES; CALDAS, 2015; NEVES; CALDAS, 2017a; NEVES; CALDAS, 2017b; PEREIRA
et al., 2018; SANTOS et al., 2018a; VIANA et al., 2015 e VIANA et al., 2018). Nesse

mesmo periodo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou apenas 2
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alertas a populagdo, chamando a aten¢do sobre a qualidade e as fraudes nesse tipo de produto.
(ANVISA, 2011 e ANVISA, 2014).

Os dados apresentados acima mostram que a preocupagdo existe, € que devido a
gravidade da ingestdo ndo intencional de substancias farmacologicamente ativas, pesquisas
que abordem a ocorréncia de adulterag@o, as substancias utilizadas, e as consequéncias da
ingestdo de suplementos alimentares adulterados por seus consumidores, além de
informativos de alerta a populagdo brasileira, sdo cada vez mais necessarios. Conhecer o atual
cenario em termos de ocorréncia e de novas substancias utilizadas sdo de extrema importancia
para nortear a elaboracdo de legislacdes cada vez mais especificas e de programas de
fiscalizacdo, de monitoramento e de informagdo a populagdo, principalmente no que diz
respeito a qualidade de producdo e dos componentes permitidos nesses produtos.

Este trabalho visa o estudo das cinco principais classes de substancias
farmacologicamente ativas reportadas na literatura como adulterantes de suplementos
alimentares, tais quais, estimulantes, anorexigenos, laxantes, diuréticos e esteroides
anabolizantes.

Para a apresentagdo deste trabalho, a tese foi dividida em seis capitulos: esta
introdugdo geral do assunto foi definida como capitulo I. Na sequéncia, o capitulo II apresenta
uma contextualizacdo dos temas abordados, os conceitos gerais do tema e os objetivos do
projeto. O capitulo III aborda os procedimentos utilizados na composicdo do conjunto
amostral e nas etapas do desenvolvimento e validagdo dos métodos analiticos propostos para o
objetivo deste trabalho. O capitulo IV mostra os resultados obtidos com relacdo aos métodos
analiticos e ao estudo da ocorréncia de 19 substancias de diferentes classes terapéuticas no
conjunto amostral de suplementes alimentares comercializados no Brasil. Por fim, no capitulo

V encontra-se a conclusao do trabalho realizado.
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Capitulo ([ - CONCEITOS GERAIS E OBJETIVOS
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II - 1. SUPLEMENTOS ALIMENTARES

No Brasil, denomina-se ‘suplemento alimentar’, um conjunto de produtos para
ingestao oral, apresentado em formas farmacéuticas e destinado a suplementar a alimentagao
de individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probidticos
isolados ou combinados (ANVISA, 2018).

A Lei de satde e educacdo de suplemento alimentar — do inglés The Dietary
Supplement Health and Education Act (DSHEA) —, promulgada em 1995 nos EUA, definiu
suplemento alimentar como: “um produto ingerido por via oral que contém um ou mais
ingredientes nutricionais”. A lei americana definiu o termo ingrediente nutricional como
vitaminas, minerais, ervas, aminodcidos ou outras substancias nutricionais utilizadas pelo
homem para complementar sua dieta (FDA, 1995; FINLEY; ELLWOOD; HOADLEY,
2014). J& a Unido Europeia define suplemento alimentar como ‘“alimento que tem por
finalidade suplementar uma dieta regular. Sdo produtos concentrados em nutrientes com
efeito nutricional e fisiologico, comercializados na forma de cépsulas, pastilhas, tabletes ou
outras formas similares como sachés de pd, ampolas com liquidos” (EU, 2001).

Os suplementos alimentares sdo utilizados pela populacdo em geral com diferentes
propositos, incluindo equilibrio alimentar, compensacdo da falta de nutrientes, exercicios
fisicos ou estilo de vida pouco saudavel, manuten¢do da saude, prevenir doengas cronicas,
melhorar a aparéncia, melhorar o bem-estar e condi¢des mentais, melhoria do desempenho
sexual, aprimoramento do desempenho esportivo, dentre outros.

Atualmente, sdo disponibilizados aos consumidores uma ampla gama de suplementos
alimentares, os quais sdo classificados de acordo com a sua composi¢cdo base. Os mais
utilizados sdo os suplementos constituidos a base de carboidratos (que produzem energia de
forma rapida), suplementos proteicos a base de aminoacidos (para aumento e produgdo da
sintese proteica muscular), suplementos lipidicos (para possiveis aumentos da oxidagao
muscular esquelética), os hipercaloricos (para atletas praticantes de exercicio de grande aporte
calérico), os termogénicos (queimadores de gordura para reducdo do peso corporal) e os

suplementos vitaminicos (eliminacdo de radicais livres) (SCHENEIDER et al., 2008).

IT - 1.1. Suplementos a base de carboidratos

Os suplementos a base de carboidratos sdo a principal fonte de energia durante a
atividade fisica, principalmente nas atividades aerébicas de longa duracdo e de alta

intensidade. Sdo muito utilizados por atletas, pois tendem a aumentar ou manter a
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concentragdo de glicogénio muscular, melhorando assim a performance em eventos de longa

duracdo, além de retardar a fadiga (SCHENEIDER et al., 2008).

II - 1.2. Suplementos proteicos

Os suplementos proteicos sdo aqueles formulados com as proteinas provenientes
principalmente do soro do leite, albumina, creatina e aminoacidos. S3o os suplementos
alimentares de escolha para aqueles que almejam hipertrofia e aumento de massa muscular. E
recomendado por especialistas e seu consumo deve estar de acordo com a ingestdo proteica
total didria. O consumo adicional acima das necessidades diarias (1,8g/kg/dia) ndo determina
ganho de massa muscular adicional, nem promove aumento do desempenho, pelo contrério,
podem levar a problemas renais e o excesso de proteina ser armazenado na forma de gordura
(CORREA; NAVARRO, 2014).

Os suplementos proteicos provenientes da proteina do soro do leite ou whey potein,
sdo escolhidos pela maioria dos praticantes de atividade fisica, em especial as mulheres
(CORREA; NAVARRO, 2014). As proteinas do soro do leite sdo extraidas durante o
processo de fabricagdo do queijo. Possui alto valor nutricional, contendo alto teor de
aminodcidos essenciais especialmente os de cadeia ramificada, alto teor de célcio e de
peptideos bioativos do soro. Tem rapida absor¢do intestinal, o que proporciona elevada
concentragdo de aminodcidos no plasma. Pesquisas recentes demonstram sua grande
aplicabilidade no esporte, com possiveis efeitos sobre a sintese proteica muscular esquelética,
reducdo da gordura corporal, assim como na modulacdo da adiposidade, ¢ na melhora do
desempenho fisico. Analise de seus compostos bioativos evidenciam outros beneficios como
efeito hipotensivo, antioxidante e hipocolesterolémico (HARAGUCHI; ABREU; PAULA,
2006).

A albumina ¢ a proteina mais abundante do corpo humano e ¢ considerada uma
proteina completa, devido seu alto valor bioldgico. A albumina contém os nove aminoacidos
considerados essenciais ao organismo humano (leucina, lisina, isoleucina, metionina,
fenilalanina, treonina, valina, triptofano e histidina) necessarios para a reconstru¢cdo muscular
apos a pratica de treinos intensos. O leite (lactoalbumina) e os ovos (ovoalbumina) sdo
considerados fontes ricas de albumina (PERALTA; MARIA; AMANCIO, 2002).

A creatina, ou acido metil-guanidinoacético, ¢ um aminoacido que se tornou um dos
recursos ergogénicos nutricionais mais utilizados nas Ultimas décadas. Seus produtos sdo
utilizados com o objetivo de reduzir a fadiga e aumento de massa corporal magra. A creatina ¢é

sintetizada naturalmente no figado, nos rins e no pancreas a partir dos aminoacidos glicina,



47

arginina e metionina. Tais aminoacidos sdo absorvidos pelo organismo, especialmente na
ingestao e carnes, peixes e aves (LINHARES; LIMA, 2006), mantendo-se como uma reserva
de energia nas células musculares. Sua principal fun¢do ¢ facilitar a regeneracdo da ATP
(Adenosina de Trifosfato) por meio da a¢cdo enzimatica; a quebra das moléculas de creatinina,
promove grande liberacdo de energia, promovendo rapida regeneragao da ATP apds a pratica
de exercicios de alta intensidade. Isso reduz a fadiga e catalisa a formacdo de massa muscular.
A suplementagdo ¢ mais efetiva naqueles individuos com niveis iniciais baixos deste
composto nos musculos, como vegetarianos e idosos (PERALTA; MARIA; AMANCIO,
2002).

Os aminodcidos de cadeia ramificada, conhecidos por BCAA (do inglés Branched-
Chain Amino Acids), tais como a leucina, isoleucina e valina, s3o 0s Gnicos aminoacidos nao
degradados no figado. Seu metabolismo ocorre principalmente no musculo esquelético, e sua
oxidag¢do ¢ promovida pelo exercicio fisico. No musculo, os BCAAs sdo responsaveis pela
sintese de proteinas e pela producdo de energia (ETZEL, 2003; SHIMOMURA et al., 2004).

Outro aminoacido amplamente utilizado como suplemento proteico ¢ a glutamina. A
suplementag¢do alimentar com produtos a base desse aminoacido antes, durante e apos o
exercicio fisico de alta intensidade tem se mostrado eficaz para reverter as concentragdes
plasmaticas teciduais durante o treino intenso (PIMENTA et al., 2008). A glutamina ¢ o
aminoacido livre mais abundante no musculo e no plasma, podendo também ser encontrada
em varios outros tecidos humanos. Embora ndo seja um aminoacido essencial, ¢ um
importante substrato celular, sendo fonte de energia, de nitrogénio e de carbono para sintese
de outras moléculas, além de melhorar a performance e o crescimento da massa muscular

magra (LINHARES; LIMA, 2006).

IT - 1.3. Suplementos Termogénicos

Os suplementos alimentares termogénicos tém sido cada vez mais utilizado na
diminui¢do de peso. Esses produtos sdo aqueles formulados com substancias de dificil
digestdo, promovendo maior consumo de calorias no processo de digestdo e, por
consequéncia, um aumento na temperatura corporal. Esse mecanismo ocasiona diminui¢do do

apetite e aumento do gasto energético (SCHENEIDER et al., 2008).

I1 - 1.4. Suplementos Hipercaloricos

Enquanto os termogénicos sdo usados para a perda de peso, os hipercaldricos

proporcionam aumento do peso, além de serem utilizados para completar o aporte calérico de
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atletas que possuem alto gasto energético. Sdo ricos em carboidrato e proteina e pobres em
gordura, auxiliando no ganho de massa magra. Entretanto, o uso torna-se abusivo por pessoas
que substituem refei¢cdes importantes como café da manha e almogo por esses suplementos

(SCHENEIDER et al., 2008)

I - 1.5. Suplementos vitaminico e minerais

As vitaminas e os minerais sdo utilizados pela maioria da populacdo em geral e,
principalmente por atletas. Esses micronutrientes desempenham papel importante na produgao
de energia, na sintese da hemoglobina, na manuten¢do da massa 6ssea, na fun¢do auto-imune

e na protecao dos tecidos contra danos oxidativos (GUERRA; SOARES; BURINI, 2001).

II - 2. CONSUMO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES PELA POPULACAO MUNDIAL
E BRASILEIRA

Segundo Moreira, Navarro e Navarro (2014), os praticantes de atividade fisica sdo os
principais usudrios dos suplementos alimentares. Esse grupo de usudrios buscam melhora na
performance, ganho de massa muscular e/ou perda de peso, e consideram a suplementacao
alimentar um recurso saudavel para atingir os objetivos pretendidos, sem os indesejaveis
efeitos colaterais dos medicamentos. Corroborando com o estudo anterior, diversos trabalhos
publicados no mundo estudaram o consumo de suplementos por atletas e praticantes de
atividades fisicas (DE ROSE et al., 2006; FAYH et al., 2013; GOSTON; CORREIA, 2010;
JACOBSON et al., 2012; KRISTIANSEN et al., 2005; NOGUEIRA; SOUZA; BRITO, 2013;
OLIVER; LEON, GUERRA-HERNANDEZ, 2011; SAEEDI et al., 2013; SILVA; MARINS,
2013).

No Brasil, diversas pesquisas foram realizadas acerca do percentual de
frequentadores de academia que faziam uso de suplementos alimentares. O Quadro 1 mostra a
frequéncia de usuarios de suplementos alimentares por regido brasileira, a composicao e para
qual fim o produto foi utilizado. Considerou-se como suplementos proteicos aqueles cuja
composicdo continham tanto a proteina propriamente dita (proteina do leite e albumina),
quanto os aminoacidos (BCAAs e a creatina) em sua formulacdo, pois, alguns autores
englobaram todas esses na mesma categoria de suplementos a base de proteina

As regides Sul e Sudeste sdo as que possuem maior nimero de pesquisas. A faixa
etaria analisada variou entre 18 ¢ 60 anos, sendo a média dos usuarios em torno de 27 anos, o
que caracteriza uma populagdo usudria de adultos jovens. Além disso, as pesquisas foram

realizadas com ambos os sexos sendo observada predominancia de usudrios do sexo
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masculino. O grau de instru¢do da maioria dos usudrios foi superior completo, todavia esse
dado ndo influenciou na decisdo de consumir ou ndo suplementos alimentares (QUEIROZ et
al., 2009).

A maior prevaléncia de consumo dos suplementos alimentares no Brasil foi em
Recife (94,9%), seguido por Ribeirdo Preto e Brasilia (86%), Belo Horizonte (81%) e Manaus
(79%), conforme demonstrado no Quadro 1. Os produtos mais consumidos foram os
suplementos a base de proteina, uma vez que o objetivo a ser alcangado mais relatado foi de
hipertrofia e ganho de massa muscular. Com exce¢do da cidade de Pau dos Ferros no Rio
Grande do Norte (11,5%), todas as pesquisas indicaram que mais de 20% dos frequentadores
de academia faziam uso de suplemento alimentar. Uma justificativa possivel para esse baixo
percentual, seria pelo pouco tempo em que os usuarios aderiram a atividade fisica
rotineiramente; os estudos mostraram que hd uma relacdo direta entre o tempo de praticas de
exercicio em academias com o consumo de academia ao fato de o atleta consumir
suplementos alimentares (QUEIROZ et al., 2009).

Segundo pesquisa feita por Goston et al. (2010), os homens adultos jovens
consomem suplementos alimentares ricos em proteinas e carboidratos, enquanto as mulheres e
os homens acima dos 45 anos, preferem os suplementos a base de plantas, multivitaminicos e

minerais.



50



51

Quadro 1: Pesquisas relacionadas no Brasil ao percentual de frequentadores de academias que fazem uso de suplemento alimentar.

o
Regido Estado Cidade Percentual (n® de Suplemento Indicacdio Referéncia
entrevistados) predominante
Amazonas Manaus 79% (250) Proteinas Educador Fisico VIEIRA et al., 2018
Norte Para Belém 42% (79) Proteinas Educador Fisico ARAUJCI);99890 ARES.,
Rondo6nia Porto Velho 55% (191) Proteinas Educador Fisico PEDROSA et al., 2010
Bahia Vitoria da Conquista 33,6% (137) Proteinas Nutricionista BRITO;z%IEERALI’
Ceara Juazeiro do Norte 25,2% (127) Proteinas Nao relatado PEREIRA et al., 2017
L ESPINOLA; COSTA;
r ~ 0 4 & 2
Nordeste Paraiba Jodo Pessoa 34,3% (108) Proteinas Nutricionista NAVARRO, 2008
Pernambuco Recife 94,9% (59) Proteinas Indicagdo de amigos | SANTOS et al., 2013
Rio Grande do Natal 65% (334) Proteinas Indicacao de amigos N A\CISI;RESAQ 014
Norte Pau dos Ferros 11,5% (97) Proteinas Indicacdo de amigos | QUEIROZ et al., 2009
Cachoeiro d MOREIRA,;
I?C oetro de 58,4% (113) Proteinas Nutricionista/Médico NAVARRO;
apermirim NAVARRO, 2014
Vitoria 70% (100) Proteinas Educador Fisico SANTO§ (’)OS2A NTOS,
Belo Horizonte 36,8% (1102) Proteinas Iniciativa Propria GOSTON et al., 2010
Sudeste Espirito Santo Vale do Aco 40,2% (368) Proteinas Iniciativa Propria CQC%SIL‘%&%OS(I;IS’
CARDOSO;
Montes Carlos 65% (100) Proteinas Iniciativa Propria VARGAS; LOPES,
2017
Santo Antonio d SANTOS;
0 ANtomo o 44% (308) Proteinas Indicagdo de amigos MONTSERRAT;

Monte

OLIVEIRA, 2015
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Campos dos 30% (334) Proteinas Indicagio de amigos | “TVHARES; LIMA,
Rio de Janeiro Goytacazes 2006
Niterdi e Sdo Gongalo 32% (160) Proteinas Nao profissional ROCHAI;;;EREIRA’
Cananéia 53% (60) Proteinas Indicagdo de amigos | GOMES et al., 2017
3 Ribeirao Preto 52% (102) Proteinas Indicacao de amigos GOMES et al., 2008
Sdo Paulo HIRSCHBRUCH;
Sao Paulo 61,2% (201) Proteinas Indicacao de amigos FISBERG;
MOCHIZUKI, 2008
Francisco Beltrao 52,9% (140) Proteinas Educador Fisico DOMENEGHINT ef
Parana al., 2018
Londrina 26,64% (244) Proteinas Educador Fisico MIARKA et al., 2007
Balneario Camborit 77% (257) Proteinas Educador Fisico SCHEN];SS? Retal.
Santa Catarina Florianopolis 50% (98) Proteinas Indicagdo de amigos WAGNER, 2011
Sul Palhoga 40% (150) Proteinas Indicacao de amigos AMARAL, 2017
THEODORO,
Caxias do Sul 29,9% (87) Proteinas Indicacdo de amigos | RICALDE; AMARO,
2009
Rio Grande do Porto Alegre 63,3% (316) Proteinas Indicagdo de amigos FAYH et al., 2013
Sul £
. . . LIMA; MORAES;
0 ’ ~ 9 2
Santa Maria 26 % (23) Proteinas Indicacao de amigos KIRSTEN, 2010
Santa Cruz do Sul 43,3% (80) Proteinas Indicacao de amigos JOST; POLL, 2014
Distrito Federal Brasilia 86% (110) Proteinas Indicagdo de amigos ALBU%&FERQUE’
Centro- o ARAUJO:;
Oeste . Goiania 34% (183) Proteinas Nutricionista ANDREOLO; SILVA,
Goias 2002
Anapolis 46,7% (150) Proteinas Nao profissional SANTOS et al., 2018b

Fonte: Autoria propria
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Ainda de acordo com o Quadro 1, a prevaléncia de consumidores de suplementos
alimentares varia entre as cidades brasileiras (11,5 a 94,9%); na maioria cidades (53%) a
prevaléncia ¢ entre 25 e 50%, contudo em uma parcela, cerca de 30%, a prevaléncia do consumo
de suplementos alimentares esta entre 50 e 75% da populacdo. Destaca-se aqui o dado
relacionado a indicacdo da suplementacdo: apenas 13% dos consumidores de suplementos
consultaram um profissional apto a prescrever suplementacdo (nutricionistas/médicos), e 63%
fizeram uso ou por indicacdo de amigos ou por iniciativa propria. Esses dados mostram o
descuido com os perigos da suplementagdo pelos consumidores, provavelmente por
considerarem se tratar de um alimento considerado seguro e ndo medicamento que pode
apresentar efeitos colaterais.

Além dos frequentadores de academia, a populagdo mundial de um modo geral também
faz uso de suplementacdo alimentar. Diferentemente dos usudrios frequentadores de academia,
quando observa-se a populacdo de maneira aleatoria, a prevaléncia de uso de suplementos
alimentares ¢ maior entre mulheres com idade mais avancada e os multivitaminicos/minerais, os
extratos a base de plantas e de aminoacidos sdo os produtos utilizados preferencialmente
(BAILEY et al., 2011; KIELY et al, 2001; ROVIRA et al., 2013; SKEIE et al., 2009).
Resultado semelhante foi reportado em um estudo feito na Finlandia, com adolescentes entre 12
e 18 anos (MATTILA et al., 2010). J4 uma pesquisa realizada na Espanha, com adultos entre 35
a 80 anos, demonstrou uma prevaléncia baixa (9,3%) do uso de suplementos alimentares, o que
pode ser explicado devido aos hébitos de vida saudavel dessa populagdo, na qual a retirada dos
macro e micronutrientes ¢ realizada por meio da refeicdo (ROVIRA et al., 2013).

No Brasil, um levantamento com 1.007 brasileiros com mais de 17 anos, de todas as
regides do pais mostrou que em 2015, 54% dos brasileiros consumiram algum tipo de
suplemento alimentar. Produtos a base de 4cidos graxos (6mega-3), aminoacidos (BCAA),
minerais (célcio), 6leos (6leo de figado de bacalhau), plantas (goji berry), proteinas (whey
protein), vitaminas (multivitaminicos) entre outros (fibras, probidticos) apresentaram maior
frequéncia de uso entre os participantes do estudo (ABRENUTRE, 2015).

