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Resumo

Na ultima década, tem-se assistido a um consumo crescente de suplementos alimentares
pela populacdo mundial, especialmente, no que diz respeito ao consumo de suplementos
alimentares a base de plantas (SABP). Estes produtos, utilizados com diversas
finalidades, sdo frequentemente rotulados como “naturais” transmitindo uma falsa
sensacdo de seguranca aos consumidores. Contudo, recentemente tem sido referida a
ocorréncia de adulteragBes nestes produtos, 0 que compromete a sua seguranca. Entre
os casos de fraude detetados destaca-se a adicdo ilegal de substancias ativas.
Atualmente os inibidores da enzima fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5) constituem um dos
principais adulterantes encontrados em suplementos alimentares a base de plantas, que
alegam um aumento do desempenho sexual. O presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e validacdo de um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a um detetor de diodos e um detetor de fluorescéncia (HPLC-DAD-FLD), para a
determinacdo de inibidores da enzima fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5) em suplementos
alimentares a base de plantas.

A separagéo foi efetuada numa coluna de fase reversa a temperatura de 31°C, em modo
de gradiente, usando dois eluentes, um composto pela mistura de ACN:MeOH (50:50 v/v)
e outro composto por uma solucdo de acetato de aménio 50mM (pH 7). O tempo de
corrida foi de 35 minutos e a detecdo dos cromatogramas por DAD foi registada a 290
nm.

Depois de otimizado o método procedeu-se ao estudo dos parametros de validagéo, tais
como a gama de trabalho, linearidade, precisdo e exatiddo (ensaios de recuperacgédo),
limite de detecdo e limite de quantificacdo. Apds validagdo, o método foi aplicado na
avaliacdo de 12 amostras de SABP provenientes do mercado Portugués, tendo-se
detetado a presenca de inibidores da PDE-5 em 7 SABP, nomeadamente sildenafil,
tadalafil, tiosildenafil e um possivel analogo do sildenafil. Em 5 das amostras adulteradas,
verificou-se a presenca simultdnea de mais do que um inibidor da PDE-5. Os resultados
obtidos demonstram a necessidade de um maior controlo deste tipo de produtos, de

forma a assegurar a segurancga do consumidor.

Palavras-chave: Suplementos a Base de Plantas, adulterantes, HPLC-DAD-FLD, otimizacado

analitica.
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Abstract

In the last decade has been an increase in the consumption of food supplements by
global population, specially concerning plant food supplements (PFS). These products,
which have many uses, are frequently labelled as “naturals” causing a false sense of
security in the consumer. Recently, however, the occurrence of adulterations in these
products has been brought up, compromising security. The illegal adding of active
substances stands out across fraud cases. Currently, the phosphodiesterase type-5
enzyme (PDE-5) inhibitors constitute one of the main adulterants found in plant food
supplements which allegedly enhance sexual performance. This paper's goal was to
develop and validate a high-performance liquid chromatography method coupled to a
diode array detector and a fluorescence detector (HPLC-DAD-FLD) in order to detect
phosphodiesterase type-5 enzyme (PDE-5) inhibitors in plant food supplements.

The separation was made in a reverse phase column at 31°C, in gradient mode using two
eluents. One of them was a ACN:MeOH (50:50 v/v) mixture and the other a 50mM
ammonium acetate solution (pH 7). The running time was 35 minutes and the DAD
chromatographic detection was registered a 290 nm. After reaching the method’s
optimized level, its validation was established through parameters, such as range,
linearity, accuracy and precision (recovery testing), detection limit and quantification limit.
After validation, the method was applied to the evaluation of 12 samples of PFS from the
Portuguese market. The PDE-5 inhibitors were detected in 7 SABP, namely sildenafil,
tadalafil and tiosildenafil and another possible sildenafil analog. In 5 adulterated samples,
the simultaneous presence of more than a PDE-5 inhibitor was detected. The obtained
results show the need of a bigger control over these kind of products in order to secure

consumer’s safety.

Keywords: Plant Food Supplements, adulterants, HPLC-DAD-FLD, analytical optimization.
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Desde dos primordios do Homem, que as plantas e/ou preparacfes botanicas
desempenham um papel fundamental na saude, quer seja pelas suas propriedades
nutricionais para manter o bem-estar e prevenir doencas, quer pelo seu uso como
medicamentos para curar doengas ou aliviar os seus sintomas (Eussen et al., 2011).

