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RESUMO

Henao, M.M.M. Desenvolvimento e aplicagcao de método analitico para detecgao
de estimulantes em suplementos nutricionais adulterados. 2017. 104f.
Dissertagao (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2017.

A adicao fraudulenta de ativos farmacéuticos em suplementos nutricionais € um
problema mundial. E comum encontrar mensagens sobre perda de peso, aumento da
capacidade intelectual e/ou fisica, e estimulo sexual na embalagem de suplementos
adulterados com farmacos sintéticos ocultos em formulagbes aparentemente
inofensivas para os usuarios. No Brasil, a disponibilidade de dados sobre a
adulteracdo de suplementos nutricionais € escassa. No presente trabalho, foi
desenvolvido e aplicado um método analitico empregando cromatografia gasosa com
detector de nitrogénio fosforo (GC-NPD) para a deteccgéo, identificacado e quantificagéao
de estimulantes/anorexigenos nao declarados nos rétulos de suplementos
alimentares, tais como: cafeina, femproporex, anfepramona, fenfluramina,
sibutramina, fentermina, efedrina, fenilpropanolamina, pseudoefedrina e 4-
metilhexan-2-amina. A técnica de extragao/solubilizacdo com metanol foi utilizada,
ressaltando a utilizagdo de baixa quantidade de amostra, solvente e padrdes de
estimulantes. Apdés o desenvolvimento e validagdo do método, as analises foram
aplicadas em amostras de suplementos nutricionais obtidos em lojas especializadas
em suplementos, de diversas partes do estado de Sao Paulo (n=125). Das 125
amostras de suplemento nutricional analisadas, 38 delas (30%) apresentaram
resultado positivo para alguma das substancias de interesse, dentre elas, sibutramina,
cafeina e efedrina mediante a metodologia escolhida. As amostras positivas foram
posteriormente analisadas qualitativamente por LC-MS/MS, no propédsito de confirmar
o resultado positivo obtido. A técnica analitica empregada proporciona seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, recuperacao e limites em conformidade ao objetivo
que foram destinadas. Os métodos de preparo de amostra desenvolvidos e validados
demonstraram ser simples, praticos, eficientes e diferenciados pelo baixo uso de

amostra e solvente.

Palavras-chaves: Suplementos; estimulantes; anorexigenos; adulterantes; GC-NPD



SUMARY

Henao, M.M.M. The development and application of analytical method for the
detection of stimulants in adulterated nutritional supplements. 2017. 104f.
Dissertagao (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2017.

The fraudulent addition of active pharmaceutical compounds in nutritional supplements
is, indeed, a worldwide problem. Often, it can be found several advertisements on
various supplement packaging assuring weight loss, increased intellectual and/or
physical capacity and sexual stimulation. These products may have been ‘spiked’ with
synthetic drugs containing formulations which are apparently harmless to users. In
Brazil, the availability of data about adulteration of nutritional supplements is scarce.
In the present work, an analytical method using gas chromatography coupled with a
nitrogen-phosphorus detector (GC-NPD) was developed and applied for the detection,
identification and quantification of undeclared stimulants and/or anorectic agents in
food supplement labels, such as: caffeine, fenproporex, amfepramone, fenfluramine,
sibutramine, phentermine, ephedrine, phenylpropanolamine, pseudoephedrine e 4-
metilhexan -2- amine. The extraction/solubilization with methanol presented
satisfactory results, emphasizing the use of low amount of sample, solvent and
standards of analytes. After the development and validation, the method was applied
in samples of nutritional supplements obtained from specialty stores in various parts of
the state of Sdo Paulo (n = 125). From the 125 nutritional supplement samples
analyzed, 38 of them (30%) presented positive results for some of the substances of
interest, among them sibutramine, caffeine and ephedrine according to the chosen
methodology. The positive samples were subsequently analyzed qualitatively by LC-
MS / MS, in order to confirm the positive result obtained. The analytical technique
employed provides selectivity, linearity, precision, accuracy, recovery and limits in
accordance with the intended purpose. The sample preparation methods developed
and validated to be simple, practical, efficient and differentiated by the low sample and

solvent usage.

Keywords: Supplements; stimulants; anorectics; adulterants; GC-NPD
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INTRODUCAO



1. INTRODUGAO

A adigcao fraudulenta de ativos farmacéuticos em suplementos alimentares é
um problema mundial. E comum encontrar mensagens de perda de peso, aumento da
capacidade intelectual e/ou fisica e estimulo sexual na embalagem de suplementos
adulterados com farmacos sintéticos ocultos em formulagbes aparentemente
inofensivas para os usuarios (DECONINCK et al., 2014; VAYSSE et al.,, 2010;
FRANKOS et al., 2010).

Produtos apresentados em formatos farmacéuticos (capsulas, tabletes ou
outros formatos destinados a serem ingeridos em dose), sejam eles nacionais ou
importados, devem ser regulados como medicamento ou alimento de acordo com a
sua composicao e finalidade de uso. Mesmo quando comercializados como alimentos,
esses produtos devem ser registrados junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), conforme determina a Resolugédo-RDC N° 27/2010 (ANVISA, 2010).

A ANVISA nado define a categoria “suplemento alimentar” na sua
regulamentacdo. Esses produtos, quando comercializados no Brasil, podem ser
classificados, por exemplo, como suplemento vitaminico e/ou mineral, alimentos para
atletas ou novos alimentos (ANVISA, 2013). Nesse caso o produto € isento da
obrigatoriedade de registro. A dispensa de registro, todavia, ndo exime a empresa de
cumprir os requisitos de composicado e qualidade estabelecidos pelos respectivos
regulamentos técnicos, conforme a Resolugao - RDC N° 18/2010 (ANVISA, 2010).

Em outros paises, como os Estados Unidos, através da Food and Drug
Administration (FDA), suplemento nutricional é definido como um produto destinado a
ingestdo que contém um "ingrediente dietético" capaz de agregar mais valor
nutricional a dieta. Um "ingrediente dietético" pode ser uma, ou qualquer combinagao,
das seguintes substancias: vitaminas, minerais, ervas ou outro componente botanico,
aminoacidos, concentrados ou extratos (USA, 1994).

A FDA regulamenta os suplementos nutricionais sob um conjunto diferente da
normatividade que abrange alimentos "convencionais" e medicamentos (Dietary
Supplement Health and Education Act - DSHEA), permitindo que uma gama mais
ampla de produtos contendo substéancias aprovadas como nova droga, certificadas
como antibidtico ou licenciada para uso biolégico sejam comercializados como

suplementos ou alimento (USA, 1994).
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O uso desses produtos tem sido relacionado a danos graves a saude do
consumidor, tais como: dependéncia, efeitos toxicos no figado, insuficiéncia renal,
disfungcbes metabdlicas, alteracdes cardiacas, alteragdes do sistema nervoso e, em
alguns casos, até a morte (JABBAR e HANLY ., 2013; KARNATOVSKAIA et al., 2015;
LEIKIN, 2007).

No Brasil, a crise econdmica de 2015 e 2016 teve um impacto negativo sobre
o mercado de vitaminas e suplementos nutricionais. Apesar disso, espera-se uma taxa
de crescimento anual equiparavel ao aumento do consumo mundial, atingindo vendas
de R$ 5,5 bilhdes em 2021 (EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2016).

O crescente mercado de suplementos nutricionais esta associado ao aumento
no seu consumo, o qual é observado tanto entre atletas profissionais como atletas
recreacionais (WIENS et al., 2014; DIETZ et al., 2014; SALGADO et al., 2014). Isso
se deve a percepg¢ao de consumidores de que aos suplementos estdo associados a
diversos beneficios a saude, tais como suplementagcdo nutricional quando ha
deficiéncias preexistentes, melhora na fungao do sistema imune e na resisténcia a
doencas, fornecimento de energia aos musculos, crescimento e reparagdo muscular,
dentre outros (MAUGHAN, 2002).

Apesar da realidade do pais, os dados sobre o consumo de suplementos
nutricionais sao escassos. Os estudos disponiveis atualmente avaliam um pequeno
numero de individuos e regides especificas (GOSTON e CORREIA., 2010). Tendo em
vista a falta de pesquisas em detecc¢ao de adulterantes em suplementos nutricionais,
considera-se importante o desenvolvimento e aplicagdo de método analitico para

identificacao de estimulantes/anorexigenos em suplementos nutricionais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Suplementos nutricionais

Na Unido Europeia, os alimentos sao definidos como qualquer substancia ou
produto, processado, parcialmente processado ou nao processado, destinado para
ser ingerido pelos humanos. E claramente indicado no Regulamento (EC) 178/2002
gue os alimentos ndo devem incluir medicamentos (EC, 2002). Os medicamentos sao
definidos como qualquer substancia ou combinacao de substancias que apresentam
propriedades para o tratamento ou prevenir doengas em seres humanos (EC, 2004).

Além dessas definigdes, a legislagdo da Unido Europeia também inclui os
chamados produtos "borderline", referindo-se a produtos que contém substancias que
podem ou ndo possuirem ativos com agao farmacoldgica dependendo da sua
dosagem (LACHENMEIER et al., 2012; COPPENS et al., 2006).

Esses produtos foram comercializados como medicamentos até 1965, quando
a Directiva 65/65/EEC (EEC, 1965) declarou que os dados de qualidade, eficacia e
seguranca foram suficientes para serem considerados produtos medicinais. Quando
esses dados nao puderam ser fornecidos para um produto "borderline", o fabricante
simplesmente mudou seu rétulo de "medicamento” para "suplemento dietético" e
continuou a comercializa-lo (LACHENMEIER et al., 2012).

Na Unido Europeia, compete a cada Estado-Membro decidir se um produto a
base de plantas ou botanica se enquadra na definicido de um medicamento. Ervas e
extratos botanicos podem estar presentes em alimentos funcionais, suplementos
nutricionais e também em medicamentos (EC, 2004; EUSSEN et al., 2011; COPPENS
et al., 2006). Isto pode levar a uma situagdo em que um produto contendo um
ingrediente bioativo em certa dosagem pode ser considerado um suplemento
nutricional em alguns Estados-Membros, mas registrado como medicamento em
outros. Também é possivel que, num uUnico Estado-Membro, uma determinada erva
ou extrato botanico seja vendido tanto como medicamento como suplemento,
dependendo da sua dosagem (EUSSEN et al., 2011; COPPENS et al., 2006).

Por outro lado, os Estados Unidos através da Food and Drug Administration
(FDA), define um suplemento nutricional como um produto destinado a ingestao que
contém um "ingrediente dietético" capaz de agregar mais valor nutricional a dieta. Um

"ingrediente dietético" pode ser uma, ou qualquer combinagdo, das seguintes
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substancias: vitaminas, minerais, ervas ou outro componente botanico, aminoacidos,
concentrados ou extratos. Os suplementos nutricionais ou dietéticos podem ser
encontrados em muitas formas, tais como comprimidos, capsulas, capsulas
gelatinosas, liquidos ou poés. Alguns suplementos podem ajudar a garantir uma
ingestao dietética adequada de nutrientes essenciais, outros podem ajudar a reduzir
o risco de doencas (USA, 1994).

A FDA regulamenta os suplementos nutricionais sob um conjunto diferente da
normatividade que abrange alimentos "convencionais" e medicamentos (Dietary
Supplement Health and Education Act - DSHEA), permitindo que uma gama mais
ampla de produtos seja comercializada como suplementos ou comida (USA, 1994).

A regulamentagdo dos Estados Unidos inclui tanto produto final quanto
ingredientes. Os fabricantes e distribuidores de suplementos nutricionais e de
ingredientes alimentares devem cumprir as normas de formulagédo e rotulagem, de
maneira que todos os constituintes utilizados devem estar expressamente declarados
nos rotulos e obedecendo aos limites diarios recomendados. Os rotulos de
suplementos podem conter alegacdes de saude, que devem ser autorizados pela FDA
e cumprir um acordo cientifico significativo, com base em evidéncias de estudos bem
definidos e acordo entre especialistas (USFDA, 2009).

As empresas sdo responsaveis por avaliar a seguranga e rotulagem dos seus
produtos antes da comercializagio, para garantir todos os requisitos regulamentados
pela DSHEA e FDA. A FDA é a agéncia de fiscalizagdo responsavel pela puni¢cao das
empresas que apresentarem qualquer irregularidade em seus produtos (FDA, 2005).

No Brasil, o panorama nao é diferente, pois ndo ha previsdo legal para a
categoria de "Suplementos Alimentares". Atualmente, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA enquadra esses produtos em quatro categorias de
alimentos distintas: alimentos para atletas, alimentos com alegagédo de propriedade
funcional e/ou de saude, novos alimentos e suplementos vitaminicos e/ou minerais
(ANVISA, 2013):

a) Alimentos para atletas: S&o alimentos destinados a auxiliar o desempenho
fisico dos atletas, atendendo suas necessidades nutricionais especificas. Os
alimentos para atletas s&o classificados como: hidroeletrolitico para atletas; energético
para atletas; proteico para atletas; suplemento para substituicao parcial de refeicoes
de atletas; suplemento a base de creatina para atletas e suplemento a base de cafeina

para atletas.
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b) Alimentos com alegacao de propriedade funcional e/ou de saude: Sao os
alimentos com indicacao de papel fisioldgico para o crescimento, desenvolvimento,
manutencéao e outras fungdes normais do organismo.

c) Novos alimentos: Sdo os alimentos sem histérico de consumo no pais,
alimentos contendo novos ingredientes, cuja apresentacdo ndo € convencional na
area de alimentos tais como tabletes, capsulas, comprimidos, entre outros e alimentos
que contenham substancias conhecidas, porém utilizadas em quantidades muito
superiores aqueles encontrados em alimentos para uma dieta regular.

d) Suplementos vitaminicos e/ou minerais: Sdo os alimentos compostos
exclusivamente por nutrientes vitaminicos e/ou minerais, que servem para
complementar a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos em que sua ingestao
a partir da alimentagdo é insuficiente, ou quando a dieta requer alguma
suplementacado. Estes suplementos ndo podem substituir os alimentos nem serem
considerados dieta exclusiva.

Nenhum dos produtos considerados nas quatro categorias citadas
anteriormente pode conter propriedades ou indicagdes terapéuticas e farmacos na sua
composig¢ao. Portanto, propagandas e rétulos informativos que indicam o uso de
suplementos nutricionais para prevenir, aliviar ou tratar doencas séo ilegais. Da
mesma maneira, alegagcdes chamativas de ganho de massa muscular, definicao
corporal, reducao de gordura, aceleragao do metabolismo ou melhora do desempenho
sexual também s&o proibidos, uma vez que podem contribuir para o uso abusivo
desses produtos (ANVISA, 2013).

