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RESUMO

No mercado brasileiro existe a comercializagdo de produtos denominados como
suplementos alimentares, alimentos funcionais e nutracéuticos. No entanto, ndo
existe na legislagdo brasileira um marco regulatério especifico para essas
categorias. No Brasil, a fabricacdo e comercializacdo de produtos, substancias e
servicos de interesse para saude sdo competéncias do Ministério da Saude, através
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Existem diversas promessas
relacionadas ao consumo de suplementos alimentares como beneficios a saude,
melhorias no desempenho corporal, combate ao envelhecimento, e, emagrecimento.
Um dos riscos que os consumidores de suplementos alimentares estdo expostos diz
respeito a contaminacdo dos suplementos por substancias que podem causar
reacOes adversas ou problemas a saude. Levando em consideracao a variedade de
suplementos alimentares disponiveis no mercado nacional e 0 consumo crescente,
0s casos de adulteracdo com substancias medicamentosas, e ainda, devido aos
poucos relatos na literatura de metodologias analiticas para a identificacdo dessas
substancias nos suplementos alimentares nacionais, especialmente aqueles
destinados a perda de peso, faz-se necessario o desenvolvimento de um método de
triagem que identifique essas substancias com acéo farmacoldgica. Portanto, para
atender a necessidade do presente trabalho houve a necessidade de se construir
um banco de dados das matérias-primas e desenvolver um método de triagem
qualitativo para a analise de substancias com propriedades farmacoldgicas:
estimulantes, anorexigenas e diuréticas em amostras comerciais de suplementos
nacionais. As etapas do trabalho consistiram no desenvolvimento que utilizou a
centrifugacéo para extracdo das substancias de interesse e pareamento idnico das
mesmas com o sal heptanossulfonato de sédio, utilizando-se a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV-VIS com DAD; aplicagdo do método que
consistiu na andlise de 15 amostras comerciais de suplementos alimentares
destinados a perda de peso. O método mostrou-se adequado para as substancias
estudadas, apresentando uma eficiéncia de extracdo entre 70 e 120%, a técnica
utilizada proporciou separacgao, identificacdo e deteccédo das diferentes classes de
substancias monitoradas, fazendo com que o trabalho alcancasse o objetivo
proposto. Através das andlises constatou-se que a maioria das amostras esta em
desacordo com o declarado no rétulo.

Palavras-chave: Anorexigenos. Estimulantes. Diuréticos. Suplementos alimentares.
HPLC-UV-DAD



ABSTRACT

In the Brazilian market there is the commercialization of products denominated as
food supplements, functional foods and nutraceuticals. However, there is no specific
regulatory framework for these categories in Brazilian law. In Brazil, the manufacture
and marketing of products, substances and services of interest to health are
competencies of the Ministry of Health, through the National Agency of Sanitary
Surveillance (Anvisa). There are several promises related to the consumption of
dietary supplements such as health benefits, improvements in body performance,
anti-aging, and weight loss. One of the risks that food supplement consumers are
exposed concerns the contamination of supplements with substances that may
cause adverse reactions or health problems. Taking into account the variety of food
supplements available in the national market and increasing consumption, cases of
adulteration with medicinal substances, and also, due to the few reports in the
literature of analytical methodologies for the identification of these substances in
national food supplements, especially those destined for To weight loss, it is
necessary to develop a screening method that identifies these substances with
pharmacological action. Therefore, in order to meet the need of the present study, it
was necessary to build a database of raw materials and to develop a qualitative
screening method for the analysis of substances with pharmacological properties:
stimulants, anorexigenics and diuretics in commercial samples of national
supplements. The stages of the work consisted in the development that used the
centrifugation for extraction of the substances of interest and ionic pairing of the
same with the salt sodium heptanosulphonate, using the Liquid Chromatography of
High Efficiency with detector UV-VIS with DAD; Application of the method which
consisted of the analysis of 15 commercial samples of dietary supplements destined
to weight loss. The method was adequate for the studied substances, presenting an
extraction efficiency between 70 and 100%, the technique used provided separation,
identification and detection of the different classes of monitored substances, making
the work reach the proposed objective. Through the analyzes it was verified that the
majority of the samples are in disagreement with the declared in the label.

Key-words: Anorexigenics. Stimulants. Diuretics. Food suplements. HPLC-UV-DAD
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1 INTRODUCAO

O segmento de suplementos alimentares, alimentos funcionais e
nutracéuticos tém alcancado cada vez mais adeptos no Brasil, uma vez que tem
aumentado o interesse dos consumidores brasileiros no uso da alimentacdo como
determinante importante da saude (IKEDA, 2010; ANJO, 2004; LUIZETTO et al,
2015).

O aumento do poder de consumo do brasileiro, aliado a preocupagédo com a
qualidade de vida, vem consolidando um cenario promissor para o mercado de
alimentos, que possui seu faturamento estimado em R$ 529 bilhdes (ABIA, 2014).
Uma rapida aceleracao desse processo foi observada a partir da década de 1990,
com destaque para as mudancas nos habitos alimentares dos brasileiros a partir da
implantacéo do plano Real (SILVA; PAULA, 2003).

Sousa e colaboradores (2007) distinguem dois grupos de consumidores
orientados a saude, sendo o primeiro utilitarista saudavel, que busca componentes
para uma vida com qualidade, e o segundo diestético, que busca um corpo perfeito e
notou-se que a demanda de alimentos funcionais esta presente nas duas praticas
alimentares (SOUSA; LIMA-FILHO; ARAUJO, 2007).

No Brasil, a fabricacdo e comercializacdo de produtos, substancias e servigos
de interesse para saude sao competéncias do Ministério da Saude, através da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (ANVISA, 1999a).

Os produtos apresentados em formas farmacéuticas fabricados no pais ou
importados devem ser regularizados como medicamentos ou alimentos de acordo
com sua composicao e finalidade de uso (SANTOS; FONTENELE, 2013). Quando
comercializados como alimentos, podem ter obrigatoriedade de registro junto a
Anvisa ou serem isentos, conforme determina a Resolugdo-RDC n°. 27/2010
(ANVISA, 2010b).

A legislagdo brasileira n&do define termos como suplemento alimentar,
nutracéutico e alimento funcional. Os produtos conhecidos como suplementos
alimentares sdo comercializados no Brasil com diferentes classificacées levando a
um cenario que pode confundir os consumidores (SANTOS; FONTENELE, 2013).

Um dos riscos a que os consumidores de suplementos alimentares estao

expostos diz respeito a contaminacdo dos suplementos por substancias que podem
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causar reacdes adversas ou problemas a saude: efeitos toxicos, especialmente no
figado, disfuncbes metabdlicas, danos cardiovasculares, alteracbes do sistema
nervoso e, em alguns casos, podendo levar até a morte (PARRA; PIERUCCI, 2011).

Levando em consideracdo a variedade de suplementos alimentares
disponiveis no mercado nacional, os casos de adulteracdo com substancias
medicamentosas, e ainda, devido aos poucos relatos na literatura de metodologias
analiticas para a identificacdo dessas substancias nos suplementos alimentares
nacionais, especialmente aqueles destinados a perda de peso, faz-se necessario o
desenvolvimento de um método de triagem que identifique essas substancias com
acdo farmacoldgica, para que se possa garantir a seguranca dos suplementos
disponiveis para a populacdo. (VAN DER MERWE; GROBBELAAR, 2005; GEYER
et al, 2004; CATLIN et al, 2000; BAUME et al, 2006; KAMBER et al, 2001; REBIERE
et al, 2012).

Existe também a questéo relacionada ao doping para os atletas, fazendo com
gue o rastreamento de substancias com propriedades farmacologicas e proibidas em
suplementos alimentares comercializados como alimentos seja de extrema
importancia (PARRA; PIERUCCI, 2011).

Portanto, para atender a necessidade do presente trabalho foi necessario
construir-se um banco de dados das matérias-primas e desenvolver um método de
triagem para a analise de substancias com propriedades farmacoldgicas em
amostras comerciais de suplementos nacionais utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV-VIS com arranjo de diodos
(HPLC-UV/VIS-DAD).

Muitos métodos tém sido relatados na literatura cientifica para deteccdo de
substancias anorexigenas e emagrecedoras em suplementos alimentares;
entretanto, ndo ha relatos de métodos analiticos de triagem para determinacao
simultanea de 17 substancias em suplementos alimentares nacionais. Além disso, a

HPLC-UV/VIS-DAD ¢é uma técnica com alta sensibilidade e capacidade qualitativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com o Decreto-Lei n® 986/1969 considera-se alimento “Toda
substancia ou mistura de substancias, no estado solido, liquido, pastoso ou qualquer
outra forma adequada, destinada a fornecer ao organismo humano os elementos
normais a sua formacéao, manutencéo e desenvolvimento” (BRASIL, 1996).

No Brasil, a regulamentacdo dos alimentos, desde a sua obtencdo até o seu
consumo, assim como, a defesa e a protecdo da saude individual ou coletiva sao
realizadas em todo territério nacional pela Anvisa (BRASIL, 1999a).

Historicamente, a utilizacdo de determinados alimentos na prevencao de
doencas é considerada ha milhares de anos. Ha cerca de 2500 anos, Hipdcrates ja
recomendava 0 uso de alimentos para fins medicamentosos como pode ser
observado em uma de suas célebres frases: "Let food be the medicine and medicine
be the food", que resumidamente quer dizer: "Faca do alimento o seu medicamento”.
Porém, somente na década de 90, o interesse pelo assunto aumentou e foi quando
o termo “alimento funcional” passou a ser adotado (MONTEIRO; MARIN, 2015).

A industria tem utilizado termos derivados de alimentos funcionais, que muitas
vezes se sobrepdem (LIRA et al, 2009). Frequentemente aparecem nos meios de
comunicacdo termos como suplementos alimentares, nutracéuticos e alimentos
funcionais, os quais tém como promessa beneficios a saude, melhor desempenho
corporal e até mesmo o combate ao envelhecimento. Cada vez mais a populacao
brasileira vem procurando ter uma alimentacdo saudavel e, com isso, esses
produtos vém ganhando for¢ca no mercado de alimentos (IKEDA, 2010).

Os alimentos funcionais e os nutracéuticos comumente tém sido considerados
sinbnimos; porém, os alimentos funcionais devem estar na forma de alimento
comum, serem consumidos como parte da dieta e produzir beneficios especificos a
saude, tais como a reducao do risco de doengas e a manutenc¢do do bem-estar fisico
e mental (IKEDA, 2010).

Em 1989 foi introduzido o termo nutracéutico, que se refere a alimentos ou
parte dos alimentos que apresentam beneficios a saude, incluindo a prevencéo e/ou
tratamento de doencgas, podendo abranger desde os nutrientes isolados até

alimentos processados (ANJO, 2004).
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2.1 ALIMENTO FUNCIONAL

O termo alimento funcional surgiu no Japdo em torno de 1980, quando o
governo japonés deu inicio a um programa de reducéo de custos com seguro-saude
e medicamentos, principalmente para a populagdo que estava envelhecendo e
procurou incentivar qualquer forma de melhorar a saude. Foi implantado o programa
Foshu (Foods for Specified Health Use - comida para uso especifico de saude), no
qgual se avaliavam alimentos comprovadamente benéficos para saude da populacao
com fun¢des especificas no organismo (IKEDA, 2010).

De acordo com Franco (2006) ainda nao existe um consenso a respeito da
definicdo oficial para alimentos funcionais. A American Dietetic Association (ADA),
maior organizacdo de alimentos e profissionais de nutricdo dos EUA, classifica
alimentos funcionais como alimentos convencionais, alimentos modificados
(fortificados ou enriguecidos) e alimentos usados em dietas especiais (FRANCO,
2006; POSITION, 2009).

Quadro 1- Categorias de alimentos funcionais, juntamente com exemplos de alimentos selecionados.

Alimento funcional por categoria Exemplo de alimento funcional
Alimentos convencionais Alho

Nozes

Tomate

Alimentos modificados

Fortificado Suco de laranja fortificado com calcio
Sal iodado

Paes enriquecidos com folato

Enriquecido
Barras energéticas, iogurtes, chas e outros alimentos

Aprimorado funcionais formulados com componentes bioativos,
como a luteina, 6leos de peixe, Ginkgo biloba, erva de
Séo Jodo.

Alimentos médicos Férmulas livres de fenilalanina para fenilcetondricos.

Alimentos para uso dietético especiais Alimentos infantis

Alimentos hipoalergénicos, tais como alimentos sem
glaten e alimentos sem lactose

Alimentos para perda de peso.

Fonte: Adaptado de POSITION (2009).
Nos EUA alimentos funcionais ndo sdo oficialmente reconhecidos como uma

categoria de regulamentacdo pela Food and Drug Administration (FDA). Ja a
Comisséo Europeia considera um alimento como funcional aquele que, além dos
efeitos nutricionais, tem uma ou mais fung¢des benéficas para o organismo relevante

para a melhoria do estado de saude, bem-estar e/ou reducéo do risco de doenca.
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Nesse contexto, alimentos funcionais ndo podem ser encontrados na forma de
comprimidos ou cpsulas, mas sim nos alimentos em quantidades que podem ser
normalmente consumidos na dieta (CROWE, 2013).

Os alimentos funcionais ndo curam doencas, como 0s medicamentos, esses
apresentam componentes ativos capazes de prevenir ou reduzir o risco de algumas
delas. Dentre os beneficios mais investigados, estd a melhoria do sistema
imunologico, reducédo do risco de doencas cardiovasculares, cancer, hipertensao,
diabetes, certas afec¢cdes reumaticas e mal de Alzheimer (ABCFARMA, 2014).

O Ministério da Saude, por meio da Anvisa, em 1999, regulamentou alimento
funcional através de quatro resolucdes (Resolucbes n. 16, 17, 18 e 19) e instituiu
uma Comissdo Técnico-Cientifica de Assessoramento em Alimentos Funcionais e
Novos Alimentos (CTCAF) (ANVISA, 1999c, 1999d, 1999¢, 1999f). Essa Comissao
tem por finalidade prestar consultoria e assessoramento relacionados a alimentos
funcionais e novos alimentos, seguranca de consumo e alegacdes em rotulos
(ANVISA, 1999f).

A Resolucédo n°. 16, de 30 de abril de 1999, aprova o regulamento técnico que
estabelece o procedimento para registro de alimentos e/ou novos ingredientes. Por
meio dela, o Brasil define novos alimentos/ingredientes como alimentos ou
substancias sem histérico de consumo no Pais, ou alimentos com substancias ja
consumidas, e que, entretanto, venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis
muito superiores aos atualmente observados nos alimentos utilizados na dieta
regular (ANVISA, 1999c). A Resolucdo n°. 17 estabelece as diretrizes basicas para
avaliacao de risco e seguranca dos alimentos (ANVISA, 1999d).

A Anvisa estabeleceu diretrizes basicas para analise e comprovacdo de
propriedades funcionais e/ou de salde alegadas em rotulagem de alimentos
(ANVISA, 1999e) e o regulamento de procedimentos para registro de alimentos com
alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude em sua rotulagem (ANVISA,
1999f).

De acordo com a resolugcdo n® 19, de 30 de abril de 1999, alegacédo de
propriedade funcional é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o
nutriente ou néo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e
outras fungdes normais do organismo humano. A alegacao de propriedade de saude

€ aguela que afirma, sugere ou implica a existéncia da relacdo entre o alimento ou
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ingrediente com doenca ou condi¢do relacionada a saude. Ndo sdo permitidas
alegacbes que facam referéncia a cura ou a prevengcdo de doencas (FRANCO,
2006).

Considerando a possibilidade de efeitos benéficos de nutrientes e de
substancias bioativas dos alimentos e os possiveis efeitos adversos, a curto ou
longo prazo, a possibilidade de ocorréncia de interagbes entre as substancias
bioativas e nutrientes ou ndo nutrientes no organismo, com efeitos indesejaveis a
saude, a Anvisa aprovou 0 Regulamento Técnico para avaliacdo de seguranca,
registro e comercializacdo de Substancias Bioativas e Probidticos Isolados com
Alegacao de Propriedades Funcional e ou de Saude (ANVISA, 2002).

De acordo com esse regulamento considera-se substancia bioativa, além dos
nutrientes, osnao nutrientes que possuem acdo metabdlica ou fisiologica especifica.
A substancia bioativa deve estar presente em fontes alimentares, de origem natural
ou sintética, desde que comprovada a seguranca para o consumo humano. S&o
classificadas em  carotenoides; fitoesterdis; flavonoides;  fosfolipideos;
organosulfurados; polifendis; probidticos (ANVISA, 2002).

Muitas substancias bioativas vém sendo comercializadas na forma de
produtos farmacéuticos, como capsulas, solu¢cdes, géis, pés e granulados. Esses
produtos ndo podem ser classificados como alimentos, entdo o termo hibrido
nutracéuticos, de nutrientes e farmacéuticos foi criado pela Foundation for Innovation
in Medicine dos EUA em 1990 (GULATI; OTTAWAY, 2006).

2.2 NUTRACEUTICOS

O termo nutracéutico foi originalmente usado por Defelice e definido como:
"Um alimento ou partes de alimentos que fornecem beneficios medicinais, incluindo
a prevencaoe/ou tratamento da doenca” (DEFELICE, 1995).