O Quadro 2 mostra os resultados obtidos apds pesquisa da frequéncia de uso de
suplementos alimentares em vdarios paises, indicando o perfil do usudrio, os principais

suplementos utilizados e a prevaléncia de uso dos entrevistados.
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Quadro 2: Perfil dos usuarios de suplementos alimentares em diversos paises

Pais Entrevistados Suplementos Alimentares predominantes Percentual (n) Referéncia
Alemanha Atletas de elite Vitaminas/Minerais e Carboidrato 91,1% (1.138) DIEHL et al., 2012
Alemanha Atletas de elite Vitaminas/Minerais ¢ Carboidrato 80% (164) BRAUNH et al., 2009

Canada Atletas de elite Carboidrato e Cafeina 98,6% (221) KRISTL{;ISIOS SE Netal,

OLIVER; LEON,
Espanha Frequentadores de academia Proteina 57,16% (415) GUERRA-

HERNANDEZ, 2011

Espanha Populagio aleatéria Vitaminas 9,3% (6.352) ROVIRA et al., 2013
EUA Frequentadores de academia Proteina e Creatina 84,7% (229) SHEPPARD et al., 2000
EUA Militares que frequentam academia Bebidas energéticas 46,7% (106.698) JACOBSON et al., 2012

. o . . MORRISON; GIZIS;

4 0 ) s

EUA Frequentadores de academia Vitaminas/Minerais e Proteinas 84,7% (222) SHORTER. 2004

EUA Populagio aleatoria Vitaminas 49% (18.758) BAILEY et al., 2011
Finlandia Adolescentes (12 a 18 anos) Vitaminas e produtos a base de plantas 45% (22.519) MATTILA et al., 2009
Inglaterra Populagio aleatéria Vitaminas/Minerais e antioxidantes 35,5% (15.465) HARRISON et al., 2004

Ira Frequentadores de academia Vitaminas/Minerais e Creatina 66,7% (1.625) SAEEDI et al., 2013

Italia Frequentadores de academia Hiperproteico e Creatina 30,1% (207) BIANCO et al., 2011

Irlanda Populagio aleatoria Vitaminas 23% (1379) KIELY et al., 2001

Fonte: Autoria Propria
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Por meio dos resultados mostrados no Quadro 2, observa-se que os atletas de elite
apresentaram percentuais mais altos de consumo de suplementos alimentares, sendo mais
consumidos aqueles a base de carboidratos e de vitaminas. Esses usuarios estdo mais
preocupados com a performance e com a saude, diferentemente daqueles que buscam hipertrofia
e aumento de massa muscular. A pesquisa quando realizada na populacdo aleatoria relatou uso
de vitaminas/minerais e suplementos a base de plantas. E, por ultimo, os frequentadores de
academia utilizam preferencialmente os suplementos a base de proteinas e aminoacidos,

corroborando com os dados obtidos na populagao brasileira.

II - 3. LEGISLACAO RELACIONADA AOS SUPLEMENTOS ALIMENTARES

No Brasil, at¢ meados de 2018, os suplementos alimentares eram categorizados pela
ANVISA como “alimentos para atletas” por meio da Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n°
18 de 2010. Nao existia juridicamente a classe dos suplementos alimentares. Esses produtos
eram classificados em diferentes subclasses:

I - Suplemento hidroeletrolitico para atletas;

II - Suplemento energético para atletas;

III - Suplemento proteico para atletas;

IV - Suplemento para substitui¢ao parcial de refeigdes de atletas;

V - Suplemento de creatina para atletas; VI - suplemento de cafeina para atletas
(ANVISA, 2010).

A RDC n°243, de 26 de julho de 2018, passou a adotar o termo “suplemento alimentar”
e o definiu como “um produto para ingestdo oral, apresentado em formas farmacéuticas,
destinado a suplementar a alimentacdo de individuos sauddveis com nutrientes, substancias
bioativas, enzimas ou probioticos, isolados ou combinados” (ANVISA, 2018). Os “alimentos
para atletas” passaram a integrar o grupo dos suplementos alimentares, sendo entdo revogada a
RDC n° 18/2010 (ANVISA, 2018e).

Além da publicagdo da RDC n° 243/2018, cinco outros atos normativos foram

publicados para legalizacdo dos suplementos alimentares, conforme quadro a seguir.
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Quadro 3 - Normas e ementas para categoria de suplementos alimentares publicados pela ANVISA

Normas Ementas Referéncia
RDC n° Estabelece os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados| ANVISA,
239/2018 para uso em suplementos alimentares. 2018a
Categorias de alimentos e embalagens isentos e com obrigatoriedade de | ANVISA,
RDCn registro sanitario. 2018b
240/2018
Altera a Resolucao - RDC n° 27, de 6 de agosto de 2010.
RDC n° Dispde sobre os requisitos para comprovacao da seguranca e dos beneficios| ANVISA,
241/2018 a satde dos probidticos para uso em alimentos. 2018¢
Regulamenta o registro de vitaminas, minerais, aminoacidos e proteinas de| ANVISA,
uso oral, classificados como medicamentos especificos. 2018d
RDCn°
242/2018 Altera a Resolugdo - RDC 24, de 14 de junho de 2011, a Resolucao -
RDC 107, de 5 de setembro de 2016, a Instrugdo Normativa - IN 11, de 29
de setembro de 2016 e a Resolucdo - RDC 71, de 22 de dezembro de 2009.
RDCn° . o o ) ANVISA,
Dispde sobre os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares.
243/2018 2018e
Instrugdo . o o ANVISA,
Estabelece as listas de constituintes, de limites de uso, de alegacdes e de
Normativa n° 2018f
rotulagem complementar dos suplementos alimentares.
28/2018

Fonte: Autoria propria

A RDC n° 243/2018 dispoe ainda sobre os requisitos para composi¢do, qualidade,

seguranca e rotulagem dos suplementos alimentares e para atualizagdo das respectivas listas de

constituintes, limites de uso, alegagdes e rotulagem complementar desses produtos (ANVISA,

2018). Dentre as normativas, essa resolugdo traz quais sdo os ingredientes ja estabelecidos para

compor, tradicionalmente, um produto alimenticio, ou seja, aqueles ingredientes que nao

necessitam de classificagdo como “novos alimentos” ou “novos ingredientes”, e que nao

descaracterizam a finalidade de uso ou a forma de apresenta¢do de produto como suplemento

alimentar. Ademais, proibe na sua composi¢do, conforme artigo 7°:
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Art. 7° Nao sdo permitidos na composicdo de suplementos
alimentares:

I - substancias consideradas como doping pela Agéncia Mundial
Antidopagem;

IT - substéncias sujeitas a controle especial, conforme Portaria n°
344, de 12 de maio de 1998, que aprova o regulamento técnico
sobre substancias e medicamentos sujeitos a controle especial, e
suas atualizacdes;

III - substancias obtidas das espécies que ndo podem ser utilizadas
na composicdo de produtos tradicionais fitoterapicos, conforme
Anexo | da Resolugdo - RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, que
dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e
a notificagdo de produtos tradicionais fitoterapicos; e

IV - 6leos e gorduras parcialmente hidrogenados.

A legislagdo brasileira difere, expressamente, os suplementos alimentares dos
medicamentos. Essa distingdo também ¢ evidente nos paises da Unido Europeia, como trata o
European Council (EC) 2001. Para ambas as legislacdes, o uso de substancias
farmacologicamente ativas ¢ expressamente proibido em produtos classificados como
“suplementos alimentares”. A legislacdo europeia permite o uso de substancias com efeitos
farmacoldgicos a uma determinada concentragdo nos produtos classificados como “borderline
products” ou produtos limitrofes, desde que sua composi¢do esteja descrita nos rétulos dos
produtos (EC 2001; LACHENMEIER et al., 2012). Ja a legislagao dos EUA, diferentemente da
brasileira e da europeia, permite que uma gama de substancias farmacologicamente ativas como
os esteroides anabolizantes, sejam adicionadas aos suplementos alimentares (FDA, 1995;
FINLEY; ELLWOOD; HOADLEY, 2014).

A legislagdo brasileira também difere da americana na questdo da rotulagem dos
produtos. Nos suplementos alimentares comercializados no Brasil, o fabricante deve inserir,
obrigatoriamente, informacgdes relativas a recomendagdo de uso, instrugdes de conservacio e
identificacdo de ingredientes. Indica¢des sobre os grupos populacionais aos quais se direciona o
suplemento e adverténcias expressas ao consumidor , como "Este produto ndo ¢ um
medicamento”, "Nao exceder a recomendacdo diaria de consumo indicada na embalagem" e
"Mantenha fora do alcance de criangas" sdo informagdes obrigatorias dos rdtulos de produtos
vendidos no Brasil. Palavras, marcas, imagens ou qualquer outra representacdo grafica, inclusive
em outros idiomas, que afirmem, sugiram ou impliquem, expressa ou implicitamente, que: o
produto possui finalidade medicamentosa ou terapéutica”; “o produto contém substincias ndo
autorizadas ou proibidas”; “a alimenta¢do ndo ¢ capaz de fornecer os componentes necessarios a
saude”; ou “o produto ¢ comparavel ou superior a alimentos convencionais” sdo proibidas
(ANVISA, 2018f). Ja a legislacio americana permite vdarias alegacdes nos rétulos dos

suplementos alimentares inclusive sem autorizagdo prévia do FDA. Essas alegac¢des incluem



58

declaragcdes de beneficios relacionados a doengas causadas por deficiéncias de nutrientes,
declaracdes que descrevam o papel de um nutriente destinado a afetar a estrutura ou fun¢do em
humanos, que caracterizem o mecanismo documentado pelo qual um nutriente ou ingrediente aja
para manter a estrutura ou fun¢do ou que descrevam bem-estar geral pelo consumo de um

nutriente ou ingrediente (FDA, 1995).

II - 4. ADULTERACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Adulteragdo de suplemento alimentar ¢ definida como a adicdo de substincias ndo
declaradas, a troca intencional de ingredientes ou a identificagdo erronea de espécies vegetais
presentes no produto, realizadas pelo proprio fabricante, visando o aumento do lucro e das
vendas (ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016).

A Vigilancia Sanitaria Americana listou 332 formula¢des de suplementos nutricionais
adulterados entre 2007 e 2012. Mais de 95% deles foram comercializados como produtos para
melhora do desempenho sexual, seguido de produtos para ganho de massa muscular e perda de
peso (GILARD et al., 2015). Quanto a origem, a maior taxa de adulteracao foi encontrada entre
as formulagdes chinesas (BOGUZ et al., 2006; HE et al. 2014; THEVIS et al., 2008).

Essa adulteracdo pode estar relacionada tanto pela adicdo dolosa de substancias, com o
proposito de aumentar a eficiéncia aparente do produto, como pela contaminagdo cruzada
durante a sua produgdo. A diferenca entre a adi¢do dolosa e a contaminagao cruzada ¢ o nivel de
concentragdo de uma substancia ndo permitida presente no produto inspecionado (COOPMAN;
CORDONNIER, 2012). Niveis de concentracdo abaixo do valor terapéutico pode indicar
contaminagdo cruzada, enquanto que concentracdo no nivel ou acima da concentracdo
terapéutica ¢ considerada adulteracdo intencional (GEYER et al., 2009).

Em 2005, a vigilancia sanitaria alema confiscou suplementos alimentares adulterados
com elevadas quantidades de esteroides anabolizantes androgénicos (EAA). A andlise de
formulagdes de vitamina C, multivitaminicos e tabletes de magnésio produzidos pelo mesmo
fabricante na mesma linha de produgdo e com o mesmo intervalo de tempo, detectou a presenca
dos mesmos esteroides, indicando uma possivel contaminagdo cruzada (GEYER et al., 2009). Ja
nos EUA, a adi¢do intencional de adulterantes foi observada pela deteccdo do diurético
bumetanida (> 1 mg g') nos niveis compativeis com os valores terapéuticos, descartando
possivel contaminacdo cruzada alegada pelo fabricante (HOGGAN et al., 2007).

Um fator determinante que facilita a pratica de adulteragdo ¢ a deficiéncia no controle

da producdo e comercializagdo de suplementos alimentares. Em quase todo o mundo eles sdao
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classificados como alimentos e a sua producdo e controle de qualidade dependem unica e
exclusivamente do produtor, sem a necessidade de autorizagdo prévia para a comercializagdo do
produto. Praticas éticas, rigorosas diretrizes de producdo e medidas de controle de qualidade
podem assegurar a ndo contaminacao dos produtos, ou até mesmo a da matéria prima empregada
nas formulagdes ao longo do processo de fabricagdo (CHAMPAGNE; EMMEL, 2011; GILARD
etal., 2015).

Ap6s a publicagdo da RDC n°® 240/2018, que dispde sobre as categorias de alimentos e
embalagens isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario, somente os suplementos
contendo enzimas ou probidticos devem ser registrados na Anvisa. Os demais suplementos
alimentares, inclusive aqueles destinados a criangas, sdo dispensados da obrigatoriedade de
registro e devem seguir as disposi¢cdes da Resolugdo n°® 23/2000 (Regulamento técnico sobre o
manual de procedimentos basicos para registro e dispensa da obrigatoriedade de registro de
produtos pertinentes a area de alimentos) para sua regularizagdo junto ao 6rgdo de Vigilancia
Sanitaria da localidade da empresa fabricante. Ou seja, mesmo apos uma série de publicacdes
acerca dos suplementos alimentares, ainda continuam tendo o mesmo tratamento que os
alimentos (ANVISA, 2000; ANVISA, 2018b).

Resultados positivos em exame antidoping t€m sido reportados na literatura como uma
consequéncia do consumo de suplementos alimentares adulterados (GEYER et al., 2009). Isso
implica em risco aos atletas de alto nivel de competicdo, uma vez que o “principio de
responsabilidade” implantado pela WADA nao distingue doping deliberado de inadvertido, em
decorréncia de consumo de suplementos alimentares adulterados (WADA, 2016). Mesmo baixas
concentragdes de adulterantes podem levar a resultados positivos em exames antidoping.

A Federacdo Alema de Futebol suspendeu um jogador durante o campeonato pelo
resultado positivo de metabolitos primarios da nandrolona na urina, em decorréncia do uso de
um suplemento de creatinina adulterado com este EAA (STRIEGEL et al., 2004). Outro caso de
reprovagdo em exame antidoping ocorreu com a detec¢do de produtos de biotransformagdo da
sibutramina. Esses produtos foram encontrados em exame antidoping apds o atleta ter
consumido uma unica dose de um ché de origem chinesa adulterado; em seu rotulo continha a
descrigao “contetido natural” (THEVIS et al., 2008).

Além de casos positivos em exames antidoping, a adulteracdo ¢ um problema de satide
publica (GEYER et al, 2009). Casos de adulteragdo de suplementos alimentares foram
detectados com substancias em concentragdes maiores do que os niveis terapéuticos, provocando
efeitos adversos nos consumidores, tais como dor de cabega, vertigens e sonoléncia (JUNG;

HERMANNS-CLAUSEN; WEINMANN, 2006).
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Dados oriundos de laudos periciais emitidos pela Policia Federal Brasileira, entre 2007
e 2013, identificaram 180 casos de adulteracdes, principalmente em suplementos hormonais e
emagrecedores. Comparando as legislacdes de suplementos alimentares no Brasil com a
americana e a europeia, a legislagdo brasileira ¢ a mais restritiva, limitando quais formulagdes
podem ser comercializadas como suplementos alimentares e quais devem ser registradas como
medicamentos. Apesar de possuirem uma legislacdo mais flexivel, os EUA e a Unido Europeia
dispdem de mecanismos adequados para notificacdo e divulgacdo ao publico da detec¢do de
suplementos irregulares, incluindo a consolidacdo anual de ocorréncias e sua estratificacdo por
tipo de produto. O Brasil ndo dispde de sistema semelhante, tendo sido encontrados apenas dois
alertas da ANVISA reportando a deteccdo de sibutramina e fenolftaleina em suplementos
emagrecedores. Esses achados indicam que as autoridades brasileiras ndo estdo tratando o
assunto com a mesma prioridade que outros paises, a despeito dos potenciais riscos a satde

implicados (ANVISA, 2011; ANVISA, 2014; NEVES; CALDAS, 2015).

II - 5. SUBSTANCIAS ADICIONADAS ILICITAMENTE EM SUPLEMENTOS
ALIMENTARES: ADULTERANTES

As principais classes de substancias farmacologicamente ativas detectadas como
adulterantes em suplementos alimentares sdo: estimulantes (cafeina e efedrina), anorexigenos
(sibutramina e rimonabanto), ansioliticos (benzodiazepinicos), antidepressivos (fluoxetina),
diuréticos (bumetanida, furosemida e hidroclorotiazida), laxante (fenolftaleina), e esteroides
anabolizantes (CARVALHO et al. 2011; COOPMAN; CORDONNIER, 2012; CHO et al., 2014;
CHO et al., 2015; HE et al., 2014; KHASAN et al. 2014). Além dessas classes, substancias
hipoglicemiantes, anestésicas, hormonios para tireoide, analgésicos, dentre outros, também
foram encontradas em suplementos alimentares de maneira ilicita (DECONINCK et al., 2016a;
KHASAN et al., 2014; KIM et al. 2014; LI et al. 2010, ZHU et al. 2014).

O Quadro 4 mostra as principais substancias detectadas como adulterantes em amostras

de suplementos alimentares e suas respectivas concentragdes reportadas pela literatura.
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Quadro 4 - Substancias farmacologicamente ativas encontradas como adulterantes em suplementos

alimentares, suas DDR ¢ as quantidades encontradas (mg/dose).

Quantidades
Al DDR* (VO) detectadas Referéncias
Substancia
(por dose)
CIANCHINO et al., 2008;
, 210 — 420 mg** | 0,025a 100 mg | STRANO-ROSSI et al., 2015; VIANA et
Cafeina
al. 2015.
CHAMPAGNE; EMMEL, 2011;
15 mes 44230m CSURPOR et al., 2012; GUO et al., 2014;
Sibutramina g ’ g JUNG; HERMANNS-CLAUSEN;
WEINMANN, 2006; VAYSSE et al., 2010
Bumetanida 1 mg 1 mg HOGGAN et al., 2007
40 2 80 | 57 CIANCHINO et al., 2007; MOREIRA et
Furosemida aotmg mga>/mg al., 2013.
Hidroclorotiazida 50 mg 2,4a45 mg GUO et al., 2014; MOREIRA et al., 2013.
KHASAN et al., 2014; VAYSSE et al.
skskskek ) ) s
Fenolftaleina 197 mg 4421167 mg 2010
BAUME et al., 2006; VAN POUCKE et
Testosterona 150 mg (SC) 45nga 0,8 mg | al,2007; STEPAN; CUHRA; BARSOVA,
2008; ODOARDI et al., 2015
Metiltestosterona 25 mg 7 mg ABATTE et al., 2014,
BOGUZ et al., 2006; MARTTELO,
Decanoato de 100 mg (IM) NQ FELLL CHIAROTTL 2007
testosterona
50— 150 0.4 9 ABATTE et al., 2014; BAUME et al.,
Androstenediona B mg S+ ugarmg 2006; ODOARDI et al., 2015
ABATTE et al., 2014; BAUME et al.,
DHEA 50— 100 mg 5 uga 28 mg 2006; STEPAN; CUHRA; BARSOVA,
2008; ODOARDI et al., 2015
Trembolona 75 mg 77 ng PELEGRINI et al., 2012
ODOARDI et al., 2015; PELEGRINI et al.,
Estanozolol 102 50 mg 25 pgadl 2012
BAUME et al., 2006; MARTTELO,
Decanoato de 50 mg (IM) 22 nga? FELLI, CHIAROTTIL 2007; STEPAN;

nandrolona

CUHRA; BARSOVA, 2008.

* DDR obtida do BRUNTON et al., 2012,
** ANVISA, 2018 ;
% ANVISA, 2016 ;

*#** Valor obtido do da bula do AGAROL (Johnson &Johnson);

NQ - Nao quantificada; VO- Via Oral; SC — Subcutianea; IM- Intramuscular

Fonte: Autoria propria
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Observa-se que os niveis de concentragdo variaram desde aproximadamente cem
milhdes de vezes abaixo da dose didria recomendada (DDR) (i.e. trembolona), indicando
possiveis contaminagdes ocorridas durante o processo, até concentracdes dez vezes acima da

DDR (i.e., fenolftleina), correspondendo a uma adulteracdo intencional.

I - 5.1. Esteroides anabolizantes androgénicos

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) s3o um grupo de compostos naturais e
sintéticos formados a partir da testosterona ou de um de seus derivados, cuja indicacdo
terapéutica classica estd associada a situagdes de hipogonadismo (CUNHA et al., 2004).

A testosterona € o principal hormonio androgénico circulante no organismo humano nos
homens. E sintetizado pelas células de Leydig dos testiculos, em resposta ao horménio
luteinizante hipofisario (LH), e pelo ovario nas mulheres. Em ambos os sexos, a testosterona ¢
sintetizada também pelo cortex supra-renal. A androstenediona e a deidroepiandrostenediona sdo
precursores da testosterona (Figura 2) e sdo considerados androgénicos fracos.

As agdes da testosterona e dos androgenos correlatos podem ser divididas em duas
categorias principais:

Efeitos androgénicos: relacionados, especificamente, com a funcdo reprodutora e com

as caracteristicas sexuais secundarias
Efeitos anabdlicos: relacionados a estimulacdo do crescimento e maturacdo dos tecidos

nao reprodutores (BRUNTON et al., 2012; CUNHA et al., 2004).

Figura 2: Biossintese da testosterona

Deidroepiandrosterona Androstenediona Testosterona

Fonte: adaptado do BRUNTON et al.,, 2012

A testosterona ¢ o hormonio responsavel pela diferencia¢do sexual masculina no utero e
pelas alteragdes masculinas na puberdade. A incapacidade de producdo de testosterona pelo feto

leva a diferenciacdo masculina incompleta e, durante a puberdade, a diminuicdo de alguns
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aspectos da virilizacdo, a qual pode ocorrer em véarios graus. Nas mulheres, o papel fisiologico
da testosterona e as consequéncias de sua deficiéncia ainda ndo sdo conhecidos. Alguns autores
citam a influéncia sobre a libido, a energia, a massa e for¢a muscular e a densidade dssea
(BRUNTON et al., 2012).

Apesar de ser prontamente absorvida pelo trato gastrintestinal, a testosterona softre
rapido metabolismo hepatico. Na tentativa de melhorar a biodisponibilidade dessa substancia,
reacdes de alquilacdo e esterificagdo da posicdo 170 hidroxila da testosterona foram
desenvolvidas pela indastria farmacéutica. Esses compostos 170 alquilados (Figura 3) sdo
administrados por via oral, porém sdo menos androgénicos e mais hepatotoxicos que a

testosterona natural (BRUNTON et al., 2012).

Figura 3: Estruturas dos androgénicos 17 a alquilados.

Oxandrolona Estanozolol Metasterona Metiltestosterona

Fonte: BRUNTON et al., 2012

A esterificagdo com um acido graxo na posi¢cdo 170 da testosterona origina compostos
mais lipofilicos, como o propionato de testosterona e decanoato de testosterora (Figura 4). Os
ésteres de testosterona provocam concentragdes séricas de testosterona que permanecem na faixa

terapéutica durante semanas (BRUNTON et al., 2012).