Enfatiza-se que restricbes estabelecidas em norma especifica podem ser
aplicadas a todas as outras categorias de alimentos. A Portaria N° 32/1998, da
ANVISA, por exemplo, estabelece que os suplementos a base de vitaminas e/ou
minerais ndo podem conter mais de 100% da Ingestédo Diaria Recomendada (IDR) de
qualquer vitamina e/ou mineral. A Resolucdo RDC N° 18/2010 estabelece que
alimentos para atletas ndo devem conter substancias estimulantes (com excec¢éo da
cafeina), hormdnios ou outras substancias consideradas como "doping" pela Agéncia
Mundial Antidopagem (WADA), ou por legislacdo pertinente (ANVISA, 2010 a,b).
Estas e outras restrigdes declaradas em normas sanitarias sao validas para todos os
alimentos, uma vez que sao ramificagées do declarado no Decreto-Lei 986/1969 que

institui normas basicas sobre alimentos (BRASIL,1969).
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Produtos fabricados no pais ou importados, comercializados como alimentos,
geralmente tém obrigatoriedade de registro junto a ANVISA, conforme determina a
Resolugdo RDC N° 27/2010 (dispde sobre as categorias de alimentos e embalagens
isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario). Alimentos para atletas e
suplementos vitaminicos e/ou minerais, por exemplo, sdo isentos da obrigatoriedade
de registro. Entretanto, a dispensa de registro ndo exime a empresa de cumprir 0s
requisitos de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e controle de qualidade
estabelecidos pelos respectivos regulamentos técnicos (ANVISA, 2010b).

As sancgdes por infragdes a legislagao sanitaria federal adotadas pela ANVISA
estao previstas na Lei 6437/77. As infracbes sanitarias serdo punidas, alternativa ou
cumulativamente, com as penalidades de: adverténcia, multa, apreensao de produto,
inutilizacdo de produto, interdicao de produto, suspensio de vendas, cancelamento
do registro, proibicao de propaganda, dentre outras (BRASIL, 1977).

N&o obstante a divergéncia de conceitos e legislagcdes entre paises, 0 mercado
mundial de suplementos nutricionais vem sendo impulsionado principalmente pelo
aumento da conscientizacdo da populacdo aos cuidados da saude com foco na
prevencdo de doencas e aos beneficios do estilo de vida mais saudavel, e pelo
aumento da disponibilidade de produtos voltados para a suplementagcédo alimentar
(CARVALHO-SILVA et al., 2012).

De acordo com o estudo publicado pela Zion Market Research, os suplementos
nutricionais sao classificados dependendo da finalidade de uso como: suplemento
adicional, suplemento medicinal e suplemento para nutricdo esportiva. Os
suplementos com a finalidade adicional foram os mais consumidos pela populagéo
mundial no ultimo ano; entretanto os produtos com a finalidade de nutricao esportiva
foram os suplementos que apresentaram o maior aumento no consumo. Esse
aumento na procura por suplementacao entre atletas deve-se ao aumento no numero
de centros fitness e clubes esportivos com foco na saude (ZION MARKET
RESEARCH, 2017).

Durante o ultimo ano, os Estados Unidos registraram um aumento de 5% no
consumo de vitaminas e suplementos nutricionais, atingindo aproximadamente US$
28 bilhdes em vendas (EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2016).

O crescimento no mercado mundial de suplementos nutricionais tem
impulsionado o debate a respeito da pureza dos produtos comercializados, dos

beneficios e da eficacia dos suplementos nutricionais a saude humana. Apesar disso,
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para 0s proximos anos, € esperado um crescimento de 3% ao ano no consumo
mundial de suplementos nutricionais, com previsdo de alcancar US$ 32 bilhdes em
vendas em 2021 (EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2016).

No Brasil, a crise econdmica de 2015 e 2016 teve um impacto negativo sobre
o mercado de vitaminas e suplementos nutricionais. Apesar disso, espera-se uma taxa
de crescimento anual equiparavel ao aumento do consumo mundial, atingindo vendas
de R$ 5,5 bilhdes em 2021 (EUROMONITOR INTERNATIONAL, 2016).

O crescente mercado de suplementos nutricionais esta associado ao aumento
no seu consumo, o qual é observado tanto entre atletas profissionais como atletas
recreacionais (WIENS et al., 2014; DIETZ et al., 2014; SALGADO et al., 2014). Isso
se deve a percepg¢ao de consumidores de que suplementos estdo associados a
diversos beneficios a saude, tais como suplementagcdo nutricional quando ha
deficiéncias preexistentes, melhora na fungao do sistema imune e na resisténcia a
doengas, fornecimento de energia aos musculos, crescimento e reparagdo muscular,
dentre outros (MAUGHAN, 2002). A decisdo de consumir suplementos nutricionais,
além de racional, pode ser influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos, tais
como idade, sexo, conhecimento do atleta sobre a suplementacéo, tipo de esporte,
treinamento, duracdo da atividade esportiva, nivel de desempenho, patrocinadores,
entre outros (DE SILVA et al., 2010; DIEHL et al., 2012; GIANNOPOULOU et al., 2013;
KIM et al., 2011).

Por outro lado, consumo de suplementos sem prescricdo de nutricionista ou
médico tém sido recorrente entre atletas recreativos; esta € uma pratica bastante
difundida ndo apenas no Brasil, mas também em outros paises, vista como uma
solucédo imediata que pode trazer consequéncias mais graves. Os motivos da auto-
administracdo sao frequentemente associados a estética, aparéncia ou falta de
conhecimento (SILVA e MARINS., 2013; LOCQUET et al., 2016).

No Brasil, os dados sobre o consumo de suplementos nutricionais sao
escassos. Os estudos disponiveis atualmente avaliam um pequeno numero de
individuos e regides especificas.

Estudos realizados no estado de Minas Gerais (Belo Horizonte, Alfenas e
Vigosa) mostraram que o consumo de suplementos vem aumentando entre
frequentadores de academias, passando de 40% em 2010 para 74% em 2013.
Mostrou ainda que os homens sdo os maiores adeptos da suplementacio nutricional

e que os produtos mais consumidos foram suplementos a base de proteinas, creatina
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e aminoacidos (GOSTON e CORREIA., 2010; CARVALHO-SILVA et al., 2012; SILVA
e MARINS., 2013).

Embora os dados sobre o consumo de suplementos nutricionais sejam poucos,
um problema potencial relacionado € o risco de adulteracéo, é garantir que os roétulos
apresentam informacdes fidedignas a respeito da composi¢cédo do produto.

Os suplementos podem ser adulterados involuntariamente devido a
contaminacg&o cruzada, ou intencionalmente com ativos farmacéuticos para garantir
ou melhorar os resultados do produto. As substancias relatadas como as mais
utilizadas em adulteracdo de suplementos nutricionais com indicacdo para perda de
peso, estimulo das capacidades intelectuais, aumento do desempenho fisico e/ou
estimulo sexual s&o estimulantes, anoréxicos, esteroides e inibidores das
fosfodiesterase-5 (NEVES e CALDAS, 2015).

Dessa maneira, a adulteracdo de produtos voltados para a suplementacéo
alimentar vem sendo reconhecida como um problema de saude publica em todo o
mundo (DE CARVALHO et al.,, 2012; MOREIRA et al., 2013; KIM et al., 2014;
STRANO-ROSSI et al., 2015; VIANA et al., 2016; NEVES e CALDAS., 2017 a,b).

Kim et al. (2014) analisaram 188 produtos comercializados na Coreia do Sul
entre 2009 e 2012; em 33% das amostras avaliadas foi observada a adulteragao da
formulagdo com sibutramina, fluoxetina, efedrina e/ou pseudoefedrina. Na Holanda,
Noortje et al. (2014) encontraram sibutramina e seus derivados (i.e., desmetil-
sibutramina, didesmetil-sibutramina), fenolftaleina e sildenafila em 42% das amostras
investigadas (n=50). Esses mesmos adulterantes (sibutramina e seus derivados e
fenolftaleina) e furosemida foram encontrados em 27% das 447 formulagdes
analisadas por Zeng et al. (2016), na Singapura. Em todos os estudos citados, a
sibutramina foi a substancia que apresentou maior frequéncia de deteccéo.

No Brasil, a disponibilidade de dados sobre a adulteracao de suplementos
nutricionais € escassa. Entretanto, os dados disponiveis vém mostrando que a
adulteragao de suplementos nutricionais também é uma pratica no pais, inclusive em
produtos a base de ervas e fitoterapicos. De acordo com o estudo conduzido por
pesquisadores da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) em suplementos a
base de ervas coletados em nove estados brasileiros, em aproximadamente 4%
(n=106) foi detectada a presenca de femproporex ou sibutramina (DE CARVALHO et
al., 2012). A investigacao de diuréticos e laxativos em 26 suplementos fitoterapicos

comercializados em diferentes regides do Brasil mostrou que mais de 10% (n=3)
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continham a hidroclorotiazida, substancia que tem baixa incidéncia de efeitos
colaterais, mas esta associada a varias complicagdes metabdlicas quando
administrada em altas doses (MOREIRA et al., 2013). Pesquisas recentes realizadas
na UFSM e USP (Universidade de Sao Paulo) vém avaliando a composi¢cao de
suplementos nutricionais indicados para perda de peso, reducédo do apetite, queima
de gordura e aceleragdo do metabolismo. Viana et al. (2016) encontraram
estimulantes (cafeina, sinefrina, hordenina, octopamina, tiramina, efedrina e salicina)
em 52% das amostras analisadas (n=46), enquanto Santos et al. (2016) nao

detectaram anfetaminas e seus derivados nas 7 amostras avaliadas.

2.2. Estimulantes e/ou anorexigenos como adulterantes em suplementos

nutricionais

O consumo de substancias estimulantes como forma de aumentar a atencgao e
o desempenho teve inicio durante a Segunda Guerra Mundial, quando soldados e
trabalhadores envolvidos na guerra passaram a consumi-las com o propoésito de
manter o estado de alerta. Recentemente, o uso dessas substancias alcangou a area
esportiva como recurso ergogénico, utilizado com o objetivo de melhorar o
desempenho esportivo e a recuperagao apos o exercicio (KARCH, 1997).

A classe dos estimulantes foi uma das primeiras classes de adulterantes de
suplementos a ser proibida pelas federagdes esportivas internacionais. A introdugao
de procedimentos de teste de drogas para anfetaminas e outras aminas
simpaticomiméticas proporcionaram uma reducdo no consumo indiscriminado de
estimulantes, porém ndo o eliminou completamente (KARCH, 1997). Segundo a
WADA, os atletas podem ter estimulantes em seu corpo por um dos motivos principais:
consumo inadvertido por produto adulterado, consumo deliberado como pratica
recreativa e consumo para melhorar o desempenho (WADA, 2015).

Resultados positivos em exame antidoping também tém sido associados ao
consumo de suplementos nutricionais adulterados (CHANG et al., 2017; SOLHEIM et
al.,, 2017). Aléem dos danos morais que um exame de doping positivo pode
proporcionar aos atletas, o consumo de substancias estimulantes de maneira indevida
e inconsciente pode trazer graves problemas a saude dos consumidores.

Atualmente, substancias estimulantes do sistema nervoso central como

cafeina, efedrina, pseudoefedrina e 4-metilhexan-2-amina (DMAA) e anorexigenos
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utilizados com a finalidade de inibir o apetite como femproporex, anfepramona,
sibutramina, fenilpropanolamina, fenfluramina e fentermina, tém sido comumente
adicionadas aos suplementos nutricionais. A seguir um breve resumo de cada uma
das substancias e suas estruturas quimicas conforme apresentado nas Figuras 1 até
10.

2.2.1. Cafeina

A cafeina € uma metilxantina estimulante do sistema nervoso central (SNC) que
aumenta a sensibilidade do centro respiratério medular ao diéxido de carbono e
melhora a contragdo do musculo esquelético (contratilidade diafragmatica) (LEIKIN,
2007). Tém agao antagonista dos receptores de adenosina, aumenta os niveis de 3-
5-AMP (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) por meio da inibicdo da fosfodiesterase
(LEIKIN, 2007). No organismo, é rapidamente absorvida apos a administragcéo oral,
apresentando biodisponibilidade de aproximadamente 100% e €& amplamente
distribuida, atravessando a placenta, entrando no SNC e a saliva e é biotransformada
por meio de reacdes de N-desmetilagdo, acetilacdo e oxidacédo de derivados de acido
urico. Aproximadamente 85% de uma dose é excretada na urina em 48 horas
(MOFFAT et al, 2011).

Diferentes reacbes adversas envolvendo o SNC, cardiovascular,
gastroinstestinal e ocular estdo associadas ao consumo de cafeina. Dentre os
principais sinais e sintomas encontra-se: insénia, agitagdo, palpitagdes, arritmia,
gastrite e miose (LEIKIN, 2007). Casos toxicolégicos tém sido conhecidos, como foi o
acontecimento de overdose fatal em um homem de 39 anos de idade nos Estados
Unidos, resultante da ingestdo intencional de aproximadamente 12g de cafeina
(JABBAR e HANLY., 2013).

De acordo com a ANVISA, no artigo 11 da resolugdo - RDC N° 18/2010 que
dispbe sobre alimentos para atletas, os suplementos de cafeina devem atender ao
seguinte requisito: o produto deve fornecer entre 210 e 420 mg de cafeina na porgéo
(ANVISA, 2010a). A WADA incluiu a cafeina no programa de monitoramento para
detectar padrdes de uso indevido no esporte (WADA, 2015).
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Figura 1. Estrutura quimica da cafeina
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Propriedades fisico-quimicas da cafeina: Cristais brancos e sedosos, ou pé
cristalino branco. Quando cristalizado a partir da agua, a cafeina contém 1 molécula
de agua de cristalizagdo, mas € anidra quando cristalizado a partir de etanol,
cloroférmio ou éter. E decomposta por solucdes fortes de alcalis causticos. Livremente
soluvel em pirrole, em tetrahidrofurano contendo aprox. 4% de &gua, soluvel em
acetato de etilo, soluvel 1 em 46 de agua, 1 em 5,5 de agua a 80°, 1 em 1,5 de agua
fervente, 1 em 66 de alcool, 1 em 22 de alcool a 60°, 1 em 50 de acetona, 1 em 5,5
de cloroférmio, 1 em 530 de éter, 1 em 100 de benzeno, ligeiramente soluvel em éter
de petréleo. pKa 10,4 (40°C), 14,0 (25°C). Log P (octanol/agua), -0,07 (MOFFAT et al,
2011).