Os nutracéuticos se encontram na intersecdo de alimentos e medicamentos,
como pode-se observar na figura 1 (GULATI; OTTAWAY, 2006).
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Figura 1- llustracdo do termo nutracéutico

- T
g

Nutraoouu Drug J

Fonte: Adaptado de Gulati e Ottaway (2006).

Grande parte do desenvolvimento inicial do conceito e de produtos
nutracéuticos foi impulsionado pelos EUA, onde desde a sua introdugéo em 1994, o
Dietary Supplement and Health Education Act (DSHEA) permitiu uma consideravel
flexibilidade dos limites entre os alimentos e medicamentos.

Nos Estados Unidos, o termo nutracéutico ndo € reconhecido oficialmente.
Porém, por suas caracteristicas, um nutracéutico pode se enquadrar como um
suplemento dietético — “Um alimento, na sua forma nao convencional, que prové um
componente para suplementar a dieta através do aumento total da ingestdo diaria
deste componente” (GULATI; OTTAWAY, 2006).

Dentro da Unido Europeia o direito a qualificac&o juridica de um nutracéutico
€, em geral, feito com base nos seus efeitos sobre o organismo. Assim, se a
substancia contribui apenas para a manutencéo da saude, tecidos e 6rgaos pode ser
considerado um componente alimentar. Se, no entanto, for demonstrado que tem um
efeito modificador em um ou mais processos fisiolégicos do organismo, pode ser
considerado um medicamento (GULATI; OTTAWAY, 2006).

No Brasil, a Anvisa ndo reconhece o termo nutracéutico. A RDC n° 2, de
2002, é a resolucdo que mais se aproxima a nutracéuticos, definindo substancia
bioativa como nutrientes ou ndo nutrientes que possuem acdo metabdlica ou
fisioloégica especifica, presente em fontes alimentares, seja de origem natural ou
sintética, desde que comprovada a seguranca para o uso humano. N&do pode ter
finalidade medicamentosa ou terapéutica, qualquer que seja a forma de
apresentacdo ou o modo como é administrado (ANVISA, 2002).
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2.3 SUPLEMENTO ALIMENTAR

Suplementos nutricionais, dietéticos ou alimentares podem ser definidos como
fontes concentradas de nutrientes ou outras substéncias com um efeito nutricional
ou fisiolégico, comercializados em forma doseada, com o objetivo de complementar
a dieta normal (EC, 2002).

No Brasil suplementos alimentares sdo compostos vitaminicos ou de minerais
gue servem para complementar a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos
onde sua ingestao diaria a partir da alimentacéo, seja insuficiente ou quando a dieta
requerer suplementacado (NEVES; CALDAS, 2015).

Nos EUA, o DSHEA enquadra os suplementos alimentares como alimentos,
0s quais sao regulados de forma menos rigorosa do que medicamentos. De acordo
com o DSHEA, suplementos alimentares podem conter vitaminas, minerais, ervas,
aminoacido, ou uma substancia para suplementar a dieta por aumento da ingestao
total, ou um concentrado, metabdlito, constituinte, extrato ou combinacdo de
qualquer destes ingredientes. Assim, muitas substancias com ac¢fes farmacolédgicas
podem ser regularmente vendidas como suplementos alimentares nos EUA
(NEVES; CALDAS, 2015).

2.3.1 Controle Sanitario dos Suplementos Alimentares

No Brasil o campo da regulamentacdo e a producdo de normas foi ampliado
devido ao processo de industrializacdo. A criacdo dos centros de pesquisas e dos
laboratérios de salde publica contribuiu para a pratica da Vigilancia Sanitaria. Nos
Estados Unidos, por exemplo, a producdo industrial de alimentos e de
medicamentos cresceu juntamente com muitas denuncias de adulteracdo e
falsificacdo de produtos e de utilizacdo abusiva de conservantes. As analises
laboratoriais disponiveis para o publico foram essenciais para a movimentacao
popular em busca por medidas de protecdo a saude, resultando na ampliacdo da
legislacdo de controle (MERCOSUL, 2000; ROSENFELD, 2009).

Segundo a Constituicdo Federal de 1988, a saude é um direito de todos e um
dever do Estado. E nessa concepcao se incluem as acdes de Vigilancia Sanitaria. A
Lei n°® 8.080, de 19 de setembro de 1990, chamada Lei Orgéanica da Saude, organiza
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o Sistema Unico de Satde (SUS) e definiu a Vigilancia Sanitaria como “um conjunto
de acbes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir, riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producédo e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse da Saude” (BRASIL, 1990;
ROSENFELD, 2009).

De acordo com a Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, a Anvisa € o 6rgao
brasileiro de fiscalizacdo e controle na area de vigilancia sanitaria, que através de
portarias e resolucdes regulamenta os alimentos com alegacdes funcionais, onde se
enquadrariam os suplementos alimentares (BRASIL, 1999a).

Devido a um quadro juridico menos restritivo, um suplemento alimentar que
esta disponivel livremente nos EUA pode ser considerado um medicamento ou
mesmo ser proibido na Unido Europeia e no Brasil, dando origem a um mercado
clandestino (NEVES; CALDAS, 2015).

Existem diversas substancias que sao autorizadas em outros paises, mas
proibidas no Brasil. A internet possibilita 0 acesso a diversos produtos de variadas
marcas, 0S quais nem sempre atendem a legislacdo brasileira, mas séo
comercializados pela internet e também podem ter sido adquiridos por meio da
importacdo para consumo proprio, mesmo que esses produtos nao estejam
regularizados na Anvisa. No entanto, esses suplementos ndo podem ser importados
com finalidade de revenda ou conter substancias sujeitas a controle especial ou
proscritas no pais, como é o caso da substancia dimetilamilamina (DMAA) presente
em alguns suplementos alimentares, a qual é um estimulante utilizado,
principalmente, no auxilio ao emagrecimento, aumento do rendimento atlético e
como droga de abuso e, esta associada a relatos de varios paises de efeitos
adversos (ANVISA, 2012).

A legislacao brasileira ndo define a categoria “suplemento alimentar”. Esses
produtos quando comercializados no Brasil, fabricados no pais ou importados,
devem ser regularizados como medicamentos ou alimentos de acordo com sua
composicao e finalidade de uso (ANVISA, 1999¢). Na figura 2 pode-se observar a

divisdo das categorias segundo a Anvisa.
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Figura 2 — Divisdo das categorias em alimentos e medicamentos.
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Fonte: Anvisa, 2016.

As diferentes categorias de alimentos podem ser isentas ou ndo da

obrigatoriedade de registro sanitario de acordo com a resolu¢cdo-RDC n° 27, de 6 de
agosto de 2010, e estdo descritas no quadro 2 (ANVISA, 2010b).

Quadro 2 - Alimentos com obrigatoriedade de registro sanitario e alimentos isentos de

registro sanitario.

Alimentos isentos da obrigatoriedade de registro sanitario

Alimentos para controle de peso;
Alimentos para atletas;

Suplemento vitaminico ou mineral.

Alimentos com obrigatoriedade de registro sanitario

Alimentos com alegacdes de propriedade funcional e/ou de saude;

Novos alimentos e novos ingredientes;

Substancias bioativas e probioticos isolados.

Fonte: Anvisa, 2010.
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Um resumo das principais categorias de alimentos que s&o semelhantes aos

suplementos alimentares, suas definicbes legais e as normas reguladoras estédo

descritos no quadro 3.

Quadro 3 - Categorias de alimentos, definicdo legal e exemplos de acordo com a

legislacdo brasileira.

Categoria

Definicao legal e exemplos

Legislacdo

Alimentos para atletas

Especialmente formulados para auxiliar os atletas

a atender suas necessidades nutricionais
especificas e auxiliar no desempenho do
exercicio. Exemplos: whey protein, creatina,

aminoacidos de cadeia ramificada, cafeina.

RDC 18/2010

Suplementos vitaminicos e/ou

minerais

Alimentos que servem para contemplar com
vitaminas e / ou minerais a dieta diaria de uma
pessoa saudavel.

Portaria n°
32/1998

Alimentos com alegagdo de
propriedades funcionais e ou de
salde

Alegacdo de propriedades funcionais: papel
metabdlico ou fisiolégico sobre o crescimento,
desenvolvimento, manutengdo e outras funcdes
normais do organismo humano.

Alegacao de propriedade de salde: é aquela que
sugere existéncia de relagdo entre o alimento ou
ingrediente com doenca ou condi¢do relacionada
a saude

Exemplos: produtos que contenham fitoesterois,
omega-3, luteina e licopeno, inulina, quitosana.

RDC 18/1999

Novos alimentos e ou novos

ingredientes

Alimentos ou substancias sem histérico de
consumo no pais, ou alimentos com substéncias
ja consumidas, e que venham a ser adicionadas
ou utilizadas em niveis muito superiores aos
atualmente observados nos alimentos utilizados
na dieta regular.

Exemplos: 6leo de peixe, lecitina de soja, extrato
de guarana em capsulas.

RDC 16/1999

Substancias Bioativas e

Probiéticos Isolados com

alegacdo de propriedades

funcional e ou de salude

Substéancia Bioativa: além dos nutrientes, os ndo
nutrientes que possuem acdo metabdlica ou
fisiolégica especifica.

Probiotico: microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal, como
por exemplo, Bifidobacterium sp.

RDC 02/2002

Alimentos para controle de

peso

Sdo os alimentos que apresentam composi¢cao
definida para suprir parcialmente as necessidades
nutricionais do individuo e que sejam destinados
a propiciar reducdo, manutencdo ou ganho de
peso corporal, como por exemplo, os shakes.

Portaria n°
30/1998

Fonte: Anvisa, 1998a, 1998b,1999¢,1999¢, 2010a, 2002.
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De acordo com o disposto pela Resolugdo RDC n°. 18/2010 os Alimentos
para Atletas ndo podem conter substancias estimulantes, hormoénios ou outras
consideradas como doping contidas na lista de substancias proibidas pela Agéncia
Mundial Antidoping (WADA) e substancias com acédo terapéutica. Essa restricdo é
vélida para todas as categorias de alimentos (ANVISA, 2010a).

Souza e colaboradores (2014) correlacionaram as categorias em que 0S
produtos foram registrados na Anvisa com a categoria definida pelo fabricante para
comercializacdo em websites. As pesquisas mostraram que o0s produtos
comercializados  apresentam  classificagbes  diferentes das  categorias
regulamentadas pela Anvisa (SILVA; FERREIRA, 2014).

Identificaram-se cinco categorias com base nas alegacfes apresentadas nos
rotulos:

1) produtos a base de fitoterapicos/alimentos funcionais; 2) produtos a base
de vitaminas e minerais; 3) alimentos fontes de energia;, 4) produtos para
emagrecimento; e 5) produtos para hipertrofia muscular. Essas categorias, porém,
sdo de responsabilidade do fabricante e ndo sdo as mesmas da Anvisa (SILVA,
FERREIRA, 2014).

Verificou-se que 63% de todos os tipos de suplementos foram
comercializados com a finalidade de emagrecimento e hipertrofia muscular. De
acordo com o registro na Anvisa, verificou-se que 80% dos produtos foram
registrados nas categorias de Alimentos para atletas, Novos alimentos e novos
ingredientes e Suplementos Vitaminicos e Minerais. Foi observado também que a
categoria “Novos alimentos e novos ingredientes” foi a segunda categoria com maior
qguantidade de registro no pais (SILVA; FERREIRA, 2014).

Para muitos consumidores os produtos que alegam emagrecimento sao ditos
“suplementos emagrecedores”, provavelmente devido a expansao da oferta de
produtos comercializados como suplementos (SILVA; FERREIRA, 2014).

Existem inUmeros relatos da Anvisa e também de 6rgaos internacionais a
respeito da adulteracdo de suplementos alimentares. De 2007 a 2014, a agéncia de
controle de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos, do inglés Food and
Drug Administration (FDA), relatou 572 casos de adulteragdo em suplementos no
pais (NEVES; CALDAS, 2015).
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Dados do Sistema de Alerta Rapido da Unido Europeia para a alimentagao
humana e animal mostrou 929 adulteracdes durante 0 mesmo periodo, mais de 40%
devido a ingredientes ndo autorizados ou medicamentos néo declarados. De 2007 a
2013, o Departamento de Policia Federal do Brasil apreendeu 5470 produtos de
suplemento, 92,2% de origem americana. A anélise quimica qualitativa realizada em
2898 produtos encontrou 180 adulteragbes, 41,1%, devido a farmacos néo
declarados (NEVES; CALDAS, 2015).

Alertas sobre recall de alguns produtos néo regularizados tém sido emitidos
pela Anvisa. Em novembro de 2014 a Anvisa emitiu um alerta sobre a presenca de
substéancias proibidas no suplemento Mayhem. O motivo do recall foi a deteccéo,
pelo laboratério de analises do FDA, das substancias medicamentosas
dexametasona e ciproeptadina, ndo declaradas no rétulo do produto. O produto em
questdo ndo atende a legislacdo brasileira, no que diz respeito a avaliacdo de
seguranca, mas € comercializado na internet e também pode ser adquirido por meio
da importacao direta por consumidores (ANVISA, 2014).

Em janeiro de 2015 a Anvisa publicou em seu site um alerta aos
consumidores sobre a constatacdo da presenca de medicamentos em suplementos
chamados B-Lipo Capsules e Slim-K Capsules. O motivo do recall foi a detecgao
pelo laboratério de analises do FDA das substancias medicamentosas lorcaserina
(no produto B-Lipo Capsules) e sibutramina, desmetilsibutramina e fenolftaleina (no
produto Slim-K Capsules), ndo declaradas nos rétulos dos produtos. O FDA
determinou o recall dos produtos e a empresa suspendeu a distribuicdo. Os produtos
sao comercializados nos EUA como “suplementos naturais a base de ervas para
emagrecimento” e mesmo nao estando regularizados no Brasil, podem ser
importados para uso pessoal (ANVISA, 2015).

As substancias geralmente associadas a adulteracdo de suplementos
alimentares destinados a perda de peso incluem anoréxicos como sibutramina,
orlistat, dietilpropiona (amfepramona), rimonabanto, femproporex, fentermina e
mazindol, estimulantes (efedrina, norefedrina e sinefrina), ansioliticos
(principalmente benzodiazepinicos como o diazepam), antidepressivos (fluoxetina e
sertralina), diuréticos (tais como furosemida e Hidroclorotiazida) e laxantes
(fenolftaleina) (CARVALHO et al, 2011).
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Levando em consideracédo os relatos de adulteracéo, esta dissertacao aborda
substancias anorexigenas como: femproporex, metanfetamina, mazindol,
sibutramina, anfepramona, fenfluramina e rimonabanto; estimulantes: sinefrina,
fenilefrina, efedrina e clembuterol, salbutamol, terbutalina e fenilpropanolamina;
diuréticas: clortalidona, furosemida e hidroclorotiazida (AUTORIDADE BRASILEIRA
CONTROLE DE DOPAGEM, 2016).

2.4 AGONISTAS ADRENERGICOS

Os receptores adrenérgicos sao ativados por seus ligantes enddgenos, as
catecolaminas: adrenalina e noradrenalina. Os agonistas adrenérgicos sao
moléculas organicas que se ligam a classe de receptores adrenérgicos, 0s quais sao
acoplados a proteina G (GOODMAN; GILMAN, 2005).

A ligacdo de um agonista geralmente causard uma resposta simpatica,
caracterizada por acdes tais como: regulacdo da frequéncia cardiaca, aumento da
pressao arterial, degradacdo dos triglicerideos e acdes sobre o sistema nervoso
central (SNC) como a reducéo do apetite (GOODMAN; GILMAN, 2005).

Os agonistas adrenérgicos podem ser classificados de acordo com o tipo de
receptor a que se ligam, estimulando ou inibindo diferentes respostas fisiolégicas.
Desta forma, existem dois grupos de receptores adrenérgicos a e [, 0s quais
apresentam varios subtipos demonstrados na figura 3 (GOODMAN; GILMAN, 2005).
Os receptores a possuem os subtipos a1 (um receptor acoplado a uma proteina Gq-
estimulatéria) e a2 (um receptor acoplado Gi- inibitdria). A fenilefrina € um agonista
seletivo do receptor al (GOODMAN; GILMAN, 2005).

Os receptores B possuem os subtipos 1 B2 e B3. Todos os trés estao ligados as
proteinas Gs- estimulatéria, sendo o clembuterol um exemplo de agonista seletivo
do receptor 2 (GOODMAN; GILMAN, 2005).
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Figura 3 - Classificacdo dos agonistas adrenérgicos
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De acordo com a seletividade pelo tipo de receptor, os agonistas adrenérgicos
também podem ser classificados como agonistas de acao direta, de acéo indireta ou
de acdo mista. Os de acdo direta atuam sobre um ou mais dos receptores
adrenérgicos. Esses farmacos podem apresentar consideravel seletividade para um
subtipo especifico de receptor como, por exemplo, a fenilefrina para a; e salbutamol
e clembuterol para B,, ou podem possuir pouca ou nenhuma seletividade, atuando
em varios tipos de receptores. Os farmacos denominados de acdo indireta
aumentam a disponibilidade da noradrenalina ou da adrenalina para estimular os
receptores adrenérgicos, como por exemplo as anfetaminas (GOODMAN; GILMAN,
2005).