64

Figura 4: Estruturas dos ésteres de testosterona

Propionato de testosterona Decanoato de testosterona

Fonte: BRUNTON etal, 2012

Além dos esteroides anabolizantes oriundos da testosterona, existem os pro-hormonios e

os designer esteroides:

Pro-horménios: sdo precursores dos esteroides que sdo convertidos no esteroide ativo
por metabolizagdo hepatica. Os primeiros pro-hormoénios foram introduzidos no mercado em

1996, tais quais a deidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona (BRUNTON et al., 2012).

Designer_esteroides: sdo aqueles com estrutura molecular modificada dos esteroides
classicos, com o mesmo efeito ou com efeitos potencializados (LOOTENS et al., 2011). Eles
foram sintetizados com o proposito de evitar a detec¢do em exames antidoping e contornar a
legislacdio (LOOTENS et al., 2011). Apenas alguns designer esteroides, tais como metil-1-
testosterona, 6-metiltestosterona e metilestembolona, foram proibidos por 6rgao de vigilancia
sanitaria, mas mesmo assim tém sido encontrados ilicitamente em formulac¢des de suplementos
alimentares (CAVALCANTI et al., 2013; PARR et al., 2011a; PARR et al., 2011Db).

As formas de administragdo dos EAA sdo por via oral, por via injetavel ou topica, na
forma de cremes ou géis. Na medicina, esses esteroides sdo usados no tratamento de casos de
atrasos na puberdade, osteoporose, endometriose, impoténcia, anemia ou cancer de mama.
Quando utilizados por atletas, fisioculturistas ou praticantes de atividade fisica, esses esteroides
aumentam a massa muscular e reduzem a gordura corporal. Nesses casos, sdo administrados em
concentragdes maiores do que as DDR (COOPMAN; CORDONNIER, 2012). O consumo dessas
superdoses leva a disfuncdo hepatica, desordens menstruais, virilizagdo, ginecomastia, aumento
de doencas cardiovasculares e transtornos psicologicos (GEYER et al., 2009).

Os primeiros relatos de uso dessas substincias por atletas datam de 1954. Como
resultado do abuso, o Comité Olimpico proibiu seu uso em 1974 e os testes nos atletas foram

implementados em larga escala a partir de 1976 (EENOO; DELBEKE, 2006). Atualmente, a
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WADA proibe o uso de EAA dentro e fora das competi¢des (WADA, 2016), mas apesar de
proibidos continuam sendo consumidos por atletas (CHO et al., 2015).

Ha aproximadamente 15 anos, os esteroides anabolizantes androgénicos comecaram a
ser detectados em suplementos alimentares, tais quais testosterona, propionato de testosterona,
DHEA, androstenediona, metiltestosterona, metasterona, metandienona, estanozolol,
oxandrolona, , nandrolona, decanoato de nandrolona, trembolona decanoato de testosterona e
suas concentracdes encontradas estdo elencadas no Quadro 4 (ABATTE et al, 2014; BOGOUZ
et al, 2006; CHO et al, 2015; COOPMAN; CODORNNIER, 2012; HE, et al 2014; ODOARDI et
al,2015; PELLEGRINI et al, 2012; VAN POUCKE et al, 2007).

II - 5.2. Estimulantes

Estimulantes, também conhecidas por psicoestimulantes, sdo substancias que estimulam
o sistema nervoso central (SNC). Elas sdo utilizadas para melhorar o desempenho fisico e
mental, o humor, o estado de alerta e para auxiliar a perda de peso (CHANG; SHEN, 2013).

A cafeina (1,3,7 — trimetilxantina) (Figura 5) ¢ o estimulante mais consumido em todo o
mundo estando presente em refrigerantes, cafés, chés, chocolates e associados a farmacos
analgésicos (CIANCHINO et al., 2008; THEVIS et al., 2008; VIANA et al., 2018). Sua agdo
neuroldgica consiste no bloqueio dos receptores de adenosina — um neurotransmissor
responsavel pela inibi¢do da liberagdo de neurotransmissores excitatorios, como a dopamina e a
noradrenalina, no SNC. Como consequéncia, com o antagonismo do receptor da adenosina, a
cafeina ¢ responsavel pelo aumento da atividade neuronal em vérias areas do cérebro
(AZEVEDO et al., 2016). Apresenta, também, efeito termogénico, ou seja, aumenta o gasto
energético do individuo, promovendo o uso da gordura corpérea como fonte de energia, em
detrimento do glicogénio (GREENWAY, 2001).

O consumo moderado de cafeina (210 a 420 mg) afeta, também, o sistema
cardiovascular. Excessivas quantidades de cafeina (>2000 mg) podem causar taquicardia,
hipertensdo, arritmia como também causar significantes efeitos toxicos como nauseas, vomitos,

convulsoes e até morte (GURLEY; STEELMAN; THOMAS, 2015).
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Figura 5: Estrutura quimica da cafeina

N/
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Fonte: Chemspider

O uso de cafeina em suplementos alimentares iniciou em 1994 com a aprovagdo do
DSHEA, principalmente em formula¢des multi-ingredientes € em combinagdo com efedrina,
indicadas para o emagrecimento ¢ melhora no desempenho esportivo (GURLEY; STEELMAN;
THOMAS, 2015). A combinacao de cafeina e efedrina apresentava efeitos mais significativos na
perda de peso do que a efedrina ou a cafeina isoladamente (GREENWAY, 2001). Contudo, ap6s
inumeros estudos que demonstraram seus efeitos maléficos ao organismo, os suplementos a base
dessa associacdo foram retirados do mercado em 2004 pela FDA. (GURLEY; STEELMAN;
THOMAS, 2015).

Apds o banimento dos suplementos contendo cafeina e efedrina, surgiu uma nova
geracdo de suplementos alimentares comercializados como “livres de Ephedra”. Esses produtos
continham varias fontes naturais de cafeina e outros extratos de plantas, contendo substancias
com efeitos variados (tais como sinefrina e ioimbina). A quantidade de cafeina nesses produtos
costuma exceder aquele presente em bebidas e alimentos e a maioria dos produtos ndo indica a
concentragdo de cafeina. Esses produtos continuam sendo divulgados como auxiliares na perda
de peso, energéticos e melhoradores do desempenho esportivo, com a recomendacdo de uso
durante a pratica de atividades fisicas (NEVES; CALDAS, 2017a).

Estudos demonstram que a combinagdo de exercicios vigorosos com ingestdo de altas
doses de cafeina pode ser perigosa para alguns usudrios, uma vez que a pratica de exercicios
diminui a excrecdo urinaria da cafeina (SCHWENK; COSTLEY, 2002; GURLEY;
STEELMAN; THOMAS, 2015; NEVES; CALDAS, 2017a).

Até 2003, a cafeina constava na lista de substancias proibidas em competicdes
esportivas caso fosse detectada na urina em concentragdes maiores que 12 pg mL!. Porém, foi

retirada e incluida no programa de monitoramento, no qual as substancias ficam em observagao

para rastreamento de tendéncias em eventuais abusos (WADA, 2016). No Brasil, existem os
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denominados suplementos de cafeina para atletas que sdo produtos destinados a aumentar a
resisténcia aerobia em exercicios fisicos de longa duragdo e devem fornecer uma quantidade
entre 210 e 420 mg por dose, quando consumidos de maneira isolada (ANVISA, 2018).

Estudos mostraram concentragdes de cafeina detectadas em suplementos alimentares
entre 0,025 e 100 mg por dose (Quadro 4) (CIANCHINO et al., 2008; STRANO-ROSSI et al.,
2015), ou seja, abaixo da dose terapéutica. Todavia estudos t€ém demonstrado quantidades de
cafeina em suplementos além dos valores ja especificados nos rotulos, atingindo valores de até
1000 mg por dose (VIANA et al., 2015). Um dos motivos dessa elevada quantidade de cafeina
nesses produtos pode estar associado a legislacdo americana que ndo obriga os produtores a
informar a quantidade de cafeina presente em seus produtos (NEVES; CALDAS, 2017a).

Além da cafeina, outros estimulantes foram detectados como adulterantes nos
suplementos nutricionais como a efedrina, pseudoefedrina, norefedrina, metilpseudoefedrina e
sinefrina (BAUME et al., 2006; CIANCHINO et al., 2008; DECONINCK et al., 2016b;
DEVENTER et al., 2007; LESIAL et al., 2016; MARCHEI et al., 2006; VIANA et al., 2015;
KIM et al., 2014).

I - 5.3. Anorexigenos

Substancias anorexigenas sdo aquelas utilizadas no tratamento da obesidade. No Brasil,
essas substincias sdo de uso restrito e estdo elencadas na lista B2 (Lista das substincias
psicotrdpicas e anorexigenas) da Portaria 344/98. O seu uso ¢ permitido apenas com receitudrio
médico tipo B2 e com restrigdes como uso por determinado periodo de tempo e dose diaria
(ANVISA, 1998).

A substancia anorexigena mais detectada como adulterante em suplementos alimentares
¢ a sibutramina (Figura 6). A sibutramina um inibidor da receptacdo da serotonina e da
noradrenalina, que promove e mantem a perda de peso em pessoas obesas (ROCHA; AMARAL;
OLIVEIRA, 2016). Entre seus efeitos farmacologicos destacam-se: reducao do apetite, sensagao
de saciedade e indu¢do da termogénese. Entretanto, a sibutramina estimula o SNC e desencadeia
efeitos colaterais como nervosismo, xerostomia, dor de cabeca, constipacdo, dorméncia e
parestesia. Ademais, tem sido associada ao aumento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca,
e com isso aumenta o risco de ataques cardiacos. Devido a esses efeitos adversos, em 2010, a
sibutramina foi retirada do mercado nos paises da Europa e Estados Unidos. Todavia, no Brasil

seu uso continua permitido (ANVISA, 1998; DECONINCK et al., 2012).
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Figura 6: Estrutura quimica da sibutramina
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Fonte: Chemspider

De acordo com a lista da FDA de suplementos alimentares adulterados, de 416 alertas
emitidos entre 2010 e 2015, 37% correspondia a suplementos para emagrecimento, dos quais
87% continham adigao ilicita de sibutramina (FDA 2015; ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA,
2016). No mesmo periodo, a Unido Europeia emitiu um alerta informando que 64 suplementos
alimentares para emagrecimento comercializados nos paises europeus, oriundos da China, EUA,
Tailandia, Filipinas, Holanda, Reino Unido, Kosovo e Australia, estavam adulterados com
sibutramina (ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016). Anilogos da sibutramina como
desmetilsibutramina, didesmetilsibutramina e 11-Desisobutil-11-benzilsibutramina também
foram detectados (KIM et al., 2014; MANS et al. 2013). No Brasil, 02 alertas foram emitidos
pela ANVISA pelo uso de sibutramina como adulterante em suplementos alimentares (ANVISA,
2011; ANVISA, 2014).

Diversos casos de intoxicacdo pelo uso de suplementos alimentares adulterados com
sibutramina foram reportados na literatura. Os sintomas relatados foram mal-estar, taquicardia,
cefaleia, agitacdo, hipertensdo arterial, ndusea, vOmito, dispneia, insdénia e aumento da
temperatura corporal (MULLER; WEINMANN; HERSMANNS-CLAUSEN, 2009). Além
desses, foram reportados disturbios psicomotores e sindrome serotoninérgica em consumidores
de suplemento alimentar adulterado pela adi¢do de sibutramina, cafeina e fenolftaleina (LAM et
al.,2012; SHAPIRA et al., 2016).

Outros anorexigenos detectados em suplementos alimentares foram a fentermina, a
fluoxetina, a fenfluramina e a anfepramona (AKAMATSU; MTISUHASHI, 2014; KHASAN et
al., 2014; KIM et al., 2014; SHI et al., 2011), embora com menor frequéncia quando

comparados a sibutramina.
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II - 5.4. Laxante

Os laxantes sdo farmacos que alteram o movimento do trato gastrintestinal por acelerar
a passagem do alimento ao longo do intestino (BRUNTON et al., 2012). A fenolftaleina,
atualmente utilizada como indicador-acido base, durante décadas foi utilizada na medicina como
laxante. Todavia, foi retirada do mercado em 1997 por ter efeitos carcinogénicos (KHASAN et
al., 2014). No Brasil, essa substancia foi proibida apenas em 2002 (ANVISA, 2002).

O efeito laxativo da fenolftaleina foi descoberto em 1902, quando a substancia foi
utilizada como aditivo para a identificacdo de vinhos artificiais. Durante muitos anos foi um dos
laxantes mais utilizados no mundo devido sua eficacia, apresentando poucos efeitos indesejaveis
e o sabor aceitavel para adultos e criancas. A fenolftaleina exerce seus efeitos farmacologicos
por meio da diminui¢do da absor¢do de agua e eletrolitos no limen intestinal, irritagdo da
mucosa gastrica e da constri¢do da musculatura lisa (ANAND et al., 1994).

Apesar de proibida, a fenolftaleina (Figura 7) continua sendo detectada como
adulterante em suplementos alimentares, principalmente associada a sibutramina, por amenizar a
constipacdo causada pela sibutramina (DECONINCK et at, 2016; KHASAN et al., 2014;
REEUWIIK et al., 2014; SONG et al., 2014; VAYSSE et al., 2010; BOGUSZ et al., 2006;).
Além da fenolftaleina, outros laxantes como o bisacodil e picossulfato de sodio foram detectados
em suplementos alimentares para emagrecimento (AKAMATSU; MTISUHASHI, 2014; KIM et
al., 2014).

Figura 7: Estrutura quimica da fenolftaleina
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Fonte: Chemspider

II - 5.5. Diuréticos

Os diuréticos aumentam a excregdo de sodio (Na*) e de agua do corpo, sendo utilizados

no tratamento de doencas cardiacas como hipertensdo e insuficiéncia cardiaca, bem como
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edemas pulmonares, insuficiéncia renal, sindrome nefrética, dentre outras (BRUNTON et al.,
2012). Sao utilizados por atletas para diminuir o peso e para mascarar o uso de substancias
proibidas pelo doping, por proporcionar maior excre¢do de liquido do corpo e,
consequentemente, eliminar substancias por meio da urina de maneira mais rapida (KHASAN et
al., 2014; WOO et al., 2013). Quando usados como adulterantes em suplementos alimentares e
em concentracdes ndo controladas sdo relacionados a diversos efeitos adversos como perda de
apetite, visdo turva, dores gastrintestinais, fraqueza, tontura e alteragdo dos niveis de eletrolitos
no sangue (WOO et al., 2013).

A bumetanida ¢ o diurético mais reportado como adulterante em suplementos
alimentares (BOGUZ et al., 2006, HOGGAN et al., 2007, GUO et al., 2014). Outros diuréticos
como furosemida, clortalidona, amilorida e hidroclorotiazida (Figura 8) ja foram detectados,
especialmente nos suplementos indicados para a perda de peso (BOGUZ et al., 2006;

CIANCHINO et al., 2008; DECONINCK et al., 2016; GOTO et al., 2002, WOO et al., 2013).

Figura 8: Estrutura quimica dos diuréticos
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Fonte: BRUNTON et al., 2012

II - 6. DETERMINACAO DE ADULTERANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

II - 6.1. Amostras

Os suplementos alimentares alvos de investigacdo sdo, geralmente, aqueles suspeitos de
adulteracdo, tendo sido entdo apreendidos pelos o6rgdos de vigilancia sanitaria ou em abordagens
policiais. Considerando a literatura, a maioria das amostras de suplementos alimentares
reportados, sdo aqueles indicados para a perda de peso por serem os suplementos mais
frequentemente adulterados. Dessa maneira, a maior parte dos trabalhos publicados ndo abordam
a representatividade amostral dos suplementos consumidos pela populacdo, a relevancia em
termos legais e de saude publica, apenas o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de

determinar uma ampla gama de substincias (NEVES; MARCHETI; CALDAS, 2015).
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Portanto, para estipular a quantidade de suplementos alimentares que fossem
representativas para formar o conjunto amostral desse estudo, foi utilizada a equagdo de
Lemeshow et al. (1991). Segundo eles, a representatividade amostral ¢ dada por meio da
“estimativa amostral de precisdo relativa”, especificada pela formula Equacgao 1.

_ Zi‘“/z a-p)

n= 2, Equacao 1

Onde:

n: tamanho da amostra estimada;

a: nivel de confianga assumido em 95%;

z: area da curva z para os diferentes niveis de significancia;

p: propor¢do esperada do evento; na auséncia de dados sobre a prevaléncia de
suplementos adulterados com as classes de farmacos em estudo, foi considerada uma estimativa

de 50%, com erro relativo relativo(g), de 10 %.

II - 6.2. Métodos de preparo de amostra

11-6.2.1. Extracdo Solido-liquido

Um dos métodos mais simples de preparo de amostra para a detec¢do de adulterantes
em amostras de suplementos alimentares sdo aqueles baseados na extragdo solido-liquido,
empregando como solvente extrator um solvente organico, e.g. metanol (MeOH) e acetonitrila
(ACN) ou misturas aquosas (Quadro 5). Diclorometano e cloroférmio também ja foram
reportados como solventes extratores (BOGUSZ et al., 2006; NEVES; CALDAS, 2017b). Na
extragdo solido-liquido, apds a dissolucdo das substincias no solvente apropriado, essas
suspensdes sdo agitadas, imersas em banho de ultrassom, centrifugadas e filtradas
(CAVALCANTE et al., 2013; HE et al., 2014; KIM et al., 2014; LIANG et al., 2006; VAN
POUCK et al., 2007; THEVIS et al., 2008; VIANA et al., 2015; WOO et al., 2013; YU et al.,
2010).

A extracdo dos analitos ocorre por meio da dessor¢do, solvatagdo e difusdo dos
compostos organicos da amostra solida, permitindo a transferéncia para a solvente organico.
Temperatura e agitacdo por meio de ultrassom facilitam a transferéncia dos analitos para a
solugdo. A centrifugacdo e/ou filtragdo promove a separagdo do solvente extrator contendo os

analitos da amostra.
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Uma ampla gama de compostos organicos pode ser extraida de amostra solidas por
meio da extragdo so6lido liquido. Dessa maneira, ndo apenas as substincias de interesse sio
extraidas, mas também diversas outras substincias de diferentes polaridades que podem
influenciar na determinagdo analitica. Para contornar esse efeito, etapas de limpeza do extrato
por meio da extracdo liquido-liquido (LLE), extragdo em fase solida (SPE) e/ou Quechers
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), sao geralmente utilizadas (LI et al., 2012;
ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016; STEPAN; CUHRA; BARSOVA, 2008).

11-6.2.2. Quechers

O método Quechers foi desenvolvido para detec¢do de residuos de praguicidas em
alimentos (ANASTASSIADES et al., 2003). E um procedimento baseado na mistura de ACN e
agua, e subsequentemente, na separacdo das fases pela adigdo de sais. A retengdo de
componentes polares ocorre na fase aquosa, enquanto que a dos compostos mais apolares na fase
organica. PAIGA et al, 2015 e Vaclavick, Krynitsky, Rader (2014) empregaram esse
procedimento na extragdo de adulterantes, incluindo anorexigenos, estimulantes, laxantes,
antidepressivos e ansioliticos, além de toxinas e seus metabolitos de amostras de suplementos

alimentares.

II - 6.3. Técnicas Analiticas utilizadas na determinacdo de adulterantes em
suplementos alimentares

Durante muitos anos a cromatografia gasosa acoplada espectrometria de massa (GC-
MS) foi o método de escolha para a andlise de adulterantes em suplementos alimentares,
especialmente de EAA. Para a deteccdo dessas substincias, a etapa de derivatizagdo se faz
necessaria e o agente derivatizante normalmente utilizado ¢ o n-metil-n-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) (BAUME et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2013;
HADEEF et al., 2008; L1 et al., 2012; PARR et al., 2008; PARR et al., 2009; PARR et al., 2011a;
PARR et al., 2011b; PELEGRINI et al., 2012; ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016;
STEPAN; CUHRA; BARSOVA, 2008).

Para a determinagdo de molécula apolares ndo volateis, principalmente em amostras
liquidas, a técnica de GC-MS vem sendo substituida pelas técnicas de cromatografia liquida, em
especial pela cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS),
empregando a cromatografia em fase reversa. Além de dispensar a etapa de derivatizagdo dos
analitos ndo volateis previamente a andlise, as técnicas de espectrometria de massas sequenciais

oferecem maior detectabilidade e confiabilidade aos resultados, sendo estabelecida pela
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comunidade cientifica como técnica padrio para detec¢do e quantificacdo simultdnea de
substancias em matrizes complexas (CHO et al., 2014, CHO et al., 2015; GUO et al, 2014;
HADEF et al., 2008; HE et al., 2014; KIM et al., 2014; LIANG et al.,, 2006; MARTELLO;
FELLI; CHIAROTTI, 2007, VAN POUCK et al. 2007, SHI et al. 2011, WOO et al. 2013).

Nos ultimos anos, analises de suplementos alimentares por meio de LC-MS/MS com
analisadores de alta resolucdo, i.e analisador de tempo de voo (TOF) e Orbitrap tém sido
empregadas na investigagdo de designer esteroides e de adulterantes emergentes. Essas técnicas
permitem a identificagdo de estruturas quimicas com alto nivel de confiabilidade sem o uso de
padrdes analiticos (GUO et al., 2014, KIM et al., 2013; ODOARDI et al., 2015).

Técnicas de espectrometria de massa baseadas na ioniza¢do ambiente que dispensam a
separacdo prévia por técnicas cromatograficas e, em alguns casos, at¢ mesmo a etapa de preparo
de amostras, vém sendo exploradas para detec¢do de adulterantes como a sibutramina e
fenolftaleina em suplementos nutricionais (GUO et al., 2014; LESIAK et al., 2016; MENS et
al.,2013; PROKUDINA et al., 2015; SONG et al., 2014;).

Uma técnica mais acessivel 8 LC-MS/MS ¢ a cromatografia liquida de alta performance
acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Essa técnica permite o screening € a
determinagdo de véarias sustdncias em matrizes complexas presentes em concentragdes no nivel
de pgL!' a mgL!, e tem sido utilizada na determina¢do de adulterantes em suplementos
alimentares, como os diuréticos, a sibutramina, a cafeina, a fenolftaleina ¢ os EAA
(DECONINCK et al., 2016; GONZALO-LUMBRELAS; IZQUIERDO-HORNILLOS, 2000;
GOTO et al., 2002; HOGAN et al., 2007, WOO et al., 2013). As limitagdes do HPLC-DAD sao
limites de deteccdo mais altos, a necessidade de andlise confirmatéria por técnicas mais
especificas como GC/MS ou LC-MS/MS, e ndo permitir a identificagdo de analogos ou de novas
substancias ainda nao conhecidas (LIU, WOO, KOH, 2001; WOO et al., 2013).