2.2.2. Femproporex

O femproporex € um agente simpaticomimético que se liga aos receptores
adrenérgicos e mimetiza os efeitos das catecolaminas noradrenalina e adrenalina
(SWEETMAN, 2009). Apds ingestao oral é biotransformado levando a produgéo de
anfetamina. Sua eliminag&o ocorre por via renal (LEIKIN, 2007).

Reacbes adversas no sistema nervoso central, cardiovascular e gastrointestinal
tém sido associadas ao consumo de femproporex, tais como, ansiedade, dor de
cabeca, disturbios do sono, palpitagdes, taquicardia e xerostomia (LEIKIN, 2007).

De acordo com Anvisa, a resolugdo - RDC N° 87/2016 que dispde sobre a
atualizagdo do Anexo | (Listas de Substancias Entorpecentes, Psicotrépicas,
Precursoras e Outras sob Controle Especial) da Portaria SVS/MS N° 344, de 12 de
maio de 1998. Femproporex esta incluida na Lista - B2 (Lista das substancias
psicotropicas anorexigenas) (ANVISA, 2016). A Agéncia Mundial Antidopagem inclui
femproporex na lista de substancias proibidas (WADA, 2015).
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Figura 2. Estrutura quimica do femproporex
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Propriedades fisico-quimicas do femproporex: Log P (octanol/agua), 1.7
(MOFFAT et al, 2011).

2.2.3. Anfepramona (Dietilpropiona)

A reducdo do apetite parece ser secundaria aos efeitos do SNC,
especificamente a estimulagdo do hipotalamo para liberar catecolaminas (LEIKIN,
2007).

A anfepramona tem efeitos neurais semelhantes as anfetaminas, melhora a
liberacdo de norepinefrina e dopamina, e inibe a recaptagdo desses
neurotransmissores (DA SILVA e CORDELLINI, 2003; SAMANIN e GARATTINI,
1993). As propriedades anoréxicas da anfepramona parecem estar relacionadas a
dopamina e norepinefrina (SAMANIN e GARATTINI, 1993).

A perda de peso pode estar associada ao aumento da atividade fisica e aos
efeitos metabdlicos (inibicdo da lipogénese e aumento da lipdlise) (LEIKIN, 2007). No
organismo, a anfepramona é facilmente absorvida apés administragdo oral. E
metabolizada por N-desalquilacdo, redugdao, desaminagcdao e N-hidroxilacdo
principalmente para metabdlitos ativos. Cerca de 80 a 90% de uma dose € excretada
na urina (MOFFAT et al, 2011). Diferentes reacdes adversas envolvendo o sistema
cardiovascular, SNC, gastrointestinal, ocular e renal estdo associadas ao consumo de
anfepramona. Dentre os principais sinais e sintomas encontra-se: hipertensao,
taquicardia, arritmias, euforia, insénia, psicose, alucinacbes auditivas, paranoia,
nauseas, vémitos, caibras abdominais, gosto metalico, visdo turva, midriase, poliuria
(LEIKIN, 2007).

De acordo com ANVISA, a resolugéo - RDC N° 87/2016, inclui anfepramona na
Lista - B2 (Lista das substancias psicotropicas anorexigenas) (ANVISA, 2016). A
Agéncia Mundial Antidopagem inclui anfepramona na lista de substancias proibidas
(WADA, 2015).
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Figura 3. Estrutura quimica da anfepramona
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Propriedades fisico-quimicas da anfepramona: P6 branco, fino e cristalino.
Soluvel 1 em 0,5 de agua, 1 em 3 de etanol e 1 em 3 de cloroférmio. Praticamente
insoluvel em éter. Log P (octanol/agua), 3.04 (MOFFAT et al, 2011).

2.2.4. Fenfluramina

Em nivel molecular, a fenfluramina aumenta o conteido de receptores 5-HT,
estimulando a liberagdo sinaptica de serotonina e bloqueando sua reabsor¢do em
terminais pré-sinapticos, atuando como depressor do apetite (XU et al, 2010). No
organismo, ap6s administracdo oral, a fenfluramina é absorvida faciimente e
acumulada nos tecidos. A taxa de eliminagao ¢ influenciada pelo pH e fluxo urinario.
Até 5% de uma dose é eliminada nas fezes como fenfluramina e norfenfluramina
(MOFFAT et al, 2011). Reagdes adversas como grave toxicidade cardiovascular e
hipertensdo pulmonar estdo associadas ao consumo de fenfluramina (SWEETMAN,
20009).

De acordo com Anvisa, a resolugcao - RDC N° 87/2016, inclui fenfluramina na
Lista - F4 (Outras substancias), considerada substancia precursora da
fenilpropanolamina (ANVISA, 2016). A Agéncia Mundial Antidopagem inclui

fenfluramina na lista de substancias proibidas (WADA, 2015).

Figura 4. Estrutura quimica da fenfluramina
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Propriedades fisico-quimicas da fenfluramina: Praticamente insoluvel em agua,
soluvel em cloroférmio. pKa 9.1 (25°C). Log P (octanol/agua), 3.4 (MOFFAT et al,
2011).

2.2.5. Sibutramina

A sibutramina age inibindo seletivamente a recaptagcdo pré-sinaptica de
neurotransmissores monoaminérgicos do SNC como serotonina, noradrenalina e em
menor medida dopamina, refor¢ando as a¢des de supressao do apetite (SWEETMAN,
2009). No organismo, a sibutramina & bem absorvida pelo trato gastrointestinal e sofre
extenso metabolismo hepatico de primeira passagem, mediado principalmente pela
isoenzima CYP3A4 do citocromo P450. A ligacao proteica € de 97%, sua eliminagao
é principalmente na urina e em parte através das fezes (SWEETMAN, 2009).

Reagdes adversas no sistema cardiovascular, SNC e ocular tém sido
associadas ao consumo de sibutramina, tais como, aumento clinicamente significativo
da frequéncia cardiaca e pressao arterial, dor de cabecga, insbnia e midriase
(SWEETMAN, 2009). A alta frequéncia de consumo de sibutramina e os efeitos ndo
desejados, tém sido motivo de pesquisa. No Canada foi realizado um estudo para
determinagdo de sibutramina em suplementos nutricionais, baseado nas multiplas
alertas regulamentarias associado com riscos a saude (ABE et al., 2015).

De acordo com Anvisa, a resolugdo — RDC N° 87/2016, inclui sibutramina na
Lista - B2 (Lista das substancias psicotropicas anorexigenas) (ANVISA, 2016). A
Agéncia Mundial Antidopagem inclui sibutramina na lista de substancias proibidas
(WADA, 2015).

Figura 5. Estrutura quimica da sibutramina

c N

Propriedades fisico-quimicas da sibutramina: Soluvel em agua (2,9 mg/mL em
pH 5.2). Log P (octanol/agua), 5.2 (PUBCHEM, NIH).
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2.2.6. Fentermina

A fentermina estimula o hipotalamo diminuindo o apetite (LEIKIN, 2007). A
anorexia induzida pela fentermina, parece ser o resultado da sua capacidade de
aumentar a liberagao de noradrenalina e/ou dopamina dos terminais nervosos e inibir
a sua recaptacao (SAMANIN e GARATTINI, 1993).

No organismo, é facilmente absorvida apés administragcéo oral. Cerca de 70 a
80% da dose € excretada na urina (MOFFAT et al, 2011). Diferentes rea¢des adversas
no sistema cardiovascular, SNC, gastrointestinal, hematolégico, neuromuscular e
esquelético, ocular e renal estdo associadas ao consumo de fentermina, tais como,
hipertensdo, taquicardia, euforia, insbnia, confusdo, depressdo do SNC, paranoia,
célicas abdominais, discrasias sanguineas, tremores, mialgia, visao turva, midriase e
polidria (LEIKIN, 2007).

De acordo com Anvisa, a resolugdo - RDC N° 87/2016, inclui fentermina na
Lista - B2 (Lista das substancias psicotropicas anorexigenas) (ANVISA, 2016). A
Agéncia Mundial Antidopagem inclui fentermina na lista de substancias proibidas
(WADA, 2015).

Figura 6. Estrutura quimica da fentermina
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Propriedades fisico-quimicas da fentermina: Liquido oleoso incolor.
Ligeiramente soluvel em agua, soluvel em etanol, cloroférmio e éter. pKa 10.1. Log P
(octanol/agua), 1,9 (MOFFAT et al, 2011).

2.2.7. Efedrina

Ativacao nao seletiva de receptores adrenérgicos 1 é o mecanismo de agao
da efedrina (KLAASSEN, 2011). No organismo, & rapidamente absorvida apds
administracdo oral. E metabolizada por N-desmetilagdo para norefedrina
(fenilpropanolamina) e por desaminacdo oxidativa seguida de conjugacdo. E

acumulada no figado, pulmdes, rins, bago e cérebro. Aproximadamente 90% de uma
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dose é excretada na urina (MOFFAT et al, 2011). Diferentes reacbes adversas
envolvendo o sistema cardiovascular, SNC, gastrointestinal e neuromusculares estao
associadas ao consumo de efedrina, tais como, taquicardia, hipertenséao,
cardiomiopatia, cardiomegalia, efeitos estimulantes do SNC, ansiedade, psicose,
paranoia, excitacdo, insbnia, alucina¢cdes auditivas e visuais, hiperatividade, anorexia,
tremores e fraqueza (LEIKIN, 2007). Tém sido conhecidos casos toxicologicos
associados ao consumo de efedrina. Na Inglaterra, um homem de 36 anos que
consumiu suplemento contendo efedrina, apresentou pontuacgao reduzida de escala
de coma de Glasgow, taquicardia, agitagao, hipoxemia e sudorese profusa durante a
execugao de uma meia maratona (RHIDIAN, 2011).

De acordo com Anvisa, a resolugdo — RDC N° 87/2016, inclui efedrina na Lista
- D1 (Lista de substancias precursoras de entorpecentes e/ou psicotropicas) (ANVISA,
2016). A Agéncia Mundial Antidopagem inclui efedrina na lista de substancias
proibidas (WADA, 2015).

Figura 7. Estrutura quimica da efedrina
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Propriedades fisico-quimicas da efedrina: Alcaloide obtido de espécies de
Ephedra spp, ou preparado sinteticamente. Cristais incolores, p6 cristalino branco ou
granulos que sao descompostos na exposi¢ao a luz. Soluvel 1 em 20 de agua e 1 em
<1 de etanol, soluvel em cloroférmio com turbidez devido a separagao de agua, soluvel
em éter (MOFFAT et al, 2011).

2.2.8. Pseudoefedrina

A pseudoefedrina estimula diretamente os receptores a-adrenérgicos da
mucosa respiratoria causando vasoconstricdo e os receptores B-adrenérgicos que
causam relaxamento brénquico, aumentando a frequéncia cardiaca e contratilidade

(LEIKIN, 2007). No organismo, a pseudoefedrina é rapida e completamente absorvida
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apos administracdo oral. Dependendo do pH, aproximadamente 90% da dose é
excretada na urina (MOFFAT et al, 2011). Reagdes adversas envolvendo o sistema
cardiovascular, SNC, gastrintestinal e neuromuscular tém sido associadas ao
consumo de pseudoefedrina. Os principais sinais e sintomas sao: taquicardia,
arritmias cardiacas, miocardica, angina, excitagdo, tonturas, insénia, cefaleia,
sonoléncia, psicose, paranoia, convulsdes, nausea, vémito, colite isquémica e
tremores (LEIKIN, 2007).

De acordo com Anvisa, a resolugdo RDC N° 87/2016, inclui pseudoefedrina na
Lista - D1 (Lista de substancias precursoras de entorpecentes e/ou psicotrdpicas)
(ANVISA, 2016). A Agéncia Mundial Antidopagem inclui pseudoefedrina na lista de
substéancias proibidas (WADA, 2015).

Figura 8. Estrutura quimica da pseudoefedrina
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Propriedades fisico-quimicas da pseudoefedrina: Alcalbéide obtido de Ephedra
spp. E um estereoisdémero de efedrina. Fracamente solivel em agua, livremente
soluvel em etanol e éter. pKa 9.8. Log P (octanol/agua), 0,9 (MOFFAT et al, 2011).

2.2.9. Fenilpropanolamina

A fenilpropanolamina libera epinefrina dos tecidos e assim produz uma
estimulagdo a e B adrenérgica, causando vasoconstricdo e branqueamento da
mucosa nasal. No entanto, atua como depressor do apetite (LEIKIN, 2007). No
organismo, €& absorvida apos administracdo oral. Mais de 90% de uma dose é
excretada na urina. A fenilpropanolamina é produto de biotransformagdo da
anfetamina, dietilpropiona e efedrina (MOFFAT et al, 2011). Varias reacdes adversas
no sistema cardiovascular, SNC, urinario e ocular tém sido associadas ao consumo
de fenilpropanolamina, tais como, palpitacbes, bradicardia reflexa, arritmias
cardiacas, dor toracica, hipertensdo, angina, ansiedade, psicose, cefaleia, insénia,

paranoia, incontinéncia urinaria e midriase (LEIKIN, 2007).
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De acordo com Anvisa, a resolugdo - RDC N° 87/2016, inclui
fenilpropanolamina na Lista - F3 (Lista de substancias precursoras) (ANVISA, 2016).
A Agéncia Mundial Antidopagem inclui fenilpropanolamina no programa de

monitoramento para detectar padrées de uso indevido no esporte (WADA, 2015).

Figura 9. Estrutura quimica da fenilpropanolamina

OH

Propriedades fisico-quimicas da fenilpropanolamina: pKa 9.4 (20°C). Log P
(octanol/agua), 0.7 (MOFFAT et al, 2011).

2.2.10. 4-Metil-hexan-2-amina (DMAA)

A DMAA é uma amina simpaticomimética indireta com efeito estimulante
(KARNATOVSKAIA et al., 2015). Diversas reagdes adversas tém sido associadas ao
consumo de DMAA, tais como, hipertensdo, falta de ar, convulsdes, derrames,
hemorragia cerebral, disturbios psiquiatricos, ataques cardiacos, cardiomiopatia,
arritmias e morte (KARNATOVSKAIA et al., 2015). Casos toxicoldgicos que envolvem
6bito tém sido conhecidos, como por exemplo, a corredora Claire Squires, morreu
durante maratona em Londres apds consumo de suplemento contendo DMAA. A
pesar de ser banido para venda no Reino Unido, o suplemento conhecido como Jack
3D continuou disponivel legalmente através de sites no exterior (ARCHER et al.,
2014). Nos Estados Unidos foi conhecido outro caso de um jovem de 21 anos que
tomou um suplemento proteico contendo DMAA e sofreu uma parada cardiaca
(KARNATOVSKAIA et al., 2015).