Os farmacos que liberam noradrenalina indiretamente e também ativam

diretamente os receptores sdo denominados de simpaticomiméticos de acao mista,
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como a efedrina (GOODMAN; GILMAN, 2005). Dentre as 17 substancias estudadas,
onze sdo agonistas adrenérgicas cuja substancia basica € a feniletilamina. Nessa
molécula podem ser identificados quatro sitios de substituicdo: A: nucleo aromatico,
B: carbono B, C: carbono a e D: grupo amino. Substituicbes simples ou simultanea
em qualquer desses sitios, através da inclusdo de diferentes grupos funcionais,

permite a obtengdo de diversas moléculas derivadas da feniletilamina (figura 4).

Figura 4- Estrutura da feniletilamina indicando os sitios de substituicdo e estrutura das matérias-
primas similares a feniletilamina: femproporex, sinefrina, fenilefrina, anfepramona, efedrina,
metanfetamina, clembuterol, fenilpropanolamina, fenfluramina, salbutamol e terbutalina.
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2.4.1 Estimulante

No contexto do esporte, a palavra “estimulante” geralmente se refere a
agentes estimulantes do sistema nervoso central (SNC), que afetam o humor,
estado de alerta, locomocédo e apetite, ou que atuam no sistema nervoso simpatico
causando agdes no sistema cardiovascular. A reacdo de luta ou fuga conhecida por
aumentar o fluxo de sangue para o musculo esquelético e mobilizar energia € uma
resposta simpatica, que pode ser mimetizada por farmacos estimulantes (USADA,
2007).

Os estimulantes podem incluir substancias que reduzem a fadiga, como a
cafeina e a efedrina, ou, como anfetaminas e cocaina que podem afetar o humor e
modificar o estado de alerta mental. Podem ter indica¢cBes clinicas precisas, tais
como narcolepsia, déficit de atencdo e supressdo do apetite. No entanto, muitos
estimulantes tém potencial de abuso. Outros podem atuar em receptores
adrenérgicos como é o caso da fenilefrina, fenilpropanolamina e sinefrina (figura 4)
(DOCHERT JR, 2008).

2.4.2 Anorexigenos

Os adulterantes anorexigenos frequentemente encontrados em formulacfes
emagrecedoras incluem anoréxicos derivados de anfetaminas como anfepramona,
femproporex (figura 4) e mazindol (este ultimo, embora ndo apresente estrutura
fenetilaminica, compartilha com a anfepramona e o femproporex, os mesmos efeitos
secundarios e mecanismo de acao); os sacietdgenos de duplo mecanismo de acao,
catecolaminérgico e serotoninérgico (sibutramina) e o antagonista do receptor
canabindide (rimonabanto) (figura 5) (ROCHA; AMARAL; OLIVEIRA, 2016).

A sibutramina e seus metabdlitos inibem a recaptacdo de noradrenalina e de
serotonina. Pelo efeito B-adrenérgico, a sibutramina possui agdo no hipotalamo
lateral e periformical, levando a diminuicdo da fome e, em nivel periférico, levando a
aumento da termogénese por ativacdo do sistema nervoso simpatico. A inibicdo da
recaptacdo da serotonina leva ao aumento da transmissdo serotoninérgica, que
atuando no hipotdlamo ventromedial, promove aumento da saciedade (ROCHA,;
AMARAL; OLIVEIRA, 2016).
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O rimonabanto representa o protétipo antagonista seletivo CB1 (figura 5).
Estudos demonstraram os efeitos benéficos de rimonabanto na obesidade, na
cessacao tabagica e na sindrome metabdlica, porém estd associado a efeitos
adversos psiquiatricos severos, como depressao e tentativas de suicidio. No Brasil
foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apenas em
2007 e retirado do mercado em outubro de 2008 (CICHERO et al, 2008).

Figura 5- Estrutura quimica das substancias anorexigenas estudadas.
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Fonte: National Institute of Standards and Tecnology (NIST, 2016).
2.5 DIURETICOS

Pertencem a classe de farmacos anti-hipertensiva mais utilizada,
apresentando diferencas quanto a duracao, local de acdo no néfron e estrutura
quimica (figura 6). Os diuréticos tiazidicos, como a hidroclorotiazida e clortalidona,
agem através da inibicdo do transporte de sddio e cloro nha membrana da parte
proximal do tubulo contorcido distal, com consequente eliminacdo de agua do corpo
0 que pode ocasionar perda de peso, por isso sdo utilizados por atletas e néo atletas
gque queiram rapida perda de peso. Ja a furosemida € um diurético de alca, por atuar
na porcdo ascendente da alca de Henle, inibindo o co-transportador triplice
Na'/K*/2CI', sendo mais potente do que os diuréticos tiazidicos (figura 6) (PIMENTA,
2008).

Esses farmacos sdo comumente utilizados para mascarar a administracao de
outras substancias proibidas, ao reduzirem a concentragcdo na urina do composto de

interesse, por causa do aumento do volume urinario, dificultando a deteccédo nas
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pesquisas laboratoriais de doping, por isso, também sao classificados como agentes
mascarantes (CADWALLADER; TORRE; BOTRE, 2010). Em consequéncia da
perda excessiva de sais minerais e agua o uso indiscriminado dos diuréticos pode
causar hipotenséao, disfun¢des cardiacas e musculares (NETO, 2001). O quadro 4
apresenta as classes de substancias com acéo terapéutica descritas na lista da
WADA e os efeitos oriundos de sua administracao.

Figura 6- Estrutura quimica dos diuréticos: hidroclorotiazida, clortalidona e furosemida.
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Quadro 4 - Classe das substancias descritas usadas no esporte, efeitos desejados e
efeitos adversos.

Classe Efeito desejado Efeito colateral
Estimulantes Aumento do estado de alerta Aumento da pressdao arterial
(estimulag&o mental) Dor de cabeca
Reducéo da fadiga Arritmia
Ansiedade
Tremores
Alfa-agonistas Estimulante Bradicardia
Cefaleia hipertensiva
Beta-agonistas Estimulante (dosagens maiores | Tremores musculares,
que as terapéuticas) diminuicao da pressao
sanguinea, vasodilatacéo
pulmonar; nervosismo.
Diuréticos Reducéo de peso Indefinidos (embora a perda
de sais possa ser
correlacionada a possiveis
problemas cardiacos)

Fonte: WADA, 2017.
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2.6 METODOLOGIAS ENCONTRADAS NA LITERATURA

Estudos recentes tém demonstrado que suplementos alimentares destinados
a perda de peso sao freqientemente adulterados pela adi¢céo ilicita de substancias
sintéticas. Rocha e colaboradores (2016) descreveram diversas técnicas analiticas
utilizadas para detectar e identificar diferentes adulterantes em suplementos
alimentares e, portanto, também em alimentos, com especial énfase em
suplementos alimentares a base de plantas (Tabela 1).

Carvalho e colaboradores (2011) revisaram o0s casos de adulteracao
referentes a formulagBes fitoterdpicos emagrecedoras. Os adulterantes relatados
podem ser categorizados principalmente em seis classes farmacoldgicas: o0s
anoréxicos (sibutramina, orlistat, anfepramona e rimonabanto), os ansioliticos
(principalmente benzodiazepinicos), os antidepressivos (por exemplo, fluoxetina e
sertralina), os diuréticos (por exemplo: furosemida, hidroclorotiazida) e os laxantes
como a fenolftaleina (CARVALHO et al, 2011; YANO et al, 2008; ANDRIOLO et al,
2012).



Tabela 1-Resumo dos estudos realizados e metodologias utilizadas na analise de adulterantes em suplementos alimentares destinados a perda de peso.

Adulterantes de interesse

Método

Amostras adulteradas/amostras
totais

Referéncia

Sibutramina

Anoréxicos (sibutramina, N-di-
desmetilsibutramina, N-mono-
desmetilsibutramina e Fenfluramina);
farmaco antiobesidade (Orlistat); laxante
(Fenolftaleina)

Triagem ndo-alvo de adulterantes
Anoréxicos (sibutramina e Fenfluramina);
estimulantes (Efedrina, norpseudoefedrina);
Diurético (clopamida) e outros (laxantes
naturais, emodina e crisofanol)

34 Compostos incluindo anoréxicos
(amfepramona, fentermina, rimonabanto,
2,4-dinitrofenol, fenfluramina e sibutramina);
Estimulantes (anfetamina, cafeina, sinefrina,
efedrina e pseudoefedrina); laxante
(Fenolftaleina); diuréticos (Altiazida,
bumetanida, Furosemida, espironolactona e
Triantereno) e antidepressivo (Fluoxetina).

Anoréxicos (anfepramona, sibutramina e
femproporex) e antidepressivos (fluoxetina,
paroxetina, sertralina, e bupropiona).

N-desmetilsibutramina

Anoréxicos (sibutramina, N-
desmetilsibutramina e N-
didesmetilsibutramina); Laxante
(fenolftaleina).

HPLC-DAD; CG-MS
LC-ESI-MS

DOSY 'H-NMR; MS/MS
HPLC-ESI-MS/MS

UHPLC-DAD

Eletroforese capilar

LC-PDA; LC/MS

FI-MS/MS (confirmacéo
usando LC-MS/MS)

11
11/22

14/20°
12/12

20/20

4/106

1/27

11/17

Jung e colaboradores (2006)
Wang e colaboradores (2008)

Vaysse e colaboradores (2010)
Shi e colaboradores (2011)

Rebiere e colaboradores (2012)

De Carvalho e colaboradores
(2012)

Park e colaboradores (2012)

Song e colaboradores (2014)

A%



Tabela 1- Continuacgéo.

Adulterantes de interesse Método Amostras adulteradas/amostras Referéncia
totais
29 Medicamentos, incluindo anoréxicos (sibutramina, = LC-MS/MS 62/188 Kim e colaboradores (2014)
desmetilsibutramina, didesmetilsibutramina,
dietilpropiona, fenfluramina, mazindol e fentermina);
estimulantes (cafeina, efedrina, pseudoefedrina e
fendimetrazina); antidepressivos (bupropiona,
fluoxetina, paroxetina e sertralina); laxantes
(bisacodil, fenolftaleina e senésidos).
Farmaco anoréxico (lorcaserina) RMN; MS/MS 1/1 Hachem e colaboradores
(2014)
Anoréxicos (sibutramina, desmetilsibutramina, HPLC-DAD-MS/MS 24/50 Reeuwijk e colaboradores
didesmetilsibutramina, e rimonabanto) e laxante (2014)
(fenolftaleina)
Sibutramina HPTLC-UV densitometria; 28/52 Mathon e colaboradores
TLC-MS interface (2014)
96 compostos incluindo anoréxicos (fenfluramina, UHPLC-Q-orbitrap MS 3/23 Vaclavik e colaboradores
fentermina, rimonabanto, sibutramina e topiramato); (2014)
estimulantes (anfetamina, B-metilfenetilamina, 1,3-
dimetilamilamina, evodiamina, norefedrina,
metanfetamina, catine e efedrina); farmaco
antiobesidade (orlistat); antidepressivos (fluoxetina e
sertralina), ansiolitico (diazepam); diuréticos
(hidroflumetiazida, bumetanida, clortalidona,
hidroclorotiazida, indapamida, meticlotiazida e
metolazona).
Anoréxicos (benfluorex, fentermina, fenmetrazina, LC/HRMS 3/36 Strano-Rossi e colaboradores

fendimetrazina, fenfluramina,

e cafeina)

fencanfamina,
mefentermina e sibutramina) e estimulantes (efedrina

(2015)

194



Tabela 1- Continuacéo

Adulterantes de interesse

Método

Amostras adulteradas/amostras
totais

Referéncia

Anoréxicos (Sibutramina, desmetilsibutramina,
didesmetilsibutramina, fenfluramina, fentermina,
rimonabanto); diuréticos (bumetanida, furosemida);
farmaco antiobesidade (orlistat); laxante (fenolftaleina)
e antidepressivo (sertralina)

Estimulantes (bromofeniletilamina, anfetamina,
efedrina, fenfluramina, 3,4-metilenedioxianfetamina
(MDA), 3,4-etilenedioxietilanfetamina (MDEA), 3,4-
metilenedioximetanfetamina (MDMA), norefedrina,
norpseudoefedrina e pseudoefedrina) e estriquinina
Anorexigenos (anfepramona, femproporex e
sibutramina), ansioliticos-benzozodiazepinicos
(clonazepam, flurazepam, aloprazolam, midazolam,
medazepam, clordiazepéxido e diazepam),
antidepressivos (bupropiona, fluoxetina, sertralina e
paroxetina), diuréticos (hidroclorotiazida, furosemida,
clortalidona, amilorida e espironolactona) e
hipoglicemiantes (glimeperida, clorpropamida e
glibenclamida)

IMS- lon mobility
spectrometry
(espectrometria de
mobilidade ibnica)

LC-MS

Voltametria de
microparticulas

2/11

2/2

15/15

Dunn e colaboradores (2012).

Deventer e colaboradores
(2008)

Doménech-Carbé e
colaboradores (2013)

Fonte: Adaptado de ROCHA et al, 2016.% Incluindo suplementos alimentares e ervas medicinais

144
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2.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas de
separacdo, devido, principalmente, a sua capacidade de separacdo dos
componentes presentes nas misturas em funcdo da eficiéncia e do poder de
resolucdo das colunas que estdo cada vez mais modernas (LANCAS, 2009).

A cromatografia liquida € uma das principais técnicas utilizadas na analise de
compostos nao volateis e/ou termicamente instaveis (LANCAS, 2009).

Um equipamento tipico de cromatografia liquida de alta eficiéncia deve conter:
a) reservatério da fase movel; b) bomba de alta pressado; c) valvula de injecao
(injetor); d) coluna; e) detector e f) registrador,demonstrado na figura 7 (DEGANI,
CASS; VIEIRA, 1998).

Figura 7 - Equipamento bésico de CLAE.

)
o) | o] B e
| @)

=

Fonte: DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998.

A coluna cromatografica € onde se d& o processo de separacdo das
substancias que compdem a amostra, sendo um constituinte bastante importante e
critico de um sistema cromatografico (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Para escolha de uma coluna é conveniente definir as caracteristicas da

amostra, conforme o esquema apresentado na figura 8 (CHUST, 1990).



Figura 8 - Classificacédo das caracteristicas de uma amostra
Hidrossolavel
Polaridade <
Lipossolavel
Positiva
Amostra Cargaionica <
Negativa
Grupo funcional
Estrutura
quirnica
Estereoquimica

Fonte: CHUST, 1990.
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Os mecanismos de separacdo poderdo ser escolhidos de acordo com as

caracteristicas das amostras. Na figura 9 estdo representados 0s principais

mecanismos de separacao de acordo com as colunas de HPLC (CHUST, 1990).

Figura 9 - Mecanismos de separa¢do em HPLC

Partilha (Fase
reversal

Adsorgdo EFase
normal}

F'ermeagléo em
. ge
Mecanismos de

separacao

Cromatogfrafia
de parionico

Cramatagrafia de
interagdo
hidrofdbica

Cramatagrafyia
innica

Fonte: CHUST, 1990.

Na cromatografia em fase normal, a fase estacionaria é mais polar que a fase

movel, e em fase reversa, a fase movel € mais polar (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998;

CHUST, 1990).
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O mecanismo de fase reversa se baseia na partilha de elétrons entre as
nuvens eletrbnicas das cadeias moleculares da fase estacionaria ligada e da
substancia a separar, sendo estas interacdes originadas por ligacdes por pontes de
hidrogénio, for¢cas de London e forcas de Van der Waals (CHUST, 1990).

Em relagé@o a fase normal, a fase reversa mostra-se muito mais frequente em
referéncias de aplicacdo da HPLC. A cromatografia em fase reversa possui custos
operativos mais baixos em relacdo a fase normal, devido ao seu eluente ser
constituido na sua maior parte por agua, sendo também utilizados o metanol e a
acetonitrila, entre outros. Quanto aos grupos funcionais de fase reversa ligada o
mais popular € o C18, cujo grupo principal é o grupo octadecilsilano (CHUST, 1990).

Na cromatografia liquida o uso de detectores como ultravioleta, espalhamento
de luz, fluorescéncia e outros, juntamente com o auxilio de softwares, permite a
andlise quantitativa dos componentes das misturas em baixas concentracfes. A
utilizacdo da cromatografia liqguida como técnica de identificacdo € limitada. A
analise qualitativa esta sujeita a erros, pois 0 uso dos tempos de retencdo para a
identificacdo dos analitos ndo € Unico, ou seja, varios compostos podem ter o
mesmo tempo de retengdo nas condi¢bes cromatograficas empregadas (LANCAS,
2009).

O desenvolvimento  dos  detectores  UV-VIS, baseados  nos
espectrofotbmetros, permitiu a obtencdo dos espectros completos de um pico
cromatografico nesta regido espectral. Porém, os espectros obtidos para uma
grande quantidade de picos presentes em amostras complexas eram de pouco
auxilio devido a falta de especificidade dos mesmos e a similaridade entre os
compostos em analise. O desenvolvimento dos detectores baseados em arranjos de
diodos e o desenvolvimento de computadores rapidos, permitiram a geracao de
espectros tridimensionais e o0 uso de softwares apropriados para determinacao
automatica da pureza de picos cromatograficos (LANCAS, 2009).

O uso de particulas de fase estacionaria menores que 2 pm, sem O
comprometimento do desempenho cromatografico, se tornou possivel com o
desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) (MALDANER,;
JARDIM, 2009).
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2.7.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

Baseia-se nos mesmos principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia.
O uso de fases estacionarias com particulas menores que 2 pm juntamente com as
altas velocidades lineares da FM aumentam a resolucdo e a detectabilidade e
diminuem o tempo das analises. Para isto ser possivel, uma vez que a
instrumentacdo (bombas, injetores e detectores) disponivel para a CLAE nao é
projetada para trabalhar em altas pressoes, foi desenvolvido um novo equipamento,
0 qual pode operar em pressdes acima de 100 Mpa (15000 psi) (MALDANER,
JARDIM, 2009).