O Quadro 5 resume as técnicas analiticas mais reportadas na literatura para analise de
suplementos alimentares, juntamente com os métodos de extracdo e os adulterantes analitos

detectados.
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Quadro 5: Métodos de preparo de amostra e técnicas analiticas empregadas na determinacao de adulterantes em suplementos alimentares

Analitos Método de extraciao Método de identificacio Referéncia
g g N-pentano
Esteroides anabolizantes p HPLC-DAD e GC-MS (confirmagio) COOK et al., 2001
Sibutramina e analogos Metanol HPLC-DAD e LC-MS (confirmagio) HUANG et al., 2008
Diuréticos Metanol HPLC-DAD ¢ LC-MS/MS QQQ WOO et al., 2013
Cafeina Metanol HPLC-DAD e LC-MS/MS (confirmagao) VIANA et al., 2018
Sibutramina e fenolftaleina Metanol LC-MS WANG et al., 2009
Decanoato de testosterona e Metanol e

cafeina

diclorometano:isopropanol (9:1)

LC-MS/MS QQQ

BOGUSZ et al., 2006

Esteroides anabolizantes

Metanol

LC-MS/MS QQQ

VAN POUCK et al., 2007

Esteroides anabolizantes

Metanol:agua (70:30)

LC-MS/MS QQQ

CHO et al., 2015

Anorexigenos, estimulantes,

ansioliticos, antidepressivos e Quechers LC-MS/MS QQQ PAIGA et al., 2017
laxante
Sibutramina e analogos Metanol LC-QTOF (1dent1ﬁcag:a0) ¢ LC-MS/MS Z0U et al., 2007
(quantificagdo)
Cafeina e sibutramina Agua HEQAO (1dent1ﬁcag:ao) SIS PASCALI et al., 2018
(quantificag@o)
Sibutramina Metanol UHPLC- LQT ORBITRAP (identificago e CHENG et al., 2017

quantificacao)
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Esteroides anabolizantes Metanol GC-MS NEVES; CALDAS, 2017a
Cafeina Cloroférmio:agua GC-MS NEVES; CALDAS, 2017b
Esteroides anabolizantes N-pentano GC-MS DAHMANIA et al., 2018
Sibutramina e fenolftaleina Acetonitrila Fluxo direto MS/MS (ld.e ntlﬁ(jagao) ¢ LC-MS/MS SONG et al., 2014.
(quantificagdo)
Sibutramina e fenolftaleina Sem preparo de amostra NMR HACHEM et al., 2016

Esteroides anabolizantes

Sem preparo de amostra

NMR e GC-MS (confirmagao)

RIBEIRO et al., 2018

Sibutramina e fenolftaleina

Acetonitrila e agua (1:1)

Técnicas espectroscopicas e HPLC-DAD
(quantificag@o)

ROONEY et al., 2015

Sibutramina e analogos

Metanol

Difragdo de raios-X, LC-MS TOF e LC-UV

STYPULKOWSKA et al.,
2011.

Sibutramina

Sem preparo de amostra

Espectroscopia de infravermelho

DECONINCK et al., 2014.

Fonte:

Autoria propria
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II - 7. OBJETIVOS

II - 7.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a ocorréncia no nivel de contaminagao e
adulteracdo de substincias farmacologicamente ativas em amostras de suplementos
alimentares comercializados no Brasil.

Considerando as informagdes obtidas na literatura, este trabalho teve como foco os
suplementos alimentares mais consumidos no pais, a base de proteinas, carboidratos e
termogénicos, € a investigacdo de substancias com efeitos farmacoldgicos estimulantes,

diuréticos, laxantes ¢ anabolizantes.

IT - 7.2. Objetivos Especificos

e Determinar o numero de amostras de suplementos alimentares a ser analisado, visando
uma amostragem representativa;

e Coletar e analisar amostras de suplementos alimentares comercializados no Brasil
quanto a contaminacao ou adulteracdo por substincias farmacologicamente ativas.

e Avaliar as técnicas do Quechers e extragdo soélido-liquido com precipitagdo de
proteina como método de preparo de amostra para analise de suplementos alimentares.

e Desenvolver um método analitico baseado em HPLC-DAD para a determinacdo
simultanea de substincias farmacologicamente ativas nas amostras de suplementos
alimentares.

e Desenvolver um método analitico baseado em LC-MS/MS para a confirmagdo de
resultados positivos obtidos por HPLC-DAD no proposito deste estudo.

e Empregar um método analitico baseado em LC-MS/MS ja estabelecido para a
determina¢do de onze substancias EAA nas amostras de suplementos alimentares, em
parceria com o Hospital Israelita Albert Einstein.

e Avaliar os métodos analiticos propostos por meio dos pardmetros de validacdo
analitica.

e Avaliar a ocorréncia de substincias farmacologicamente ativas em suplementos
alimentares comercializados no Brasil;

e Avaliar a prevaléncia de casos de adulteracdo de suplementos alimentares no Brasil
em comparag¢ao com o mundo.
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Capitulo (Il - MATERIAIS E METODOS
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I1I - 1. PARTE EXPERIMENTAL

III - 1.1. Substancias de interesse

81

As substancias de interesse desses estudos foram aquelas relatadas na literatura como

adulterantes em potencial de suplementos alimentares, para as quais padrdes analiticos

certificados e padrdes primarios foram obtidos para o desenvolvimento e validacdo do método

analitico baseado em HPLC-DAD. A Tabela 1 mostra as substincias de interesse deste

estudo, seus efeitos farmacoldgicos, dose de efeito farmacoldgico (DE) e niveis de

concentragdo em suplementos alimentares considerados como contaminac¢do (CC) e como

adulteragao (CA):

Tabela 1: Substancia adulterante, sua classe/efeito, dose de efeito, concentragao considerada
contaminacdo e concentracao a ser considerada adulteragao de efeito

DE

CC

CA

Substancia Classe/Efeito 1 1 1 Referéncias
mg.g- mg.g- mg.g
, 10 1 10 ANVISA, 2010
Cafeina
Estimulante
. . 0,5 0,05 0,5 ANVISA, 1998
Sibutramina
Amilorida 0,1 0,  Bruntoneral,
) 0,01 2012
Bumetamida
Diurético
Hidroclorotiazida, 1,5 0,15 1,5 Brun;(())li 5 tal,
furosemida, clortalidona
Brunton et al.,
Fenolftaleina Laxante 10 1 10 2012
Androstenediona, DHEA,
trembolona, estanozolol, .
Esteroides
testosterona base, Anabolizantes / Brunton et al
metiltestosterona, 11abo ©s 0,1 0,1 1 etak,

propionato de testosterona,
decanoato de testosterona e
decanoato de nandrolona.

Ganho de massa
muscular

2012

Fonte: Autoria propria
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I1I - 1.2. Reagentes e Padrdes Analiticos

Os solventes utilizados neste estudo foram MeOH, ACN e agua ultrapura (Milli-Q®
Advantage A10® System — Merck, Darmstadt, Alemanha). MeOH e ACN foram obtidos da
Merck (> 99.9%; Darmstadt, Alemanha). Sulfato de Magnésio, Acido fosforico, Acido
Formico também foram obtidos da Merck (> 99.9%; Darmstadt, Alemanha).

Padroes analiticos certificados da cafeina, difenilamina (Padrdo Interno),
sibutramina, bumetadina, hidroclorotiazida, furosemida, fenolftaleina e deidroepiandrosterona
(DHEA), testosterona nas formas base e metil foram obtidos da Ceriliant Corporation, Sigma-
Aldrich (Round Rock, Texas, EUA). A amilorida, clortalidona, androstenediona, trembolona,
estanozolol, propionato de testosterona, metasterona e oxandrolona foram obtidos da LGC®
(Luckenwalde Germany).

Todos os padroes analiticos citados foram adquiridos na forma de solu¢do em MeOH
ou ACN, na concentragdo de 1 mg mL!. Além desses, o decanoato de testosterona foi obtido
pela Australian Goverment National Measurement Institute ¢ o decanoato de nandrolona da
LGC (Luckenwalde Germany), ambos na forma de pd; solu¢des estoque na concentracio de 1
mg mL™! foram obtidas por meio da dissolugdo dos respectivos padrdes em p6é com MeOH, e
as solucdes de trabalho, por meio da dilui¢do da solugdo estoque com MeOH, conforme
necessario. Todas as solugdes estoques dos padrdes analiticos foram armazenadas em
congelador a -20°C.

Padrdes de referéncia primaria na forma de po (i.e., matéria prima empregada no
preparo de formulagdes farmacéuticas) disponiveis no LAT-USP das substincias cafeina,
testosterona, metiltestosterona, clortalidona, furosemida, hidroclorotiazida e fenolftaleina
foram empregadas em ensaios preliminares e em ensaios comparativos, visando a
minimizagdo de uso de padrdes analiticos certificados. Solucdes estoques de cada padrao de
referéncia primario foram preparadas a partir da dissolugdo com MeOH a 1 mg mL! e,
posteriormente, foram armazenadas em congelador a -20°C. As solug¢des de trabalho foram
obtidas diluindo a concentragdo inicial para 100 pg mL! com MeOH e mantidas em
congelador a -20°C.

Para uso, as solugdes eram retiradas do congelador conforme necessario e diluidas

com a solugdo da fase mével do sistema cromatografico.
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III - 2. AMOSTRAS

As amostras de interesse deste trabalho foram os suplementos alimentares utilizados
pela populagdo brasileira de um modo geral, sem qualquer suspeita de adulteracdo,

constituidos por diferentes formulacdes e indicados para diferentes fins.

III - 2.1. Coleta das amostras

Amostras de suplementos alimentares nas apresentacdes pd, capsulas ou tabletes
foram obtidas em lojas fisicas especializadas em suplementos dos estados de Sdo Paulo,
Paraiba e Rio Grande do Norte e em lojas virtuais via internet. Estas amostras foram

encaminhadas ao LAT-FCF/USP para o processamento e analise.

III - 2.2. Conjunto amostral

A fim de obter um conjunto amostral representativo dos produtos comercializado no
pais, estimou-se o numero de amostra a ser analisado por meio da “estimativa amostral de
precisdo relativa”, especificada pela Equagdo 1. Na auséncia de dados sobre a prevaléncia de
suplementos adulterados com as classes de farmacos em estudo, foi considerada uma

estimativa de 50%, com erro relativo(g), de 10 %.

III - 3. EQUIPAMENTOS:
III - 3.1. Determinac¢iao por HPLC-DAD

Para o desenvolvimento do método analitico empregando HPLC-DAD utilizou-se
um cromatografo liquido constituido de bomba quaternaria, acoplado a detector de arranho de
diodo (Série 2030LC 3D / Shimadzu, Japao). A cromatografia em fase reversa foi realizada
empregando coluna analitica Luna C18 (250 mm x 4,6 mm, ID, 5 um ) (Phenomenex,
Torrance, CA), com pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA). Os dados

processados foram analisados pelo software Labsolutios® MultiPDA (Shimadzu, Japao).

III - 3.2. Determinag¢ao por LC-MS/MS

Os analitos detectados por HPLC-DAD foram confirmados por LC-MS/MS. Para tal,
empregou-se um cromatografo liquido constituido de bomba quaterndria modelo Acquity
System, acoplado a analisador triplo quadrupolo Quattro Premier, ambos da (Waters

Corporation, Milford, MA) e sistema de ioniza¢do dos analitos por eletrospray (ESI). A
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separacdo cromatografica dos foi realizada em coluna analitica Acquity UPLC BEH C18 (2,1
mm x 100 mm, ID 1,7 pym) (Waters Corporation, Milford, MA).

O método desenvolvido para determinacdo dos EAA baseou-se no emprego da
técnica LC-MS/MS, utilizando um LC modelo Infinity 1290 Agilent Technologies, Santa
Clara, California, EUA), com coluna Kinetex C18 (Phenomenex, Torrance, CA), (100 mm,;
3,0 mm; 2,6 um), acoplado ao espectrometro de massa triplo quadrupolo com ionizagao
quimica a pressao atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization - APCI), ABSciex,

pertencente ao Hospital Israelita Albert Einstein — Sdo Paulo.

111 - 4. METODOS ANALITICOS

I1I - 4.1. Método de preparo de amostra

Considerando a complexidade da matriz de amostras de suplementos alimentares,
foram avaliados diferentes métodos de preparo de amostra no propdsito de minimizar a
presenca de interferentes e de particulas em suspensdo. Os métodos Quechers e extracao
solido-liquido seguido de precipitagdo de proteina empregando Zn,SO4 foram avaliados.

A escolha do método de preparo de amostras foi baseada nos testes de recuperacdo
de extracdo, o qual foi avaliado no nivel da Concentracio de Contaminag¢do (Tabela 2),
considerando o nivel de concentracdo dos analitos para o qual o efeito matriz torna-se mais
evidente.

Tabela 2: Concentragdes das substancias utilizadas nos testes

Concentragdo de contaminagdo

Analito )
(ng.gh
Cafeina e Fenolftaleina 1000
. 100
Testosterona e Metiltestosterona
Furosemida Hidroclorotiazida 150
100

Difenilamina (PI)

Fonte: Autoria propria
A seguir serdo descritos os protocolos adotados para os métodos de preparo de

amostra propostos.
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II1-4.1.1. Quechers (adaptado)

O protocolo de Quechers proposto baseou-se no método desenvolvido por
Anastassiades et al. (2003) para determinacdo de residuos de pesticidas em alimentos. Uma
aliquota de 500 mg de uma amostra de suplemento alimentar foi pesada em um tubo Falcon®
com capacidade para 50 mL. Ao suplemento, adicionou-se 1 mL da solu¢do contendo os
analitos de interesse para obtencdo da concentracdo da Tabela 2, e adicionados 4 mL de ACN.
A solucdo foi agitada durante 1 minuto em agitador multi-tubo (modelo VX-2500, VWR,
EUA). Na etapa de parti¢ao (efeito salting out), foram adicionados 200 mg de MgSO4 e 50
mg de NaCl; a solugdo foi novamente agitada em agitador multi-tubo durante 1 minuto e
centrifugada a 4000 rpm, usando centrifuga modelo 5702, Eppendorf, Alemanha, por 10
minutos. Na etapa final de limpeza, denominada extracdo em fase solida dispersiva, 1 mL do
sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga de 10 mL, e foram adicionados 150
mg de MgSO4 e 25 mg de PSA (amina primaria secundaria). Em seguida, repetiu-se
novamente o procedimento de agitacdo e centrifugacdo. Por fim, 10 uL. do sobrenadante foi

coletada e injetada no HPLC-DAD.
111-4.1.2. Extracdo solido-liquido seguida de precipitagdo de proteina

Uma aliquota de 500 mg de uma amostra de suplemento nutricional foi pesada
utilizando balanga analitica em um tubo Falcon® com capacidade para 50 mL.
Posteriormente, foram adicionados 1 mL da solugdo contendo os analitos de interesse (Tabela
2) e 4 mL do solvente extrator (MeOH ou ACN). A solugdo foi agitada em agitador multi-
tubo durante 1 minuto, levada ao banho de ultrassom durante 30 minutos. Apos agitacdo, a
solu¢do foi levada a centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos, obtendo-se assim a Solugao
1. Apos a agitagdo e a centrifugagdo, 500 uL da Solucdo 1 foram transferidos para um tubo
Falcon® com capacidade para 15 mL e, em seguida, foram adicionados 50 pL. de uma solugao
de ZnxSO4 100 mg mL!. A solugdo foi agitada por 1 minuto em agitador multi-tubo e
centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos (Solug¢do 2). A Solugdo 2 foi retirada e filtrada
com filtro de fluoreto de polivilideno (PVDF) de 0,22 pum. Dessa solucdo, 10 puL foram
injetados no HPLC-DAD.
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I1I - 4.2. Métodos cromatograficos para determinacio de adulterantes em
suplementos alimentares

111-4.2.1. Método cromatografico baseado em HPLC-DAD

Para a separac¢do cromatografica por HPLC-DAD utilizou-se como fase mével uma
solug¢do aquosa de acido fosforico (0,09%, v/v) como fase aquosa (Solugdo A) e ACN como
fase organica (Solugdo B). A coluna foi mantida a 25 °C e vazdo a 1,0 mL.min"!. Um
gradiente de elui¢do cromatografica foi empregado para a separacdo das substincias de
interesse: 0 — 1 min, 15% de B; 1 — 7 min, 15 a 50% de B; 7 — 19 min, 50% de B; 19-21 min,
50-98% de B; 21-43 min, 98% de B; 43 — 46 min, 98 — 15% de B; e 46 — 50 min, 15% de B.
O tempo total para separagdo das 17 substancias e estabilizagdo da coluna analitica foi de 55
minutos.

A deteccao por DAD foi realizada entre 190 a 400 nm, sendo que a leitura dos picos
cromatograficos foi realizada a 198 nm, 220 nm, 240 nm, 280 nm e 340 nm, considerando
todas as substancias de interesse.

Foram avaliados o MeOH e a ACN como fase organica, e dgua ultrapura, acido
acético 0,1% (pH 2), acido formico 0,1% (pH 2) e 4cido fosférico 0,09% (pH 3) como fase
aquosa. A separacdo cromatografica foi avaliada mantendo a coluna analitica a 25, 30 e 40°C

e empregando diferentes valores para a vazdo da fase movel: 0,5, 0,8 ¢ 1 ml min!.

111-4.2.2. Método cromatogrdfico para confirmagdo de resultados positivos

obtidos por HPLC-DAD, baseado em LC-MS/MS

A cromatografia foi realizada empregando como fase mével uma solugdo aquosa de
acido férmico (0,1%, v/v) (Solugdo A) e como fase organica ACN com acido formico (0,1%,
v/v) (Solugdo B). A coluna foi mantida a 40 °C e a vazio 04
mL.min!. O gradiente de eluigdo cromatografica utilizado para a separagdo cromatografica
foi 0 — 1 min, 5% de B; 1 — 3,5 min 5% - 100% de B; 3,5 a 4,5 min, 100% de B; 4,5 — 4,51,
100% - 5% de B; 4,51 — 5,0 min 5% de B.

Com o objetivo de identificar o ion molecular e os ions qualificadores, foi realizada a
infusdo individual dos padrdes analiticos na concentragdo de 100 ng mL™! no espectrometro de
massas equipado com a fonte de ionizagdo por eletrospray com modo de aquisicdo de

varredura por Monitoramento de Reac¢des Multiplas (MRM). As amostras de suplementos
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alimentares processadas e analisadas por HPLC-DAD foram diluidas 1:200 na fase moével e

20 pL injetados no LC-MS/MS.

111-4.2.3. Método Cromatogrdfico para determina¢do de EAA em suplementos
alimentares baseado em LC-MS/MS

Para a separagdo cromatografica dos EAA utilizou-se um gradiente de eluicdo
cromatografica empregando 4gua ultrapura (Solu¢do A) e MeOH (Solugdo B). A coluna foi
mantida a 45 °C e a vazdo a 0,55 mL.min"!. O gradiente de elui¢do cromatografica empregado
para separacao adequada dos onze EAA foi 0 — 0,1 min, 50% de B; 0,1 — 3 min, 50 a 60% de
B; 3,01 — 7,5 min, 60 - 85% de B; 7,51-7,7 min,85 - 95% de B; 7,71 — 11 min, 95 — 50% de B;
11,01 - 14 min, 50% de B.

III - 4.3. Avaliacdo dos Métodos Analiticos propostos para determinacao de
adulterantes em suplementos alimentares

Os métodos analiticos para determinacdo de adulterantes em suplementos
alimentares foram validados de acordo com o guia nacional da ANVISA, do INMETRO e dos
guias internacionais Guidance for Industry e Guidelines for Dietary Supplements and
Botanicals. Os parametros de validacao estabelecidos foram: seletividade, recuperagdo, limite
de detec¢do e quantificacdo, linearidade, exatiddo, precisdo, efeito matriz e integridade de

diluicdo (ANVISA 2003; AOAC, 2013; FDA, 1996; INMETRO, 2016).

111-4.3.1. Seletividade

E a capacidade que um método tem de medir exatamente a resposta para varios
analitos em presenca de outros tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes
da matriz (ANVISA, 2003).

Para o estudo da seletividade optou-se por utilizar todos os tipos de suplementos
alimentares que compde o conjunto amostral obtido. Sendo assim, 10 amostras de
suplementos alimentares, sendo 4 amostras de suplementos a base de proteinas do leite, 3 a
base de carboidratos e 3 a base de aminodcidos que se mostraram isentas dos analitos de
interesse em analise prévia pelo método proposto foram selecionadas para esse ensaio. Os
analitos de interesse foram adicionados as amostras ap6s o procedimento de extragdo solido-

liquido e entdo injetadas dos cromatografos liquidos.
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111-4.3.2. Recuperacgdo

A recuperacao refere-se a eficiéncia da extracdo de um método analitico, dentro dos
limites de variabilidade (ANVISA, 2003). A avaliagdo da recuperacdo do procedimento de
preparo de amostra selecionado foi realizada comparando os resultados obtidos a partir de
amostras de suplementos alimentares adicionadas das substancias de interesse e,
posteriormente, submetidos ao procedimento de preparo de amostra (area na matriz pré-
extragdo), com os resultados obtidos a partir da adi¢do dos analitos apds o procedimento de

preparo de amostra (drea na matriz pos-extragdo) (Equacgao 2).

area na matriz pré—extragio

Rec. (%) = x100 Equagdo 2

area na matriz pds extracio

O ensaio de recuperacdo foi realizado pela adi¢cdo de 5 mg dos analitos na forma de
p6 a 500 mg de amostra de suplemento alimentar. Os suplementos foram homogeneizados e

reservados por 24 horas.
111-4.3.3. Efeito Matriz:

E o efeito dos componentes da matriz na resposta analitica (ANVISA, 2003). A
andlise desse pardmetro para o método por HPLC-DAD foi avaliado por meio da construgao
de cinco curvas analiticas, uma preparada na auséncia da matriz e as demais na presenca de
trés diferentes matrizes de suplementos alimentares (proteina do leite, carboidrato,
aminoacidos), entre 10, 30, 50, 80, 100 e 120 pg/g para os 10 analitos de interesse e de 100
ug/g para o PIL. O efeito matriz (aumento ou supressao do sinal) foi calculado de acordo com a
Equacdo 3, por meio da razdo entre o coeficiente angular da curva analitica na presenca das
matrizes (CAm) e o coeficiente angular da curva analitica com o solvente (CAs)

(ECONOMOU et al., 2009).