De acordo com Anvisa, a resolucdo - RDC N° 87/2016, inclui DMAA na Lista -
F2 (Lista de substancias psicotrépicas) (ANVISA, 2016). A Agéncia Mundial
Antidopagem inclui DMAA na lista de substancias proibidas (WADA, 2015).
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Figura 10. Estrutura quimica da 4-metil-hexan-2-amina (DMAA)
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Propriedades fisico-quimicas da DMAA: Liquido com odor de amina.
Ligeiramente soluvel em agua, muito soluvel em etanol, éter, cloroférmio e acido
diluido. log Kow = 2.16 (PUBCHEM, NIH).

2.3. Determinagao de estimulantes e/ou anorexigenos em suplementos

nutricionais
2.3.1. Técnicas analiticas

Estudos que abordam o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinagao de adulterantes em amostras de suplementos nutricionais citam o uso
de técnicas menos comuns como cromatografia em camada delgada (TLC), técnica
que foi desenvolvida para a determinagcao e quantificagdo rapida de cloridrato de
sibutramina (Phattanawasin et al., 2012). A eletroforese capilar acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CE-MS/MS), definida como uma técnica de
separacao baseada na diferenca de migragcao de compostos iénicos ou ionizaveis na
presenca de um campo elétrico, foi aplicada na determinacédo de anfetamina e seus
derivados em suplementos nutricionais (SANTOS et al., 2016).

Trabalhos recentes relatam o emprego de cromatografia liquida como uma das
técnicas mais utilizadas para determinacao de estimulantes, anorexigenos e inibidores
das fosfodiesterase-5 (IPDE-5). Para o desenvolvimento destas pesquisas foram
utilizados varios detectores, tais como, detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD),
espectrometria de massas (LC-MS) e espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS) (VIANA et al., 2016; STRANO-ROSSI et al., 2015; CHOI et al., 2015; ZENG
et al., 2016. A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (UHPLC-MS/MS) também foi utilizada na analise de estimulantes,

anorexigenos, ansioliticos, antidepressivos e laxativos (PAIGA et al., 2017).
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A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS), foi utilizada na determinacdo da cafeina e identificagdo de substancias nao
declaradas em suplementos nutricionais como fenolftaleina, anfepramona e
femproporex (NEVES e CALDAS., 2017 a) e na detecgao de efedrina e cafeina em
suplemento nutricional a base de ervas (UEKUSA et al., 2009).

A cromatografia gasosa com detector de nitrogénio-fosforo (GC-NPD) é uma
técnica utilizada para analisar substancias que contem nitrogénio ou fésforo nas suas
estruturas quimicas. Esta técnica tém sido utilizada principalmente em analises
ambientais e agroalimentares. Nao ha antecedentes do uso desta em anadlises de
adulterantes em suplementos nutricionais, porém estudos demonstram a identificacao
e detecgao de estimulantes em outro tipo de matrizes (LAPACHINSKE et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2005).

2.3.2. Técnicas de preparo de amostra

Metanol ou misturas de metanol/agua tém sido predominantemente utilizados
como solventes para solubilizacdo/extracdo de analitos em determinagcbes de
adulterantes em suplementos nutricionais (LEE et al., 2013; VAYSSE et al., 2012;
MOREIRA et al., 2013).

Esta técnica de preparo de amostra € simples, no entanto requer um grande
volume de solvente. Viana et al. (2016) e Moreira et al. (2013) relataram o uso de 25
mL de metanol, como método de preparo de amostras na determinacdo de

estimulantes em suplementos nutricionais.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo é o desenvolvimento de método analitico empregando
cromatografia gasosa com detector de nitrogénio fosforo (GC-NPD) para
determinagdo das substancias estimulantes e/ou anorexigenos 4-metil-hexan-2-
amina, cafeina, anfepramona, femproporex, fenfluramina, fentermina, sibutramina,
efedrina, pseudoefedrina e fenilpropanolamina em amostras de suplementos e aplicar
0 método de preparo de amostra desenvolvido em amostras de suplementos

nutricionais adquiridos no estado de Sao Paulo.



MATERIAL E
METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Equipamentos e acessoérios

Equipamento de cromatografia em fase gasosa modelo 6890, equipado com
detector de nitrogénio-fosforo e injetor automatico 7683, Agilent Technologies
(Califérnia, EUA) com coluna capilar de silica fundida HP Ultra-2 (25 m x 0.2
mm x 0.33 um). Equipamento operado pelo GC Chemstation, programa

responsavel pela integragao e processamento dos cromatogramas;

Equipamento de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) série Nexera
X2 Shimadzu (Téquio, Japdo), equipado com duas bombas em modo binario
(LC-30AD), um forno para coluna (CTO-30A), um injetor automatico (SIL-
30AC), controlados por um moédulo de comunicagao (CBM-20A) e pelo software
Labsolutions 5.85 (Shimadzu, Japao). O sistema € integrado a um
espectrémetro de massas triplo quadrupolo modelo LC-MS 8060 (Shimadzu,

Japao) disponibilizado pela empresa Shimadzu do Brasil;

Modulo de Aquecimento, DIGI-BLOCK ® Digital Block Heater, Laboratory
Devices, INC., USA, BOX 6402, HOLLISTON, MA 01746-6402, USA,;

Vortex-Genie ® 2 modelo G560, Scientific Industries, INC., USA;

Ultrassom Cristofoli Equipamentos de Biosseguranga LTDA;

Centrifuga 5702, Eppendorf (8 x 15 ml Swing-bucket rotor (A-8-17)).

4.1.2. Reagentes e padroes

O metanol utilizado como solvente foi obtido da Merck (Darmstadt, Alemanha);
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e O agente derivatizante, anidrido trifluoroacético (ATFA) foi adquirido da Sigma
- Aldrich (Milwaukee, USA);

e Os padrdes de referéncia analiticos dos estimulantes (cafeina, femproporex,
anfepramona, fenfluramina, sibutramina, fentermina, efedrina,
fenilpropanolamina, pseudoefedrina, 4-metil-hexan-2-amina e difenilamina
(DFA) como padrao interno (PI) foram obtidos da Cerilliant Corporation (Round
Rock, Texas, EUA), na forma de solugdo em metanol na concentragao de 1
mg.mL-". O padrao de sinefrina foi obtido da Sigma — Aldrich (Milwaukee, USA).
Solugdes de trabalho (concentragdes) foram preparadas a partir da diluicao dos

padrées analiticos, utilizando o mesmo solvente de origem (metanol).

4.1.3. Amostras

Cento e vinte cinco amostras de suplementos alimentares dentre eles, 21
aminoacidos, 12 carboidratos, 62 proteinas do leite, 1 proteina da albumina, 3
termogénicos, 12 creatinas, 2 derivados da carne e 12 multivitaminicos foram
coletadas de diferentes lojas da cidade de Sao Paulo entre fevereiro de 2015 e margo
de 2017. O material coletado foi armazenado a temperatura ambiente no laboratério
de Analises Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Sao Paulo (USP).

4.2. Métodos

4.2.1. Solubilizagao/extragao com metanol

O método foi baseado na analise qualitativa de adulterantes em suplementos
para emagrecimento (DUNN et al., 2012).

Foram pesados 50 mg de suplemento de proteina isento dos analitos de
interesse em um tubo de centrifuga e posteriormente foram adicionados 500 uL de
metanol. A essa solucao acrescentou-se 50 uL de solucao de padrdes incluindo Pl em
uma concentragdo de 1 ug.uL". A solucao foi agitada em vortex por 1 minuto, mantida

em banho de ultrassom por 30 minutos e, em seguida, centrifugada a 1756 G por 5
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minutos (3500 rpm). Uma aliquota de 50 pL de sobrenadante foi transferida para um

insert e posteriormente, foi injetado 1uL da solugao final no equipamento GC-NPD.

4.2.2. Preparagcao de amostra para separagao dos isdmeros efedrina e

pseudoefedrina

Os ensaios para separagcdo da efedrina e pseudoefedrina utilizando
procedimento de derivatizagao foram realizados com base no método de Rodrigues
et al. (2005). Uma aliquota de 500 mg de amostra de suplemento foi pesada em um
tubo de centrifuga e posteriormente foram adicionados 5mL de metanol. A solugao foi
agitada em vortex durante 1 minuto, ao banho de ultrassom durante 30 minutos e a
centrifugacado a 1756 G durante 5 minutos (3500 rpm). Uma aliquota de 20puL foi
transferida para um tubo de derivagao e adicionaram-se 10 pL de difenilamina (PI) na
concentragdo 0,5 ug.uL-' e 70uL de metanol, obtendo um volume final de 100uL. O
solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio a temperatura ambiente e o residuo
resultante foi submetido a reacdo de derivagdo adicionando-se 50 yL de anidrido
trifluoroacético (ATFA) e 50 uL de acetato de etila, a 70°C por 15 minutos. Apds a
derivacao, o excesso de reagente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio e o extrato
obtido foi redissolvido em 50 uL de acetato de etila. Apés uma hora de repouso, 1 uL
foi injetado no GC-NPD.

4.2.3. Condi¢oes cromatograficas

As seguintes condi¢des cromatograficas foram aplicadas para a separagao das
substancias de interesse. O volume de injecéo foi 1 pL realizado em modo splitless.
Para a corrida cromatografica foi utilizado nitrogénio ultrapuro como gas de arraste, a
uma vazao constante de 0,6 mL/min; a temperatura do injetor foi mantida a 270°C e a
temperatura do detector a 280°C. Para a separagdao cromatografica dos analitos,
utilizou-se uma programacgao de eluicdo, na qual se variou a temperatura do forno:
120°C (3 min), 10°C/min até 180°C (10 min), 40°C/min até 280°C (2 min). Tempo total
de corrida: 23,50 minutos.
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4.2.4. Otimizagdao do método

4.2.4.1. Otimizagao de parametros gerais

Foi realizado um estudo de otimizagdo do método de preparo de amostra. Uma
aliquota de 500 mg de amostra de suplemento foi pesada em um tubo de centrifuga,
posteriormente foram adicionados 5mL de metanol e foram avaliados os seguintes

parametros:

e Uso de agitador automatico (sem agitacéo ou utilizando 1 minuto de agitagao);

e Banho de ultrassom (8, 15 e 32 minutos);

e Centrifugacado (1290 G durante 5 minutos (3000 rpm) e 2294 G durante 10
minutos (4000 rpm)).

Uma aliquota de 10uL do sobrenadante da solucao resultante foi transferida
para um insert, e adicionou-se 10uL de difenilamina (PIl) na concentragdo 0,5 ug.uL"
e 80uL de metanol, obtendo um volume final de 100uL. Posteriormente foi injetado

1uL da solugao final no equipamento GC-NPD.

4.2.4.2. Definicao da quantidade representativa de suplemento e solvente

Foram realizados ensaios para determinar a quantidade de suplemento e o
melhor solvente a ser utilizado. Empregou-se uma amostra de suplemento positiva
para cafeina e sibutramina de acordo com analise prévia. Foi comparada a resposta
analitica avaliando diferentes quantidades da amostra e solvente.

Foram pesados em tubo falcon 50, 500 e 1000 mg da amostra, as quais foram
dissolvidas em 500 pL, 5 mL e 10 mL de metanol, respectivamente. A essas solucdes
acrescentaram-se 25 uL de DFA (Pl) a 1 ug.uL'. As solugdes foram agitadas em
vortex durante 1 minuto, mantidas em banho de ultrassom por 6 minutos e, em
seguida, centrifugadas a 1756 G por 5 minutos (3500 rpm). 50 uL do sobrenadante
foram transferidos para um insert e posteriormente, foi injetado 1 yL das solugdes

finais no equipamento GC-NPD. Essas analises foram repetidas seis vezes para cada
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quantidade da amostra de suplemento e avaliou-se o coeficiente de variacédo (CV%)
obtido para cada massa de suplemento avaliada.

Apods definicdo da quantidade de suplemento a ser utilizada foram avaliados
metanol e etanol como solventes de extracdo. Foi comparada a resposta analitica
avaliando os dois solventes. Foram pesados em tubo falcon 500 mg de amostra e
foram dissolvidas em 5 mL de metanol e etanol. A essas solugdes acrescentaram-se
25 uL de DFA (Pl)a 1 ug.uL™". As solugdes foram agitadas em vortex durante 1 minuto,
mantidas em banho de ultrassom por 6 minutos e, em seguida, centrifugadas a 1756
G por 5 minutos (3500 rpm). 50 uL do sobrenadante foram transferidos para um insert
e posteriormente, foram injetados 1 pL das solugdes finais no equipamento GC-NPD.
Essas andlises foram repetidas seis vezes para cada quantidade da amostra de
suplemento e avaliou-se o coeficiente de variagdo (CV%) obtido para cada massa de

suplemento avaliada.

4.2.4.3. Incorporagao das substancias ativas no suplemento

Para verificar a solubilidade das substéncias de interesse durante o
procedimento de extracao, foi realizada a avaliagao da incorporagéo das substancias
estimulantes/anorexigenos no suplemento nutricional. Para este teste foi utilizado um
suplemento de proteina isento dos analitos de interesse ao qual foram adicionadas
quantidades conhecidas das substancias teste obtendo concentracdes finais de 0,4
ug.uL', 0,6 pg.uL' e 0,8 pg.uL' para anfepramona, sibutramina e cafeina
respectivamente, 2,4 ug.uL! para fenfluramina e fenilpropanolamina, e 2,04 pg.uL"
para femproporex e sinefrina.

A mistura da amostra com as substancias foi armazenada em temperatura
ambiente no Laboratério de Andlises Toxicologicas da USP. As analises foram
realizadas em 3 replicatas durante os tempos zero, 24 horas, 4 e 7 dias.

Uma aliquota de 500 mg de amostra de suplemento “fortificado” foi pesada em
um tubo falcon e posteriormente foram adicionados 5mL de metanol. A solugao foi
agitada em vortex durante 1 minuto, submetida ao banho de ultrassom durante 30
minutos e a centrifugagédo a 1756 G durante 5 minutos (3500 rpm). Uma aliquota de
10uL foi transferida para um insert e adicionaram-se 10uL de difenilamina (PI) e 80uL

de metanol, obtendo um volume final de 100uL.
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4.2.5. Validagao dos métodos analiticos

Apods desenvolvimento e otimizagdo, os métodos analiticos foram validados,
estabelecendo-se os valores de limite de deteccdo (LoD), limite de quantificacédo
(LoQ), seletividade, linearidade, precisao intra e interensaio, exatidao, recuperacao e
carryover dos analitos nas amostras de suplementos nutricionais. Os métodos foram
validados conforme diretrizes da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
para desenvolvimento de métodos analiticos em suplementos nutricionais (AOAC,
2013), da FDA para validagcdo de métodos bioanaliticos (FDA, 2001) e guia da
International Conference on Harmonisation (ICH) para validagdo de procedimentos
analiticos: Texto e metodologia Q2(R1) (ICH, 2005).