Algumas das vantagens de um sistema CLUE para o CLAE sao: capacidade
de trabalhar a pressdes muito altas (100 MPa), melhoramento no sistema de
controle e de dados, colunas resistentes capazes de trabalhar em altas pressoes e
com baixo volume morto, injetores com precisao na faixa de volumes pequenos
(MALDANER; JARDIM, 2009).

2.7.2 Pareamento I6nico

Esse tipo de cromatografia pode ser realizado tanto em fase normal quanto
em fase reversa. Consiste na adicdo de um reagente de pareamento iénico, ou seja,
um contra-ion de carga oposta a da amostra a ser analisada, o qual formara
“‘complexos” com diferentes polaridades do composto original alterando, desta
forma, o tempo de retencdo do composto. Essa técnica permite separacdo
relativamente rapida de misturas complexas, em uma Unica corrida cromatografica,
sem prévio tratamento ou derivatizacdo da amostra (VARVARA et al, 2009;
SNYDER, KIRKLAND, 1979).

Acidos e bases ndo interagem facilmente com a superficie hidrofobica das
colunas de fase reversa, devido a carga associada a estas espécies. Os reagentes
de pareamento i6nico geralmente utilizado para bases sdo os da série dos
sulfonatos, na forma de sal sodico, como o hexano, heptano e octanossulfonato de
sédio. Com a adicdo a fase movel do sal referido, de carga contraria a das
moléculas da amostra, permite-se que as mesmas e o sal reagente formem um par
eletronicamente neutro, podendo entdo interagir com a fase estacionaria por um

mecanismo de partilha (VARVARA ET AL, 2009; SNYDER, KIRKLAND, 1979).
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O comprimento da cadeia dos acidos alquilssulfénicos é um fator a ser
considerado, pois quanto maior a cadeia, maior a retencdo, sendo desta forma um
fator de controle da separacdo. Outros fatores que podem ainda influenciar a
separacdo sdo a concentracdo do sal reagente, o pH da fase movel e o tipo de
concentracdo do tampéao a utilizar (VARVARA et al, 2009; SNYDER, KIRKLAND,
1979).

Neste trabalho optou-se pela utilizacdo do heptano-1 sulfonato de s6dio como
reagente de pareamento i6nico, capaz de se ligar as aminas, diminuindo assim, a
interacdo das aminas com os silanéis (VARVARA et al, 2009; SNYDER, KIRKLAND,
1979).

2.8 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € uma técnica utilizada para identificacdo e
determinacdo quantitativa de um ou mais elementos em uma amostra por meio da
relacdo massal/carga (m/z) de ions, podendo ser positivo ou negativo. Com o
desenvolvimento de novos métodos para produzir ions a partir de moléculas
termicamente labeis a espectrometria de massas também pode ser aplicada na area
biolégica, como na determinacdo de estruturas de polipeptideos, proteinas e outros
biopolimeros com altas massas moleculares (SKOOG, 2009).

O diagrama de blocos na figura 10 mostra os principais componentes dos

espectrometros de massas.
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Figura 10 - Componentes de um espectrdmetro de massas

Amostra
| _________________________________________________ a
I |
I . ) I
| Sistema de Fonte de Analisador Detector |
: entrada i fons 7| de massas v :
I |
I |
| I

Sistema
de vacuo Processador

de sinais

\ 4
Dispositivo de
saida de dados

Fonte: SKOOG, 2009.

No sistema de entrada € introduzida uma pequena quantidade da amostra no
espectrobmetro de massas, onde seus componentes sdo convertidos em ions
gasosos. Geralmente o sistema de entrada contém um meio para volatilizar as
amostras sélidas ou liquidas (SKOOG, 2009).

As fontes de ions convertem os componentes de uma amostra em ions. As
principais diferencas entre os equipamentos de massas se dao na fonte de ionizagéo
e no analisador, que conferem a cada equipamento caracteristicas especificas com
diferentes capacidades de resolucao, sensibilidade e aplicacdo. Em muitos casos, o
sistema de entrada e a fonte de ions sdo combinados em um componente Unico. Em
todos os casos, a saida é um feixe de ions positivos ou negativos que sdo, entédo,
acelerados para o analisador de massas. No analisador de massas 0s ions séo
dispersos com base nas razbes massas/carga dos ions dos analitos. Os
espectrometros de massas possuem varias categorias, de acordo com a natureza do
analisador de massas. Um espectrometro de massas contém um transdutor (para
ions) que converte o feixe de ions em um sinal elétrico que pode ser, entéo,
processado, armazenado na memoéria de um computador e apresentado ou

registrado de varias maneiras (SKOOG, 2009).
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O espectrometro de massas tem a necessidade de um sistema de vacuo para
criar baixas pressdes (10 a 10%torr) em todos os componentes do instrumento, com

excecdo do processador e o dispositivo de saida de dados (SKOOG, 2009).

2.8.1 Fonte de lonizacao

Uma analise espectrométrica de massas parte da formacéo de ions gasosos
do analito. O escopo e a utilidade dos métodos espectrométricos de massas sao
ditados pelo processo de ionizagédo. O aspecto do espectro de massas vai depender
do método usado para a formacdo de ions. Esses métodos dividem-se em duas
categorias principais: fontes de fase gasosa e fontes de dessorcédo (SKOOG, 2009).

As fontes de fase gasosa podem ser por impacto de elétrons (El), ionizacao
quimica (CE) e ionizacao por campo (FI). As fontes de dessorcédo incluem dessorcao
por campo (FD), ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI), dessorgcao-ionizacao
assistida por matriz (MALDI), dessorcao por plasma (PD), bombardeamento com
atomos rapidos (FAB), espectrometria de massas de ions secundarios (SIMS) e
ionizagao por termonebulizagéo (TS) (SKOOG, 2009).

Na fonte de fase gasosa, a amostra € primeiramente vaporizada e, entéo,
ionizada. Com a fonte de dessorcdo, a amostra no estado solido ou liquido é
convertida diretamente nos ions gasosos. As fontes de dessorcdo podem ser
aplicadas a amostras nao volateis e instaveis termicamente, ja as fontes de fase
gasosa sdo geralmente restritas a ionizacdo de compostos estaveis termicamente,
que possuem ponto de ebulicido menores que 500 °C limitando, na maioria dos
casos, as fontes gasosas a compostos com massas moleculares menores do que
aproximadamente 10° Da, enquanto que as fontes de dessorcdo sdo aplicaveis a
analitos que possuem massas moleculares de até 10° Da (SKOOG, 2009).

Entre as fontes de ionizacdo existentes a ionizacdo por eletronebulizacéo
(ESI) é uma das mais utilizadas no acoplamento LC-MS (SKOOG, 2009).

A ionizagdo por ESI ocorre a pressbes e temperaturas atmosféricas. O
processo de ionizacao por ESI ocorre quando uma solugédo da amostra € bombeada
através de uma agulha capilar de aco inoxidavel a uma vazao de poucos microlitros
por segundo. A agulha é mantida a varios quilovolts com relagéo ao eletrodo que a
circunda. A nuvem carregada resultante, composta de finas goticulas, passa, entéo,

através de um capilar de dessolvatacdo, onde ocorre a evaporacao do solvente e a
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ligacdo da carga as moléculas do analito. A medida que as goticulas diminuem, por
causa da evaporacdo do solvente, suas densidades de cargas tornam-se maiores
até que, em um ponto denominado limite de Rayleigh, a tensdo superficial nao
consegue mais suportar a carga, ocorrendo a explosdo Coulombica, e a gota divide-
se em goticulas menores. Estas pequenas gotas podem repetir 0 processo até que
todo o solvente seja removido do analito, resultando em uma molécula do analito
com carga multipla. A figura 11 demonstra o mecanismo de ionizacdo da amostra
por eletrospray (SKOOG, 2009; HO et al, 1989).

Figura 11 - Mecanismo de ionizacdo da amostra por eletrospray
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Fonte: HO et al, 2003.

2.8.2 Analisador de massa

Para a separacao dos ions por suas diferencas de m/z, foram desenvolvidas
diferentes formas para controlar a trajetéria desses ions através do espectrémetro,
gue sao realizadas por campos elétricos e magnéticos, chamados de analisadores
de massas, e sdo quase tdo diversificados quanto as fontes de ions (SKOOG, 2009).

O analisador utilizado no presente trabalho foi do tipo Q-TOF (quadrupolo-
tempo de voo). Esse equipamento possui elevada resolucdo, boa sensibilidade e
velocidade de varredura muito rdpida. Sua aplicacdo € bastante ampla,
especialmente quando alta resolugéo € necessaria (LANCAS, 2009; SKOOG, 2009).

O analisador de massa quadripolar € o tipo mais comum em espectrometro de
massas. Esse instrumento € mais compacto, de menor custo e mais robusto do que

0S outros espectrémetros de massas (SKOOG, 2009).
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Um instrumento quadripolar consiste em quatro barras cilindricas e paralelas
gue atuam como eletrodos. As barras opostas sdo conectadas eletricamente, sendo
um par ligado ao lado positivo de uma fonte variavel dc e outro par ligado ao terminal
negativo. Potenciais ac de radiofrequéncia variavel também s&o aplicados a cada
bar de barras. A fim de obter um espectro de massas com este dispositivo, os ions
sao acelerados para o espaco entre as barras por uma diferenca de potencial de 5 a
10 V. Enquanto isso, as voltagens ac e dc nas barras aumentam simultaneamente,
mantendo sua razdo constante. Em um dado momento, todos os ions, exceto,
agueles que possuem um valor determinado de m/z, atingem as barras e séo
convertidos em moléculas neutras. Sendo assim, apenas 0s ions que possuem
valores de m/z em um intervalo limitado alcancam o transdutor (SKOOG, 2009).

Nos instrumentos tipo tempo de voo (TOF, do inglés, time-of-flight), os ions
positivos sdo produzidos pelo bombardeamento da amostra com breves pulsos de
elétrons, ions secundarios ou fotons gerados por um laser. Os ions produzidos séo
acelerados por um pulso de campo elétrico de 10° a 10* V, que possui a mesma
frequéncia que o pulso de ionizacdo, mas que esta atrasado em relacdo a ele. As
particulas aceleradas passam por um tubo de deriva, livre de campo. A velocidade
alcancada pelo ion acelerado é inversamente proporcional a massa, logo, as
particulas mais leves chegam ao detector antes das particulas mais pesadas. De
forma analoga, o tempo necessario para um ion atravessar o tubo é proporcional a
massa. A figura 12 ilustra um analisador do tipo TOF (LANCAS, 2009; SKOOG,
2009).
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Figura 12 - Desenho esquematico de um analisador do tipo TOF

! | Bombas Turbos Refletor

[ ] Bomba
Fonte: LANCAS, 2009.

2.9 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DE SUBSTANCIAS

A espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido ultravioleta/visivel (UV/Vis)
€ uma das técnicas utilizadas para identificacdo e caracterizacdo de compostos
guimicos. Nesta técnica sdo medidas a absorbancia, propriedade que representa a
fracdo de luz absorvida pela amostra, ou transmitancia que é a fracdo de luz que
atravessa a amostra. Tanto absorbancia como transmitancia estéo relacionadas com
a absorcdo de energia eletromagnética pelo composto a ser analisado. A regido
ultravioleta do espectro é geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm, e a
regido do visivel entre 400 a 800 nm. As energias obtidas nessas regifes
apresentam magnitudes que correspondem, muitas vezes, a diferenca entre estados
eletrébnicos de muitas moléculas (SKOOG, 2009).

Analises espectrofotométricas na regido UV/Vis sdo Uteis para identificacdo e
caracterizacdo qualitativa de grupos cromoéforos. Para isso, geralmente os espectros
de absorcdo gerados sdo comparados com espectros de substancias conhecidas
gue contenham grupos cromoforos caracteristicos ou tabelas de correlagédo. Porém,
a identificacdo de grupos cromdéforos pode algumas vezes tornar-se equivocada,
devido a possivel sobreposicdo de bandas, quando aplicada a misturas ou devido a
alguma interacao analito/solucéo. Contudo, conclusdes qualitativas sobre os tipos de
transicOes eletronicas responsaveis pelas bandas de absorcdo podem ser, em
alguns casos, obtidas a partir de consideracdes tedricas sobre o0s orbitais
moleculares envolvidos (SKOOG, 2009).
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7

Outra técnica de caracterizagdo de substancias é a espectroscopia no
infravermelho (IV), uma ferramenta que investiga as frequéncias relacionadas as
vibracBes dos atomos e moléculas, sendo geralmente usada a radiacao na regido do
infravermelho devido a interacdo energética desse tipo de radiacdo com os modos
vibracionais das moléculas (SKOOG, 2009).

Os espectros na regido do IV sdo amplamente utilizados para identificacdo e
caracterizacdo de moléculas tanto organicas como inorganicas por meio da analise
das regides de frequéncia de grupos e impressdo digital, o que possibilita a
determinacdo da presenca de ligacdes quimicas caracteristicas. Para isso, sdo
utilizadas tabelas de correlagdo e comparacdo com outros espectros de bancos de
dados (SKOOG, 2009).

Os instrumentos utilizados para obtencdo do espectro de absorcao na regiao
do infravermelho de um composto sdo chamados de espectrometros de
infravermelho. Esses instrumentos sdo constituidos basicamente por uma fonte de
radiacdo infravermelha, um recipiente para amostra, um seletor de comprimento de
onda e um detector. Os espectrometros de infravermelho de transformada de Fourier
(IV-TF) sédo os mais empregados por produzirem o espectro rapidamente e com uma
alta resolucdo em comparagdo a outros instrumentos com a mesma finalidade
(SKOOG, 2009).

Outra técnica de espectroscopia utilizada para caracterizacdo € a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), um fenbmeno que ocorre quando pulsos de
radiofrequéncia sédo aplicados sobre uma amostra que estd imersa em um campo
magnético bastante intenso. Na presenca desse campo magnético, ndcleos ativos a
RMN (tais como 1H ou 13C) absorvem radiacédo eletromagnética a uma frequéncia
caracteristica do is6topo (SKOOG, 2009).

Atualmente praticamente todos os espectrometros de RMN disponiveis
trabalham com a técnica pulsada. Nessa técnica, 0s nucleos sob acdo de um campo
magnético sdo submetidos periodicamente a pulsos muito curtos de radiacdo de
radiofrequéncia intensa. Uma vez que o pulso tenha terminado, os ndcleos
comecam a relaxar e retornar as suas posicoes de equilibrio. O intervalo entre
pulsos é de um a varios segundos, durante o qual um sinal de radiofrequéncia no
dominio do tempo, chamado de sinal de decaimento livre de inducdo (FID), é emitido

pelos nucleos a medida que eles relaxam e sdo entédo detectados (SKOOG, 2009).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico de triagem para verificagcdo da presenca de
substancias anorexigenas, estimulantes e diuréticas destinadas a perda de peso e

nao declaradas na rotulagem dos suplementos alimentares nacionais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Elaborar um banco de dados espectrais utilizando as seguintes
técnicas analiticas: espectroscopia de absorcdo molecular nas regides UV e
Infravermelho por Transformada de Fourrier (IVTF), espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de massas de alta resolucdo das
substancias: femproporex, sinefrina, sibutramina, anfepramona, fenilefrina,
metanfetamina, efedrina, salbutamol, terbutalina, fenilpropanolamina, clortalidona,

furosemida, hidroclorotiazida, mazindol, clembuterol, fenfluramina e rimonabanto;

> Desenvolver um método de triagem para as substancias citadas acima
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-VIS com arranjo

de diodos;

> Avaliar amostras nacionais comercializadas no municipio do Rio de

Janeiro, quanto a presenca dessas substancias.
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAGEM

Através da visita de lojas fisicas e da busca em sitios eletrénicos de vendas
de suplementos alimentares pdde-se chegar as marcas nacionais comercializadas
no municipio do Rio de Janeiro utilizadas neste estudo. Os suplementos alimentares
foram comprados pelo Laboratério de Alimentos do Departamento de Quimica do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde. A escolha dos produtos
selecionados para analise, descritos no quadro 5 de acordo com a ordem de analise,
foi baseado nas alegacdes feitas pelos fabricantes como perda de peso e reducéo

de medidas.



Quadro 5 - Classificacdo dos suplementos alimentares analisados com suas respectivas marcas, forma farmacéutica, descricdo do contetido contido no

rétulo e cédigo do laboratério.