Efeito Matriz (%) = 100 x (1 - CCATI:)

Equagao 3

O estudo do efeito matriz para LC-MS/MS foi realizado observando a supressao ou
potencializacdo ionica dos analitos tanto infundidos diretamente no espectrdmetro de massas
apos adicdo das matrizes (KUSHNIR, 2011). Para tanto foram utilizadas 10 diferentes

matrizes.



&9

111-4.3.4. Precisdo

A precisdo de um método analitico ¢ expressa em termos de repetitibidade e precisdo
intermediaria. A repetibilidade, ou precisdo intradia, ¢ a concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo analista € a mesma instrumentagao,
enquanto a precisdo intermediaria (precisdo interdia) define a habilidade do método em
fornecer os mesmos resultados quando as anélises s3o conduzidas no mesmo laboratorio, mas
em diferentes dias (ANVISA, 2003).

As precisoes intra e inter-dia foram avaliadas por meio da determinacdo do
coeficiente de variagdo (CV%) das areas relativas (razdo entre area absoluta do analito ¢ a
area absoluta do padrdo interno) exibido entre as replicatas (n=6) preparadas a uma mesma
concentragdo em trés dias. Os resultados obtidos foram avaliados pela andlise de varidncia
(ANOVA) usando “dia” como varidvel agrupadora. Foram considerados satisfatorios os
valores de coeficiente de variagdo menor que 20% para controle baixo e 15% para controles

médio e alto.
111-4.3.5. Exatiddo

A exatiddo de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro (ANVISA 2003). A exatiddo do método
deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, sendo verificada a partir de no
minimo 9 determinac¢des contemplando o intervalo linear, ou seja, 3 concentragdes, baixa,
média e alta, com 3 réplicas cada. A exatiddo ¢ expressa pela relacdo entre a concentragao
média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente (ANVISA,

2003).

111-4.3.6. Integridade de diluigcdo

Para avaliar a integridade de dilui¢do das amostras de suplementos alimentares,
foram preparadas amostras fortificadas em duas concentragdes: 10 mg.g” e 100 mg.g. A
primeira concentracao foi diluida foi diluida em fase moével na razdo 1:10 e a segunda 1:20.
As amostras de diluicdo foram analisadas em seis replicatas e quantificadas por meio da curva

de calibragdo preparada no mesmo dia.
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111-4.3.7. Uniformidade amostral

Para avaliar se a aliquota da amostra coletada tem representatividade amostral, 10
porc¢des de 500 mg de uma mesma amostra foram coletadas aleatoriamente de um suplemento
alimentar de proteina do leite positivo para cafeina. As 10 aliquotas foram processadas e

analisadas. A representatividade amostras foi avaliada em termos do CV (%) entre elas.
111-4.3.8. Limites de Detecgdo e Quantifica¢do

O limite de deteccdo (LOD) ¢ a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas. O LOD foi estabelecido pelo método empirico, ou seja, por meio
da analise de solug¢des de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor
nivel detectado (ANVISA 2003, INMETRO 2016). As substancias foram adicionadas em
concentragdes decrescentes, em triplicata, até a menor concentragdo passivel de ser detectada.
Essa detec¢ao foi baseada pelo pico no tempo de retengdo relativo de cada analito e pela
visualizac¢ao do seu espectro de absorg¢ao.

O limite de quantificagdo (LOQ) ¢ a menor quantidade do analito que pode ser
quantificada com precisdo e exatiddo (ANVISA 2003, INMETRO 2016). Esse parametro
também foi determinado pelo método empirico, com analise das concentragcdes decrescentes

das substancias até menor valor quantificavel com exatiddo e precisao.
111-4.3.9. Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentraciao do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

Para avaliar a linearidade do método analitico, as substancias de interesse foram
adicionadas em intervalos espacados de concentracdao desde a concentracao estabelecida como
LOQ até¢ 100% da sua concentragdo de efeito, considerando cinco niveis de concentragoes,
com cinco replicatadas para cada concentracdo (solugdes preparadas em MeOH). Um
coeficiente de determinagdo (r?) superior a 0,99 foi considerado (ANVISA 2003; FDA, 1996).

O fendmeno da heterossedasticidade avaliada através da distribuicao F.
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Capitulo [V - RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV - 1. CONJUNTO AMOSTRAL

As amostras foram adquiridas por meio de doacdes recebidas por usudrios de
suplementos alimentares praticantes de atividade fisica regularmente, e pela aquisicdo de
produtos em lojas fisicas especializadas em suplementos alimentares de diversas partes do
estado de Sao Paulo, Rio Grande do Norte e Paraiba , além da aquisi¢do de produtos em lojas
virtuais. As amostras adquiridas em lojas fisicas e virtuais foram selecionadas de acordo com
as seguintes indicagcdes de uso: i) ganho de massa muscular, ii) redu¢do de fadiga, iii)
emagrecimento e iv) melhora no condicionamento fisico.

Ao todo, 230 amostras de suplementos alimentares foram adquiridas, as quais
formaram o conjunto amostral de interesse deste estudo. De acordo com a Equagdo 1,
baseando-se na estimativa de 50% de amostras positivas, a quantidade estatisticamente
relevante seria de 96 amostras. Portanto, a quantidade de amostras analisadas ultrapassou o
valor proposto, representando um conjunto amostral representativo dos suplementos
consumidos pela populagdo brasileira.

O conjunto amostral foi constituido de amostras de suplementos alimentares na
forma de po, capsulas ou tabletes, e de formulagdes variadas, tais quais: albumina (02),
aminoacidos (28), carboidratos (20), creatina (18), outros (26), pr6-hormonio (22), proteina da
carne (2), proteina do leite (92), proteina vegana (01) e termogénicos (19). As amostras
classificadas como “Outros” englobam os produtos a base de tribulus, colageno, 6leo de
cartamo, multivitaminicos, espirulina e magnésio. A Figura 9 mostra a prevaléncia de cada

tipo de suplemento correspondente ao conjunto amostral a ser estudado.



94

Figura 9: Prevaléncia dos tipos dos suplementos alimentares selecionados para estudo
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Fonte: Autoria propria

De acordo com o grafico da Figura 9, a proteina do soro do leite ou whey protein foi o
suplemento alimentar mais coletado, correspondendo a 40% do total analisado. Esses dados
corroboram com os estudos realizados por Scheinder ef al. (2012) e Bertoleti, Santos e Benetti
(2016) para a mesma populagdo em estudo, ou seja, praticantes de atividades fisicas, os quais
encontraram valores de 40% para a proteina do leite e 56% para proteinas e aminoacidos,
respectivamente. De acordo com Rocha, Amaral e Oliveira (2016), os suplementos
alimentares mais consumidos pelos frequentadores de academia foram whey protein, seguido
por aminodacidos e creatina.

Com relagdo a procedéncia dos suplementos alimentares analisados, 56% sdo de
origem brasileira (Figura 10), e dos 44% de origem estrangeira, 93% sdo provenientes dos
EUA. Os demais sdo originarios da Australia, Canad4, Espanha e Alemanha. Dados de
apreensoes realizados pela Policia Federal, detectaram menos adulteracdes em produtos de
origem brasileira. Corroborando com esses dados, Neves e Caldas (2017b) analisaram 213
amostras apreendidas das quais apenas 1 era de origem brasileira, as demais originarias dos
EUA. O mesmo grupo de pesquisadoras analisou 3676 esteroides anabolizantes adulterados
e/ou falsificados, sendo nesse caso aproximadamente 35% de fabricacdo paraguaia e apenas

14,3% brasileira (NEVES; CALDAS, 2013).



Figura 10: Origem dos suplementos alimentares utilizados nesse estudo
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IV - 2. METODO ANALITICO BASEADO EM HPLC-DAD E CONFIRMACAO POR
LC-MS/MS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos no desenvolvimento do método
analitico baseado em HPLC-DAD e confirmagdo por LC-MS/MS para determinacdo das 19
substancias farmacologicamente ativas em amostras de suplementos alimentares. Sera
abordado, ainda, os resultados obtidos para a analise do conjunto amostral de suplementos
alimentares comercializados no Brasil, obtidos quanto a contaminag¢do e adulteragdo por meio

das substancias alvos deste estudo.

IV - 2.1. Desenvolvimento do método analitico por HPLC-DAD

1V-2.1.1. Espectro de UV e selecdo do comprimento de onda para identificagcdo

das substancias adulterantes

A identificacdo do espectro de UV e a selegdo do comprimento de onda especifico
para cada substancia de interesse ¢ imprescindivel em HPLC-DAD, pois ¢ por meio desses
parametros que ¢ realizada a identificagdo de substancias organicas em amostras distintas. Das
19 substancias analisadas, apenas a metasterona e a oxandrolona ndo foram identificadas por
esse método uma vez que ndo apresentam grupos cromodforos em suas moléculas. Portanto a
Tabela 3 relaciona os 17 analitos analisados juntamente com o PI e seus respectivos

comprimento de onda.
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Tabela 3. Comprimento de onda dos 17 analitos e Padrao Interno

Analito Comprim(e;lég de Onda
Amilorida 340
Cafeina 280
Hidroclotiazida 220
Clortalidona 220
Estanozolol 240
Sibutramina 220
Furosemida 220
Fenolftaleina 220
Trembolona 340
Testosterona Base 240
Bumetanida 220
Metiltestostetona 240
DHEA 198
Androstenediona 240
Difenilamina (PI) 280
Propionato de Tetosterona 240
Decanoato de Testosterona 240
Decanoato de Nandrolona 240

Fonte: Autoria propria

O espectro de UV para cada substancia de interesse foi obtido a partir da analise uma
solugdo de padrdo analitico a 100 pg.mL' em MeOH de cada adulterante preparada
individualmente.

A Figura 11 mostra o espectro de absor¢do no ultravioleta para as substancias EAA.
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Figura 11: Espectros de absorbancia dos esteroides anabolizantes obtidos no intervalo de 200 a 400
nm. 1- Testosterona, metiltestosterona, propionato de testosterona, decanoato de testosterona,
decanoato de nandrolona e androstenediona; 2- DHEA; 3- Estanozolol ¢ 4- Trembolona
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Fonte: Autoria propria

A Figura 11.1 mostra o espectro de UV tipico obtido para a maioria dos EAA, cuja
absorcdo mdaxima ocorre em 240 nm. Exemplo desses EAA s3o a testosterona, a
metiltestosterona, o propionato de testosterona, o decanoato de testosterona, a nandrolona e a
androstenediona. Os demais esteroides anabolizantes apresentam picos de absor¢do maxima
em comprimentos de onda distintos: DHEA em 198 nm (Figura 11.2) o estanozolol em 223
nm (Figura 11.3) e a trembolona em 340 nm (Figura 11.4)

A Figura 12 mostra os espectros de absorbancia para cafeina, sibutramina, diuréticos
(amilorida, bumetanida, clortalidona, furosemida, hidroclorotiazida), fenolftaleina. A Figura
12.9 mostra o espectro de absorcdo caracteristico para a difenilamina, substincia utilizada

como padrdo interno.
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Figura 12: Espectros de absorbancia das substancias obtidos no intervalo de 200 a 400 nm 1-
Amilorida; 2- Clortalidona; 3- Furosemida; 4- Hidroclorotiazida; 5- Bumetanida ; 6- Sibutramina ; 7-
Cafeina ; 8- Fenolftaleina 9- Difenilamina (PI).
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Fonte: Autoria propria

Uma vez selecionado os comprimentos de onda especificos para cada substancias de
interesse, um gradiente de eluicdo cromatografico foi otimizado para a determinagdo
simultanea das 17 substancias por HPLC-DAD.

A otimiza¢do do método cromatografico para a separagdo analitica das substancias
adulterantes foi baseada na escolha da fase movel, no gradiente de eluicdo, na vazao da fase

moével e na temperatura da coluna analitica. A Figura 13 mostra a separacdo cromatografica
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das 17 substancias de interesse, detectadas a 230 nm, obtida apds o ajuste do gradiente de

elui¢do e das condi¢des cromatograficas

Figura 13. Separag@o cromatografica para 1-Amilorida (RT 2.9 min); 2- Cafeina (RT 6.2 min); 3-
Hidroclorotiazida (RT 7.5 min); 4- Clortalidona (RT 8.7 min); 5- Estanozolol (RT 9.2 min); 6-
Sibutramina (RT 9.5 min); 7- Furosemida (RT 11.3); 8- Fenolftaleina (RT 11.9 min); 9- Trembolona
(RT 12.6 min); 10- Testoterona Base (RT 14.9 min); 11 — Bumetanida (RT 16.4 ); 12-
Metiltestosterona (RT 16.9); 14 — Androstenediona (RT 18.0 min); 15 — Difenilamina / DFA (PI) (RT
23.8 min); 16 — Propionato de testosterona (RT 26.2 min); 17- Decanoato de Testosterona (RT 37.8
min); 18 — Decanoato de Nandrolona (RT 39.8 min). Fase movel A: acido fosforico 0,09% e fase
movel B: acetonitrila, a vazdo constante de ImL/min, e 25°C. Volume de inje¢do 10 uL e detecgcdo em
230 nm. Todos as substancias estdo na faixa de concentragdo de contaminagdo e a Difenilamina (PI)
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Fonte: Autoria propria

Dentre os pardmetros avaliados, ao se utilizar ACN e acido fosforico 0,09% como
fase movel e mantendo a temperatura da coluna e vazdo da fase movel a 25°C € 1 ml min’!,
respectivamente, foi possivel a separacdao das 17 substancias com picos cromatograficos bem
resolvidos. Cada pico cromatografico apresentado na Figura 13, corresponde a uma das
substancias de interesse, as quais foram identificadas de acordo com seu espectro de absor¢ao
no ultravioleta.

A Figura 14 mostra a comparagao entre os cromatogramas obtidos ao se monitorar o

comprimento de onda 236 e 198 nm (detec¢do da DHEA).
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Figura 14: Comparacdo dos cromatogramas com comprimento de onda 198nm e 236nm. 12-
Metiltestosterona; 13 — DHEA; 14- Androstenediona. Substancias na CE (Tabela 1).
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Fonte: Autoria propria

No cromatograma extraido em 198 nm (Figura 14.1) ¢ possivel visualizar um pico
intenso em 17.6 min., referente ao DHEA, enquanto que um pico pouco intenso ¢ observado
em 16.4 min. No cromatograma extraido em 236 nm (Figura 14.2), observa-se a auséncia de
pico referente ao DHEA e um pico cromatografico mais intenso referente a metiltestosterona.
A diferenca no comprimento de onda de absorcio maxima entre o DHEA (198 nm) e a
metiltestosterona (240 nm) permitiu a identificacdo desses dois analitos empregando o método

de gradiente de elui¢do cromatografico proposto.
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1V-2.1.2. Método de preparo de amostra para a determinacgdo de adulterantes

por HPLC-DAD

Um dos grandes desafios para desenvolvimento de método para deteccdo de
adulterantes em suplementos alimentares ¢ indisponibilidade de uma amostra padrdo para a
realizacdo dos ensaios de validag¢do analitica. Os suplementos alimentares ndo possuem uma
composicdo padrdo, cada produto apresenta composicdo estrutural distinta dependendo do
fabricante e do objetivo a ser alcangado, melhora no desempenho, ganho de massa muscular
ou perda de peso, por exemplo. Dessa maneira, a selecdo adequada de uma amostra que seja
representativa do conjunto de amostras de suplementos alimentares para o estudo e validagao
do método analitica ¢ uma etapa crucial no desempenho do método analitico.

De acordo com Song et al. (2014), quando um grande nimero de diferentes tipos de
suplementos alimentares deve ser analisado, ¢ sugerido que os ensaios de otimizagdo e de
validagdo do método analitico seja realizado naquela amostra mais representativa do conjunto
amostral obtido.

Os ensaios de otimizacdo e validagdo do método analitico descritos a seguir foram
realizados utilizando amostras de suplementos alimentares a base de proteina do leite
(suplemento predominante do conjunto amostral deste estudo), previamente analisados
qualitativamente e isentos das substancias de interesse.

Para escolha do método de preparo de amostra utilizado nesse estudo, foram
avaliadas duas técnicas diferentes, o Quechers e a extragdo solido-liquido com ACN e MeOH.
A escolha método foi baseada na eficiéncia do método de extragdo. Devido a baixa
detectabilidade do método analitico, na ordem de ug g'! para todas as substincias , os ensaios
do preparo de amostra foram avaliados em apenas 6 das substancias de interesse (i.e., cafeina,
hidroclorotiazida, furosemida, fenolftaleina, testosterona e metiltestosterona), para as quais a
matéria prima para formulagdes farmacéuticas encontravam-se disponiveis no LAT-
FCF/USP. Apesar de ser menos da metade das substancias que serdo analisadas, pelo menos
uma substancia de cada classe das substancias de interesse foi avaliada. A eficiéncia de
extracdo foi avaliada em termos de recupera¢do do procedimento de extracdo no nivel de
concentragdo correspondente a CC.

A Tabela 4 mostra os resultados de recuperacao (%) da etapa de extracdo para cada

método de preparo de amostra avaliado.
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Tabela 4: Resultado dos testes de recuperagdo (%) para as 3 extragdes avaliadas.

Substancia Quechers Solido-Liquido Sélido-liquido
(adaptado) Acetonitrila Metanol

Cafeina 101 102 113
Hidroclorotiazida 96 94 101
Furosemida 27 77 93
Testosterona 89 94 90
Metiltestosterona 99 95 90
Fenolftaleina o4 103 99

Fonte: Autoria propria

Pelo método Quechers, a recuperacdo variou dentro dos limites considerados
aceitaveis para o nivel de concentragdo avaliado (entre 89 e 101%), corroborando com
resultados ja obtidos por autores que utilizaram procedimentos de preparo de amostra
similares (PAIGA et al., 2015; VACLAVICK; KRYNITSKY; RADER, 2014). A excecdo
ocorreu apenas para a furosemida que obteve valor de recuperagao menor do que 30%. Esse
resultado impossibilita o uso desse método de preparo de amostra para deteccdo da
furosemida, entretanto para as demais substancias analisadas, o0 método apresentou resultados
de recuperacdo entre 89 e 101%, ou seja, dentro dos limites aceitaveis para o nivel de
concentracdo estudado, podendo ser utilizado para a determinacdo desses adulterantes em
amostras de suplementos alimentares.

A extragdo solido-liquido empregando MeOH como solvente extrator apresentou os
melhores resultados de recuperagdo, considerando os trés procedimentos de preparo de
amostra propostos. Os valores de recuperag@o obtidos ficaram mais proximos a 100% para os
6 analitos estudados (Tabela 4).

A ACN permite a extracdo de substancias com faixa de polaridade mais ampla
quando comparado com o MeOH, além de agir como um agente precipitante de proteinas nas
amostras analisadas (POSON et al., 2003; PRESTES et al., 2009; SOUVERAIN, RUDAZ;
VEUTHEY, 2004). Todavia, a ACN interferiu na recuperagdo da furosemida que apresentou
valor de recuperagdo abaixo de 80%, indo ao encontro do resultado obtido pelo método
Quechers (adaptado). O resultado obtido com a extracdo por MeOH corrobora com os dados

reportados na literatura, sendo o solvente mais utilizado para extracdo de adulterantes em
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suplementos alimentares (DECONINCK et al., 2016; JUNG; HERMANNS-CLAUSEN;
WEINMANN, 2006; YU et al., 2010).

Uma vez selecionado o método de preparo de amostra baseado em extracao solido-
liquido empregando o0 MeOH como solvente extrator, foi entdo determinada a propor¢do do
agente precipitante de proteina empregado apos a etapa de extracdo solido-liquido.

Solucdes saturadas de Zn»SOs sdo utilizadas em laboratorios clinicos para
precipitagdo de proteinas em plasma humano (POSON et al., 2003). Essa metodologia foi
avaliada com o mesmo objetivo, uma vez que a grande maioria sdo produtos ricos em
proteinas. Os resultados para a precipitacdo de proteina, para as trés proporgdes avaliadas,
foram similares. A propor¢do entre amostra: Zn,SO4 saturado de 1:0,1 (v:v) foi, entdo,
selecionada por ndo diluir a amostra, e, consequentemente, as substincias que serdo
analisadas. A etapa de filtracdo também foi analisada e ndo houve interferéncia no resultado.

A extracdo com MeOH, seguida de precipitacdo de proteina com solugdo de sulfato
de zinco 100 mg.mL!, na razdo 1:0,1 e posterior filtragdo com filtro de PVDF 0,22 pm foi o
método de preparo de amostra de escolha para a detec¢do de adulterantes em suplementos

nutricionais, utilizando o HPLC-DAD.

IV - 2.2. Avaliacio do método analitico proposto para determinacio de
substiancias adulterantes em suplementos alimentares por HPLC-DAD

IV-2.2.1. Seletividade

A Figura 15 mostra o cromatograma tipico obtido para cada tipo de suplemento em
compara¢do com a mesma concentracao dos analitos adicionados. Resultados similares foram
obtidos para os demais produtos analisados. O método proposto foi considerado seletivo, pois
conseguiu produzir respostas para os 17 analitos, sem interferéncia no sinal analitico entre
eles e sem interferéncia da matriz.

A substancia DHEA, ndo foi ilustrada na Figura 15 por ser detectada em
comprimento de onda 198 nm, mas assim como as outras 17 substancias de interesse, nao

houve interferéncia na resposta.
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Figura 15: Cromatogramas a esquerda foram obtidos com a separacdo das 17 substancias (excecdo do DHEA) e do PI adicionadas as 3 diferentes matrizes:

proteina, carboidrato e aminoacido. Cromatogramas a direita representam as trés matrizes extraidas sem adi¢@o dos analitos.
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1V-2.2.2. Limites de Detec¢do

O método analitico proposto apresentou detectabilidade entre 2 e 10 pg g,
considerando todos os analitos de interesse. Esses valores estdo abaixo das concentragdes de
contaminac¢do consideradas nesse estudo (Tabela 5), o que significa que o método ¢ capaz de
detectar a adulteracdo dos suplementos alimentares em niveis de contaminagao.