O uso de plantas e preparagfes botanicas, esta principalmente relacionado com a sua
composicdo em diferentes compostos reconhecidos pelo seu efeito fisiologico nos
humanos, tais como uma grande variedade de nutrientes, vitaminas e minerais, entre
outras substancias biologicamente ativas (Silano et al., 2011). Para além de serem
usadas na alimentacdo e na medicina tradicional, mais recentemente, plantas e
preparacfes botanicas tém surgido com outras aplicacdes incluindo em cosméticos,
produtos homeopaticos, biocidas, na extracdo de compostos para a industria
farmacéutica e como ingredientes em suplementos alimentares (Garcia-Alvarez et al.,
2014). Em particular, durante os ultimos anos, tem-se assistido no mercado global a um
aumento de produtos botanicos na forma de suplementos alimentares a base de plantas
(SABP), que legalmente sao considerados como alimento, tanto na Unido Europeia (UE)
como nos Estados Unidos da América (EUA), segundo a Diretiva 2002/46/CE e a Lei de
1994, Dietary Supplement Health and Education Act (DSHEA), respetivamente. N&o
sendo necesséria nenhuma avaliagcao de seguranca antes da sua comercializacao.
Devido a formulagédo dos SABP incluir plantas e/ou extratos de plantas, usualmente estes
sdo publicitados como sendo “naturais”. Por este motivo, os consumidores
frequentemente depreendem que estes produtos sdo mais saudaveis e seguros,
comparativamente aos medicamentos provenientes da industria farmacéutica. Contudo,
para além dos riscos inerentes ao consumo de produtos boténicos, tais como possiveis
efeitos secundarios e interagcdes das moléculas fitoquimicas biologicamente ativas com
medicamentos, nos ultimos anos diferentes estudos tém reportado casos de adulteracdes
de SABP com diferentes farmacos. Considerando o aumento do consumo de SABP e o
facto de os consumidores ndo estarem cientes do risco associado a adi¢éo ilegal de
medicamentos farmacéuticos a estes produtos, este tipo de adulteracdo é atualmente
considerado como sendo um problema muito preocupante ao nivel da seguranca
alimentar e salde publica. Por este motivo, varios trabalhos tém sido realizados na ultima
década respeitantes ao desenvolvimento e aplicacdo de técnicas para a detecdo de

adulterantes em SABP.
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1.1 Regulamentacdo de suplementos alimentares a base de plantas

Na UE, os suplementos alimentares (0os quais incluem os SABP) estdo regulamentados
pela Diretiva 2002/46/CE que define estes produtos como sendo “...géneros alimenticios
gue se destinam a complementar o regime alimentar normal e que constituem fontes
concentradas de determinados nutrientes ou outras substancias com efeito nutricional ou
fisiologico, estremes ou combinados, comercializados em forma doseada, ou seja, as
formas de apresentacdo como capsulas, pastilhas, comprimidos, pilulas e outras formas
semelhantes, saquetas de p6, ampolas de liquido, frascos com conta-gotas e outras
formas similares de liquidos ou p6s que se destinam a ser tomados em quantidades
reduzidas”. Esta diretiva também especifica “nutrientes” como sendo vitaminas e
minerais, e estabelece o0s limites maximos e minimos em que estes podem ser
encontrados nestes produtos. Nao especificando contudo, do que se pode entender com
“outras substancias com efeito nutricional ou fisiolégico”. Assim, varias substancias
diferentes sdo geralmente aceites como estando incluidas nesta definicdo tais como,
aminoacidos, enzimas, prebibticos e probidticos, acidos gordos essenciais e plantas e
seus extratos, sendo que o0 uso destas substancias depende frequentemente da
legislacdo nacional de cada pais (Silano et al.,, 2011). A falta de harmonizagéo e
especificacdo entre os diferentes paises da UE no que respeita a utilizacdo de plantas
medicinais e seus extratos nos suplementos alimentares, resulta em discrepancias entre
0s paises dos estados membros. Pelo que, certos produtos botanicos sédo autorizados em
determinados paises e proibidos, ou ndo regulamentados, noutros. Adicionalmente, com
base na legislacdo atual da UE, as plantas medicinais e seus extratos podem ser usadas
tanto na producdo de SABP, como de medicamentos tradicionais a base de plantas
(regulados pela Diretiva 2004/24/CE). No entanto, a distingdo entre ambos é de algum
modo confusa, com a fronteira entre “alimentacdo” e “uso medicinal” muitas vezes sendo
definida pelos habitos da populacdo e interpretacdo das disposi¢des legais (Silano et al.,
2011).

Sendo considerados como alimentos na UE, os SABP estdo ainda sujeitos as
disposicdes legais do Regulamento (CE) 178/2002, que determina o0s principios e normas
gerais da legislacdo alimentar, segundo o qual a responsabilidade no que concerne a
seguranca alimentar recai sobre os operadores das empresas do sector alimentar. De
igual forma, os SABP devem de obedecer a restante legislagdo do ambito alimentar tal
como, regras de higiene alimentar (Regulamento (CE) 852/2004), niveis maximos de
contaminantes (Regulamento (CE) 1881/2006), novos alimentos e ingredientes