Produto Marca Classificacéo Forma Rotulo Cédigo do
Farmacéutica Laboratério
Chéa verde 1 A Cha Saché Cha Verde (Camellia Sinensis) CVAP
Cha verde 2 B Novos Alimentos ou Cépsula Cha Verde (Camellia Sinensis) TL12767
Ingredientes
Cha verde 2 B Novos Alimentos ou Cépsula Cha Verde (Camellia Sinensis) TLO040
Ingredientes
Cha verde 2 B Novos Alimentos ou Capsula Cha Verde (Camellia Sinensis) TLOO17
Ingredientes
Ché verde 2 B Novos Alimentos ou Cépsula Ché Verde (Camellia Sinensis) TLO060
Ingredientes
Cha verde 3 C Novos Alimentos ou Cépsula Ché Verde (Camellia Sinensis), vitamina c, zinco, OLB6307
Ingredientes manganés, vitamina E, cobre quelado e vitamina B12
Ché verde 3 C Novos Alimentos ou Cépsula Ché Verde (Camellia Sinensis), vitamina c, zinco, OLA6191
Ingredientes manganés, vitamina E, cobre quelado e vitamina B12
Quitosana 1 D Novos Alimentos ou Cépsula Quitosana 225/13
Inaredientes
Quitosana 2 D Novos Alimentos ou Capsula Quitosana 224/13
Ingredientes
Seca barriga E Novos Alimentos ou Comprimido Cha verde, alcachofra, berinjela, chia, laranja, SCBA
Ingredientes maracuja, gengibre, psyllium, maca peruana, agar-
agar.
Hibisco com F Novos Alimentos ou Comprimido Hibisco, gengibre e picolinato de cromo. HBCO
gengibre Ingredientes
Emagrecedor 1 F Novos Alimentos ou Capsula Agar-agar, berinjela, psyllium, spirulina FADUX
Ingredientes
Noz da india G Novos Alimentos ou Comprimido Noz da india (Aleuries moluccana) CINI
Ingredientes
Emagrecedor 2 H Novos Alimentos ou Cépsula Fibras de Mac4, quitosana e pysllium NUTRED
Inaredientes
Redutor de I Suplemento de cafeina Céapsula Cafeina, 6leo de cartamo, 6leo de uva, 6leo de IMCP
medidas para atletas gergelim, lecitina de soja, cera de abelha

8S
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4.2 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES

4.2.1 Equipamentos

Balanca analitica com resolugdo de 0,01 mg, fabricante OHAUS, modelo
AV264CP;

Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia Ultimate®3000 fabricanteThermo
Scientific Dionex com detector UV-VIS com Arranjo de Diodos (CLUE/UV-VIS-DAD);

Cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia Infinity 1200 acoplado a
espectrometro de massas de alta resolucdo 6530 Quadrupolo (Q) — Tempo de voo
(TOF) (Agilent);

Banho ultrassénico, fabricante Unique modelo UltraSonic Cleaner;

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabricante Milipore modelo Direct-Q);
pHmetro, fabricante Micronal modelo B — 474.

Equipamento da marca Thermo Scientific, modelo NICOLET 6700 FT-IR, o
qual possui o0 sistema de analise de amostras por ATR (Attenuated Total

Reflectance).

Centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

4.2.2 Materiais

Os materiais utilizados no preparo das amostras e das solugbes de trabalho
foram: provetas, bal6es volumétricos, erlenmeyer, pipetas automaticas, ponteiras,
tubos de ensaio, microtubos, pipetas Pasteur, vials de 2mL, tampas de rosca para
vial e inserts.

Coluna Phenomenex C18 (250 x 4) mm, 5 um. Fabricante: Phenomenex®.

Coluna Ace C18 (50 x 2,10) mm, 5 um. Fabricante: Ace®.
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4.2.3 Solventes e matérias-primas

Todos os solventes utilizados foram grau CLAE. Heptano-1 sulfonato de
s6dio, marca: VETEC®, lote: 0603285; Acido acético, marca: MERCK®, Lote:
K45841563; 2-propanol, marca: MERCK®, lote: K27802734 021.

As matérias-primas utilizadas foram: cloridrato de femproporex, tartarato de
sinefrina, cloridrato de sibutramina, cloridrato de anfepramona, cloridrato de
fenilefrina, cloridrato de metanfetamina, cloridrato de efedrina, sulfato de salbutamol,
sulfato de terbutalina, cloridrato de fenilpropanolamina, clortalidona, furosemida,

hidroclorotiazida, mazindol, clembuterol, cloridrato de fenfluramina e rimonabanto

4.2.4 Preparo das matérias-primas

4.2.4.1 Solucdes das matérias-primas individuais

Foram preparadas solucdes a 100 pg/mL de cada matéria-prima. Para isto, as
substancias foram pesadas de acordo com célculos estequiométricos equivalentes a
5 mg da base livre. Em um tubo falcon de 50 mL foi adicionado 5 mL de H,O:
Isopropanol (50:50 v/v) e em seguida foram adicionadas as quantidades pesadas de
acordo com os calculos realizados das substancias e completou-se o volume de 50
mL do tubo falcon. A solucéo resultante foi estocada em geladeira com temperatura

inferior a 8 °C.

4.2.4.2 Preparo da mistura das matérias-primas

A mistura das matérias-primas foi preparada a partir de uma aliquota de 100
puL de cada uma das solucdes individuais das 17 matérias-primas a 100 ug/mL, as
guais foram preparadas conforme descrito em 4.2.4.1.

4.2.5 Preparo das amostras

Foram utilizadas amostras em trés formas de apresentacdo: comprimido,

capsula e saché (quadro 5). As que se apresentavam em forma de capsulas foram
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abertas e seu conteudo foi pesado em balanca analitica para quantidade de po
referente a 2g.

As amostras na forma de comprimido foram trituradas com o auxilio de gral e
pistilo até um p6 homogéneo e também foi pesado o equivalente a 2g de po.

As cépsulas da amostra IMCP diferem das outras amostras, pois contém
6leos em sua composicéo, como 6leo de cartamo, 6leo de uva e Oleo de gergelim, e
também foi pesado 2g da amostra.

ApOs a etapa de pesagem de cada uma das amostras foi adicionado em cada
tubo falcon de 50 mL aproximadamente 5 mL de H,O: Isopropanol (50:50 v/v), as
quantidades de amostra referentes a 2g e completou-se o volume de 50 mL do tubo
falcon com H,O: Isopropanol (50:50 v/v), esse procedimento foi repetido para cada
uma das amostras. Os tubos falcon de 50 mL com as amostras em H,O: Isopropanol
(50:50 v/v) foram para o banho de ultrasson por trinta minutos. ApGs a retirada das
amostras do ultrasson, foram centrifugadas a 4 °C, 5000 rpm por 5 min, filtradas e
transferiu-se 1 mL da solucdo de cada amostra para os vials e foram analisadas no
HPLC-UV/Vis-DAD conforme o esquema da figura 13.

Figura 13- Esquema do procedimento de extragdo nas amostras.

Pesagemde 2g da
amostra

Adicao de agua:isopropanol (50:50 v/v) no

tubo falcon + amostra + 4gua: isopropanol
(50:50 v/iv)

&

Ultrassom por 30 min

i
Centrifugacdoa 4°C, 5000 rpm por 5 min.

8

Filtragcdo do sobrenadante através de um
filtro de 0,22 pm

Transferéncia de 1 mL da solugéo para vials e
Injecédo no HPLC-UV/Vis-DAD
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4.2.6 Teste de extracao nas amostras SCBA, NUTRED e HBCO

Foi preparado um padrdo multiplo com sinefrina, clortalidona e clembuterol a
100 pg/mL em agua: isopropanol (50:50 v/v) e analisado em triplicata. Esse padrao
multiplo foi analisado em triplicata nas amostras SCBA, NUTRED e HBCO, para isto,
realizou-se a extragdo descrita em 4.2.5 para as amostras. Apds a etapa de
centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
centrifuga, adicionou-se o padrdo multiplo a 100ug/mL, e completou-se o volume

para 10 mL com agua: isopropanol (50:50 v/v) conforme o esquema da figura 14.

Figura 14- Esquema da extracdo nas amostras SCBA, NUTRED e HBCO para avaliacdo da eficacia
da extracao.

G
T

Ultrassom por 30 min

o

Centrifugar a 4°C, 5000 rpm por
5 min.

g

Transferir 1 mL do sobrenadante
paraum tubo de 10 mL e
completar o volume com H20:
Isopropanol (50:50 v/v)

Adicédo do padrao

multiplo (sinefrina,
clortalidonae
clembuterol) a 100 png/mL

Analisaremtriplicata no HPLC-
UVNis-DAD

4.2.7 Fase movel

Em uma proveta de 2 L foram adicionados 2g de heptano 1- sulfonato de
sédio e 4 mL de acido acético anidro completando-se o volume com agua Milli-Q,
obtendo-se uma solugéo de heptano 1-sulfonato de sédio 0,1 % (p/v), e verificou-se
atraves do pHmetro que o pH da fase movel era de 3,55.
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4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO DE TRIAGEM

Considerando as matérias-primas como padrdao de trabalho tornou-se
necessario realizar a caracterizacdo desses materiais para uso como padrao de
trabalho qualitativo. As técnicas de caracterizagdo foram: Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Infravermelho (1V), Ultravioleta (UV) e Espectrometria de Massas. As
analises por RMN e IV foram realizadas no Servico de Métodos Analiticos do
Instituto de Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos/FIOCRUZ, e as demais no
Laboratorio de Alimentos do Departamento de Quimica do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude.

ApOs a etapa de caracterizacdo das matérias-primas, as solucdes de trabalho
de cada substancia preparadas a 100 pug/mL, a mistura dessas matérias-primas e as
amostras foram analisadas no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector
UV-VIS com arranjo de diodos para avaliacdo do perfil cromatografico e tempo de
retencao (tr), utilizando-se as colunas Phenomenex® e Ace®.

Primeiramente, foram analisadas as matérias-primas individuais com a coluna
Phenomenex®, utilizando-se o gradiente de eluicAo descrito na tabela 2 e
representado na figura 15 sendo a fase A uma solucao de heptanossulfonato 0,1%
(p/v) e a fase C acetonitrila. Em sequéncia essas mesmas condicbes foram

utilizadas para analise da mistura das substancias e das amostras

Tabela 2: Gradiente de eluicdo utilizando-se a coluna Phenomenex® C18 (250 x 4)mm, 5 yum, fase A:
solucao 0,1% de heptanosulfonato (p/v), fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Tempo (min) %A %C
0 95 5

25 60 40

25,5 0 100

35 0 100
35,5 95 5

45 95 5




64

Figura 15-Representacdo do gradiente de eluicdo utilizando-se a coluna Phenomenex®

im0

8,0 #,0 4,9

Condig8es experimentais: coluna Phenomenex® C18 (250 x 4)mm, 5 um, fase A: solu¢éo 0,1% de
heptanosulfonato (p/v), fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Um segundo experimento de otimizacéo foi realizado, utilizando desta vez a
coluna Ace®, a qual possui 15% de carbono ligado, sendo mais polar do que a
coluna Phenomenex®, que possui 20% de carbono ligado e foi utilizada no primeiro
ensaio. Devido ao fato da coluna Ace® ser mais polar, optou-se por fazer uma
pequena modificacdo no final do gradiente linear, diminuindo em 5% a composi¢cao
final da fase forte, como pode ser observado na tabela 3 e encontra-se representado

na figura 16.

Tabela 3: Gradiente de eluig&o utilizando-se a coluna Ace® C18 (50 x 2,10)mm, fase A: solu¢éo 0,1%
de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min.

Tempo (min) %A %C
0 95 5

25 60 40

25,5 5 95

35 5 95
35,5 95 5
45 95 5

Figura 16- Representacdo do gradiente de elui¢do utilizando-se a coluna ace®.
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Condicdes experimentais: Coluna Ace® C18 (50 x 2,10)mm, 5um, fase A: solucdo 0,1% de
heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.
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O espectrébmetro de massas utilizado para caracterizagcdo das matérias-
primas foi um quadrupolo tempo de voo (Q-TOF), equipado com a fonte de ionizagao
eletrospray (ESI). O método foi realizado no modo isocratico com insercao direta. O
instrumento foi operado em modo de varredura, com taxa de varredura
(espectros/segundos) de 2,00, voltagem do capilar: 4000 V, voltagem do
fragmentador: 175 V. A temperatura do gés foi 325 °C com fluxo 8 L/min. O volume
de injecdo da amostra foi 1 uL com fluxo 0,2 mL/min, a composi¢ao do solvente da
fase movel foi 50% de acido formico e 50% de acetonitrila.

Caso alguma amostra apresentasse pico similar a alguma das substancias
estudadas a espectrometria de massas também seria utilizada para confirmacéo da

matéria-prima suspeita.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

A maioria dos métodos descritos sdo desenvolvidos para o rastreio e a
confirmacdo dos adulterantes com base nos tempos de retencdo especificos e
algumas informacdes espectrais adicionais (BOGUSZ et al, 2006; LIANG et al, 2006;
KU et al, 1999; WANG, CHEN, YAO, 2008).

A cromatografia liquida (LC), nomeadamente a HPLC e, mais recentemente, a
ultra-alta performance LC (UHPLC), é a técnica de separacdo mais comumente
aplicada para a analise de adulterantes farmacéuticos em suplementos alimentares,
em particular aqueles utilizados para perda de peso. A utilizacdo de HPLC acoplada
ao detector DAD, é reconhecida para a identificacdo preliminar e rastreio de
adulterantes em produtos para perda de peso (DE COCK et al, 2001; CARVALHO et
al, 2011; DECONICK et al, 2012; REBIERE et al, 2012, CSUPOR et al, 2013).

Métodos de triagem utilizando banco de dados espectrais tém sido reportados
na literatura. Liu e colaboradores (2000) desenvolveram um método de triagem
utilizando a técnica HPLC-DAD para substancias terapéuticas ndo declaradas em
chas tradicionais chineses, para isso montou-se uma biblioteca UV das substancias
estudadas, onde a identificacdo foi realizada comparando-se os espectros UV e
tempos de retencdo das substancias detectadas com os espectros UV e tempos de
retencdo dos padrbes. Foi verificado que das 41 amostras analisadas, uma continha
0 anti-asmatico codeina.

Champagne e Emmel (2011) desenvolveram um método de triagem utilizando
a espectroscopia IVTF na deteccdo de farmacos para disfungéo erétil, esteréides e
destinados a perda de peso em 84 amostras de suplementos alimentares e,
encontraram 7 amostras adulteradas com farmacos para disfuncédo erétii como
sildenafil e vardenafil e o anorexigeno sibutramina.

Nesse contexto, e em se tratanto de um método de triagem, no presente
estudo qualquer coincidéncia dos cromatogramas das matérias-primas com o de
uma determinada amostra, utilizando os critérios de tempos de retencdo e formatos
dos picos foram investigados por técnicas auxiliares com potencial de identificacao.
Por isso, investiu-se na elaboracdo de um banco de dados espectrais, utilizando as
seguintes técnicas analiticas: espectroscopia de absor¢do molecular nas regides UV

e Infravermelho por Transformada de Fourrier (IVTF), espectroscopia de



67

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrometria de massas de alta
resolugéo.

Em principio, elucidaram-se as identificacbes, somente através de espectros
UV e de massas, pois esses detectores estdo acoplados a cromatégrafos liquido
que permitem a separacdo prévia dos analitos e em caso de duvidas em relacéo a
um determinado sinal, este poderia ser confrontado com os espectros IVTF e RMN
de 1H e/ou 13C, os quais sO foram possiveis relacionar ao banco de dados
espectrais quando disponivel massa suficiente de matéria-prima e solventes
deuterados compativeis com as suas solubilidades.

Analisando o conjunto de moléculas sob o conceito de acidez e basicidade, as
onze substancias pertencentes ao grupo das aminas adrenérgicas possuem
grupamentos acidos (OH ligado ao carbono B) e grupamentos amino terminais
totalmente substituidos ou ndo, com caracteristicas basicas (figura 4). Apenas a
furosemida, da classe dos diuréticos de alca (figura 6), tem somente caracteristicas
acidas. Clortalidona e hidroclorotiazida pertencentes a classe dos diuréticos
tiazidicos possuem caracteristicas basicas em meio aquoso, assim como o
anorexigeno sibutramina, que € uma amina pouco nucleofilica. J& o anorexigeno
rimonabanto possui caracteristicas fisico-quimicas distintas, com um anel pirazol
totalmente substituido e uma carboxamida, sendo pouco soluvel em agua, mesmo
na forma de sal (figura 5).

Devido a presenca de varias bases a serem separadas por cromatografia
liquida e ao fato das colunas cromatograficas utilizadas serem de base silica, ou
seja, contém grupamentos do tipo silanol (pKa = 3,5) optou-se por trabalhar com
derivatizacao através de pareamento ibnico com anions, como os alquilssulfonatos
em meio acido.

Por meio de testes prévios variou-se o tamanho do contraion, com
metanossulfonato, heptanossulfonato e decanossulfonato e elegeu-se o
heptanossulfonato, que garantiu simetria aceitavel e fator de retencdo (k) dentro de
parametros razodveis, considerando um volume morto (Vp) estimado para as
colunas em torno de 1,8 a 2 mL.

Inicialmente foram testadas duas colunas, Phenomenex® e Ace®,
respeitando as condicdes cromatograficas estabelecidas para cada uma das

colunas. Empregando-se ambos os métodos de triagem separadamente foram
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obtidos cromatogramas das analises individuais das matérias-primas, da mistura das
matérias-primas e das amostras.

Os resultados obtidos para as amostras com a coluna Phenomenex® e Ace®
foram comparados e verificou-se que os resultados para as duas colunas foram
similares levando as mesmas conclusdes. Decidiu-se entdo apresentar os resultados
para as amostras analisadas obtidos com a coluna Phenomenex®.