Considerando a detectabilidade técnica HPLC-DAD para as substancias de interesse,
a validagdo analitica do método proposto, visando sua aplicagdo para a quantificagdo dos
analitos demandaria o uso demasiado de padrdes analiticos. Para 11 das 17 substancias de
interesse (cafeina, sibutramina, fenolftaleina, amilorida, bumetanida, furosemida, clortalidona,
hidroclorotiazida, testosterona, metiltestosterona e propionato de testosterona) o LAT-USP
dispunha de quantidades suficientes dos respectivos padrdes primarios para a realizacdo de
todo ensaio de validacdo de método. Para as demais substancias, incluindo os EAA
(androstenediona, DHEA, trembolona, estanozolol, decanoato de nandrolona e decanoato de
testosterona), o laboratério ndo dispunha de quantidades suficientes de padroes
analiticos/primarios.

Ressalta-se que, na disponibilidade de padrdes analiticos, os resultados até entdo
obtidos demonstram a aplicabilidade do método analitico baseado em HPLC-DAD para a
determinagdo de adulterantes de diferentes agdes farmacoldgicas em amostras de suplementos

alimentares.
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Tabela 5: Valores de Limites de deteccao obtidos para as 17 substancias de interesse

LOD
Analito (ng.gh
Cafeina 5
Sibutramina 10
Amilorida 2
Bumetanida 2
Clortalidona 10
Furosemida 10
Hidroclorotiazida 10
Fenolftaleina 10
Testosterona 10
Metiltestosterona 10
Propionato de testosterona 10
Decanoato de testosterona 10
Androstenediona 10
DHEA 10
Trembolona 10
Estanozolol 10
10

Decanoato de Nandrolona

Fonte: Autoria propria

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para a validag@o das 11 substancias
mencionadas acima. Para as demais substancias, propde-se a utilizagdo do método analitico

proposto para fins de triagem.



108

1V-2.2.3. Recuperagdo

Os resultados obtidos foram satisfatorios apresentando valores de recuperagdo acima
de 80% e CV abaixo de 15% para as 11 substancias, exceto para amilorida (Tabela 6). A
amilorida apresentou baixo percentual de recuperacao (40%) e CV (26%), maior que o valor
aceitavel. Na tentativa de melhorar a eficiéncia de extragdo da amilorida, testou-se o emprego
de ACN como solvente extrator. Contudo os resultados também foram insatisfatérios com
valores de recuperacdo de 24% e CV 17%, respectivamente, inviabilizando a sua analise para

fins quantitativos, apenas com intuito qualitativo.

Tabela 6. Resultado da recuperagdo e CV (%)

Analito Recuperacao CV(%)
Amilorida 40 26
Bumetanida 95 3
Sibutramina 108 5
Cafeina 94 7
Fenolftaleina 89 8
Clortalidona 83 4
Furosemida 109 6
Hidroclorotiazida 80 9
Testosterona Base 84 11
Metiltestosterona 93 11
&4 11

Propionato de testosterona

Fonte: Autoria propria

1V-2.2.4. Limites de Quantifica¢do

Os valores dos LOQ para os 10 analitos que foram detectados por HPLC-DAD, apo6s
exclusao da amilorida, estdo na Tabela 7. Os valores de LOQ sdo inferiores aos valores de
contaminacdo considerados nesse estudo (Tabela 7), permitindo a quantificagdo dos

adulterantes tanto pela adi¢cao dolosa quanto pela contaminacao cruzada.
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Tabela 7. Valores de LOQ para os 10 analitos quantificados por HPLC-DAD

Analito ng.g! % CV
Cafeina 10 0,5
Sibutramina 10 12
Testosterona 10 0,7
Metiltestosterona 10 0,8
Propionato de Testosterona 10 3
Bumetanida S 15
Clortalidona 10 6
Furosemida 10 0,4
Hidroclorotiazida 10 4
Fenolftaleina 10 1,8

Fonte: Autoria propria

IV-2.2.5. Linearidade

As faixas de concentragdes para cada curva analitica foram determinadas levando em
consideracdo os limites de quantificacdo dos analitos os quais apresentaram valores mais
baixos que as concentragdes de contaminacao (10% da concentracdo de efeito) e os valores de
da concentracdo de adulteragao (100% da concentragdo de efeito). Assim, as faixas de
trabalho foram: 5 a 120 pg.g! para bumetanida; 10 a 6000 pug.g! para cafeina e fenolftaleina; e
10 a 1000 pg.g! para testosterona base, metiltestosterona, propionato de testosterona,
clortalidona, furosemida, hidroclorotiazida e sibutramina. O método foi considerado linear,
apresentando coeficiente de determinagdo (r’) maiores que 0,99 para todas as substincias,
conforme Tabela 8 e ilustrado na Figura 16.

As curvas de calibragcio dos analitos apresentaram o fendmeno da
heterossedasticidade (avaliada através da distribui¢do F), provavelmente devido a alta faixa de
concentragdo considerada no estudo da linearidade. Portanto, o método de regressao linear
dos minimos quadrados comuns poderia resultar em grandes erros dos calculos de

concentragdo, especialmente em valores menores.
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Tabela 8. Faixa de linearidade, os coeficientes de determinagdo (1) e fator F para os analitos elencados

no estudo.

Analito Equacdo da reta 12 Fator F
Cafeina y =0,0328x + 0,3236 0,9997 /x>
Fenolftaleina y =0,0678x + 1,6812 0,997 1/x
Sibutramina y =0,0273x - 0,0275 0,9944 1/y?
Testosterona base y =0,0463x + 0,069 0,996 1/y?
Metiltestosterona y =0,0182x +0,0261 0,996 /x>
Propionato de Testosterona y = 0,042x +0,0635 0,998 l/y2
Bumetanida y = 0,0496x + 0,017 0,992 1/x?
Clortalidona y =0,1418x + 0,4303 0,999 /x>
Hidroclorotiazida y =0,0661x +0,3672 0,992 1/y?
Furosemida y=0,095x +0,1768 0,996 /x>

Fonte: Autoria propria
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1V-2.2.6. Efeito Matriz

As altas concentragdes dos analitos na amostras € os LOQ serem na ordem de pg.g™!,
inviabilizam a determina¢do da linearidade na matriz tendo em vista o uso demasiado de
padrdes analiticos. Portanto, foi necessario garantir que a curva analitica feita com adi¢do de
padrdo no solvente, ndo iria comprometer a quantificagdo das substancias nas diferentes
matrizes de suplementos alimentares analisado. Para tanto, foi avaliado o efeito matriz no
HPLC-DAD.

Neste trabalho, o efeito matriz foi avaliado com base no método de paralelismo entre
curvas de calibragdo obtidas no solvente e na amostra. O efeito matriz depende da
complexidade das amostras, ou seja, do numero e da quantidade de substancias que estdo na
sua composi¢do e podem interferir na determinacdo analitica (OSHITA; JARDIM, 2015).
Quando as varia¢des nas respostas do detector forem menores que + 20% considera-se que
ndo ha efeito matriz significativo. Valores superiores a + 20% apontam que o efeito matriz ¢
significativo e ele pode ser causado por supressdo ou acréscimo de sinal. (ECONOMOU et
al.,2009; OSHITA; JARDIM, 2015).

Apos plotagem das curvas no solvente e nas trés diferentes matrizes (proteina do
leite, aminoécido e carboidrato), foi verificado o paralelismo entre as retas, conforme mostra a
Figura 17, e a razdo entre o coeficiente angular da curva de calibracdo obtida na matriz e o
coeficiente angular da curva de calibracio obtida no solvente apresentou valores abaixo de +

20% (Tabela 9).
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Tabela 9: Efeito matriz para trés matrizes analisadas
Efeito Matriz (%)
Analito
Proteina do Leite Aminoacido Carboidrato
Cafeina -6 -10 10
Bumetanida -7 12 12
Clortalidona -9 9 7
Furosemida -10 -11 12
Hidroclorotiazida 1 10 1
Fenolftaleina -6 8 13
Testosterona Base -11 10 12
Metiltestosterona -11 8 13
-10 15 7

Propionato de Testosterona

Fonte: Autoria propria
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IV-2.2.7. Precisao

As precisdes intra e interdia apresentaram valores dentro dos limites aceitaveis de 20%
para controle baixo e 15% para controles médio e alto. A Tabela 10 mostra os valores da precisao

inter e intradia para o suplemento de proteina do leite.

Tabela 10. Precisdo intra e interdia para o suplemento de proteina do leite

1993 ")
Analitos Controles Pr§c1sao CV (%) .
Intradia Interdia

CB (1000 ng.g-) 5 2
Cafeina CM (2500 pg.g-) 13 2
CA (5000 pg.g-) 3 2
CB (1000 pg.g-) 1 2
Fenolftaleina CM (2500 pg.g-) 12 3
CA (5000 pg.g-) 3 2
CB (100 pg.g-) 4 12
Sibutramina CM (500 pg.g-) 4 9
CA (900 pg.g-) 3 1
CB (20 pg.g-) 7 4
8" 2

Bumetanida CM (60 pg.g-) 4
CA (100 pg.g-) 1 3
CB (100 pg.g-) 11 3
Clortalidona CM (500 pg.g-) 10 8
CA (900 pg.g-) 1 6
CB (100 pg.g-) 1 4
g- 4 4

Furosemida CM (500 pg.g-)

CA (900 pg.g-) 13 4
CB (100 pg.g-) 7 11
Hidroclorotiazida CM (500 pg.g-) 5 3
CA (900 pg.g-) 1 3
CB (100 pg.g-) 1 5
g 4

Testosterona Base CM (500 pg.g-) 5
CA (900 pg.g-) 1 3
CB (100 pg.g-) 1 5
& 4

Metiltestosterona CM (500 pg.g-) 5
CA (900 pg.g-) 1 3
CB (100 pg.g-) 9 8
Propionato de CM (500 pg.g-) 5 4
testosterona CA (900 pg.g-) . ;

Fonte: Autoria propria
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IV-2.2.8. Exatiddo

O ensaio para exatiddo do método foi realizado em trés concentracdes em seis replicatas
para cada concentracdo. Os valores encontrados estdo dentro dos limites aceitaveis de 20% para
controle baixo e 15% para controles médio e alto. A Tabela 11 mostra os resultados obtidos na

exatiddo para a proteina do leite.

Tabela 11. Exatidao para suplemento de proteina do leite

Exatidao (%)
Analitos
CB CM CA
Cafeina 99 97 85
Fenolftaleina 81 96 110
Sibutramina 104 86 85
Bumetanida 101 92 90
Clortalidona 81 112 91
Furosemida 93 95 90
Hidroclorotiazida 86 97 88
Testosterona Base 91 88 86
Metiltestosterona 81 86 85
Propionato de testosterona 107 92 90

Fonte: Autoria propria

1V-2.2.9. Integridade de dilui¢do

A cafeina apresenta valores de concentragdes de efeito que variam 210 e 420 mg por dose
(ANVISA, 2010). Esses valores sao muito altos para deteccdo por instrumentacdo analitica e
ademais demanda um gasto demasiado de padrdo analitico. Portanto, para que os valores
encontrados se encaixem dentro da curva analitica proposta foi necessaria uma etapa de dilui¢do. Os

resultados apresentaram valores aceitaveis de exatiddo e precisdo, conforme Tabela 12:
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Tabela 12. Integridade de dilui¢do da cafeina

Concentragado Exatidio CV %
10 mg.g- 100.5 !
20 mg.g - - >

Fonte: Autoria propria
1V-2.2.10. Uniformidade amostral

O resultado para as 10 aliquotas coletadas do suplemento alimentar positivo para cafeina
foi de 14%. Esse valor ¢ aceitavel e indica que independente da area onde vai ser coletada a amostra

a variagao entre os valores esta dentro dos limites aceitaveis (CV<15%).

IV - 2.3. Método analitico por LC-MS/MS para a confirmacio dos resultados
obtidos pelo método baseado em HPLC-DAD

Os analitos detectados por HPLC-DAD foram confirmados por uma técnica mais sensivel
e especifica. Todas as amostras, incluindo as negativas, foram submetidas a analise por LC-MS/MS
pertencente ao LAT-USP. O método para confirmacdo por espectrometria de massas nao foi
submetido ao procedimento de validagdo, uma vez que o objetivo do estudo foi a detecgdo e
quantificagdo por HPLC-DAD.

Os analitos confirmados por LC-MS/MS foram a cafeina e a sibutramina. A fenolftaleina e
furosemida ndo foram possiveis de serem identificadas uma vez que o equipamento apresentou
problemas técnicos.

A Tabela 13 indica o tempo de reten¢do, o ion precursor e os dois ions qualificadores da

cafeina e sibutramina.

Tabela 13. Tempo de retengdo, ion precursor e ions qualificadores Q1 e Q2.

- Tempo de ;
Analito Retencdo (min) Ion Precursor Q1 Q2
Cafeina 223 195 110 138
Sibutramina 2.83 280 124 138

Fonte: Autoria propria

As Figura 19 e Figura 20 ilustram os cromatogramas referentes as duas transi¢des dos

padrdes de cafeina e de sibutramina, respectivamente.
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Figura 18: Cromatograma do padrdo de cafeina por LC-MS/MS.
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Figura 19: Cromatograma do padrdo de sibutramina por LC-MS/MS.
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A Figura 20 ilustra os cromatogramas referentes as duas transi¢gdes de uma amostra

positiva para cafeina e sibutramina simultaneamente.
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Figura 20: Amostra positiva para associacao da cafeina e sibutramina
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Fonte: Autoria propria

IV - 2.4. Analise de amostras de suplementos alimentares por HPLC-DAD e
confirmacao por LC-MS/MS

O método de analise por HPLC-DAD foi utilizado como triagem para as 17 substancias
elencadas no estudo e os resultados positivos foram confirmados por LC-MS/MS. Do total de
amostras analisadas, 58 obtiveram resultado positivo, das quais 05 foram positivas para cafeina e
sibutramina simultaneamente, 03 para sibutramina e furosemida, 01 para sibutramina e
fenolftaleina, 43 apenas para cafeina, 05 para sibutramina e 01 para fenolftaleina. A cafeina e a
sibutramina foram as substincias mais detectadas corroborando com os dados reportados na
literatura (NEVES; CALDAS, 2017b).

A Figura 21 mostra o percentual dos suplementos alimentares adulterados e a frequéncia de
deteccdo para as substancias encontradas nas amostras analisadas, isoladamente e associados entre

Si.
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Figura 21: Porcentagem dos suplementos alimentares adulterados e a porcentagem dos adulterantes

detectados
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Fonte: Autoria propria

Percentuais semelhantes entre os suplementos alimentares adulterados e ndo adulterados
também foram observados em outros paises como Singapura (26%), EUA (25%) e China (25%)
(CHENG et al., 2017; ZENG et al., 2016; ZHAO et al., 2018). Entretanto, dois estudos realizados
no Brasil apresentaram resultados, que além de contrarios a esses dados, sdo divergentes entre si;
enquanto Carvalho et al. (2012) detectaram apenas 4% de adulteracdo em suas amostras, Viana et
al. (2015) relataram percentuais acima de 50% nos suplementos alimentares analisados. Essa
varia¢ao no percentual de suplementos adulterados depende da quantidade de produtos avaliados no
estudo e da suspeita desses produtos serem adulterados.

Ainda no Brasil, com relagdo ao percentual dos adulterantes encontrados, Viana et al.
(2018), detectaram valores de cafeina em 17% dos suplementos. Neves e Caldas (2017b), além da
cafeina, detectaram sibutramina e fenolftaleina em 10% das suas amostras. Esses dados
assemelham-se aos percentuais encontrados nesse estudo. A associagdo entre dois adulterantes na
mesma amostra de suplemento correspondeu apenas a 7% dos casos, tendo sido reportado no Brasil
valores de até 40%.

A seguir, serdo descriminados os adulterantes detectados nas amostras positivas, suas
respectivas quantidades ingeridas diariamente pelos usuarios e efeitos associados ao consumo

desses produtos adulterados.
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A cafeina foi a substancia que apresentou maior frequéncia de detecg¢do. Das 230 amostras

analisadas, 48 foram positivas para cafeina, correspondendo a mais de 20% do conjunto amostral.

A Tabela 1Tabela 14 elenca os suplementos alimentares positivos para cafeina, a descricao

do rétulo e as quantidades de cafeina consumidas diariamente.

Tabela 14 Amostras positivas para cafeina e quantidades detectadas por HPLC-DAD

n Cafeina Descricao do Rotulo mg/dia
1 Albumina 01 Carboidratos, Proteinas, Sodio 3,03
L-Leucina, L-Isoleucina, L-Valina,
2 Aminoécido 04 Cromo 50, Vitamina C, 135
Vitamina B6
3 Aminoacido 05 L-Leucine, L-Isoleucine, L-Valine 0,02
4 Aminoécido_18 Glutamina 0,23
5 Cretina_01 Creatina 0,02
6 Cretina_06 Creatina 90
7 Outros 08 Colageno hidrolisado, Proteina 2,39
] Outros_18 Magnésio e Potassio 0,3
9 Outros_27 Naéo informado 30,20
N 4-chloro-17*methyl-androst-1,4-diene-
10 Pro-horménio 19 3b,17b-diol 1,16
11 Pro-horménio 20 Tribulus 0,07
12 Proteina da Carne 02 Proteina, Carboidratos, Sodio 4,10
13 Proteina do Leite 02 Naéo informado 2,39
14 Proteina do Leite 04 Naéo informado 2,16
15 Proteina do Leite 06 Naéo informado 1,0
, . Carboidratos, Proteinas, Agucares,
16 Proteina do Leite_10 Gorduras totais, Sodio 2,05
17 Proteina do Leite 11 Carboidrato, Proteinas e Gorduras 6,47
Carboidratos, Poliodis, Proteinas Gorduras
, . totais, Gorduras saturada, Fibra
18 Proteina do Leite_13 alimentar, Sédio, Clcio, Ferro, Fésforo, 12,01

Magnésio
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27

28

29
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31

32
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34

35

36

37

38

39

40

41
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Proteina do Leite 15

Proteina do Leite 17

Proteina do Leite 19

Proteina do Leite 20

Proteina do Leite 23

Proteina do Leite 27

Proteina do Leite 28

Proteina do Leite 32
Proteina do Leite 33
Proteina do Leite 35

Proteina do Leite 38

Proteina do Leite 41

Proteina do Leite 43

Proteina do Leite 45
Proteina do Leite 46
Proteina do Leite 47
Proteina do Leite 51
Proteina do Leite 52
Proteina do Leite 56
Proteina do Leite 66
Proteina do Leite 67

Proteina do Leite 69

Carboidratos, Poliois, Proteinas Gorduras
totais, Gorduras saturada, Fibra
alimentar, Sodio, Calcio, Ferro, Fosforo,
Magnésio
Carboidratos, Proteinas, Gorduras
totais, Gorduras saturadas Sodio
Carboidratos, Proteinas,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Gorduras monoinsaturadas, Gorduras
polinsaturadas, Colesterol, Calcio, Sédio.
Carboidratos, Proteinas, Gorduras
totais, Gorduras saturadas, Sodio, Calcio,
Ferro, Vitaminas
Carboidratos, Proteinas, Gorduras totais,
Gorduras saturadas, Sodio,
Potassio, Ferro.

Proteinas, Carboidratos,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Sodio, Calcio.

Proteinas, Carboidratos, Amido,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Sodio.

Proteinas, Carboidratos, Gorduras totais,
Gorduras saturadas, aminoacidos.

Proteinas, Carboidratos, Sodio

Proteinas, Sodio

Proteinas, Carboidratos, Sodio
Calcio
Carboidratos, Proteinas,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Sodio.

Carboidratos, Proteinas
Gorduras totais, gorduras saturadas
Sadio, Potassio, Ferro.
Proteinas, Gorduras totais, Gorduras
saturadas, Sodio.
Proteinas, Gorduras totais, Gorduras
saturadas, Sodio.
Carboidratos, Proteinas, Gorduras
totais, Gorduras saturadas Sodio.

N3ao informado
N3ao informado

Proteina e Sodio

Proteinas, Gorduras totais, Gorduras
saturadas, Sodio.
Proteinas, Gorduras totais, Gorduras
saturadas, Sodio.
Proteinas, Gorduras totais, Gorduras
saturadas, Sodio.

11,27

3,31

2,40

1,92

2,51

4,16

5,28

3,32
12,86
7,62

3,26

39,56

2,70

2,02
2,02
6,11

1,0
0,97
0,57

9,79
3,74

106,88
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43

44

45

46

47

48

Proteina do Leite 74

Proteina do Leite 81

Proteina do Leite 90

Proteina do Leite 91

Termogénico_1

Termogénico_2

Termogénico 4

Carboidrato, proteina, gordura, fibra,
calcio e sodio
Carboidrato, agucar, gorduras, fibras,
sodio, calcio, potassio, magnesio
fosforo
Carboidratos, Proteinas,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Sodio.

Carboidratos, Proteinas,
Gorduras totais, Gorduras saturadas,
Sodio.

Gengibre, curcuma, café verde, pimenta

vermelha e uva

Hibisco, Carqueja, Framboesa Gengibre,
Canela, Pimenta Vermelha, Aromatizante

Natural de Café Verde.
Acido Lipolico, Vitaminas, Zinco,
finasterida, Silmarina

Fonte: Autoria propria

6,54

4,34

2,94

4,28
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0,76

5,99
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A Figura 22 mostra o cromatograma tipico de uma amostra, analisada por HPLC-DAD,

positiva para Cafeina, com seu respectivo espectro de UV.

Figura 22: Analise por HPLC-DAD. Cromatograma do Padrdo da Cafeina 50 pg.mL-(A);

Cromatograma da amostra positiva para Cafeina Proteina_90 (B); Cromatograma da sobreposi¢do dos picos

da Cafeina do padrao e da amostra positiva (C).
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Os resultados quantitativos mostrados na Tabela 16 demonstram que as quantidades de
cafeina encontradas no conjunto amostral estdo abaixo da dose didria recomendada pela ANVISA
(210 — 420 mg — Quadro 4). Considerando a concentragdo de cafeina encontrada por g de
suplemento e a dose diaria do suplemento alimentar recomendada pelo rétulo, os consumidores
desses produtos positivos para cafeina estariam ingerindo entre 0,02 a 135 mg de cafeina por dia.