Duas validagcbes foram realizadas. Uma para as substidncias DMAA,
fentermina, fenfluramina, fenilpropanolamina, femproporex, anfepramona, sibutramina
e cafeina e outra utilizando procedimento de derivatizacdo para as substancias
isdmeros efedrina e pseudoefedrina.

Para definir os limites de deteccdo e a faixa de linearidade foi necessario
estabelecer o precedente das possiveis quantidades de adulterantes
(estimulantes/anorexigenos) que podem ser encontrados nos suplementos
nutricionais. Para definir a abordagem de cada substancia foi pesquisada a dose diaria
recomendada (DDR), dose capaz de produzir o efeito teérico desejado. Com base
nesse conceito, foram determinadas as porcentagens tedricas de cada analito
presentes em uma porgao real de suplemento (30 - 32 g) consumida por um usuario.
Por exemplo, se um suplemento é adulterado intencionalmente, uma porc¢éo de 30 a
32 g deveria ter 400 mg de cafeina (segundo a DDR) para produzir o efeito no
organismo. Considerando esses valores, foram calculadas as quantidades de cada
analito presentes em uma amostra de 500 mg de suplemento para finalmente calcular
a concentracao de cada estimulante apds a diluicdo da amostra em 5 mL de metanol,

como demostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Doses diarias recomendadas (DDR), mg tedrica de cada analito presente em uma
porcao real de suplemento (30 g), quantidades (mg) de cada analito presentes em uma
amostra de 500 mg e concentragédo de cada estimulante apés diluigdo da amostra em 5 mL

de metanol.
Analitos DDR mg/30gde mganalito Concentracao
(mg) suplemento em 500 mg final (ug/uL)
PEF 480 16,0 8,00 1,60
CAF 400 13,3 6,66 1,33
EFE 150 5,0 2,50 0,50
ANF 120 4,0 2,00 0,40
DMAA 75 2,5 1,25 0,25
FEN 60 2,0 1,00 0,20
FNF 60 2,0 1,00 0,20
FNP 60 2,0 1,00 0,20
FEM 50 1,6 0,83 0,17
SIB 15 0,5 0,25 0,05

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT - fentermina, FNF - fenfluramina, FNP -
fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM - femproporex, CAF — cafeina, SIB —

sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.

4.2.5.1. Limites de detecc¢ao (LoD) e quantificagao (LoQ)

O limite de detecgdo (LoD) é a menor quantidade de um analito em uma
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um
valor exato. Este parédmetro foi determinado pela analise de amostras com
concentragdes conhecidas de analito, estabelecendo o nivel minimo no qual o analito
pode ser detectado de forma confiavel. O LoD foi avaliado em sextuplicata e o
coeficiente de variagao entre as replicatas nao deveria ser maior que 20% (ICH 2005).

O limite de quantificagdo (LoQ) € a menor quantidade de um analito em uma
amostra que pode ser determinado quantitativamente com adequada precisao e
exatiddo. Este parametro foi determinado pela analise de amostras com
concentragdes conhecidas de analito, estabelecendo o nivel minimo no qual o analito

poderia ser quantificado com precisao aceitavel. O LoQ foi avaliado em sextuplicata e
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o coeficiente de variagado entre as replicatas ndo deveria ser maior que 15% (ICH
2005).

4.2.5.2. Seletividade

Seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito alvo na
presenca de outros analitos, matrizes ou outros materiais potencialmente
interferentes. Isso geralmente é alcancado pelo isolamento do analito através da
extragdo seletiva de solvente, separagdes cromatograficas, entre outros. A técnica de
separagao mais util é a cromatografia e o requisito mais importante é a resolugao entre
0 pico desejado e os picos de acompanhamento. A resolugéo, Rs, € conhecida como
a distancia de separacao absoluta do analito e pico mais préximo, expressada como
tempos de retencéo (minutos) dos dois picos, t1 e t2, e a largura da linha base, W1 e

W2, também expressos em termos de vezes, como:

Rs=2 (t2—t1) / (W1—W2)

Uma resolucédo de pelo menos 1,5 geralmente é esperada, mas a separacao
minima utilizavel foi de 1,0 (AOAC, 2013).

4.2.5.3. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico refere-se a capacidade do método
de obter resultados diretamente proporcionais com a concentracdo da substancia
pesquisada em uma amostra, enquadrados em uma faixa analitica especificada. A
relacdo matematica entre a resposta medida e a concentracdo do analito pode ser

descrita segundo modelo linear pela equagao da reta:

y=ax+b

Onde:
y = resposta medida (absorbancia, area do pico)
X = concentragao

a = inclinagao da curva de calibragéo (sensibilidade)
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b = intersec¢do com eixo y, quando x = 0.

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de minimo 5
concentragdes igualmente espagcadas em relagao ao intervalo de interesse (FDA,
2001).

Assim, a linearidade foi avaliada em 8 concentracdes entre o LoQ e 0,04 ug.uL-
" em sextuplicata para os analitos cafeina, anfepramona, DMAA, fentermina,
fenfluramina, fenilpropanolamina, femproporex e sibutramina, e 7 concentragdes entre
o LoQ e 0,128 pg.uL-' em triplicata para os analitos efedrina e pseudoefedrina. A faixa
de linearidade contempla concentracdes abaixo da “dose de efeito”, pois a intencao é
diferenciar adulteracao dolosa de contaminacao.

Além disso, realizou-se o estudo da homoscedasticidade, no qual é realizada a
comparagao do valor de Fexperimental € Ftabelado, para posteriormente empregar a
regressao dos minimos quadrados ponderados. Os coeficientes de ponderagao (Wi)
estudados foram 1/x, 1/x2, 1/x"2, 1]y, 1/y2 e 1/y"2. A escolha dos Wifoi feita de acordo
com a somatoéria dos erros relativos e o valor do coeficiente de correlagéo (r?) o qual

deve ser igual ou superior a 0,99.

4.2.5.4. Precisao intra e inter-ensaio

A precisdo de um procedimento analitico € normalmente expressa como a
variancia, o desvio padrao ou o coeficiente de variagdo de uma série de ensaios
independentes, repetidos para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padroes em condi¢cbes definidas. A precisao pode ser considerada em termos de
repetibilidade e preciséo intermediaria (ICH, 2005).

A repetibilidade refere-se ao grau de precisdo dos resultados quando as
condi¢gdes sao mantidas o mais constante possivel com o0 mesmo analista, reagentes,
equipamentos e instrumentos utilizados dentro de um curto periodo de tempo. A
precisdo intermediaria (precisao inter-dias), define a habilidade do método em
fornecer os mesmos resultados quando as analises sdao conduzidas no mesmo
laboratdrio em diferentes dias, por diferentes analistas e/ou diferentes equipamentos
(ICH, 2005).

No estudo de precisdo contemplou-se o intervalo linear do método, com um

minimo de 9 determinacdes, 3 concentracdes e 3 repeticdes de cada uma: baixa,
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média e alta (CB, CM e CA respectivamente). O critério de aceitagao da precisao foi
de 20% para a concentragéo baixa e de até 15% para as concentragbes média e alta.

Os caélculos de precisao foram realizados pelo fator unico de ANOVA.

4.2.5.5. Exatidao

A exatiddo do método analitico descreve a proximidade entre o valor médio
obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia aceito como verdadeiro,
expresso em porcentagem. Este pardmetro foi avaliado usando um minimo de 5
determinagdes por concentragdo: concentragdes baixa, média e alta (CB, CM e CA
respectivamente) e 3 repeticdes de cada uma (FDA, 2001).

Os ensaios de exatiddo foram realizados em triplicata, o critério de aceitagéo
foi de 20% para a concentragao baixa (80-120%) e de até 15% (85-115%) para as
concentragdes meédia e alta. Os calculos foram realizados pelo fator unico de ANOVA.

4.2.5.6. Recuperagao

A recuperacao € a resposta do método analitico obtido para uma quantidade
de substancia conhecida, adicionada na matriz e, posteriormente, submetida ao
procedimento de extracdo, em comparagédo com a resposta do método analitico obtida
para a concentracdo real do padrao auténtico puro. A recuperagdo do analito néo
necessariamente deve ser 100%, mas a recuperacdo de um analito e do padrao
interno deve ser precisa e reprodutivel. Este parametro foi realizado comparando-se
os resultados analiticos para amostras extraidas em trés concentragdes (baixa, média
e alta), considerando a faixa de linearidade do método, com padrdes n&do extraidos

que representavam 100% de recuperagao (FDA, 2001).

4.2.5.7. Carryover

O efeito carryover conhecido como a contaminagédo das amostras apds injegao
de amostras positivas em alta concentragado (AOAC, 2013), foi avaliado pela analise
de amostras de suplementos nutricionais negativas subsequente a injecdo de uma

amostra fortificada com os analitos cafeina, anfepramona, DMAA, fentermina,
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fenfluramina, fenilpropanolamina, femproporex e sibutramina na concentracdo de

0,040 pg.uL" e 0,128 pg.uL' no caso de efedrina e pseudoefedrina.

4.2.6. Confirmacgao de amostras positivas

4.2.6.1. Preparagcao de amostras para confirmacgao de positivos

As analises confirmatérias foram realizadas utilizando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrdbmetro de massas no modo tandem (UHPLC-
MS/MS). As amostras positivas para alguma das substéncias pesquisadas apos
analises em cromatografia gasosa com detector de nitrogénio fésforo (GC-NPD) foram
submetidas a confirmagéo.

Apods procedimento de extragdo (500 mg de amostra de suplemento em 5mL
de metanol), foram adicionados 50 pyL de extrato em um tubo eppendorf, 5 uL de
padrao interno (solugao de anfetamina-d5 e metanfetamina-d5 na concentragao 10
ug.mL") e 945 puL de metanol. A solugdo foi agitada em vortex durante 1 minuto e
submetida a centrifugagédo a 1756 G durante 5 minutos (3500 rpom). Uma aliquota de
100 pyL do sobrenadante foi transferido para um insert e foram injetados 10 puL no
equipamento UHPLC-MS/MS.

4.2.6.2. Condigoes cromatograficas para confirmag¢ao de amostras positivas

Para a confirmacdo das amostras positivas foram aplicadas as seguintes
condigbes cromatograficas. As analises foram realizadas em modo positivo (ESI+,
[M+H]+), utilizando os parametros otimizados: nebulizing gas flow, 2 L/min; heating
gas flow, 10 L/min; drying gas flow, 10 L/min; interface temperature, 300°C; heat block
temperature, 400°C; DL temperature, 250°C; capillary, 1 kV. A eluigao cromatografica
foi realizada em uma Coluna Raptor bifenil 50 mm x 3 mm, ID, 2.7 ym, (Restek, USA),
eluida com um gradiente de tampao acetato de aménio 2 mM com 0,1% de &cido
formico (Solugéo A) e acetonitrila (Solugao B), a um fluxo de 600 pL/min, 40°C, nas
seguintes condi¢des: 0 — 2 min, 10 = 85 % B; 2 — 2,1 min, 85 - 10 % B; 2,1 — 4 min,
10% B. O tempo total de corrida foi de 5 minutos, as fragmentagdes utilizadas no MRM

sao descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. ions utilizados na confirmacéo dos estimulantes e seus padrdées deuterados por
GC-MS

Substancia Modo fon QT QL1 QL2
Precursor (m/z) (m/z) (m/z)
(m/z)
Metanfetamina + 155 92 121 93
Metanfetamina d5 + 155 92 121 93
Anfetamina + 136 91 119 65
Anfetamina d5 + 141 96 124 68
Sibutramina + 280 125 139 153
Cafeina + 194 138 42 110
Anfepramona + 206 105 100 133
Fenilpropanolamina + 152 134 115 117
Femproporex + 188 91 119 65
DMAA + 116 57 41 29
Fenfluramina + 232 159 109 187
Fentermina + 150 91 64 133
Pseudoefedrina + 166 148 115 91
Efedrina + 166 148 115 117

4.2.7. Amostragem de suplementos

Para estimar o tamanho da amostra, foi utilizada a estimativa amostral de
determinagdo do tamanho da amostra em estudos de saude pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) (LEMESHOW, 1991).

zl,,(1-p)
n, :# onde:

EP

n1 = Tamanho da amostra estimada;
a = Nivel de confianga;
z = Area da curva z para os diferentes niveis de significancia;

p = Proporcao esperada do evento;
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€ = Precisao relativa.

Como néao dispomos de dados sobre a prevaléncia de suplementos nutricionais
adulterados com as classes de substancias (estimulantes/anorexigenos) em estudo,
utilizamos uma estimativa, p, de 50% (porcentagem proposta pela OMS nos casos
onde néao existe dados de prevaléncia), com uma precisao relativa, €, de 10% e nivel
de confianca, a, de 95%.

O numero amostral total, n1, € de 96 suplementos. Os parametros utilizados
para o calculo do tamanho amostral permitem que sejam obtidas estimativas
confiaveis a respeito da qualidade dos suplementos alimentares comercializados em

Sao Paulo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Separagao cromatografica de estimulantes/anorexigenos

A GC-NPD foi a técnica escolhida para fins praticos, por ser considerada “mais
barata” e promissora para a detecc¢ao de estimulantes/anorexigenos em suplementos
nutricionais, devido ao fato de que os detectores NPD sao altamente seletivos e
apresentam uma resposta sensivel para compostos com nitrogénio e fésforo com
limites de deteccao em baixas concentragdes (WANG et al.,, 2016). A LC-MS foi a
técnica utilizada para realizar as confirmacdes das amostras com resultado positivo
para algumas das substancias pesquisadas.

Na Figura 11 é apresentado o perfil cromatografico (GC-NPD) apds injecao
direta de 1 yL de uma solug¢do contendo os padrdes analiticos de interesse incluindo

PI, na concentragéo de 0,5 ug.uL".

Figura 11. Perfil cromatografico (GC-NPD) das 11 substancias de interesse na concentragao

de 0,5 pg.uL" preparados em MeOH.
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1. DMAA (T.R= 3,388 min), 2. Fentermina (T.R= 6,745 min), 3. Fenfluramina (T.R= 7,573 min),
4. Fenilpropanolamina (T.R= 8,812 min), 5. Efedrina/Pseudoefedrina (T.R= 9,362 min), 6.
Anfepramona (T.R= 10,991 min), 7. Femproporex (T.R= 12,567 min), 8. Difenilamina (PI)
(T.R= 12,790 min), 9. Sinefrina (T.R= 13,008 min), 10. Cafeina (T.R= 18,211 min), 11.
Sibutramina (T.R= 18,805 min).