Foram realizadas comparacfes entre cada cromatograma das amostras com
o cromatograma da mistura de matérias-primas ou com o cromatograma de cada
matéria-prima, em busca de coincidéncias de tempos de retencdo e formatos de
picos e, em caso positivo ou duvidoso, os formatos dos picos foram analisados
guanto a similaridade. Em seguida, com auxilio do detector UV-DAD, o espectro do
sinal detectado foi confrontado com o banco de espectros UV.

No caso de ndo haver semelhanca espectral ficou afastada definitivamente a
hip6tese de identificacdo positiva e havendo alguma similaridade, o espectro do sinal
detectado foi comparado com o banco de espectros de massas de alta resolucao,
IVTF ou RMN.

5.1 EFICIENCIA DA EXTRACAO

A fim de testar a eficiéncia do método de extracdo das substancias estudadas
nas amostras analisadas foi preparado um padrdo multiplo com dois estimulantes
derivados da feniletilamina (sinefrina e clembuterol) e uma substéncia diurética
(clortalidona) a 100 pg/mL e, posteriormente o padrdo mudultiplo foi adicionado nas
amostras conforme descrito em 4.2.6. Os resultados das éareas referentes as
analises em triplicata do padrdo multiplo sem a amostra e com as amostras SCBA,
NUTRED e HBCO, utilizados para determinar a eficiéncia da extracdo dos analitos
nas amostras estdo apresentados na tabela 4. Os valores da eficiéncia da extracao
mostraram-se satisfatérios, uma vez que variaram de 72-97% para os adulterantes

nas trés amostras analisadas (INMETRO,2010).
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Tabela 4 - Ensaios da eficiéncia da extracdo da sinefrina, clortalidona e clembuterol nas amostras
SCBA, NUTRED e HBCO.

Amostra + padrdo multiplo

Area mAU*min (%) Eficiéncia da extracdo
o Padréo-
Materia- maltiplo SCBA NUTRED HBCO SCBA NUTRED HBCO
prima
Sinefrina 117,57 94,43 9533 103,76 80,32 81,08 88,25
Clortalidona 98,58 81,75 95,38 83,00 82,93 96,75 84,20
Clembuterol 46,02 33,30 38,54 43,10 72,36 83,75 93,65

5.2 RESULTADOS UTILIZANDO-SE A COLUNA PHENOMENEX®

Os resultados dos 17 cromatogramas obtidos através das analises individuais
das matérias-primas foram sobrepostos com o auxilio do software Chromeleon® que
permitiu a visualizacdo de um s6é cromatograma (figura 17). Também foram obtidos
cromatogramas da mistura dessas 17 substancias, tanto por UV, quanto por DAD
(figura 18).

O diluente foi analisado (figura 18), objetivando verificar o perfil do gradiente
citado na tabela 3 e possiveis sinais residuais, uma vez que todos os sinais foram
monitorados no comprimento de onda de 200 nm, o qual foi selecionado a partir de
uma varredura minuciosa das substancias, com o auxilio do detector UV-DAD e,
devido tanto as diversidades entre os comprimentos de onda maximos de absorcéo,
quanto das respectivas absortividades molares, 200 nm permitiu a visualizacdo de

todos os picos cromatograficos na mesma ordem de grandeza de sinal.



Figura 17- Cromatograma referente a sobreposicdo das 17 substancias analisadas individualmente: tz;= hidroclorotiazida; tg,= sinefrina; tgs=
fenilpropanolamina; tg,= salbutamol; tzs= terbutalina; tge= fenilefrina; tg;= efedrina; trg= Clortalidona; tge= metanfetamina; tg;o= anfepramona; tgi;1=

femproporex; tr12= clembuterol; tr;s=mazindol; tri4=fenfluramina; tg;s=furosemida; trie=sibutramina; tz17=rimonabanto.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido por HPLC UV-Visivel, A\: 200nm, coluna phenomenex®, fase A: solugcao 0,1% de heptanosulfonato (p/v)

com pH de 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min.
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Figura 18- (a) Cromatograma referente ao diuente; (b) cromatograma UV da mistura das 17
substancias: tg;= 14,6 (hidroclorotiazida); tr,= 15,3 (sinefrina); tgs= 16,1 (fenilpropanolamina); tgs=
16,9 (salbutamol); trs= 17,3 (terbutalina); tge= 19,1 (fenilefrina); tz;= 19,9 (efedrina); tge= 20,5
(Clortalidona); tre= 21,7 (metanfetamina); trio= 22,1 (anfepramona); tri;= 22,6 (femproporex); tgio=
24,3 (clembuterol); tr13= 26,5 (mazindol); tris= 27,0 (fenfluramina); tris= 27,7 (furosemida); tris= 28,5
(sibutramina); tr17= 31,1 (rimonabanto); (c) Cromatograma DAD da mistura das substancias.
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CondigBes experimentais: Cromatograma obtido por HPLC UV-Visivel, A: 200nm utilizando-se a
coluna Phenomenex®,diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% (v/v), fase
A: solucédo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH=3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Comparando-se o cromatograma da figura 17 referente a sobreposicédo das
substancias analisadas individualmente com o cromatograma da figura 18
correspondente a mistura das solucdes de todas as matérias-primas, pode ser
observado que a resolugao entre a furosemida (tr15= 27,7 min) e a sibutramina (tri6=
28,5 min) aumentou, podendo ser considerada satisfatéria.

O fato da resolucdo entre os picos ter aumentado pode ser atribuido a dois
fatores: algum efeito sinérgico com a analise da mistura e o aumento da eficiéncia

dos sinais das substancias estudadas devido a diluicdo de 17 vezes. Contudo,
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comparando-se o cromatograma do branco com o cromatograma da mistura (figura
18), também pode ser observado que a sibutramina eluiu exatamente na deflexdo do
“background” do gradiente, em torno de 28,5 minutos, logo apdés o retorno a
composicao inicial da fase movel, com 5% de acetonitrila (tabela 3). Com auxilio do
detector DAD, os espectros UV foram comparados em termos de similaridade aos
espectros individuais de cada substancia (banco de dados espectrais no Apéndice

A) estando todos em conformidade.

5.3 RESULTADOS UTILIZANDO-SE A COLUNA ACE®

Assim como foi realizado para a coluna Phenomenex®, realizaram-se
analises individuais das 17 matérias-primas, desta vez com a coluna Ace®. Foi
obtido um cromatograma referente a sobreposi¢cdo das andlises individuais por meio
do software Chromeleon® (figura 19). Entretanto, no cromatograma composto pela
sobreposicao das substancias analisadas individualmente, foi observado que houve
coeluicdo entre a furosemida (tris) € 0 mazindol (tri3), €m aproximadamente 26,7
minutos (figura 19).

A alteracdo do gradiente (tabela 4) visou deslocar o sinal da sibutramina da
inflexdo do “background” e os resultados obtidos para esse objetivo foram
considerados satisfatorios, como pode ser observado no cromatograma que
compara o0s espectros do diluente e da matéria-prima sibutramina, vista normal

(figura 20) e vista expandida (figura 21).



Figura 19- Cromatograma referente a sobreposicao das 17 substancias, tz;= hidroclorotiazida; tz,= sinefrina; tz3= fenilpropanolamina; tg4,= salbutamol; tgrs=
terbutalina; tre= fenilefrina; tgr;= efedrina; trg= Clortalidona; trg= metanfetamina; tr;0= anfepramona; tr;;= femproporex; tr1,= clembuterol; tg13= mazindol; tr14=
fenfluramina; tr1s= furosemida; tr1= sibutramina; tg;7= rimonabanto.
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Ace®, fase A: solu¢do 0,1% de
heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.
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Figura 20- (a) Cromatograma vista normal UV-visivel referente a analise do diluente (branco), (b) cromatograma referente a andlise da sibutramina; (c)
Cromatograma DAD referente a andlise da sibutramina.
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de 4gua e isopropanol a 50% (v/v), fase A: solugdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.
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Figura 21- (a) Cromatograma expandido UV-visivel referente ao diluente (branco) em comparacao a sibutramina (b); (c) Cromatograma DAD referente a
andlise da sibutramina.
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CondicBes experimentais: Cromatogramas obtidos através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Ace®, diluente: composto por uma
solugédo de agua e isopropanol a 50% (v/v), fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.
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Apbs as analises individuais das 17 matérias-primas (figura 19), foi analisada
a mistura dessas substancias (figura 22) com a coluna Ace®, sendo esperado, como
no ensaio utilizando a coluna Phenomenex®, aumento de resolucdo, porém o
mazindol e a furosemida continuaram coeluindo em aproximadamente 26,8 minutos

(tr13).

Figura 22- (a) Cromatograma do diluente; (b) cromatograma da mistura das 17 substancias: tg;=
11,613 (hidroclorotiazida); tr,= 12,900 (sinefrina); trs= 14,450 (fenilpropanolamina); tgs= 15,500
(salbutamol); trs= 15,890 (terbutalina); trg= 17,770 (fenilefrina); tg;= 18,680 (efedrina); tgre= 19,300
(Clortalidona); tre= 20,660 (metanfetamina); tri;o= 21,040 (anfepramona); tr1;= 21,580 (femproporex);
tri>= 23,410 (clembuterol); triz= 26,880 (mazindol/furosemida); tri4= 27,470 (fenfluramina); tgis=
28,880 (sibutramina); tris= 31,080 (rimonabanto); (¢) Cromatograma DAD da mistura das substancias.
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Condic¢des experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC -UV-DAD, A: 200nm, utilizando-se
a coluna Ace®, diluente: composto por uma solucdo de &gua e isopropanol a 50% (v/v), fase A:

solucédo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Foi observada uma melhora global nas resolugdes, por exemplo, entre o
salbutamol: trs= 15,547 e terbutalina: tgs= 15,890 (figura 23) e entre a



77

metanfetamina: tro= 20,667, anfepramona: tri0= 21,037 e femproporex (tr11= 21,580)
(figura 24), cujas resolucdes calculadas através do software Chromeleon® foram,

em ambos 0s casos, em torno de 1,9, ou seja, sem sobreposicao.

Figura 23- Cromatograma referente ao salbutamol (tr4,= 15,547) e a terbutalina (tgs= 15,890) na
mistura das matérias-primas.
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CondigBes experimentais: Cromatograma UV-Visivel referente aandlise das 17 substancias
(femproporex, sinefrina, sibutramina, anfepramona, fenilefrina, metanfetamina, efedrina, salbutamol,
terbutalina, fenilpropanolamina, clortalidona, furosemida, hidroclorotiazida, mazindol, clembuterol,
fenfluramina e rimonabanto) através do HPLC -UV-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Ace®,
diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% (v/v) , fase A: solugdo 0,1% de
heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.
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Figura 24- Cromatograma referente a metanfetamina (tgro= 20,667), anfepramona (trio= 21,037) e
femproporex (tzr11= 21,580) na mistura das matérias-primas.
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CondigBes experimentais: Cromatograma UV-Visivel referente & analise das 17 substéncias
(femproporex, sinefrina, sibutramina, anfepramona, fenilefrina, metanfetamina, efedrina, salbutamol,
terbutalina, fenilpropanolamina, clortalidona, furosemida, hidroclorotiazida, mazindol, clembuterol,
fenfluramina e rimonabanto) através do HPLC -UV-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Ace®,
diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% v/v , fase A: solugdo 0,1% de
heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Os resultados obtidos com as duas colunas, Phenomenex® e Ace® foram
considerados satisfatorios e optou-se por nao alterar o k’da sibutramina do primeiro
experimento, o qual utilizou-se a coluna Phenomenex®, e nem resolver a coeluicdo
entre 0 mazindol e a furosemida do segundo experimento, em que se utilizou a
coluna Ace®, pois se fosse diminuido o teor de acetonitrila para aumentar a
resolucao, isso implicaria em aumentar os tempos de retengcédo para a furosemida,
mazindol, sibutramina e outras substancias, que ja estao eluindo em cerca de 14 a
15 vezes do Vy, segundo os cromatogramas (figuras 17 e 19).

Segundo a literatura, provavelmente essa alteracdo nao traria melhora
significativa para resolver essas substancias que estao eluindo em cerca de 12,5 a
14,5 de k'. Isso porque, o gréfico Resolucdo versus k’demonstra que a partir de
cerca de 5k” comecam a diminuir as chances de aumentar a resolucdo entre dois
picos somente modificando a composicédo da fase mével com o objetivo de aumentar
o k™ (figura 25) (SKOOG, 2009, p. 893).
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Figura 25- Gréfico da resolugédo em funcéo do fator de retencao (k).
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Fonte: SKOOG, 2009, p. 893.

5.4 RESULTADO DAS ANALISES DAS AMOSTRAS UTILIZANDO-SE A COLUNA
PHENOMENEX®

As condi¢cBes experimentais definidas para as analises de todas as amostras
descritas na tabela 3 através do HPLC-UV/Vis-DAD foram: A: 200nm; coluna:
Phenomenex®; fluxo: 1mL/min; diluente: solu¢éo de agua e isopropanol a 50% (v/v);
fase A: solucdo de heptanossulfonato 0,1% (p/v) com pH 3,55 e fase C: acetonitrila.

5.4.1 RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE CHA VERDE

5.4.1.1 Amostras CVAP, TL12767, TLOO40, TLOO17 e TLOO60O

Inicialmente foram estudadas as amostras relativas a 3 marcas diferentes de
cha verde do mercado nacional (quadro 5), variando-se o lote dessas marcas.

Foi considerado que na sobreposi¢cdo entre 0 cromatograma da amostra
CVAP e o da mistura das matérias-primas (figura 26 — vista real e figura 27 — vista
expandida) ndo ocorreram sobreposi¢do de sinais (ap0s observacdo dos espectros
UV) com intensidade suficiente para justificar suspeita da presenca de alguma das

substancias em estudo em dosagem terapéutica. Essa conclusdo foi reforcada
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através da comparacao dos espectros UV dos picos da amostra e do padrao de k

mais proximos, com auxilio do detector DAD.

Figura 26- Cromatograma vista real da sobreposicdo entre o cromatograma da amostra CVAP e o
cromatograma da mistura de matérias-primas (hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina,
salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex,
clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida, sibutramina, rimonabanto).
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Condigﬁes experimentais:' Cromatogfama obtido através do HPLC—U'VNis-DAD', A 200nm>, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,

fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 27- Cromatograma vista expandida da sobreposi¢céo entre o cromatograma da amostra CVAP
e o cromatograma da mistura de matérias-primas (hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina,
salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex,
clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida, sibutramina, rimonabanto).
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC -UV/Vis-DAD, A: 200nm,
utilizando-se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a
50% vlv, fase A: solugédo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo:
ImL/min .

Segundo a literatura na composicdo do cha verde consta, principalmente,
catequinas, relacionadas aos taninos (ésteres do A&cido galico), como o
epigalocatequina-3-galato (EGCG) e, contém também derivados de xantinas, como
a cafeina, teofilina e teobromina (FREITAS; NAVARRO, 2012; SEERAM et al, 2006).

Nos cromatogramas referentes a amostra CVAP nao foram observados
nenhuma das substancias estudadas. Contudo, a presenca de dois sinais
majoritarios foi observado e, através da comparag¢do com os espectros das matérias-
primas do banco de dados, identificou-se sendo um sinal referente a cafeina (figura
28) e o outro ao EGCG (figura 29), marcadores comumente encontrados em amostra
de cha verde. Na literatura consta que a cafeina apresenta um limite maximo de
absorcdo no UV entre os comprimentos de onda de 271 e 275 nm, sendo o valor
experimental da absorbancia da cafeina (274,97nm) encontrado de acordo com o

valor descrito na literatura e em banco de dados do Apéndice A (HOLIDAY, 1930).



Figura 28- (a) Cromatograma UV-Vis referente a amostra CVAP mostrando o pico em 274,97 nm da cafeina; (b) cromatograma por DAD referente a amostra
CVAP.
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CondigBes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por
uma solucdo de agua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1mL/min e
concentracdo da amostra: 0,04 g/mL.
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Figura 29- (a) Cromatograma UV/Vis referente & amostra CVAP mostrando o pico em 277,26 nm da EGCG; (b) cromatograma por DAD referente a amostra
CVAP.
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por
uma solugéo de agua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solucédo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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As amostras de chd verde: TL12767 (figuras 30 e 31), TLO040 (figuras 32 e
33), TLOO17 (figuras 34 e 35) e TLOO60 (figuras 36 e 37), apresentaram
cromatogramas UV/Vis-DAD semelhantes ao da amostra de cha verde CVAP, ou
seja, auséncia de picos relacionados as substancias estudadas e a presenca dos
marcadores que obrigatoriamente devem estar presentes em amostras de cha
verde, os picos que eluem em cerca de 12,5 a 14 minutos referentes a cafeina e ao
EGCG.

Figura 30 - (a) Cromatograma Uv/Vis (a); (b) cromatograma DAD referente a amostra TL12767.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de agua e isopropanol a 50% vl/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 31 - Cromatograma referente a sobreposicdo da mistura das substancias (hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona,
metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida,

sibutramina, rimonabanto) e da amostra TL12767.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de agua e isopropanol a 50% vl/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 32- (a) Cromatograma UV-Vis; (b) cromatograma DAD referente a amostra TL0040.
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Condig¢8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 33 - Cromatograma referente a sobreposicdo da mistura das substancias (hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona,
metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida,
sibutramina, rimonabanto) e da amostra TL0O040.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de dgua e isopropanol a 50% vl/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min.
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Figura 34 - (a) Cromatograma Uv-Vis; (b) cromatograma DAD referente a amostra TLO017.
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugédo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min .