De acordo com os resultados relatados na tabela anterior, apenas para duas amostras
(Aminoécido 04 e Proteina do Leite 69), ou menos do que 5% das amostras positivas para cafeina,
os valores de cafeina encontrados foram acima de 100 mg de ingestdo didria; ou seja,
aproximadamente 50% da recomendacdo minima ou 25% da recomendagdo diiria maxima para
cafeina. Esses valores, embora abaixo da dose de efeito, chamam aten¢ado, pois para casos alérgicos
ou para pessoas que ingerem doses elevadas de cafeina, essa ingestdo inconsciente pode resultar em
um quadro critico para a saide do consumidor. As elevadas concentracdes de cafeina nesses
produtos podem ser justificadas pela presenca de aromatizantes que contém cafeina, conforme
indicado pelo rotulo dos produtos: Proteina do Leite 69 apresentava aromatizante natural de café e
o Aminodcido 04 de café verde. Embora o rétulo dos produtos indique a presenga destes
aromatizantes, a lei brasileira exige a descricdo quantitativas das substancias presentes no produto,
configurando adulteracdo por cafeina.

Além dos suplementos alimentares adulterados com cafeina, foram analisados 08
suplementos alimentares os quais apresentavam descri¢do de cafeina no rétulo. As concentragdes
detectadas foram comparadas as concentragdes descritas nos rotulos de seus produtos, conforme

valores descritos na Tabela 15.
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Tabela 15. Suplementos alimentares a base de cafeina, valor descrito no rétulo e valor detectado

Suplemento Valor c!e cafeina descrito no Valor de cafeina
rotulo (mg/dose) detectado (mg/dose)

1 Suplemel(l)tl(l)tgoliggeg de fibras 15 27,5
5 Carboidrato 05 70 72

3 Carboidrato 06 35 72,7
4 Termogénico 03 140 45

5 Termogénico 05 140 242
6 Termogénico 08 420 330
7 Termogénico 09 70 65,9
g Outros_19 10 1,2

Fonte: Autoria propria

Dos suplementos a base de cafeina analisados, apenas 02 (Carboidrato 05 e
Termogénico 09) condiziam com os valores especificados no rotulo. 03 (Outros 09,
Carboidrato 06 e Termogénico 05) apresentavam valores quase duas vezes acima e os demais
(Termogénico 03, Termogénico 08 e Outros 19) valores abaixo dos descritos em seus rotulos.

Os resultados dessa analise corroboraram com os resultados obtidos em outros estudos, os
quais indicaram uma grande varia¢ao dos niveis de cafeina presentes em seus produtos. Andrews et
al. (2007), detectaram concentragdes de cafeina variando de 0,07 a 307 mg/capsula, com
concentragdes acima de 173% da quantidade declarada, enquanto Haller et al. (2004), encontraram
concentragdes de cafeina de até 90% menores que o declarado em 80% das amostras. Em um estudo
realizado nos suplementos alimentares de origem brasileira foram detectados quantidades de cafeina
em concentragdes acima do permitido pela ANVISA (méximo de 420 mg por dose), com valores de
437,5 e 631,5 mg por dose, rotulados com 300 e 420 mg por dose respectivamente (INACIO;
OLIVEIRA; ALVARES, 2013).

As concentracdes de cafeina das amostras analisadas variaram de 12 a 207% de acordo com
indicado no rétulo, entretanto nenhum deles apresentou valores acima do permitido pela ANVISA.

O consumo de suplementos alimentares em quantidades acima do anunciado ou sem
indicacdo de sua presenca no rétulo, associado a quantidade de cafeina presente na dieta normal,

pode exceder a dose didria recomendada, uma vez que um adulto consome em média 200 a 225
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mg/dia de cafeina, oriunda de diversas fontes como café, chas, chocolates, dentre outras (NEVES;
CALDAS, 2017a). A ingestdo de cafeina didria associada ao uso de suplemento alimentar
adulterado, seguindo as recomendac¢des rotuladas, ja levou um usudario a ingestdo de 1476mg de
cafeina (VIANA et al., 2015).

A Figura 23 mostra o cromatograma tipico de uma amostra de cafeina analisada por HPLC-

DAD, o padrao da cafeina com seu respectivo espectro de UV, e a sobreposicao dos picos.

Figura 23: Cromatograma da amostra de Cafeina (A) Cromatograma do Padrao da Cafeina 50pg.mL" (B);
Cromatograma da sobreposi¢do dos picos da Cafeina do padrao e da amostra de cafeina (C).
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Fonte: Autoria propria

1V-2.4.2. Fenolftaleina

Nesse estudo, as duas amostras de suplementos alimentares positivas para fenolftaleina
foram o Termogénico 14 e o Termogénico 15. A Figura 24 mostra o cromatograma da amostra

positiva para fenolftaleina (Termogénico 14), o cromatograma do padrio da fenolftaleina e a

sobreposi¢ao dos dois cromatogramas.
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Figura 24: Cromatograma do Padrao de Fenolftaleina 50 pg.mL-1(A); Cromatograma da amostra positiva
Termo_ 14 para Fenolftaleina (B); Cromatograma da sobreposi¢do dos picos da fenolftaleina do padrao e da
amostra positiva (C).
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Fonte: Autoria propria

1V-2.4.3. Sibutramina

Das 230 amostras analisadas, 14 apresentaram sibutramina em sua composi¢do. Os valores

encontrados encontram-se elencados na Tabela 16.
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Tabela 16. Amostras positivas para sibutramina e valores encontrados por HPLC-DAD

n Sibutramina Substincia declarada no rétulo mg/dia
1 Termogénico 3 Cafeina 0,87
2 Termogénico 10 Cafeina 0,2

3 Termogénico 15 Cafeina 3,9

. Xianxian cao, Jobsters, folha de lotus,
4 Termogénico 16 . 0,5
laranja amarga, broto de bambu.

Xianxian cao, Jobsters, folha de lotus,

|
laranja amarga, broto de bambu. ’

5 Termogénico 18

Sene, gelatina, cascara sagrada,
6 Termogénico 19 spirulina, cavalinha, espinheira santa, 0,3
Focus, Carqueja doce,
L-Leucina, L-Isoleucina, L-Valina,

7 Aminoacido 04 Cromo 50, Vitamina C, 433
Vitamine B6
8 Carboidrato_05 Carboidrato, taurina, cafeina e cromo 0,96
9 Carboidrato_06 Carboidrato e Cafeina 4,13
10 Creatina_06 Creatina 11
11 Termogénico 11 Cafeina 0,004
12 Outros 06 Cafeina 0,09
Kawa-kawa, faseolamina, Chitosan,
13 Outros_25 Cavalinha, Sene, Cromo, Capsiate, 28
Ornitina
14 Outros_28 Nao informado 17

Fonte: Autoria propria

A dose didria inicial de sibutramina para tratamento de pacientes com sobrepeso ¢ de 10 mg,
podendo chegar até 15 mg caso a resposta do paciente seja insuficiente a terapia prescrita (redugdo
de peso menos de 2 kg em quatro semanas). Esta substincia ¢ contraindicada para pacientes com
histérico de acidente vascular cerebral, doenca cardiaca isquémica, especialmente insuficiéncia
cardiaca e arritmias, hipertensdo arterial grave, glaucoma de dngulo fechado, algumas doengas do

SNC e distarbios alimentares. Uso concomitante da sibutramina com inibidores da
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monoaminoxidase ou outros medicamentos de agdo central para o tratamento de doencgas
psiquiatricas (antidepressivos, antipsicoticos) também ¢é contraindicado (PLAVIK et al., 2013).
Portanto, o uso de sibutramina de forma indiscriminada, sem o devido acompanhamento médico,
pode colocar em risco a satde do usuadrio.

As doses diarias de sibutramina detectadas nos 14 suplementos alimentares adulterados
variaram entre 0,004 e 28 mg. Em apenas 3 amostras (Termogénico 18, Creatina 06 e Outros_28),
as doses detectadas estavam de acordo com os valores terapéuticos, variando entre 11 e 17 mg.

As amostras Termogénico 15, Aminodcido 04 e Carboidrato 06 apresentaram doses didrias
de aproximadamente 4 mg. Pacientes tratados com doses de 5 mg tiveram uma reducdo de 3,9% do
peso corporal (BRAY et al., 1999). Portanto, apesar desses valores estarem abaixo dos valores
terapéuticos, ja sdo suficientes para se observar uma acdo farmacologica. Carvalho et al. (2012)
detectaram sibutramina em suplementos alimentares de origem vegetal em concentracdes, que
apesar de também estarem abaixo dos valores terapéuticos (3 mg por dose), representaram
preocupagdo quanto aos efeitos adversos.

Cebi, Yilmaz, Sagidc (2017), consideraram doses de 0,375 mg de sibutramina em
suplementos alimentares como adulteracdo dolosa por parte do fabricante. Efeitos anorexigenos e
adversos relacionados ao uso da sibutramina, como insdnia, taquicardia, aumento da pressao arterial
e constipacdo, foram observados em pacientes que fizeram uso de doses didrias de 1mg de
sibutramina (BRAY et al., 1999). Portanto, independente da concentragdo, o uso continuo de
suplementos alimentares adulterados com sibutramina pode acarretar problemas como distirbios
psicomotores e hipercinesia (SHAPIRA et al., 2016).

Dos casos positivos para sibutramina, apenas 5 amostras apresentaram a substancia de forma
isolada. Nas demais amostras, houve associagdo com outras substancias, como cafeina, fenolftaleina
e furosemida, as quais também sdo utilizadas para perda de peso. A Figura 25 ilustra o

cromatograma da amostra Termogénico 16 positiva para sibutramina e o padrao da sibutramina.
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Figura 25: Cromatograma da amostra positiva para Sibutramina Termo_16 (B); Padrao de Sibutramina 100

pg.mL-1 (B).
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Fonte: Autoria propria

1V-2.4.4. Sibutramina e Cafeina

A associagdo mais reportada da sibutramina em suplementos alimentares ¢ com a cafeina

(NEVES; CALDAS, 2017b; WILSON; MASSE, 2016).

Essa associagdo foi observada em todos os suplementos positivos para sibutramina.

Entretanto, em apenas duas amostras (Aminoacido 04 e Creatina 06), a cafeina foi considerada

como adulterante, nas demais, essa substancia estava descrita no rétulo desses compostos.

A Figura 26 mostra o cromatograma de uma amostra adulterada (Aminoéacido 04) tanto com

sibutramina quanto com cafeina.
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Figura 26: Cromatograma da amostra do suplemento alimentar (Aminoacido 04) adulterada com cafeina e
sibutramina (A); Zoom na regido do tempo de retengdo da sibutramina (B).
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Fonte: Autoria propria
1V-2.4.5. Sibutramina e Fenolftaleina

Uma outra substancia frequentemente encontrada associada a sibutramina ¢ a fenolftaleina
(HACHEM et al., 2016; RONNEY et al. 2015; SONG et al., 2010; VAYSSE et al., 2010).

Em 2014, a ANVISA emitiu um alerta de produtos norte-americanos adulterados com essas
duas substancias (ANVISA, 2014). A adicdo da fenolftaleina a suplementos adulterados pela
sibutramina diminui a constipac¢do causada pelo anorexigeno.

Vaysse et al. (2010) analisaram 20 suplementos alimentares e detectaram sibutramina (5 a
19,6 mg/capsula) associada a fenolftaleina (4,4 a 66,Img/capsula) em cinco produtos; Song et al.
(2014) detectaram valores semelhantes aos anteriores variando de 0,3 a 19 mg de sibutraminae 11 a
64 de fenolftaleina em 11 dos 17 produtos analisados; j& Jin et al. (2017) detectaram 2 produtos
contendo a mesma associagdo com sibutramina variando de 12,4 a 20,3 mg/cépsula, entretanto com
quantidades mais baixas de fenolftaleina (2,6 e 5,3 mg). Para a avalia¢do do efeito farmacologico
da fenolftaleina presente nos suplementos alimentares, Reewijik ef al., (2014) consideraram que o
menor nivel de dose de fenolftaleina seria de 6,5 mg de fenolftaleina dia™'.

Apenas 01 suplemento alimentar apresentou resultado positivo para esses dois compostos
associados (Termogénico 15). A Figura 27 mostra os cromatogramas da amostra positiva, dos

padrdes da sibutramina e fenolftaleina e a sobreposi¢do dos mesmos.
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Figura 27: Cromatograma do Padréo de Sibutramina e Fenolftaleina (A); Cromatograma da amostra positiva
Termo 15 para Sibutramina e Fenolftaleina (B); Cromatograma da sobreposi¢do dos picos de sibutramina e
fenolftaleina do padrao e da amostra positiva (C).
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Fonte: Autoria propria

As doses de sibutramina e fenolftaleina encontradas no suplemento alimentar
Termogénico 15 foram de 3,9 e 2,5 mg, respectivamente. Sintomas relatados ao uso da sibutramina
nessa concentragdo foram de anorexia, constipacdo, boca seca, nausea, taquicardia, sudorese, dentre
outros (BRAY et al., 1999; REEUWIIK et al., 2014). J4 os sintomas de uso agudo da fenolftaleina
em doses abaixo de 6,2 mg ndo foram reportados na literatura. Portanto, ¢ provavel que a
fenolftaleina ndo tenha exercido o efeito esperado nesse suplemento. Independente da concentracao
encontrada, essas contaminacdes representam um perigo a saude dos usuarios uma vez que a
fenolftaleina, ¢ considerada uma substancia carcinogénica e esta proibida para uso terapéutico em

todo o mundo (NTP, 1996).
IV-2.4.6. Sibutramina e Furosemida

Além da associacdo com cafeina e fenolftaleina, a sibutramina foi detectada com o diurético

furosemida em trés amostras de suplementos alimentares. Os diuréticos sdo comumente reportados
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nos suplementos alimentares de origem vegetal, em especial, aqueles que objetivam a perda de peso
(DOMENECH-CARBOA et al., 2013; VIANA et al., 2018; ZENG et al., 2017).

As quantidades de furosemida detectadas nas amostras dos suplementos foram de 92 mg
(Outros_25), 9 mg (Termogénico 18) e 4,5 mg (Outros_28).

O suplemento alimentar denominado Outros 25 (Figura 28) foi analisado apds uma mulher
por volta de 30 anos vir a obito por suspeita de uso desse suplemento. Amigos relataram que a
usuaria, profissional da 4rea da saude, adquiriu esse produto em uma farmécia de manipulacio por
indicacdo de colegas de trabalho para perda de peso. Dias apds o uso, apresentou sintomas de
nauseas e tonturas, tendo sido medicada em seu ambiente de trabalho e encaminhada para sua
residéncia. Horas depois, voltou a sentir-se mal e seu marido a levou a outro hospital. Ainda no
mesmo dia teve seu estado de satde agravado, seguido de parada cardiaca e morte. Nao houve
encaminhamento ao Instituto Médico Legal, nem andlises toxicologicas para verificar a causa da

morte. A paciente ndo tinha histdorico de doenca cardiovascular nem fazia uso de medicamentos.

Figura 28: Rétulo do suplemento alimentar "Outros_25".

M2250mg ZEMBR 10 mg
FBN200mg SENE ¢ 0 mg GARCINIA 1%
FHUNATO DE CRO 10 2 mg CAPSIATE
SORNITINA 350 mq = i

0 10AS10.00 HS £ AS 17:00 HS ***
NTEM 120 CAPSULAS. § 1408117 Val:13/02/18

Fonte: Autoria propria

O suplemento alimentar suspeito de ter causado a morte da técnica de enfermagem foi
encaminhado ao LAT e em seguida analisado. Apds analise por HPLC-DAD, foram detectadas as
substancias sibutramina e furosemida, em quantidades de 7 e 23 mg por cépsula, respectivamente.
A posologia contida no rétulo indicava uso oral de duas capsulas duas vezes ao dia, totalizando 4
capsulas ao dia (Figura 28). Isso significa que a usudria ingeriu por dia 28 mg de sibutramina e 92
mg de furosemida. As doses usuais de furosemida em pacientes em tratamento para hipertensao

variam entre 20 a 40 mg, podendo chegar a 80 mg didrios (CARONE et al., 2016) e para
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sibutramina, o maximo permitido ¢ 15 mg (ANVISA, 2016). Portanto, além de utilizar
medicamentos que precisam de supervisdo médica regular, incluindo o acompanhamento continuo
dos niveis séricos de eletrolitos as quantidades ingeridas pela paciente para ambas as substancias,
estavam acima das doses terapéuticas (CARONE et al., 2016).

A Figura 29 mostra o cromatograma referente ao suplemento analisado por HPLC-DAD
indicando os picos de sibutramina e furosemida e seus respectivos espectros de absor¢do (A) em

comparagdo com os padrdes adicionados (B), e a sobreposicdo dos cromatograma (preto) da

amostra e do padrdo (C).

Figura 29: Cromatograma da amostra Outros 24 (A); cromatograma com os padroes de

sibutramina e furosemida 10pg.g-1 (B); sobreposicdo dos cromatogramas A e B (C).
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Fonte: Autoria propria

A diferenga entre um suplemento alimentar adulterado por contaminagdo cruzada ou por
adi¢do dolosa por parte do fabricante estd na dose detectada. Neves e Caldas (2017a), consideraram

valores entre 0,5 e 0,7 mg por dose de cafeina como contaminagdo cruzada e acima de 18 mg como
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adi¢do dolosa. Reeuwijk et al.. (2014), consideraram valores de sibutramina e fenolftaleina, abaixo
de 0,1 mg e 6,5 mg, respectivamente, como casos de contaminacdo cruzada. Nao foram
identificados estudos a respeito da furosemida, nesse caso, por se tratar de um medicamento, foi
considerado o mesmo valor dado a sibutramina, no caso 0,1 mg para casos de contaminagao
cruzada. Dos 58 suplementos alimentares adulterados, apenas 11 podem ser considerados
adulterados por contaminagdo cruzada. Os demais, sdo consideradas adi¢des dolosas por parte dos
fabricantes com objetivo de melhorar a eficiéncia dos seus produtos.

Com relacdo ao tipo de suplemento e a substincia presente como adulterante, a Figura 30

mostra um resumo dos resultados obtidos.

Figura 30: Tipos de suplementos e seus adulterantes
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Fonte: Autoria propria

Os resultados obtidos demonstraram que 33% das amostras de proteina do leite estavam
adulteradas com cafeina (1,0 a 106,8 mg por dose didria), sendo a Gnica substancia encontrada nesse
tipo de suplemento. Os termogénicos, por outro lado, foi a classe de suplementos alimentares que
apresentou maior percentual de amostras adulteradas (57,8%) e o maior nimero de substancias
adulterantes detectadas (trés). Dos 19 termogénicos analisados, 11 continham substancias
adulterantes em sua composicdo (Cafeina, sibutramina e furosemida). Independente da

concentragdo encontrada, duas dessas substincias sdo consideradas medicamentos, os quais devem
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ser somente prescritos por profissionais habilitados e sob acompanhamento continuo. A presenga
desses adulterantes, em especial os anorexigenos e diuréticos, ¢ explicada pela falsa ilusdo que esses
produtos aceleram o emagrecimento e a perda de gordura de forma natural. As demais classes de
suplementos alimentares apresentaram percentuais baixos de adulteracdo quando comparados a

proteina do leite e aos termogénicos.

1V-2.4.7. Estudo de caso: investiga¢do de Diazepam nas amostras positivas para

anorexigenos

Na amostra Termogénico 18, além da associa¢do da sibutramina com furosemida e cafeina,
foi detectado, também o diazepam. O diazepam ¢ um benzodiazepinico com ag¢do ansiolitica e
hipnética. Uma vez que os ansioliticos sdo utilizados no tratamento da overdose de sibutramina
(BUCARETI et al., 2015; GUNAYDIN et al., 2015), sdo frequentemente encontrados associados
em produtos contendo anorexigenos, para diminuir os efeitos da ansiedade causados por eles.
Todavia, além da redugdo da ansiedade, o uso de benzodiazepinicos causa sedacdo e indugdo do
sono, reducdo do tonus muscular e da coordenagdo motora, confusdo mental e amnésia anterégrada
(bloqueio da memoria enquanto estdo sob influéncia da substancia). Ademais, o uso concomitante
com outros depressores do sistema nervoso central, principalmente o etanol, pode causar depressao
respiratéria severa (BRUTTON et al., 2012).

O diazepam foi detectado por um método de triagem por GC-MS desenvolvido e validado
pelo LAT. Nao foi feita a quantificacdo, apenas a identificacdo dessa substancia. No Brasil,
anorexigenos como anfepramona e femproporex também foram detectados associados ao diazepam
e outros ansioliticos em produtos considerados “100% naturais” (CARVALHO et al., 2010).

A Figura 31 mostra o cromatograma obtido por GC-MS RT 16,27 minutos (A), espectro de
massas da amostra do Termogénico 18 (Amostra 03) (B), espectro obtido da biblioteca GC-MS (C)
e substancia identificada pela biblioteca do GC-MS (D).
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Figura 31: Detecgao de diazepam através da triagem por GC-MS.

Fonte: Autoria propria
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IV - 3. METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE ESTEROIDES
ANDROGENOS ANABOLIZANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES POR LC-
MS/MS

A determinagdo de EAA em suplementos alimentares por HPLC-DAD ¢ limitada
pela estrutura molecular dessa classe de compostos, que ndo apresenta grupos cromoéforos (i.e
oxandrolona e metasterona) ou que apresenta grupos cromoforos de baixa energia (a maioria
dos derivados da testosterona). Por consequéncia, a técnica HPLC-DAD ofereceu limites de
deteccdo que inviabilizou o emprego da técnica para fins quantitativos, devido a necessidade
de uso de grandes quantidades de padrdes analiticos ausentes no laboratorio. Sendo uma
classe de compostos de alto risco a saude humana por influenciar no sistema enddcrino e ser
amplamente utilizado como adulterante em suplementos alimentares, optou-se por
desenvolver um método quantitativo, empregando a técnica LC-MS/MS. Essa técnica, além
apresentar maior especificidade na identificacdo de compostos organicos, oferece maior
detectabilidade analitica, exigindo, assim quantidade de padrdes analiticos muito menores.
Frente a técnica por GC-MS, a LC-MS/MS apresenta a vantagem da ndo necessidade de etapa
de derivatizacdo para aumentar a volatilidade dos EAA, etapa que torna a andlise mais
custosa, demorada e passivel de erros.