Observa-se que a separagao cromatografica dos analitos de interesse nao
apresentou sobreposicdo de picos, exceto para os isOmeros efedrina e

pseudoefedrina.
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Na Figura 12 é apresentado o perfil cromatografico (GC-NPD) dos isémeros
efedrina e pseudoefedrina apds procedimento de derivatizagdo com anidrido

trifluoroacético, utilizando difenilamina como PI, na concentragao de 0,5 pg.uL-".

Figura 12. Separacao cromatografica da efedrina, pseudoefedrina e difenilamina (PI) apds a

derivagao com anidrido trifluoroacético.

NPD1 A, (MAITAZE0S1EWTA_D.D)
Norm.

35

B8.747 - 1

30+

9436 - 2

25

T T T
2.5 5 7.8 A0 12.5

1. Efedrina; 2. Pseudoefedrina; 3. Difenilamina (P1).

16.452- 3
3
th

o

Embora o método cromatografico ndo permita a separagao direta dos isdbmeros
efedrina e pseudoefedrina, o procedimento de derivatizacdo, proporciona a
separagao, permitindo a identificagado fidedigna do isbmero da efedrina presente na
amostra. No caso da deteccao de pico cromatografico referente a essas substancias,
a mesma amostra sera analisada novamente apos o procedimento de derivatizacao,

para correta identificacdo e quantificacdo da substancia.

5.2. Métodos de preparagao de amostras

Como foi previamente dito neste trabalho, o0 método de preparagao de amostra
empregando metanol tém sido predominantemente utilizado para
extracao/solubilizacdo de analitos em determinagdes de adulterantes em suplementos
nutricionais, porém foram avaliados mais dois métodos de extragdo como potencial
alternativa: Extracdo Acelerada por Solvente (ASE) seguida de Extracdo em Fase
Sdlida (SPE) e QUEChERS. Nenhuma das duas técnicas alternas tém sido aplicadas

nas analises toxicoldgicas de suplementos nutricionais.
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5.2.1. Extracao ASE seguida da SPE

A ASE tém sido utilizada no preparo de amostras sélidas e semissélidas na
area de alimentos e poluentes ambientais (DING et al., 2010); (LI et al., 2012).

Esta técnica de preparo de amostra faz uso de solventes sob condi¢des de alta
pressado e temperatura (50-200°C) de forma automatizada. A associacao com SPE
tém sido frequentemente utilizada, tornando o método mais preciso (MANTOVANI et
al., 2014).

A extragdo ASE seguida da SPE foi considerado um método promissorio para
fins deste trabalho, principalmente pelo uso de agua como solvente de extragéo, pois
pressdes e temperaturas elevadas proporcionam alteragdes nas suas propriedades
fisico-quimicas, especialmente em sua constante dielétrica (¢), aumentando a sua
aplicabilidade como um solvente de extragao de compostos organicos (DAWIDOWICZ
et al., 2009). Porém, a avaliagdo deste método demonstrou que ndo houve eluigdo
completa das substancias submetidas a analise, além disso as porcentagens de
recuperagao obtidas para as substancias extraidas foram inferiores ao 69%.

Apesar do método de extracdo ser utilizado em diferentes aplicacoes,
evidenciou-se que nao foi efetivo na extracdo dos estimulantes/anorexigenos

propostos para ser determinados em suplementos nutricionais.

5.2.2. QUEChERS (Método modificado)

A QUEChERS é um procedimento considerado simples, rapido, barato e nao
requer equipamento ou vidraria especial. O procedimento de preparo de amostras
consiste na extracédo de compostos em solvente organico, seguida de uma etapa de
extragdo/particao pela adicdo de um sal (salting-out) e, posteriormente, de uma fase
de limpeza (clean-up), utilizando extracdo em fase sodlida dispersiva (DSPE -
dispersive solid phase extraction). A técnica pode ser facilmente adaptada para
diferentes matrizes e analitos, utilizando o solvente apropriado e os compostos
adequados nas etapas de extracao/particao e limpeza (PRESTES et al., 2009).

Sendo uma técnica promissora, foi avaliado o seu uso em suplementos
nutricionais. Observou-se que o sinal analitico referente a acetonitrila presente no

extrato da amostra interfere no sinal analitico da substancia DMAA. Contudo, mesmo
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com a sobreposicdo do pico da DMAA pela acetonitrila, as porcentagens de
recuperagao para as substancias de interesse estéo entre 72 e 109%.

Com a finalidade de minimizar a interferéncia do sinal da acetonitrila, foi
realizada a secagem e ressuspensao do extrato tras extragao utilizando QUEChERS.
O sinal produzido anteriormente pela acetonitrila foi substituido pelo sinal do metanol
o qual nao interfere na eluicdo das substancias analisadas, porém as porcentagens
de recuperacio obtidas estdao entre 10 e 25%, mostrando que a ressuspensao com
metanol ndo contribuiu para a melhora da eficiéncia da extracdo por QUEChERS.

Apesar da extracao por QUEChERS ter apresentado recuperacao entre 72 e
109% para todos os analitos de interesse, a interferéncia do pico de acetonitrila sobre
o pico da DMAA pode interferir na determinacdo deste analito no nivel de
contaminagao.

Tendo isso em vista, avaliou-se um terceiro procedimento de extracao,

empregando dissolu¢gao da amostra com metanol, para o propdésito deste trabalho.

5.2.3. Extragao/solubilizagdo com metanol

Como foi supracitado neste trabalho, a extragao/solubilizagdo com metanol tém
sido predominantemente utilizada para determinacbes de adulterantes em
suplementos nutricionais (LEE et al., 2013; VAYSSE et al., 2012; MOREIRA et al.,
2013). Porém, esta abordagem requer um grande volume de solvente. Viana et al.
(2016) e Moreira et al. (2013) relataram o uso de 25 mL de metanol, como método de
preparo de amostras na determinagao de estimulantes em suplementos.

Com base no trabalho desenvolvido por Dunn et al., (2012), foram realizados
ensaios para a extragao/solubilizacdo de estimulantes/anorexigenos, avaliando a
possibilidade de usar quantidades menores de solvente.

A Figura 13 apresenta o cromatograma obtido a partir da analise de uma
amostra de suplemento com a adicdo dos analitos de interesse na concentracio de
0,5 pg.uL'  (incluindo o Pl), apdés realizagdo do procedimento de

extracao/solubilizacdo descrito no item 4.2.1.
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Figura 13. Cromatograma de uma amostra de suplemento fortificada com 11 analitos de

interesse (estimulantes) na concentragéo de 0,5 ug.uL" apoés extragdo com metanol.
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1. DMAA (T.R= 3,388 min), 2. Fentermina (T.R= 6,745 min), 3. Fenfluramina (T.R=7,573 min),
4. Fenilpropanolamina (T.R= 8,812 min), 5. Efedrina/Pseudoefedrina (T.R= 9,362 min), 6.
Anfepramona (T.R= 10,991 min), 7. Femproporex (T.R= 12,567 min), 8. Difenilamina (PI)
(T.R= 12,790 min), 9. Sinefrina (T.R= 13,008 min), 10. Cafeina (T.R= 18,211 min), 11.
Sibutramina (T.R= 18,805 min).

Os resultados das porcentagens de recuperagdo das substancias apos
extracdo/solubilizagdo com metanol quando comparadas com padrdes preparados
nas mesmas concentragdes 0,5 ug.uL' sdo apresentados na Tabela 3. Para este
teste foi utilizado um suplemento de proteina isento dos analitos de interesse ao qual
foram adicionadas as substancias teste (solidas) e o PI (difenilamina). A analise foi

realizada em 6 replicatas.
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Tabela 3. Porcentagens de recuperacdo (%) de cafeina, fenfluramina, femproporex,

fenilpropanolamina, anfepramona, sibutramina, efedrina e pseudoefedrina apos solubilizagéo

com metanol.
Substancia Porcentagens de recuperacao (%)
Cafeina 107,3
Fenfluramina 103,4
Femproporex 100,9
Fenilpropanolamina 101,5
Anfepramona 106,6
Sibutramina 106,8
Sinefrina 95,1
Efedrina 95,7
Pseudoefedrina 101,6

Foram avaliadas 9 das 11 substancias de interesse. As duas substancias n&o
disponiveis em forma sélida, DMAA e fentermina disponibilizadas em ampola pela
Cerilliant, apresentam solubilidade completa em metanol segundo o material de
referéncia certificado.

As substancias teste foram utilizadas em forma soélida para demonstrar que sua
solubilidade é completa, o qual é demonstrado quando a porcentagem de recuperacao
esta proxima de 100%. Com base nos resultados obtidos na recuperagao (95 — 107%),
este método de preparo de amostra foi selecionado para a preparacéao e extragdo dos

estimulantes/anorexigenos de interesse em amostras de suplementos.
5.3. Otimizagao do método de preparo de amostras
5.3.1. Otimizagao de parametros gerais
Apds definicdo do método de preparo de amostra para extragao/solubilizacao
de estimulantes/anorexigenos, foram otimizados os parametros gerais, tais como, uso

de agitador automatico, banho de ultrassom e centrifugacéao.

5.3.1.1. Estudo de uso de agitador automatico
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O uso de agitador automatico ndo € uma constante nos procedimentos de
extracdo de adulterantes em suplementos nutricionais. Zeng et al. (2016) e Choi et al.
(2015) nao incluem esta etapa na preparacdo de amostras. Entretanto, Paiga et al.
(2017) e Santos et al. (2016) fazem uso de agitacdo durante 1 minuto. Visando garantir
a melhor extracao foi avaliado seu uso. A Figura 14 mostra os resultados obtidos a
partir do teste de comparacao t (ANOVA). As analises foram realizadas em 6 replicatas
para cada condicdo avaliada. Os resultados obtidos para as substancias cafeina e

sibutramina foram avaliados.

Figura 14. Diferenca estatistica (P < 0,05) quando ha uso de agitador automatico na extragao
das substancias cafeina e sibutramina utilizando o teste t. Os resultados estao expressados

como média da area relativa * desvio padrao.
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Como indicado na figura acima, existe diferenca significativa na resposta
analitica da cafeina e sibutramina (Pcafeina = 0,0007 e Psibutramina = 0,0002) quando
verificada a influéncia da inclusédo da etapa de agitagdo no procedimento de extragao.
O uso de agitagdo melhora a extragao dos analitos, considerando 1 minuto como a

melhor opcao.

5.3.1.2. Estudo do uso de ultrassom

Durante o procedimento de extragao, a amostra passa por uma fase de uso de
ultrassom para promover a solubilizacio/extragdo das substancias ativas. As
amostras diluidas em metanol foram submetidas a ultrassom durante 8, 15 e 32

minutos. Os tempos foram escolhidos na procura por otimizar o método de extracao,
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apos achar informagao variavel na literatura. Varios autores mencionam o uso de
ultrassom durante um tempo proximo a 30 minutos (KIM et al., 2014; DIYA et al.,
2015). Entretanto, Neves e Caldas (2017a) cita o uso de 10 minutos nesta etapa do
procedimento de extracdo. A Figura 15 exibe os resultados obtidos a partir do teste
de comparagao multipla de Brown-Forsythe (ANOVA). A analise foi realizada em 6
replicatas para cada condicdo avaliada. Os resultados obtidos para as substancias

cafeina e sibutramina foram avaliados.

Figura 15. Diferenca estatistica (P < 0,05) de trés tempos de ultrassom na extragdo dos
analitos cafeina e sibutramina utilizando o teste de comparag&o multipla de Brown-Forsythe.

Os resultados estédo expressados como média da area relativa + desvio padréo.
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De acordo aos resultados apresentados acima, ha diferenga significativa na
resposta analitica para cafeina (P = < 0,0001), tendo uma melhor resposta em 32
minutos, enquanto ndo ha diferenga na resposta analitica para sibutramina (P =
0,2404). Contudo, 32 minutos foi o tempo escolhido para submeter as amostras a
ultrassom durante o procedimento de extracao baseado no melhor valor de desvio

padrao.

5.3.1.3. Estudo do uso de centrifuga

Por ultimo, avaliou-se o uso de centrifuga. Varias condicées de centrifugacao
tém sido utilizadas, desde 1290 G x 5 minutos (3000 rpm) até 2294 G x 10 minutos
(4000 rpm) (NEVES e CALDAS., 2017a; STRANO-ROSSI et al., 2015). A Figura 16

exibe os resultados obtidos a partir do teste de comparacao t (ANOVA) entre as duas
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condi¢cbes avaliadas: 1290 G durante 5 minutos e 2294 G durante 10 minutos. As
analises foram realizadas em 6 replicatas para cada condigcao avaliada. Os resultados

obtidos para as substancias cafeina e sibutramina foram avaliados.

Figura 16. Diferenca estatistica (P < 0,05) quando avaliado o uso de centrifuga na extragao
das substancias cafeina e sibutramina utilizando o teste t. Os resultados estdo expressados

como média da area relativa £ desvio padrao.
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A figura acima, demostra que nao ha diferenca significativa na resposta
analitica da cafeina (P = 0,3192), enquanto houve diferenga significativa na resposta
analitica da sibutramina (P = 0,0392). Nao obstante, as duas substancias apresentam
uma resposta favoravel quando submetidas a condi¢gao de 1290 G x 5 minutos (3000
rom) nesta etapa do procedimento de extragdo. Visando a otimizagao do método,
considera-se 1290 G x 5 minutos a (3000 rpm) melhor condigao.

Apds otimizagdo dos parametros gerais, foi definida a quantidade
representativa de suplemento e de solvente na extracdo de

estimulantes/anorexigenos.

5.3.2. Definigao da quantidade representativa de suplemento e solvente

Segundo procedimentos de preparagao de amostras descritos na literatura,
grandes quantidades de suplemento e solvente tém sido utilizadas durante as
analises. Santos et al. (2016) e Choi et al. (2015), utilizaram 10 g e 1 g de suplemento

em 10 e 50 mL de metanol respectivamente.
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Apontando a minimizacdo de consumo de suplemento e consequentemente
diminui¢cao no uso de solvente, foram avaliadas quantidades menores de suplemento
e solvente durante o desenvolvimento do método.

Para este teste, empregou-se uma amostra de suplemento positiva para
cafeina e sibutramina, de acordo com analise prévia, a fim de avaliar a eficiéncia de
cada etapa na extragdo de estimulantes/anorexigenos presentes na composi¢ao do
suplemento.