Figura 35 - Cromatograma referente & sobreposi¢cdo da mistura das substancias (hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona,
metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida,
sibutramina, rimonabanto) e da amostra TLOO17.
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Condicdes éiperimentais: Crorﬁatograméﬂobtido através do HPLC—UVNis—DAD, A ZOOhm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50%
v/v,fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 36 - (a) Cromatograma Uv-Vis; (b) cromatograma DAD referente a amostra TLOO60.
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Condig¢8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugéo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .

Figura 37 - Cromatograma referente a sobreposicdo da mistura das substancias (hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona,
metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida,
sibutramina, rimonabanto) e da amostra TL0O060.
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% vl/v,
fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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5.4.1.2 Amostras OLB6307 e OLA6191

Através da comparacao do perfil cromatografico das amostras OLB6307 e
OLA6191 com o perfil da mistura de matérias-primas foi observado que nao houve
indicios da presenca das substancias presentes na mistura (figura 38). Comparando-
se o perfil dessa amostra com o perfil cromatografico das amostras anteriores,
praticamente ndo sdo observados o0s sinais marcadores principais que
obrigatoriamente devem estar presentes em amostras de cha verde: a cafeina e os
polifendis, que eluem em torno de 12,5 e 14 minutos, conforme as figuras 39,40 e
41, indicando muito baixa concentracdo dessas substancias.

Assim como foi observado no presente estudo, na dissertacdo de mestrado
de Martini (2010), em que foram pesquisadas as substancias sintéticas
anfepramona, femproporex, sibutramina e fluoxetina ndo declaradas em amostras de
cha verde por eletroforese capilar, também ndo foram encontradas nenhuma das
substancias pesquisadas.

Apesar das amostras de cha verde analisadas ndo apresentarem presenca
das substancias analisadas, existem estudos que apontam a adulteracdo de
suplementos alimentares a base de cha verde. Em um estudo realizado por Shi e
colaboradores (2015), em que se desenvolveu um método por HPLC-MS/MS para a
determinacao simultanea de 8 adulterantes em 12 amostras de alimentos funcionais
baseado em extratos de ervas, foi detectado sibutramina e/ ou fenfluramina na
maioria das amostras analisadas.

Russo e colaboradores (2016) proporam um método por LC/UV para a
identificacdo e quantificacdo simultanea de fluoxetina (antidepressivo), tiratricol
(andlogo ao horménio da tiredide), benfluorex (anoréxico) e pseudoefedrina (agente
simpaticomimético com efeitos anoréxicos) em formulacdes emagrecedoras. Foram
testadas dezesseis misturas de ervas diferentes, dentre elas o cha verde, para as
quais as quatro substancias pesquisadas foram confirmadas pela espectrometria de
massas. Fluoxetina foi encontrada em 5 amostras (31%), tiratricol e pseudoefedrina
em 11 amostras (69%), benfluorex em 7 amostras (44%).

Estudos que avaliaram a qualidade de suplementos alimentares a base de
cha verde atentam para problemas relacionados aos teores de EGCG e cafeina
declarada no rotulo. Seeram e colaboradores (2006) em um estudo que avaliou a

qualidade dos suplementos alimentares de cha verde, verificaram que 6 das 11



91

amostras que informavam os niveis de catequina possuiam menos EGCG do que
estava indicado no rétulo e em 3 amostras das 19 que informavam os niveis de
cafeina foi constatado quantidades inferiores ao declarado no rotulo.

Manning e Roberts (2003) também demonstraram problema na qualidade de
suplementos alimentares a base de ch& verde, ao identificarem que o teor de

catequina de sete produtos comerciais foi menor do que estava declarado no rétulo.

Figura 38 - Sobreposicdo entre a mistura das substancias (hidroclorotiazida, sinefrina,
fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona, metanfetamina,
anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida, sibutramina,

rimonabanto) e a amostra OLB6307.
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Condigﬁes expérimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,

fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min .
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Figura 39 - (a) Sobreposigédo dos cromatogramas UV/vis entre o branco e a amostra OLB6307; (b)
Cromatograma DAD da amostra OLB6307.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: ImL/min .
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Figura 40 - (a) Cromatograma UV/Vis referente a amostra OLA6191 demonstrando a presenca da
cafeina; (b) cromatograma DAD.
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Con:jigﬁes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min .

Figura 41 - (a) Cromatograma UV/Vis referente a amostra OLA6191 demonstrando a presenc¢a da
catequina EGCG; (b) cromatograma DAD.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucéo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min .
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5.5 RESULTADOS DAS AMOSTRAS DE QUITOSANA

Foram analisadas as amostras 225/13 e 224/13 que possuiam na sua
formulacdo quitosana.

A quitosana € um derivado desacetilado de quitina, um polissacarideo,
promovido como um suplemento para auxiliar na redugéo da absorcao de gordura,
que a principio, devido ao impedimento estérico, ndo penetra nos poros da coluna
utilizada, com diametro de poro de 100 A (PITTLER; ERNST, 2004). Por meio da
comparacao entre o perfil cromatogréfico do diluente e da amostra 225/13 (figura
42), e do perfil cromatogréafico da amostra 225/13 com a mistura das matérias-primas
(figura 43) foi observado que o0s sinais que apareceram na amostra, foram
provenientes muito provavelmente da clivagem do polimero ou de impurezas e que,
ndo possuiam retencdo coincidente com a retencdo dos componentes da mistura

das matérias-primas.

Figura 42 - Sobreposicdo entre os cromatogramas do branco (diluente) e da amostra de quitosana
225/13.
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Condicbes exp‘erimentais:'Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm’,b utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% v/v ,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min .
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Figura 43 - Cromatograma referente a sobreposicdo entre o cromatograma da mistura das
substancias (hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina,
efedrina, clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol,
fenfluramina, furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra de quitosana 225/13.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .

Foi visualizado um sinal coincidente em termos de k' correspondente ao
rimonabanto na amostra 224/13 através da comparacdo entre o cromatograma da
amostra com o cromatograma da mistura (figura 44). O espectro UV (figura 45) e o
espectro de massas de alta resolucdo (figura 46) sdo similares aos espectros do
rimonabanto no banco de dados e na literatura, sugerindo adulteragcdo da amostra
com substancia nao declarada (VENHUIS et al, 2011).

O medicamento Acomplia® cujo principio ativo € o rimonabanto foi retirado do
mercado europeu no final de 2008 devido a efeitos colaterais, como depressao e
comportamento suicida, e falta de eficacia (VENHUIS et al., 2011).

Doménech-Carbé e colaboradores (2013) também encontraram substancia
nado declarada em amostra de quitosana. O método proposto analisou 15
formulacbes fitoterapicas, baseado na voltametria de microparticulas, permitindo
distinguir anorexigenos (anfepramona, femproporex e sibutramina), ansioliticos-
benzozodiazepinicos (clonazepam, flurazepam, lorazepam, aloprazolam, midazolam,
medazepam, clordiazepoxido e diazepam), antidepressivos (bupropiona, fluoxetina,

sertralina e paroxetina), diuréticos (hidroclorotiazida, furosemida, clortalidona,
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amilorida e espironolactona) e hipoglicemiantes (glimeperida, clorpropamida e
glibenclamida) baseado em sinais voltamétricos caracteristicos registados em micro
ou nano amostras sélidas ligadas a eletrodos de grafite imersos em eletrolitos
aguosos. Em duas amostras de quitosana foram encontradas lorazepam e em outra
amostra de quitosana foi encontrada femproporex.

Reeuwijk e colaboradores (2014) determinaram um método por HPLC-DAD-
MS/MS para avaliar 50 amostras de suplementos alimentares a base de plantas
guanto a presenca de substancias farmacologicamente ativas, sendo o rimonabanto

identificado em uma dessas amostras.

Figura 44 - (a) Cromatograma da mistura das matérias-primas (hidroclorotiazida, sinefrina,
fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona, metanfetamina,
anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida, sibutramina,
rimonabanto); (b) cromatograma referente & amostra 224/13.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% v/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .
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Figura 45 - Espectro ultravioleta da matéria-prima rimonabanto.
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Figura 46 - (a) Cromatograma do rimonabanto; (b) Espectro de massas de alta resolug¢éo do
rimonabanto.

Condig8es experimentais: Equipamento Espectrémetro Q-TOF, interface do tipo ESI, modo isocratico
com insercéo direta, modo de varredura m/z 100-600, com taxa de varredura (espectros/segundos)
de 2,00, VC:4000, VF: 175, volume de injecdo: 1 4L com fluxo 0,2 mL/min, a composi¢do do solvente
da fase movel foi 50% de acido férmico e 50% de acetonitrila.



98

5.6 RESULTADO DA AMOSTRA SCBA

Os cromatogramas do branco e da amostra (figura 47) s6 se diferenciam pelo
aparecimento de dois sinais na amostra com tempos de retencdo acima de 31
minutos, que ndo tem relagdo com nenhuma das substancias pesquisadas, nem
com os marcadores, EGCG e cafeina, que deveriam estar presente nessa amostra,
ja que no roétulo encontra-se em destaque o cha verde. Como esse cromatograma foi
gerado a partir de uma amostra preparada utilizando-se uma quantidade referente a
dose diaria recomendada, isso sugere que muito provavelmente, trata-se de um
caso de adulteracdo, mesmo constando no rotulo o numero de registro no Ministério
da Saude (MS).

Figura 47 - Comparacéo entre o cromatograma do branco (a) e da amostra SCBA (b).
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min .
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5.7 RESULTADO DA AMOSTRA HBCO

No rotulo deste suplemento recomenda-se uma porcéo diaria de 2,5g ou 5
comprimidos e apresenta uma indicacdo quantitativa por por¢cdo do picolinato de
cromo (lll), um complexo de coordenacdo de cromo Il e acido picolinico, na
dosagem de 18 ug/porcao. Suplementos contendo picolinato de cromo estdo sendo
utilizados para tratamento dos sintomas de diabetes tipo Il e hipoglicemia
(BROADHURST, 1997; PITTLER; ERNST, 2004). Levando-se em consideracdo que
o cromatograma (figura 48) foi obtido a partir de uma extracdo da amostra na
quantidade aproximadamente igual a sugerida pelarecomendacdo de ingestao
diaria pelo fabricante, isso indica uma concentracédo baixa dos insumos declarados.

Com o objetivo de eliminar duvidas se o produto, o qual possui registro no
MS, trata-se ou ndo de adulteragéo, foi feita uma pesquisa qualitativa de picolinato
de cromo (Ill) no produto utilizando a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas por tempo de voo em modo de varredura positivo e
utilizando baixo potencial de fragmentacéo. Foi obtido o espectro de massas de alta
resolucdo do padrdo de picolinato de cromo (Ill) (figura 49). No espectro de
varredura podem ser observados o ion protonado m/z 418, 887 e 0 aduto com sédio
m/z 440,888, esse padrdo de fragmentacdo do picolinato de cromo (lll) foi
semelhante ao reportado por Kim e colaboradores (2003). Nesse estudo, foi
determinado um método de identificacdo do picolinato de cromo (Ill) por HPLC-ESI-
MS, a molécula protonada [Cr-(pic)3 + H]+ para o composto (m/z 419) foi observado
como o0 pico base. O padrdo isotépico caracteristico de Cr para a molécula
protonada, assim como a massa molecular (418 vu), mostra que o pico se refere ao
picolinato de cromo (ll1).

Apbs a analise da amostra, a partir do cromatograma de ions totais, foi obtido
0 cromatograma de ions extraidos, tomando-se como base 0s ions obtidos na figura
49 (figura 50).

Depois de obtidos os espectros de massas dos sinais, observou-se que 0s
espectros do padréo e da amostra ndo foram similares e os ions relativos ao aduto e
a molécula protonada ndo condizem com as mesmas abundancias relativas do

espectro do padréo.



Figura 48- (a) Cromatograma do diluente (branco); (b) Cromatograma da amostra HBCO.
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Figura 49 - (a) Cromatograma do picolinato de cromo (lll); (b) Espectro de massas do picolinato de cromo (llI).
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Figura 50 - Cromatograma de ions extraidos na amostra HBCO e espectro de massas dos ions extraidos na amostra.
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O gengibre também consta como um dos ingredientes do produto HBCO. Os
hidrocarbonetos de sesquiterpeno, diaril-heptanoides e compostos relacionados ao
gingerol sdo constituintes principais do gengibre e nesse contexto foi obtido um
espectro de massas (figura 51) através do cromatograma de ions extraidos,
buscando o ion relativo ao gingerol (294,4 u), a partir do cromatograma de ions
totais da amostra, cujo sinal cromatografico deveria aparecer também no
cromatograma (UV) da figura 48, adquirido em 200 nm, ja que se trata de um
metoxifenil, com cromoforo aromatico. Jiang e colaboradores (2005) identificaram
[4]-, [6]-, [8]-, [10]-, E [12]- gingerol, por LC/ESI-MS/MS (tabela 5) acoplado ao DAD,
esses compostos foram identificados por HPLC-DAD a 280 e 230 nm, absorcéo
caracteristica para os gingerais.

ApoOs analise do espectro de massas, nao foi observada a presenca dos ions
protonados e nem de possiveis adutos identificados por Jiang e colaboradores
(2005) descritos na tabela 5. Levando-se em conta que a quantidade de amostra
extraida é aproximadamente igual a quantidade indicada na recomendacéo diaria do
produto, os resultados acima permitem concluir que nessa amostra nao ha principio
ativo suficiente em dose terapéutica.

Tabela 5 - Caracteristicas cromatogréficas e espectrais de massa de compostos relacionados com
gingerol detectados por LC-ESI-MS em extratos de gengibre.

(+) ESI-MS (+) ESI-MS/MS
tg (Min) (m/z) (m/z)® Composto
25,6 249 [M + H — H,0]" 177 [4]-Gingerol
284 [M + NH,]" 249, 267
289 [M + NaJ" N/ D
32,5 277 [M + H - H,0]" 177 [6]-Gingerol
312 [M + NaJ" 217
611 [2M + Na]” 317
38,7 305 [M + H — H,OJ" 177 [8]-Gingerol
340 [M + NH,]" 305, 323
345 [M + Na]” 217
44,6 333 [M + H - H,0J" 177 [10]-Gingerol
368 [M + NH,]" 333, 351
373 [M + Na]” 217
50,2 361 [M + H - H,0]" 177 [12]-Gingerol
401 [M + Na]" 217

Fonte: JIANG et al, 2005.

Os ions de produto mostrados em cada linha séo dados na ordem de sua abundancia relativa: o

primeiro ion, em cada caso, € o mais abundante.

N/D indica que o ion precursor em ESI-MS e/ou ions produto em ESI-MS/MS néo foi detectavel.



Figura 51 - Espectro de massas da amostra HBCO.

9007 o TC Scam 2011209 Sbacoli® ¢

07« D025 D000 296 Q0G0 Scee X7 00% Sbveesl0E! 4 Swood

s P s, e — e e .
= — — o e g L.,

€3 1 1NIX I3 LA SE RO 0D NN 1% T IR IV NS TG IV ININ J T AT AN NG IE NG IV RN NN L 4T AT AB AL A5 A0 AT 4N L9 S S S SN Sr S Ap AT AP Ay 4 €12 4y

182030205050 08
Coum (%) 1 Acouation Tow (=)

1

| AR E S
0s | | e 0
R oA

Podlad, b ot Uomi—tod baad o CIEE ams g

A7 o Scar N5 1068 me 55 Scane) X0TI200E haosll0 £

S R

L " : Lo e )
EE R R R e e e R R I R IR R

Conrt n Mast-Ooage ini

Condicdes cromatogréficas: (a) Espectro obtido por HPLC- UV/Vis; (b) Equipamento: ESI-Q-TOF-MS, modo isocratico com insercdo direta, modo de
varredura completa de m/z 100-620, com taxa de varredura (espectros/segundos) de 2,00, VC:4000, VF: 175, volume de inje¢do: 1 xL com fluxo 0,2 mL/min,

fase movel foi 50% de acido féormico 0,1M e 50% de acetonitrila.

S0T



106

5.8 RESULTADO DA AMOSTRA FADUX

Na comparacdo do cromatograma da amostra com 0 cromatograma da
mistura das matérias-primas das substancias alvo (figura 52), pode ser observada a
auséncia de sobreposicao de sinais.

Através da comparacdo do cromatograma do branco (diluente) com o
cromatograma da amostra (figura 53), sO foi observada a presenca de dois
pequenos sinais entre 31 e 33 minutos, que nao tem relacdo com nenhuma das
substéancias pesquisadas. A auséncia de sinais e a baixa absorbancia dos existentes
foram confirmadas pela observacdo do espectro UV tridimensional da amostra
(figura 54), com auxilio do detector com arranjo de diodos.

Como os cromatogramas da amostra FADUX foram gerados a partir de uma
amostra preparada utilizando-se uma quantidade aproximada a dose diaria
recomendada, assim como foi preparada a amostra HBCO, isso sugere que muito
provavelmente, trata-se de um caso de adulteracdo, mesmo constando no rotulo o

namero de registro no MS.

Figura 52 - Cromatograma referente a sobreposicdo da mistura das matérias-primas
(hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra FADUX.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% vlv,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .
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Figura 53 - Cromatogramas referentes: (a) branco; (b) mistura das matérias-primas (hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina, clortalidona,
metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina, furosemida,
sibutramina, rimonabanto) e a (c) amostra FADUX.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucéo de 4gua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min .