O emprego de um método analitico baseado em LC-MS/MS buscou a determinagdo
das onze substancias EAA de interesse deste trabalho, incluindo a oxandrolona e metasterona,
as quais nao foram detectados por HPLC-DAD, por ndo apresentarem grupos croméforos em
sua estrutura molecular (testosterona base, metiltestosterona, propionato de testosterona,
androstenediona deidroepiandrosterona, estanozolol, trembolona, decanoato de testosterona e

decanoato de nandrolona, oxandrolona e metasterona).

IV - 3.1. Método de preparo de amostra

O método de preparo da amostra para determinacdo das onze substincias EAA por
LC-MS/MS foi o mesmo descrito para a determinacdo de adulterantes por HPLC-DAD.
Contudo, uma vez que a técnica LC-MS/MS apresenta sensibilidade na ordem de ng L™, foi
necessario adicionar uma etapa de dilui¢ao do extrato da amostra. A etapa de diluicao além de
preservar e aumentar o tempo de vida util do equipamento, economiza o uso de padrdes

analiticos.
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A propor¢ao de diluicdo 1:10.000 foi estabelecida com base na concentragdo de
efeito e nos limites de detec¢ao do equipamento. Como diluente foi empregada uma solugao

1:1, metanol:agua, v/v. Apos dilui¢do, 30 uL foram injetados no LC-MS/MS.

IV - 3.2. Determinaciao de EAA por LC-MS/MS

A andlise das amostras de suplementos alimentares quanto a presenga de EAA se deu
em parceria com o Hospital Israelita Albert Einstein/(HIAE) localizado na cidade de Sao
Paulo, por meio de um convénio entre as partes interessadas.

O método por LC-MS/MS utilizado nesta etapa baseou-se no método desenvolvido e
aplicado pelo HIES na determinagdo de oito das onze substancias de interesse deste trabalho
em amostras de plasma humano. Para o propionato de testosterona, decanoato de nandrolona e
decanoato de testosterona, as quais ndo faziam parte do rol de identificagdo do laboratdrio.
Nao houve otimizag¢do do método cromatografico, apenas aumento do tempo de elui¢do uma
vez que as substancias adicionadas apresentaram forte interacao pela coluna de fase reversa.

A Tabela 17 elenca os analitos analisados juntamente com o padrao interno utilizado,
a 17-hidroxiprogesterona-d8 (PI), seus respectivos tempos de retencdo, ions precursores,

quantificadores e qualificadores.
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Tabela 17. Tempo de retengdo, ion precursor, ion quantificador (QT) e ions qualificadores Q1 ¢ Q2
para os EEA.

Tempo de Retengao

Analito (min) fon Precursor QT Q1 Q2
Trembolona 5,2 271 253 199 183
Oxandrolona 5,5 307 289 271 229

Androstenediona >,8 287 97 109 123
Testosterona Base 6,4 289 109 97 121

17 o hidroxiprogesterona d8 6,5 339 100 - -

(PD)

DHEA 7,0 271 252 213 197
Metiltestosterona 7.1 303 97 109 107
Estanozolol 8,6 329 81 121 109
Metastetona 8,9 319 283 301 229
Propionato de Testosterona 9.5 345 97 109 271
Decanoato de Testosterona 11,7 443 271 253 155
11,9 429 155 257 163

Decanoato de Nandrolona

Fonte: Autoria propria

A Figura 32, ilustra os cromatogramas dos 11 EAA obtidos separadamente de acordo

com as transi¢des de cada substancia.



Figura 32:Cromatogramas obtidos separadamente dos 11 EEA e PI por LC-MS/MS
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IV - 3.3. Avaliacio do método analitico baseado em LC-MS/MS para
determinac¢io de EAA em suplementos alimentares

O método analitico proposto para a determinacdo de AEE em suplementos
alimentares baseado em LC-MS/MS foi avaliado com base nos seguintes parametros: efeito
matriz, LOQ, linearidade, precisdo e exatidao.

A eficiéncia do método de preparo de amostra, baseada na recuperagdo da extracdo
solido-liquido, foi avaliada para as substincias testosterona base, metiltestosterona, e
propionato de testosterona, por HPLC-DAD; os resultados foram apresentados no item III-
4.3.2, pg 88. Para as demais substancias, por nao haver a disponibilidade de padrdes
primarios, os ensaios ndo foram realizados. No propoésito de garantir a confiabilidade do
resultado, formulagdes de suplementos alimentares cujos rotulos dispdem a concentragdo de
EAA foram analisados.

Os demais ensaios de avaliagdo do método analitico foram realizados por meio da
adicdo de padrdo analitico no extrato da matriz, ou sejam, apos a etapa de preparo de amostra

descrito no item 1I-4.1.12, pg 85.
1V-3.3.1. Efeito Matriz

O resultado observado apos infusdo direta das diferentes matrizes no espectrdmetro
de massas, ndo apresentou variacdo ionica significativa dos analitos, portanto ndo foi
considerado o efeito matriz para LC-MS/MS. A Figura 33 representa a intensidade do sinal do
estanozolol ap6s infusdo de uma amostra extraida de carboidrato. Os demais analitos em todas

as amostras infundidas apresentaram resultados semelhantes.
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1V-3.3.2. Limites de quantificagdo
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Figura 33: Analise do efeito matriz para estanozolol antes e apds infusdo da amostra de carboidrato

Os limites de quantificacdo encontrados para LC-MS/MS foram considerados

reportados na literatura e encontram-se na Tabela 18.

satisfatorios, uma vez que todos apresentaram valores de CV % dentro dos limites aceitaveis
(CV<15%) e estao significativamente abaixo dos valores considerados de contaminagao (10%

da concentracdo de efeito). Os valores de LOQ foram considerados semelhantes aos
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Tabela 18. Limites de quantificacdo para 11 EAA

Analit LOQ (ng.g) CV (%)
Trembolona 50 3
Oxandrolona 10 4

Androstenediona 10 4
Testosterona Base 10 3
DHEA 10 10
Metiltestosterona 10 3
Estanozolol 70 4
Metastetona 10 12
Propionato de Testosterona 10 3
Decanoato de Testosterona 10 4
10 2

Decanoato de Nandrolona

Fonte: Autoria propria

1V-3.3.3. Linearidade

A linearidade do método analitico proposto foi avaliada considerando as
concentragdes de contaminagdo e as concentragdes de efeito para cada substancia.
A Tabela 19 mostra a equacdo da reta, o fator F e o coeficiente de determinacdo

obtido para as 11 substancias EAA.
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Tabela 19. Equacio da reta, fator F e r* para os 11 EAA.

Analito Equacdo Fator F -
Trembolona y=0.017791x - 0.01153 1/x* 0,993
Oxandrolona y=0.469835 - 0.0235 1/y? 0,996

Androstenediona y=4.8596x - 0.6835 17y? 0,996
Testosterona Base y=3.007295x - 0.02308 1/y* 0,996
DHEA y=0.471433x - 0.02473 1/x* 0,998
Metiltestosterona y= 1.86568x - 0.0929 17y? 0,998
Estanozolol y=0.111954x-0.04329 1/y? 0,998
Metastetona y=0,065921x-0,0052 1/y? 0,996
Propionato de Testosterona y=2.002554x + 0.094662 1/x 0,991
Decanoato de Testosterona y=0.795425x - 0.07246 1y? 0,996
y=0.614544x - 0.06433 1/x 0,997

Decanoato de Nandrolona

Fonte: Autoria propria

Considerando todos os analitos, o método apresentou um comportamento linear
(r>0,99) entre a concentra do LOQ e 1000 ng g!'. Devido a ampla faixa de concentra¢do
considerada na curva de calibragdo, o fenomeno da heterossedasticidade deve ser considerado
para a quantificacdo das substancias. As curvas de calibragdo para os onze analitos

encontram-se na Figura 34.
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Figura 34: Curvas de Calibragdo para os onze EAA
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1V-3.3.4. Precisao

As precisdes inter e intradia em trés concentragdes, seis replicadas cada, em trés dias
consecutivos. Os valores obtidos foram avaliados pela analise de variancia ANOVA e os

resultados descritos na Tabela 20

Tabela 20. Resultado da precisao inter e intradia para os onze EAA por LC-MS/MS.

Analito Concentracio controle Interdia Intradia
CB (75 ng.g-) 5 5
Trembolona CM (450 ng.g-) 10 5
CA (900 ng.g-) 13 16
CB (75 ng.g-) 18 5
Oxandrolona CM (450 ng.g-) 11 5
CA (900 ng.g-) 10 3
CB (75 ng.g-) 11 3
Androstenediona CM (450 ng.g-) 14 2
CA (900 ng.g-) 2
CB (75 ng.g-) 8 5
Testosterona Base CM (450 ng.g-) 11 2
CA (900 ng.g-) 12 2
CB (75 ng.g-) 13 4
DHEA CM (450 ng.g-) 14 4
CA (900 ng.g-) 13 5
CB (75 ng.g-) 6 5
Metiltestosterona CM (450 ng.g-) 11 3
CA (900 ng.g-) 9 2
CB (75 ng.g-) 15 3
Estanozolol CM (450 ng.g-) 14 3
CA (900 ng.g-) 5 3
CB (75 ng.g-) 12 5
Metastetona CM (450 ng.g-) 14 3
CA (900 ng.g-) 4
CB (75 ng.g-) 8 4
Propionato de CM (450 ng.g-) 15 3
Testosterona CA (900 ng.g-) 1 3
CB (75 ng.g-) 12 4
Decanoato de CM (450 ng.g-) 12 3
Testosterona CA (900 ng.g-) 6 3
CB (75 ng.g-) 14 5
Decanoato de CM (450 ng.g-) 11 3
Nandrolona CA (900 ng.g-) g A
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1V-3.3.5. Exatiddo

A exatiddo do método foi realizada em trés diferentes concentragdes ¢ em seis
replicatas por concentracdo. Os valores encontrados estdo de acordo com as normas
encontradas para validagdo em que a exatiddo do método deve se encontrar acima de 80%
para as concentracdes baixas e 85% para concentragdes média e alta. Os valores para exatidao

do método por LC-MS/MS encontram-se na Tabela 21:

Tabela 21: Exatidao para o método proposto para EAA por LC-MS/MS

Analito Exatidao
CB CM CA
108
Trembolona 95 96
95
Oxandrolona 86 98
87 101 98
Androstenediona
99
Testosterona Base 96 102
101
DHEA 99 110
101
Metiltestosterona 91 101
99
Estanozolol 103 102
101
Metastetona 94 101
94 97 96
Propionato de Testosterona
97
Decanoato de Testosterona 90 99
89 98 98

Decanoato de Nandrolona

Fonte: Autoria propria

Uma vez que os parametros de validacdo foram determinados a partir dos EAA
adicionados as matrizes, fez-se necessaria uma etapa adicional para averiguacao da eficiéncia
do método proposto. Para isso, dois suplementos alimentares contendo EAA, em que o rotulo
constava DHEA 25 mg e Oxandrolona 5 mg por cépsula foram analisados. Os dois produtos
conhecidos foram analisados em sextuplicata e as concentragdes encontradas estdo

apresentadas na Tabela 22.
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Tabela 22: Valor descrito no rétulo e valor calculado para capsulas de DHEA e Oxandrolona

Teor descrito no Teor médio
CV %
Analito rotulo encontrado Exatidao % (n6)
n=
(mg/capsula) (mg/capsula, n=6)
DHEA 25 23,3 (17.5-38) 93 31
Oxandrolona 5 54(43-6.6) 108 26

Fonte: Autoria propria

Os resultados obtidos para os suplementos contendo DHEA e Oxandrolona mostrou
uma exatiddo de 93% para DHEA e de 108% para a Oxandrolona, com relagdo as
concentragdes encontradas nos rdtulos dos produtos analisados. Contudo, observou-se uma
ampla varia¢do nos resultados obtidos entre as capsulas de um mesmo produto e mesmo lote,
conforme mostrado na tabela acima; concentragdes entre 70 a 120% (CV= 31%) para a
DHEA e entre 86 e 132% (CV = 26 %) para Oxandrolona, com relagdo as concentragdes
estipuladas nos rétulos, foram observadas.

Tendo em vista que a precisdo do método analitico para os quatro EAA avaliados por
HPLC foi de 11%, a variacdo no teor de DHEA e Oxandrolona observado nas amostras,
possivelmente, estd associada & variagdo durante a fabricacdo das cépsulas. Essa variagdo,
indica o descumprimento das boas praticas de fabricacdo, o que pode contribuir, ainda, para
erros de formulagdo e contaminagao de produtos.

A Figura 35 mostra os cromatogramas dos padrdes da Oxandrolona e DHEA e os

cromatogramas obtidos apos analise das cépsulas.
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Figura 35: Cromatograma dos EAA no LC-MS/MS.
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Fonte: Autoria propria

IV - 3.4. Analise de suplementos alimentares quanto a presenca de EAA por
LC-MS/MS

As 230 amostras de suplementos alimentais adquiridas pelo LAT-USP foram
submetidas a andlise por LC-MS/MS por meio do método proposto. O resultado foi negativo
para 100% das amostras analisadas, corroborando com os resultados pelo método do HPLC-
DAD.

O resultado negativo dos EAA nos suplementos alimentares adquiridos nesse estudo
ndo significa que ndo ocorra adulteracdo desses produtos com essas substancias. Suplementos
alimentares positivos para essa classe sdo frequentemente apreendidos em operacdes de
fiscalizacdo realizadas tanto pelos orgdos de repressdao como pelos o6rgdos de vigilancia
sanitaria.

Na Italia, diversos produtos apreendidos pela Agéncia Italiana Anti-adulteragdo e
Seguranga relataram a presenca de EAA em suplementos alimentares. Esses produtos eram
suspeitos de serem adulterados e falsificados (ABATTE et al., 2015; PELEGRINI et al.,
2012). Na Alemanha, autoridades de vigilancia de medicamentos confiscaram comprimidos
de vitamina C, multivitaminicos e magnésio contaminados com EAA que foram produzidos
pelo mesmo fabricante na mesma linha de produgdo dentro do mesmo intervalo de tempo

entre os produtos de esteroides anabolizantes (GEYER et al., 2008). Na Bélgica, autoridades
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interceptaram 19 amostras de suplementos que continham pro-hormoénios em vez de EAA
relatados em seus rétulos (VAN POUCKE et al., 2007). E no Brasil, dados obtidos por meio
do Instituto Nacional de Criminalistica da Policia brasileira — Departamento Federal (DPF) —,
identificou diversos casos de adulteracao e falsificagdo com EAA em 3676 produtos (NEVES;
CALDAS, 2013).

Além da suspeita de adulteracdo, outra abordagem considerada para os casos
positivos de EAA ¢ a forma farmacéutica do produto. Os EAA sdo comumente disponiveis na
forma de injetaveis por apresentarem melhor biodisponibilidade por via intramuscular. Dos 19
suplementos alimentares obtidos no mercado ou sites na Coreia do Sul, 16 estavam na forma
injetavel e apenas 3 na forma sélida (CHO, S. et al, 2015). Uma propor¢ao semelhante foi
observada na Itdlia em 13 casos positivos, sendo 11 injecdo intramuscular (PELEGRINI, M.,
et al., 2012). No Brasil, de 328 medicamentos e 17 suplementos alimentares analisados pelo
DPF, 241 foram inje¢des intramusculares (NEVES; CALDAS, 2017).

As amostras analisadas neste estudo diferem dos relatos anteriores, pois todos
suplementos analisados estdo na forma solida para administragdo oral, tendo sido coletadas
aleatoriamente de usuarios de suplementos alimentares na populacdo brasileira, sem qualquer
indicacdo de falsifica¢do ou adulteracdo. Além disso, esses produtos ndo possuiam no rotulo a
presenga de AAS e pro-hormoénios e ndo tinham indicagdo para melhorar a massa e forga
muscular, com exce¢do de 16 suplementos minerais que visam aumentar os niveis enddégenos

de testosterona.
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Capitulo V - CONCLUSAO
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De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, concluiu-se que os métodos
analiticos desenvolvidos por HPLC-DAD e LC-MS/MS para determinag@o de adulterantes em
suplementos alimentares, apresentaram valores de recuperagdo, seletividade, efeito matriz,
limites, linearidade, precisdo e exatiddo, dentro dos limites estabelecidos. Aliado a isso, foi
desenvolvido um método de preparo de amostras simples e reprodutivel.

Das 230 amostras de suplementos alimentares analisadas, 58 apresentaram resultado
positivo para uma das substancias pesquisadas. Destas, apenas 25% foram consideradas
adulteradas por contaminagdo cruzada. As demais, foram consideradas adi¢des dolosas por
parte dos fabricantes com objetivo de melhorar a eficiéncia dos seus produtos. Independente
da intencdo do fabricante, suplementos alimentares que apresentem em sua composicao,
substancias classificadas como medicamentos, sdo inadmissiveis pelos 6rgaos de fiscaliza¢ao
e passiveis de punigao.

Esses resultados indicam a necessidade de acdes mais efetivas por parte das
autoridades sanitarias no sentido de fiscalizar com mais eficiéncia a produgdo e a
comercializacdo desses produtos e alertar a populagdo para que fiquem atentos a possivel
adulteracdo de suplementos alimentares e aos riscos associados ao consumo desses produtos.

Além disso, dos suplementos alimentares adulterados, 48% sao de origem brasileira.
Esse alto percentual demonstra que apesar da legislagdo brasileira ser mais restritiva que

americana e europeia, o controle e a fiscalizagdo desses produtos ainda sdo deficientes.
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Capitulo VIl - ATIVIDADES CURRICULARES E
EXTRACURRICULARES
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VII - 1. DISCIPLINAS CURSADAS

Foram cursadas as disciplinas: “Toépicos Avangados em Toxicologia 1 e II7,

“Toxicologia Forense”, “Sistema de Garantia de Qualidade em Laboratorio de Ensaios”

“Farmacocinética Avangada” e “Toxicologia dos Praguicidas”, totalizando 22 créditos.

VII - 2. PARTICIPACAO EM EVENTOS

“53th Annual Meeting of the International Association of Forensic Toxicologists -
TIAFT, 2015, realizado pela The International Association of Forensic
Toxicologists, em Florenga, Italia, em agosto de 2015.

“9th Congress of Toxicology in Developing Countries / XIX Congresso Brasileiro
de Toxicologia”, realizado pela Sociedade Brasileira de Toxicologia, em Natal-
RN, em novembro de 2015.

“XII Congresso Regional Latino Americano de Toxicologia Forense — TIAFT
20167, realizado em San Jose, na Costa Rica em novembro de 2016.

“55th Annual Meeting of the International Association of Forensic Toxicologists -
TIAFT, 2017”, em Boca Raton, Estados Unidos, 2018.

“56th Annual Meeting of the International Association of Forensic Toxicologists -

TIAFT, 20187, em Ghent, Bélgica, 2018.

3° Encontro Nacional de Ciéncias Forenses e 6° Encontro Nacional de Quimica

Forense. Ribeirao Preto, Brasil, 2018.
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VII - 3. TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

TAVARES, 1. S.; YONAMINE, M.; CAMPRESTRINI, I. Development of an
analytical method for detection of 16 adulterants in dietary supplements sold in brazil,
using HPLC-DAD. XII Congresso Regional Latino Americano de Toxicologia
Forense — TIAFT, 2016. San Jose — Costa Rica.

TAVARES, 1. S.; SANTOS M.F.; YONAMINE, M. Development of an analytical
method for the detection of non-declared anabolic steroids in dietary supplements in
Brazil. “55th Annual Meeting of the International Association of Forensic
Toxicologists - TIAFT, 2017, em Boca Raton, Estados Unidos, 2018.

TAVARES, 1. S;; SANTOS M.F.; OLIVEIRA, T. YONAMINE, M. Liquid
cromatograph-tandem mass spectrometry method for detection of anabolic steroids as
adulterants in dietary supplements in Brazil. “56th Annual Meeting of the
International Association of Forensic Toxicologists - TIAFT, 2018”, em Ghent,

Bélgica, 2018.

® SILVA, J. P; TAVARES, I. S.; FRANCISCO, R. P. V.; KREBS, V. L. J;

OLIVEIRA, A. M. S. S.; YONAMINE, M. Optimization of Quechers extraction for
GC-MS determination of cannabinoids in human umbilical cord tissue. 3° Encontro

Nacional de Ciéncias Forenses e 6° Encontro Nacional de Quimica Forense. Ribeirdo

Preto, Brasil, 2018.

VII - 4. PUBLICACAO EM LIVROS

Novas Substancias Psicoativas: Canabinoides Sintéticos, Derivados da Triptamina e

Derivados da Fenetilamina. Toxicologia Forense. Editora Brucker. 2018.

VII - 4.1. Palestras ministradas

e “Novas Substancias Psicoativas” no “I Curso de Extensdio em Toxicologia
Forense” realizado na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Sdo Paulo, em Outubro de 2015. Carga horaria: 1h.
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“Novas Substancias Psicoativas” no “Curso toxicologia e suas implicagdes
clinicas e forenses”, realizado na Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sdo Paulo em 22 de julho de 2016. Carga horaria: 1h.

“Drogas Facilitadoras de Crimes” e “Novas Substancias Psicoativas” no “II Curso
de Extensdo em Toxicologia Forense” realizado no Instituto de Policia Cientifica
— IPC-PB, na cidade de Campina Grande, em 21 de maio de 2017. Carga horaria:
1h.

“Toxicologia e Drogas de Abuso”, na VII Escola de Inverno de Toxicologia, VII-
EITOX, realizadas na Faculdade Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao

Paulo, em julho, 2018.

VII - 4.2. Mesa Redonda

“Areas de atuagdo em toxicologia e o mercado de trabalho” na VII Escola de

Inverno de Toxicologia, VII-EITOX, realizadas na Faculdade Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Sao Paulo, em julho, 2018.

VII - 4.3. Mini-cursos ministrados:

“Quimica e Toxicologia Forense” na LXXXV Semana Académica da Escola de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRIJ, agosto 2018. Carga
horaria: 8h.

“Quimica Forense a Servico da Investigagdo Criminal” na Universidade Federal
de Campina Grande, UFCG, em Campina Grande-PB, setembro de 2018. Carga
horaria: 4h.

“Toxicologia Forense: Farmacéutico na Pericia Criminal” realizado na

Universidade Potiguar, em Natal-RN, em outubro 2018. Carga horaria: 8h.
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VII - 4.4. Ficha do aluno
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VII - 5. CURRICULUM LATTES

Idylla Silva Tavares
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Possu GRASSC em Farmdda pela Universidade Federal do Rio Grande do Norte (2007), Especialzacio em
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