A quantidade de suplemento e solvente a ser utilizada durante as analises foi
avaliada empregando trés massas diferentes de uma mesma amostra de suplemento
positiva para cafeina e sibutramina: 50 mg, 500 mg e 1 g foram diluidos em volumes
proporcionais: 0,5, 5 e 10 mL de metanol respectivamente. A Figura 17 mostra os
resultados obtidos a partir do teste de comparagdo multipla de Tukey (ANOVA). A
analise foi realizada em 6 replicatas para cada massa de suplemento avaliada. Os

resultados obtidos para as substancias cafeina e sibutramina foram avaliados.

Figura 17. Diferenca estatistica (P < 0,05) entre trés massas de uma amostra de suplemento
positiva para cafeina e sibutramina extraido com quantidades proporcionais de metanol
utilizando o teste de comparagéo multipla de Tukey. Os resultados estdo expressados com

média da area relativa + desvio padrao.
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Barra preta: 50 mg de suplemento extraidos com 0,5 mL de metanol. Barra cinza clara: 500
mg de suplemento extraidos com 5 mL de metanol. Barra cinza escura: 1 g de suplemento
extraidos com 10 mL de metanol. Modo de preparagdo das amostras: 1 minuto de vortex, 5

minutos de ultrassom e 1290 G durante 5 minutos (3000 rpm) de centrifugagéo.
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De acordo aos resultados apresentados na figura 17, observa-se que nao ha
diferenca estatistica significativa entre a analise de 500 mg e 1g de suplemento
(Pcafeina = 0,6652/Psibutramina = 0,6415), extraidos com volume proporcional de metanol.
Porém, comparando os resultados obtidos entre a analise de 50 mg e 500 mg de
suplemento, observa-se diferencia significativa (Pcafeina = 0,0786/Psibutramina = 0,0226),
valores similares quando comparados os resultados obtidos entre a analise de 50 mg
e 1 g de suplemento (Pcafeina = 0,0686/Psibutramina = 0,0306).

Baseando-se nos resultados alcangados e visando a utilizacdo minima de
suplemento e solvente foi determinado o uso de uma massa de 500 mg e 5 mL de
solvente como o procedimento mais adequado.

Posteriormente avaliou-se a representatividade de 500mg, considerando que
as apresentacdes comerciais de suplementos nutricionais estdao disponiveis em
quantidades de 30 g até 1 Kg. Para este teste, empregou-se a mesma amostra de
suplemento positiva para cafeina e sibutramina. Foram realizadas 10 extracoes
utilizando 500 mg de suplemento e 5 mL de metanol, e posteriormente foi avaliado o
coeficiente de variagédo (C.V.) das 10 replicatas, obtendo resultados de 4,9 e 4,5%
para cafeina e sibutramina respectivamente. O resultado obtido garante que 500 mg
de suplemento é uma quantidade representativa e confiavel para ser utilizada na

determinacgao de adulterantes nesta matriz.

5.3.3. Escolha do solvente de extragao

Normalmente, metanol é utilizado como solvente na extragcdo de adulterantes
de suplementos nutricionais (ZENG et al., 2016; VIANA et al., 2016). Apds definir o
volume de solvente que sera utilizado nas extragdes, foi avaliado o uso de etanol como
alternativa, pela sua baixa toxicidade (TOXNET, Toxicology Data Network). A Figura
18 exibe os resultados obtidos a partir do teste de comparagao t (ANOVA). As analises
foram realizadas em 6 replicatas para cada solvente organico avaliado. Os resultados

obtidos para as substancias cafeina e sibutramina foram avaliados.
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Figura 18. Diferenca estatistica (P < 0,05) entre a extragdo com metanol e etanol de uma
amostra de suplemento positiva para cafeina e sibutramina utilizando o teste t. Os resultados

estédo expressados com média da area relativa + desvio padrao.
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Barra cinza: 500 mg de suplemento extraidos com 5 mL de metanol. Barra preta: 500 mg de
suplemento extraidos com 5 mL de etanol. Modo de preparagdo das amostras: 1 minuto de
vortex, 5 minutos de ultrassom e 1290 G durante 5 minutos (3000 rpm) de centrifugagéao.

Segundo resultados apresentados, existe diferenga significativa na resposta
analitica da cafeina e sibutramina quando comparada a extragdo com mesmo volume
de metanol e etanol, Pcafeina= < 0,0001 e Psibutramina = 0,0469. Desta forma a escolha
de metanol como solvente de extracdo mostrou-se adequada ao propdésito do trabalho

proporcionando 6timos resultados na extragao.

5.3.4. Avaliagao da incorporagao das substancias estimulantes/anorexigenos na

composicao de suplementos nutricionais

Apds definicdo do solvente de extracdo, foi realizada a avaliagdo da
incorporagéo das substancias estimulantes/anorexigenos no suplemento nutricional,
para verificar a solubilidade das substancias de interesse durante o procedimento de
extracao.

Testou-se a incorporagdo das substancias estimulantes/anorexigenos no
suplemento nutricional. Para esta avaliagao foi utilizado um suplemento de proteina
isento dos analitos de interesse ao qual foram adicionadas quantidades conhecidas
das substancias de interesse, a analise foi realizada em tempo zero, 24 horas, 4 e 7

dias, foi adicionado padrao interno e foram realizadas 3 replicatas. A metodologia
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utilizada foi cromatografia em fase gasosa com detector de nitrogénio-fosforo (CG-
DNP).

Na Tabela 3 é apresentado o resultado obtido apds analise comparativa das
areas relativas nos tempos avaliados (zero, 24 horas, 4 e 7 dias). O coeficiente de
variancia (C.V) das substancias fenfluramina, fenilpropanolamina, anfepramona,
femproporex, efedrina, pseudoefedrina, cafeina e sibutramina apresentaram
resultados inferiores a 16%, em quanto a substancia sinefrina apresentou resultado

fora de tendéncia devido a falta de resposta analitica nos tempos 4 e 7 dias.

Tabela 3. Descricdo da média, desvio padrao relativo (D.P) e coeficiente de variancia (C.V)

apos incorporagao dos analitos pesquisados no suplemento nutricional.

Area Relativa
Tempo FNF FNP ANF FEM SIN EFE PEF CAF SIB
Zero 2,0343 2,5670 0,3893 3,8690 0,3978 0,5423 0,9001 1,5485 0,5251
24h 2,0136 2,6908 0,3709 3,8768 0,5330 0,5105 0,9927 1,3642 0,5256
4 dias 1,8622 2,2579 0,2950 3,6078 0,0000 0,5423 0,8295 1,3562 0,5186
7 dias 1,9619 25756 0,2864 3,7918 0,0000 0,5472 0,8764 1,2431 0,4836
Meédia 1,9680 2,5228 0,3354 3,7864 0,2327 0,5356 0,8997 1,3780 0,5132
D.P 0,08 0,19 0,05 0,1 0,3 0,02 0,07 0,1 0,02
CV 3,9 7,3 15,6 3,3 117,9 3,1 7,6 9,2 3,9

FNF —fenfluramina, FNP —fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex, SIN

— sinefrina, CAF — cafeina, SIB — sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.

A Tabela 4 apresenta dados de porcentagens de recuperacao e precisao dos
analitos pesquisados. As substancias fenfluramina, fenilpropanolamina, anfepramona,
femproporex, efedrina, pseudoefedrina, cafeina e sibutramina apresentaram
porcentagens de recuperagao entre 94 - 117% e precisao entre 3,8 - 7,4% em todos
os tempos avaliados quando comparados com solugdes padrao preparada no dia da
analise. A substancia sinefrina apresentou porcentagens de recuperacao de 51,6% e

precisdo de 28,6%.
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Tabela 4. Porcentagens de recuperagao e precisdo dos analitos pesquisados.

Substancia FNF  FNP  ANF  FEM SIN EFE PEF CAF SIB

% Recup. 1004 1010 970 1161 516 985 949 101,1 1120
Precisdo (%) 7,4 5,7 7,2 41 28,6 4,2 3,8 6,2 3,8

FNF —fenfluramina, FNP —fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex, SIN

— sinefrina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina, CAF — cafeina, SIB — sibutramina.

Apos avaliagao dos resultados, a substancia sinefrina foi excluida do grupo de

substancias de interesse por inviabilidade de analise.

5.4. Validagao dos métodos analiticos

Como descrito neste trabalho, foram realizadas duas validagées. Uma
validagcado abrange os analitos DMAA, fentermina, fenfluramina, fenilpropanolamina,
femproporex, anfepramona, cafeina e sibutramina. A outra validagdo envolve
procedimento de derivatizacao para separar os isomeros efedrina e pseudoefedrina.
A seguir os resultados dos parametros de validacdo avaliados para os dois métodos

analiticos desenvolvidos.

5.4.1. Limite de deteccao (LoD) e quantificagao (LoQ)

Dentre as varias abordagens existentes para a determinacdo dos limites de
deteccgéo (LoD) e quantificagao (LoQ), neste trabalho, a abordagem escolhida leva em
conta a analise de amostras com concentragdes conhecidas de analito, estabelecendo
o nivel minimo no qual o analito pode ser detectado e quantificado de forma confiavel.

Os limites de deteccao e quantificagao obtidos no método estao na faixa de 10
a 1300 vezes abaixo das DDR. Os valores de LoD e LoQ s&o apresentados na Tabela
5.



54

Tabela 5. Limites de detecgdo (LoD) e quantificagdo (LoQ) para os analitos de interesse em

amostras de suplementos nutricionais.

Analitos LoD (pg.uL™) LoQ (pg.uL™)
DMAA 0,005 0,005
FNT 0,001 0,001
FNF 0,001 0,001
FNP 0,002 0,005
ANF 0,001 0,001
FEM 0,001 0,001
CAF 0,001 0,005
SIB 0,005 0,005
EFE 0,002 0,002
PEF 0,002 0,002

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT - fentermina, FNF - fenfluramina, FNP -
fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex, CAF - cafeina, SIB —

sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.

Quando comparados aos métodos descritos na literatura, os LoDs e LoQs aqui
apresentados mostram-se sensiveis para a deteccao de estimulantes/anorexigenos

em suplementos.

5.4.2. Seletividade

Na avaliacdo da seletividade, os analitos de interesse e os interferentes
contidos nas trés matrizes avaliadas (proteinas, carboidratos e aminoacidos)
apresentaram resolu¢cao menor a 1,5. Além disso, nenhum interferente foi encontrado
nos tempos de retengdo das substancias de interesse. Na Tabela 6 e 7 séo

apresentados os resultados obtidos.
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Tabela 6. Distancia de separacao absoluta dos analitos de interesse considerando o pico mais

préximo, expressada como tempos de retengcédo (minutos).

Resolugao (Rs)

Analitos Proteinas Carboidratos Aminoécidos
DMAA - - -
FNT 48,7 47,1 48,1
FNF 14,1 13,5 13,8
FNP 21,2 20,4 20,9
ANF 26,8 26,0 26,4
FEM 23,4 23,2 22,9
DFA (PI) 3,1 2,9 3,0
CAF 49,4 49,1 48,9
SIB 47 4,6 4,5

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT - fentermina, FNF - fenfluramina, FNP -
fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex, DFA — difenilamina, CAF —
cafeina, SIB — sibutramina.

Tabela 7. Distancia de separacdo absoluta dos isbmeros efedrina e pseudoefedrina apos

procedimento de derivatizagéo, expressada como tempos de retengédo (minutos).

Resolucéo (Rs)

Substancias Proteinas Carboidratos Aminoacidos
EFE - - -
PEF 11,0 10,8 10,7
DFA (PI) 69,3 69,1 68,9

EFE - efedrina, PEF — pseudoefedrina, DFA — difenilamina.

Os métodos mostraram-se seletivos para a analise dos analitos estudados

segundo os resultados obtidos.

5.4.3. Linearidade

Uma ampla faixa de concentragdes foi avaliada no estudo de linearidade,
considerando concentragdes desde 0,001 pg.uL' até 0,04 ug.uL'. Visto que a
amplitude das concentracbes da linearidade excede uma ordem de magnitude, o
estudo da homoscedasticidade foi realizado. Avaliou-se o valor de Fexp., € tendo em

vista que este foi inferior ao Ftabelado., CcONClui-se que o método em questdo é
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homoscedastico para DMAA, fenfluramina, fenilpropanolamina, anfepramona,
femproporex, cafeina e sibutramina. Porém, foi necessario o emprego da regressao
dos minimos quadrados ponderados (1/Y”2) para a substancia fentermina. Na Tabela
8 séo apresentados os coeficientes de correlagao e as equagdes da reta obtidos para

as substancias avaliadas.

Tabela 8. Curvas de calibragéo e coeficientes de correlagado linear para os analitos DMAA,

fentermina, fenfluramina, fenilpropanolamina, anfepramona, femproporex, cafeina e

sibutramina.
Analito Curva de calibracao Coeficiente de correlagao linear (R?)
DMAA y=77,672x-0,1884 0,9957
FNT y = 55,262x - 0,1232 0,9942
FNF y = 40,823x - 0,0409 0,9950
FNP y = 84,918x - 0,2602 0,9901
ANF y = 34,522x - 0,0437 0,9965
FEM y =79,473x - 0,1567 0,9926
CAF y = 141,12x - 0,2266 0,9961
SIB y =29,489x - 0,0543 0,9950

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT - fentermina, FNF - fenfluramina, FNP -
fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM - femproporex, CAF — cafeina, SIB —

sibutramina.

A faixa de concentragdes avaliada no estudo de linearidade para os isbmeros
efedrina e pseudoefedrina, contempla concentragdes desde 0,002 ug.uL"' até 0,128
ug.uL'. As faixas de linearidade avaliadas no presente trabalho sdo similares as
anteriormente estudadas (VIANA et al., 2016; PAIGA et al., 2017). O estudo da
homoscedasticidade foi realizado. Avaliou-se o valor de Fexp., € tendo em vista que
este foi inferior ao Ftabelado., cONclui-se que o método em questdo € homoscedastico
para as duas substancias. Na Tabela 9 sao apresentados os coeficientes de

correlacao e as equacdes da reta obtidos.
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Tabela 9. Curvas de calibragao e coeficientes de correlagao linear para os analitos efedrina e

pseudoefedrina.

Analito Curva de calibracao Coeficiente de correlagdo linear (R?)
EFE y =11,247x - 0,0106 0,9992
PEF y =15,262x - 0,0272 0,9987

Como observado nas tabelas 8 e 9, os métodos foram lineares para todos os

analitos estudados nas faixas propostas.