Figura 54 — (a) Cromatograma UV/Vis referente & amostra FADUX; (b) cromatograma DAD da
amostra FADUX.
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Condigﬁés expériméhtais: 'Cromatograma obtido através do HPLC—UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% v/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min, .
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5.9 RESULTADO DA AMOSTRA CINI

Na composicdo declarada pelo fabricante consta noz da india, insumo
recentemente proibido de ser comercializado pela Anvisa, devido a sua toxicidade,
estando associado a casos de mortes (ANVISA, 2017).

Comparando-se os cromatogramas referentes a sobreposicdo da mistura das
matérias-primas e da amostra CINI (figura 55-vista normal e figura 56-vista
expandida), pode-se observar que ndo houve coeluicdo, exceto na regido em torno
de 16 a 16,5 minutos, onde apareceu um pico que apresentou uma pequena

coincidéncia em termos de k’.

Figura 55 - Cromatograma (vista normal) referentes a sobreposi¢cdo da mistura das matérias-primas
(hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra CINI.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% vlv,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .
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Figura 56- Cromatograma (vista expandida) referente a sobreposi¢do da mistura das matérias-primas
(hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra CINI.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min, .

A fim de analisar se o espectro do sinal detectado tem alguma similaridade
espectral com a sinefrina, foi realizada uma varredura espectral com o detector DAD,
o qual mostrou que o espectro do sinal detectado ndo tem similaridade alguma com
0 espectro da sinefrina do banco de dados (figura 57). Por este motivo e também
pela absorbancia reduzida do sinal em 200 nm, ndo foi considerado necessério o
uso de técnicas auxiliares para descartar a presenca de sinefrina na amostra em
guantidade terapéutica.

Resultados similares aos obtidos para essa amostra foram observados por
Paiga e colaboradores (2017), os quais desenvolveram um meétodo por UHPLC-
MS/MS para a analise de 26 substancias farmacéuticas pertencentes a diferentes
classes terapéuticas (anoréxicos, estimulantes, ansioliticos, antidepressivos e
laxantes), em suplementos alimentares a base de plantas destinadas a perda de
peso, ndo encontrando nenhuma adulteracdo pela adicdo ilegal de substancias
proibidas. Sinefrina foi 0 Unico composto detectado e quantificado em uma amostra,

mas com uma concentragdo muito baixa (768 ug/L) e a sua presenga pode ser
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devida aos extratos de plantas utilizados na formulagéo, uma vez que a sinefrina é
conhecida por ser um constituinte natural da planta Citrus aurantium amara,

corroborando com os resultados obtidos para essa amostra.

Figura 57 - (a) Cromatograma UV/Vis da amostra CINI e (b) cromatograma DAD da amostra CINI.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugédo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .

5.10 RESULTADO DA AMOSTRA NUTRED

Segundo a literatura, o bagaco da maca apresenta composicdo quimica
dependente do processo de obtencao (tipo de moagem e processo de extragdo dos
sélidos soluveis) e de beneficiamento (tempo e temperatura de desidratacéo)
(COELHO; WOSIACKI, 2010). O aparecimento de poucos sinais com baixa
absorbancia no cromatograma da figura 58 foi considerado compativel com a
formulagéo.

Em relacéo ao cromatograma da mistura de matérias-primas, ndo ha indicios
de sobreposicdo de sinais, exceto em cerca de 16,2 minutos, onde foi observada
coeluicdo com a sinefrina, mas nao houve similaridade espectral, conforme pode ser
observado na figura 59 (vista expadida), e com o auxilio do detector DAD (figura 60).
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Assim ndo foi observada a presenca das substancias estudadas na amostra

NUTRED.

Figura 58 - Cromatograma referente a sobreposicdo do branco (diluente), da mistura das matérias-
primas (hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra NUTRED.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,

fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .
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Figura 59 - Cromatograma vista expandida referente a sobreposi¢édo do cromatograma da mistura das
matérias-primas (hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina,
efedrina, clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol,
fenfluramina, furosemida, sibutramina, rimonabanto) com a amostra NUTRED.
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Condig8es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de agua e isopropanol a 50% vl/v,

fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .
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Figura 60— (a) Cromatograma UV/Vis da amostra NUTRED; (b) cromatograma DAD da amostra
NUTRED.
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Condi¢bes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucéo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min, .

5.11 RESULTADO DA AMOSTRA IMCP

Segundo o fabricante é um nutracéutico indicado para reducdo de medidas e
possui em sua composigdo: cafeina, 6leo de cartamo, 6leo de uva, 6leo de gergelim,
lecitina de soja e cera de abelha.

N&o foram observadas sobreposi¢des entre os cromatogramas da mistura de
matérias-primas e a amostra IMCP (figura 61). O pico pronunciado do insumo
presente na amostra IMCP, o qual pode ser observado nas figuras 61 (vista real) e
62 (vista expandida), se encontram provavelmente em alta concentracdo devido ao
seu formato largo e supersaturando a zona de concentracdo da coluna

cromatografica.
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Figura 61 - Cromatograma vista real referente a sobreposicdo da mistura das matérias-primas
(hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra IMCP.
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Condicdes experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC—UVNis—DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solu¢do de agua e isopropanol a 50% vl/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min, .

Figura 62 - Cromatograma vista expandida referente a sobreposicdo da mistura das matérias-primas
(hidroclorotiazida, sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol, fenfluramina,
furosemida, sibutramina, rimonabanto) e da amostra IMCP.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .

Foi confirmado através da espectroscopia UV e pela espectrometria de

massas de alta resolugdo em modo positivo como sendo cafeina (figuras 63 e 64). O
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espectro de massas estabelecido para a cafeina foi comparado com dados de
referéncia da biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology),
permitindo comprovar sua autenticidade. O sinal em 195 m/z refere-se ao ion da
cafeina e os demais picos referem-se aos ions gerados pela fragmentacdo do
mesmo (NIST, 2017).

Figura 63 - (a) Cromatograma UV/Vis da amostra IMCP; (b) Cromatograma DAD da amostra IMCP.
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Condig6es experimentais: Cromatograma obtido através do HPLC-UV/Vis-DAD, A: 200nm, utilizando-
se a coluna Phenomenex®, diluente: composto por uma solugdo de agua e isopropanol a 50% vi/v,
fase A: solucdo 0,1% de heptanosulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila e fluxo: 1mL/min, .

Figura 64 - Espectro de massas da cafeina referente & amostra IMCP.
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Condicdes experimentais: Equipamento: Espectrometro Q-TOF, interface do tipo ESI, modo isocratico
com insercdo direta, modo de varredura de m/z 100-500, com taxa de varredura
(espectros/segundos) de 2,00, VC:4000, VF: 175, volume de injecdo: 1 uL com fluxo 0,2 mL/min, fase
movel foi 50% de &cido férmico e 50% de acetonitrila.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho desenvolveu-se um método analitico utilizando a cromatografia
liquida com detector UV/Vis-DAD para deteccdo das substancias hidroclorotiazida,
sinefrina, fenilpropanolamina, salbutamol, terbutalina, fenilefrina, efedrina,
clortalidona, metanfetamina, anfepramona, femproporex, clembuterol, mazindol,
fenfluramina, furosemida, sibutramina e rimonabanto em formulacbes
emagrecedoras. Esse método mostrou-se adequado para as substancias estudadas,
apresentando uma eficiéncia de extragao entre 72 e 97%.

O detector UV/Vis com arranjo de diodos, a espectrometria de massas e 0
banco de dados espectrais, permitiram a comparacdo entre 0 espectro da
substancia encontrada na amostra e a matéria-prima correspondente, levando a
confirmacéo ou ndo do composto detectado.

A aplicacdo do método alcancou o objetivo proposto que foi a andlise
qualitativa para 17 compostos com atividades farmacologicas em amostras de
suplementos nacionais destinados a perda de peso, adquiridas pelo laboratério de
alimentos do INCQS e legalmente classificadas pela Anvisa em Suplemento de
cafeina para atletas, Novos Alimentos ou Ingredientes e ché.

Por meio do método de triagem desenvolvido ndo foram encontradas as
substancias estudadas nas amostras analisadas, exceto para uma amostra, em que
foi encontrada a substancia rimonabanto. Em trés amostras nédo foram detectados os
sinais marcadores, cafeina e EGCG, referentes ao ch& verde declarado no rétulo. Ja
na amostra HBCO nao foram detectados os sinais marcadores do picolinato de
cromo (lll) e o gengibre, ambos declarados no rétulo como ingredientes.

Os dados encontrados no presente estudo, assim como analises realizadas
por outros autores atentam para a necessidade de andlises da qualidade dos
suplementos alimentares, bem como a correlagdo dos rotulos com os conteudos
fitoquimicos.

Oficialmente ndo existem normas estabelecidas pela Anvisa para o controle
de formulacdes emagrecedoras, a adulteracdo dessas formulacbes € uma pratica
recorrente em todo o mundo, sendo os farmacos sintéticos estudados os mais

citados internacionalmente.
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As andlises realizadas confirmaram a deficiéncia existente no controle de
qualidade de suplementos nacionais destinados ao emagrecimento atentando para a

necessidade de um monitoramento mais rigoroso e eficaz.
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APENDICE A - CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

129

Banco de dados com espectros de absorcdo molecular na regido do

ultravioleta, espectros de massas de alta resolucdo em modo de varredura,

espectros na regido do infravermelho por transformada de Fourier e espectros de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13.

Quadro 6 - Técnicas realizadas em cada matéria-prima.

Ultravioleta

Infravermelho

RMN

<
QD
7
7
Q
n

Efedrina

Sibutramina

Fenilefrina

Anfepramona

X | X | X]| X

Fenfluramina

Femproporex

Terbutalina

Clembuterol

XX XXX | XXX

Sinefrina

Mazindol

Salbutamol

Fenilpropanolamina

Metanfetamina

XXX | X

XX XXX XXX X XXX X | X

Epigalocatequina-3-galato

XX XXX XXX | X

Rimonabanto

XXX XX XXX X XXX XX | X X

Clortalidona

Hidroclorotiazida

X

Furosemida

Cafeina

XX | X X[ X

X | X|X]| X

XX | X X| X
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho da Efedrina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *H da Efedrina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C da Efedrina
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ESTIMULANTES - Espectro de massas da Efedrina
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ANOREXIGENOS - UV da Sibutramina
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ANOREXIGENOS - Espectro de Infravermelho da sibutramina
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ANOREXIGENOS - Espectro de RMN 'H da Sibutramina
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- Espectro de RMN *3C da Sibutramina
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas da Sibutramina

x105 + Scan (1.703-1.927 min, 28 Scans) 31082016sibutraminal.d Subtract
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ESTIMULANTES - UV da Fenilefrina
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho da fenilefrina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C da Fenilefrina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *Ha da Fenilefrina
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ESTIMULANTES - Espectro de massas da fenilefrina
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ANOREXIGENOS - Ultravioleta - UV da Anfepramona
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ANOREXIGENOS - Espectro de Infravermelho da Anfepramona
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ANOREXIGENOS - Espectro de RMN **Ca da Anfepramona
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas da Anfepramona
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas da Fenfluramina
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ANOREXIGENOS - UV do Femproporex

[ 8 un w Q [T5) [%]
o N ~ S & & &
[ I P P Y 1 P | 2 | P S P W - |
== =l
E w
[ L
©
I C
o
"
o
™
™
2
u o~ .
N N {l‘i
T\ :;’ ~
2
(=]
2
<1
Elle
N - o _O
3
'




ANOREXIGENOS - Espectro de Infravermelho do Femproporex
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas do Femproporex
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- Espectro de RMN *H do Femproporex
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ANOREXIGENOS - Espectro de RMN **C do Femproporex
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ESTIMULANTES - UV da Terbutalina
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho da Terbutalina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN 'H da Terbutallna

e = [ Y- [ T =
= == =i B ] LR R I S o B )
Por e e gt o Y [ T T e
R AD uWD Al A = = o = oar o MO M O M

3
K
q
q
q
8
B
8
8
8
2
2
2
2
2
17
1
1
—1.397%

10 e

—6,5201
TTE.5147

8 ¥ [ 5 4 3 2 ]I_ 0 ppm
ESTIMULANTES - Espectro de RMN 'Ha da Terbutalina
Vi (YA VAV YA .

6.45 (I8 40 BPpm Ppm 3.3 3.2 Ppm Ppm

R

159



ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C da Terbutalina
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ESTIMULANTES - Espectro de massas da Terbutalina

x105 |+ Scan (0.723-0.889 min, 21 Scans) 31082016terbutalinad.d
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ESTIMULANTES - Ultravioleta - UV do Clembuterol
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho do Clembuterol
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *H do Clembuterol
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C do Clembuterol
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ESTIMULANTES - Espectro de massas do Clembuterol
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho da Sinefrina.
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C da Sinefrina
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ESTIMULANTES - Espectro de massas da Sinefrina
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ANOREXIGENOS - UV do Mazindol
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ANOREXIGENOS - Espectro de Infravermelho do Mazindol
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- Espectro de RMN *H do Mazindol
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- Espectro de RMN *Hb do Mazindol
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas do Mazindol
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ESTIMULANTES - UV do Salbutamol
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho do Salbutamol.
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN *3C do Salbutamol.
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ESTIMULANTES - Espectro de massas do Salbutamol

x105 + Scan (0.720-0.886 min, 21 Scans) 31082016salbutamol.d Subtract
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ESTIMULANTES - UV da Fenilpropanolamina
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ESTIMULANTES - Espectro de Infravermelho da Fenilpropanolamina
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ESTIMULANTES - Espectro de RMN **C da Fenilpropanolamina
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ESTIMULANTES - Espectro de massas Fenilpropanolamina

x105

+ Scan (0.754-0.903 min, 13 Scans) 31082016fmn.d Subtract
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ANOREXIGENOS - UV da Metanfetamina
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ANOREXIGENOS - Espectro de Infravermelho da Metanfetamina
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ANOREXIGENOS - Espectro de RMN *3C da Metanfetamina
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ANOREXIGENOS - Espectro de massas da Metanfetamina

%105 + Scan (0.817-1.025 min, 26 Scans) 31082016metanfetaminad Subtract
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ANTIOXIDANTE - Espectro de infravermelho da Epigalatocatequina- 3-galato
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ANTIOXIDANTE - Espectro de RMN *H da Epigalocatequina-galato
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ANTIOXIDANTE - Espectro de RMN *Ha da Epigalocatequina-galato
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ANTIOXIDANTE - Espectro de RMN *°C da Epigalocatequina-galato
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ANOREXIGENOQOS - UV do Rimonabanto
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ANOREXIGENOS - Espectro de RMN *Ha do Rimonabanto
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DIURETICOS - Ultravioleta - UV da Clortalidona
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DIURETICOS - Espectro de Infravermelho da Clortalidona
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DIURETICOS - Espectro de massas da Clortalidona

x104 +Scan (0.902-1,043 min, 18 Scans) 31082016clortalidona.d

454
4254

44
3754
354
3.254

a4
2.754 103.93370
25

27
2254

321.95605

24
1754
154
125
1 122.93987
0.754
0.5

19324 186.19208
0.254 141.93246 1745400 24225095 e e y . i
| N ) T T bt i, 217080 (ERGARTD 27912386 30110535 | Ll , . 41322403 47327400
0

360.96256 391.24249

33898126
L
i

Y 5 < [N} - . .
o 110 120 130 130 150 %0 170 180 1% 200 2fo %o 2% 240 2% 250 270 280 2% 300 3fo 3% 3% 3do 3% 3% 3f0 3% 3% ado 4lo ado 4do 4do %0 4f0 4¥o 480 4% 500 510 520 530 540 550 560 500 580 590 600
Counts vs. Mass-to-Charge ( mz)

667




200

uovA

T
[
T

[
w0
(32}
113 3

PR Bt

0
o
i

DIURETICOS - UV da Hidroclorotiazida
=
(=]
™

0001 00s

1= =

wu




DIURETICOS - Espectro de Infravermelho da Hidroclorotiazida
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DIURETICOS - Espectro de RMN *H da Hidroclorotiazida
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DIURETICOS - Espectro de massas da Hidroclorotiazida
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DIURETICOS - UV da Furosemida
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DIURETICOS - Espectro de Infravermelho da

Furosemida
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DIURETICOS - Espectro de massas da Furosemida
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ESTIMULANTES - UV da Cafeina
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Fonte: Showkat Ahmad Bhawani, Sim Siong Fong, and Mohamad Nasir Mohamad
Ibrahim,“Spectrophotometric Analysis of Caffeine,” International Journal of Analytical Chemistry, vol.

2015, Article ID 170239, 7 pages, 2015. doi:10.1155/2015/170239
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ESTIMULANTES- Espectro de infravermelho da Cafeina
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Fonte: NIST Chemistry WebBook (http://webbook.nist.gov/chemistry).
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ESTIMULANTES - Espectro de massas da Cafeina
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Fonte: PRASNIEWSKI; AGUIAR; OLDONI, 2015.

PRASNIEWSKI, A.; AGUIAR, L. M.; OLDONI, T. L. C. Determina¢éo de cafeina em cha preto
(Camellia sinensis) por métodos cromatogréaficos: CCD, CLAE-DAD e CG-EM. Syn. scy. UTFPR, Pato
Branco, v. 10, n. 1, p. 108-115, 2015.