5.4.4. Precisao, exatidao e recuperagao

Os resultados obtidos para os analitos de interesse dos ensaios de precisdo
inter e intra ensaio, exatiddo e recuperacao sédo apresentados nas Tabelas 10, 11 e
12 respectivamente. Estes paradmetros foram avaliados em trés matrizes de
suplemento nutricional (proteinas, aminoacidos e carboidratos).

Os trés parametros avaliados encontram-se dentro de especificacbes. A
precisao inter e intra ensaio foi realizada em 3 concentragbes (CB, CM e CA). Todos
os valores obtidos nas trés concentragbes atendem aos critérios de aceitagédo, 20%
para CB e 15% para CM e CA. A exatidao apresentou uma variagcao aceitavel de 80 a
120% para CB e 85 a 115% para CM e CA. Os valores de recuperacido obtidos
encontram-se todos proximos de 100%. Por tanto, o método € considerado preciso e

exato.

5.4.5. Carryover

As amostras de suplementos nutricionais negativas subsequente a injecédo de
uma amostra fortificada com os analitos de interesse na concentracéo de 0,040 pg.uL-
' para as substancias DMAA, fentermina, fenfluramina, fenilpropanolamina,
femproporex, anfepramona, cafeina e sibutramina, e 0,128 ug.uL-' no caso de efedrina
e pseudoefedrina ndo gerou picos nos tempos de retencéo de interesse para nenhuma

das trés matrizes avaliadas (proteinas, carboidratos, aminoacidos).
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Tabela 10. Precisdo inter e intra ensaio dos analitos de interesse em trés matrizes de suplemento nutricional (proteina, aminoacido e carboidrato)

determinada em 3 concentragbes (CB, CM e CA).

Precisdo Inter ensaio (%CV) Precisdo Intra ensaio (%CV)
Analito Concentrag&o (ug/uL) - S . - NP :
Proteinas =~ Aminoéacidos Carboidratos  Proteinas  Aminoacidos Carboidratos

0,005 6,4 9,7 12,4 5,8 8,7 12,6

DMAA 0,021 9,0 7,2 9,3 6,8 8,2 7,9
0,036 7,9 9,3 7,4 8,5 5,1 7,2

0,005 9,4 9,8 9,5 8,1 9,4 9,0

FNT 0,021 6,4 10,4 9,3 2,4 12,4 9,4

0,036 4,5 8,3 8,8 4,2 6,0 7,5

0,005 6,4 11,5 12,5 7,1 6,8 12,6

FNF 0,021 11,2 12,3 9,5 7,6 9,2 10,8

0,036 7,2 8,6 7,4 6,0 6,9 6,2

0,005 16,6 4,2 6,0 4,2 4,8 7,1

FNP 0,021 10,3 6,7 6,8 7,9 5,0 8,0

0,036 11,5 9,4 10,2 7,6 5,3 7,5

0,005 7,1 11,0 11,1 54 4,1 13,1

ANF 0,021 6,1 10,5 7,1 4,2 6,4 7,0

0,036 8,3 8,2 6,6 4.1 2,3 29

0,005 7,4 9,6 6,8 5,9 7,8 8,1

FEM 0,021 7,7 13,4 9,1 5,1 4,9 5,3

0,036 4,7 10,5 9,3 5,1 7,1 6,8
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Analito Concentragao (ug/uL) Precisao Inter ensaio (%CV) Precisao Intra ensaio (%CV)
0,005 Proteinas =~ Aminoéacidos Carboidratos  Proteinas =~ Aminoacidos Carboidratos
CAF 0,021 12,5 12,4 7,2 9,9 5,3 43
0,036 8,7 4,3 9,5 4,6 4,3 41
0,005 16,0 6,5 11,5 12,9 6,8 7,9
SIB 0,021 5,3 8,1 7,2 4,9 7,7 5,0
0,036 4,6 9,3 7,3 5,0 3,5 2,9
0,02 10,5 11,2 10,1 12,9 10,7 8,8
EFE 0,05 10,9 9,6 8,6 3,3 9,3 9,1
0,1 12,1 11,5 10,9 6,9 8,2 8,9
0,02 14,8 9,9 11,3 13,5 9,9 10,2
PEF 0,05 7,3 10,6 9,2 7,2 10,4 10,5
0,1 14,9 10,2 11,6 7,0 9,2 11,4

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT — fentermina, FNF — fenfluramina, FNP — fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex,

CAF — cafeina, SIB — sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.
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Tabela 11. Exatiddo dos analitos de interesse em trés matrizes de suplemento nutricional (proteina, aminoacido e carboidrato) determinada em
3 concentragdes (CB, CM e CA).

Exatidao (%)

Analto Concentragéo (ug/ul) Proteinas Aminoacidos Carboidratos
0,005 104,1 103,0 104,7
DMAA 0,021 97,8 103,0 94,5
0,036 102,0 104,8 100,3
0,005 100,3 103,3 107,3
FNT 0,021 93,3 94,3 97,9
0,036 103,3 103,9 98,7
0,005 92,8 104,3 107,0
FNF 0,021 92,7 93,2 93,9
0,036 94,5 93,3 97,1
0,005 94,7 107,6 103,0
FNP 0,021 102,6 94,0 96,4
0,036 92,8 94,0 92,6
0,005 99,6 93,3 104,9
ANF 0,021 92,0 90,8 97,5
0,036 91,8 97,8 98,3
0,005 93,5 92,4 93,4
FEM 0,021 96,0 93,0 94,0

0,036 91,1 93,9 96,1
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Concentragao (ug/uL)

Exatidao (%)

Analito
Proteinas Aminoécidos Carboidratos

0,005 94,4 91,2 95,6

CAF 0,021 92,9 99,6 95,6
0,036 91,0 91,9 92,8

0,005 93,6 105,5 107,5

SIB 0,021 93,1 91,7 94,7
0,036 92,2 92,1 101,7

0,02 92,7 93,4 94,8

EFE 0,05 93,6 92,9 94,9
0,1 91,9 93,6 96,0

0,02 92,3 94,1 92,9

PEF 0,05 93,6 95,0 93,7
0,1 92,8 93,1 91,9

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT — fentermina, FNF — fenfluramina, FNP — fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex,

CAF — cafeina, SIB — sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.
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Tabela 12. Porcentagem de recuperagdo dos analitos de interesse em trés matrizes de suplemento nutricional (proteina, aminoacido e

carboidrato).

Recuperagao (%)

Analito Proteinas Aminoéacidos Carboidratos
DMAA 97,8 98,5 94,5
FNT 93,3 94,3 91,7
FNF 93,3 93,3 97,3
FNP 91,0 94,0 102,7
ANF 99,6 97,8 98,3
FEM 93,9 92,7 93,4
CAF 92,9 99,6 95,6
SIB 93,6 92,2 94,4
EFE 103,5 102,2 102,9
PEF 105,0 103,6 104,0

DMAA - 4-metil-hexan-2-amina, FNT — fentermina, FNF — fenfluramina, FNP — fenilpropanolamina, ANF — anfepramona, FEM — femproporex,

CAF — cafeina, SIB — sibutramina, EFE — efedrina, PEF — pseudoefedrina.
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5.5. Analise de amostras reais

Das 125 amostras de suplemento nutricional analisadas, 38 delas (30%)
apresentaram resultado positivo para alguma das substéncias de interesse. As amostras
positivas foram posteriormente analisadas qualitativamente por LC-MS/MS, no propésito
de confirmar o resultado positivo obtido. Na Tabela 13 sdo apresentados o tipo de

suplemento, origem e quantidade (mg/porg¢ao) de estimulante/anorexigeno encontrado.

Tabela 13. Suplementos contendo estimulantes/anorexigenos na sua composicao e informagao

de origem.
Tipo de suplemento Origem Quantidade encontrada (mg/porgao)
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 9,0
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 6,1
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 0,7
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina =7,9
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 6,1
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Proteina de leite USA Cafeina< 1,8
Sibutramina = 11,5
Proteina de leite USA Cafeina<1,8
Sibutramina = 16,2
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8 mg
Sibutramina = 7,9
Proteina de leite Brasil Efedrina=5,4
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 6,1
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 2,2
Proteina de leite USA Cafeina<1,8
Sibutramina = 7,9
Proteina de leite Brasil Efedrina =4,7

Proteina de leite Brasil Efedrina < 2,2
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Continuagéao

Tipo de suplemento Origem Quantidade encontrada (mg/porgao)
Proteina de leite USA Cafeina<1,8m
Sibutramina = 9,0
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 6,8
Proteina de leite Brasil Efedrina < 2,2
Proteina de leite Espanha Cafeina< 1,8
Sibutramina = 13,3
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 9,0
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 14,0
Proteina de leite USA Sibutramina = 30,0
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 15,1
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 5,4
Proteina de leite USA Cafeina < 1,8
Sibutramina = 4,0
Proteina de leite Brasil Cafeina< 1,8
Sibutramina = 6,1
Proteina de albumina Brasil Cafeina< 1,8
Proteina de carne USA Cafeina< 1,8
Aminoacido Brasil Cafeina = 144,36
Termogénico Brasil Cafeina< 1,8
Termogénico Brasil Efedrina < 2,2
Creatina USA Cafeina = 57,7
Creatina USA Cafeina = 64,9
Multivitaminico USA Cafeina < 1,8
Multivitaminico Canada Efedrina = 216
Multivitaminico Brasil Efedrina = 250
Multivitaminico Brasil Cafeina = 433,1

* Uma porgéo equivale a 30g de suplemento.

Das amostras positivas, 53% (n=20) foram positivas tanto para sibutramina
quanto para cafeina. Das 30 amostras positivas para cafeina, 80% (n=24) foram da
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classe proteina, 7% (n=2) creatina, 7% (n=2) multivitaminicos, 3% (n=1) aminoacido e
3% (n=1) termogénico. A totalidade das amostras positivas para sibutramina (n=21) foram
classe proteina. Das 7 amostras positivas para efedrina, 57% (n=4) foram classe
proteina, 29% (n=2) multivitaminicos e 14% (n=1) termogénico.

Esses resultados corroboram com as pesquisas realizadas visando a investigagao
de suplementos nutricionais quanto a presenca de substancias ndao declaradas nos
rotulos. A cafeina e a sibutramina foram as substéncias encontradas com maior
frequéncia nos produtos comercializados na Korea do Sul, Singapura e Brasil
respectivamente (KIM et al., 2014; ZENG et al., 2016; VIANA et al., 2016). Entretanto, os
estudos encontrados na literatura ndo direcionam a pesquisa para o tipo de suplemento
nutricional (proteinas, aminoacidos, carboidratos, dentre outros); enquanto que os
resultados aqui apresentados mostram que a presenca de substancias ndo declaradas
nos rétulos ocorre principalmente em suplementos a base de proteina, 80% dos casos
para cafeina e 100% dos casos para sibutramina.

Tendo em conta que os suplementos nutricionais podem ser adulterados
involuntariamente devido a contaminagdo cruzada, ou intencionalmente com ativos
farmacéuticos para garantir ou melhorar os resultados do produto (NEVES e CALDAS,
2015), foi considerada adulteragao quando as quantidades encontradas nos suplementos
nutricionais estdo proximas a DDR, dose capaz de produzir o efeito tedrico desejado.
Entretanto, valores baixos, proximos aos limites de detec¢cdo e quantificacdo foram
considerados como contaminacg&o.

Assim, 87% das amostras positivas para cafeina, 19% das amostras positivas para
sibutramina e 43% das amostras positivas para efedrina sao consideradas como
contaminagao, enquanto 13%, 81% e 57% s&o consideradas como adulteragdo dolosa
para cafeina, sibutramina e efedrina, respectivamente.

Baixos niveis de cafeina, sibutramina e efedrina, considerados contaminacéo, ja
foram anteriormente encontrados por Noortje et al. (2014). A presenga de concentragdes
baixas destes ingredientes farmacologicamente ativos provavelmente esta associada a
auséncia das boas praticas de fabricagdo, as quais incluem procedimentos de controle
de qualidade para cada etapa do processo de fabricagao, para garantir que o produto

final contenha os ingredientes apropriados na dose certa, sem a presenga de
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contaminantes, tais como, substancias consideradas ativos farmacéuticos, toxinas,
bactérias, pesticidas, metais pesados ou embalagem e rotulagem inadequada (NEVES e
CALDAS, 2015; NOORTJE et al., 2014).

Devido a auséncia de dados de adulteragao em suplementos nutricionais no Brasil,
nao € possivel fazer uma analise comparativa contra outros estudos. Porém, os
resultados aqui obtidos demostram a falta de controle (legislagdo) tanto para produtos
fabricados no pais quanto importados. Do total das amostras positivas, 50% foram
importados dos Estados Unidos, 6% da Espanha e Canada e 44% das amostras tiveram

origem no Brasil.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados e discutidos, conclui-se que o emprego
de cromatografia gasosa com detector de nitrogénio fésforo (GC-NPD) para
determinagdo das substancias estimulantes/anorexigenos (4-metil-hexan-2-amina,
cafeina, anfepramona, femproporex, fenfluramina, fentermina, sibutramina, efedrina,
pseudoefedrina e fenilpropanolamina) proporciona seletividade, linearidade, precisao,
exatidao, recuperagao e limites em conformidade ao objetivo que foram destinadas.

Os métodos de preparo de amostra desenvolvidos e validados para determinagao
de estimulantes/anorexigenos em amostras de suplementos nutricionais demonstraram
ser simples, praticos, eficientes e diferenciados pelo baixo uso de amostra e solvente.

Por fim, a obtengdo de uma porcentagem alta de amostras adulteradas com ativos
farmacéuticos, ratifica a problematica social atual e alerta sobre a necessidade de
implementacdo de mecanismos de controle para estes produtos que estdo sendo
vendidos e importados deliberadamente.

Como resultado a falta de legislagéo e fiscalizag&o, recentemente a Anvisa esta
propondo um novo marco regulatério para suplementos alimentares. Para isto,
atualmente encontra-se aberta uma consulta publica no portal de Anvisa com numero de
processo 25351.430571/2010-13. O primeiro passo a seguir sera definir esta categoria
de produtos, que a pesar de ser amplamente reconhecida pelo consumidor e ser adotada
em outros paises, ndo esta prevista na legislagdo sanitaria brasileira. A definicdo
proposta considera suplementos alimentares todos os produtos de ingestdo oral,
apresentado em formas farmacéuticas, destinados a suplementar a alimentacao de
individuos saudaveis com nutrientes, sustancias bioativas, enzimas ou probiéticos,
isolados ou combinados. Nesse sentido, a proposta regulatoria pretende reunir na
categoria de suplementos alimentares os produtos que atualmente se encontram
disciplinados em seis categorias de alimentos, além de alguns produtos enquadrados

como medicamentos especificos que possuem indicacao de suplementacio.
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