alimentares (Regulamento (CE) 258/97), entre outros.
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Apesar da abrangente regulamentacéo, diferentes problemas de seguranca alimentar
podem mesmo assim acontecer nos diferentes estados membros, o que conduziu a
criacdo, por parte da UE, do Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e
Alimentos de Animais (RASFF). O RASFF proporciona as autoridades uma ferramenta de
alerta rapida e eficiente para as notificagdes emitidas pelos diferentes estados membros
da UE, sempre que um alimento apresente um elevado risco para a saude publica devido
a contaminagdes, adulteracdes ou ndo se encontre dentro das leis acima mencionadas.
Esta informacéo, permite que os diferentes estados membros tomem uma acdo imediata
no que concerne ao alerta aos consumidores e a retirada do produto do mercado
(Petroczi et al., 2011). Na base de dados do RASFF podemos efetuar uma pesquisa por
género alimenticio ou categoria de produto na qual se inclui a opgao “Dietetic foods, food
supplements, fortified foods”.

Nos EUA, os suplementos alimentares (nos quais estdo incluidos os SABP) e seus
ingredientes sdo regulados pela Food and Drug Administration (FDA). Segundo a lei
DSHEA de 1994, os suplementos alimentares sédo reconhecidos como sendo alimentos,
colocando-os contudo numa categoria diferente destes, obedecendo a requisitos de
seguranca e rotulagem especificos. A referida legislacao define um suplemento alimentar
como um produto (outro que ndo tabaco) com intencdo de suplementar a dieta normal,
desde que contenha um ou mais dos seguintes ingredientes dietéticos: vitaminas;
minerais; plantas medicinais ou outro tipo de produto botanico; aminoacidos; substancias
dietéticas usadas pelo Homem para suplementar a dieta através do aumento do seu
consumo diario; concentrados, metabolitos, extratos, ou uma combinagdo dos mesmos,
com a intencao de serem consumidos por via oral na forma de comprimido, capsula,
pilula ou liquido (USA, 1994). Mais ainda, segundo a DSHEA, este tipo de produtos néo
deve substituir a alimentacdo convencional, ndo podendo assim ser vendidos como
alimento ou dieta alimentar, devendo estar rotulados como suplementos alimentares
(USA, 1994). Adicionalmente, segundo esta legislagdo, a responsabilidade em determinar
se 0s suplementos alimentares sdo seguros e se o efeito revindicado é suportado por
evidéncias comprovadas recai sobre a empresa (sejam produtores ou distribuidores)
(Silano et al., 2011).

Nos EUA, semelhante ao que acontece na UE, os suplementos alimentares ndo precisam
de uma aprovacado prévia das autoridades de regulamentacéo antes da sua entrada no
mercado, e 0s produtores também n&do necessitam de apresentar provas sobre a
seguranca e eficacia dos produtos, sendo contudo proibida a comercializagdo de
produtos que ndo se enquadrem dentro da regulamentacdo ou que sejam perigosos ou

ineficientes (Rapaka e Coates, 2006). Nao obstante, um suplemento alimentar com uma
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formulagdo ou ingrediente ndo comercializado antes de 1994, é considerando como
“novo alimento”, pelo que o produtor deve notificar a FDA e fornecer informacgéo relevante
gue demonstre a seguranca do produto para o consumo humano (Rapaka e Coates,
2006). Segundo Wheatley e Spink (2013), a legislacdo DSHEA enfraquece a autoridade
da FDA sobre os suplementos alimentares, principalmente no que concerne aos produtos
importados.

1.2 Consumo de suplementos alimentares a base de plantas

Durante a ultima década € inegavel a existéncia de um crescimento notério no consumo
de suplementos alimentares. Entre estes, o consumo de SABP tem mostrado um
aumento significativo, sendo que os records de consumo ocorrem nos EUA e UE (Egan
et al.,, 2011). O aumento da aceitacdo deste tipo de produtos pelos consumidores tem
sido associado a inumeros fatores, entre os quais (i) a crescente desconfiangca na
medicina e medicamentos convencionais, (ii) a perce¢ao de que o que é “natural” é
saudavel e, sendo as plantas de origem natural, é seguro o seu consumo, (i) a
necessidade de um controlo maior sobre a propria saude e decis6es que a podem afetar,
aumentado assim a tendéncia dos consumidores para se automedicar (Ritchie, 2007;
Egan et al., 2011; Vargas-Murga et al., 2011).

Os suplementos alimentares sdo geralmente consumidos devido a uma variedade de
propositos, incluindo o equilibrio da dieta, a compensacdo de uma falta nutricional
resultante de um estilo de vida ndo saudavel, a manutencdo da saude, a prevencgéo de
doencas cronicas, a melhoria da aparéncia, a melhoria de bem-estar incluindo a condigéo
mental, sexual e desportiva, entre outros (Egan et al., 2011; Petroczi et al., 2011).

Até a presente data, diversos estudos tém vindo a ser efetuados relativos ao consumo de
suplementos alimentares, normalmente focando um determinado tipo de populacéo tal
como criangas, gravidas, idosos, pacientes com doengas crénicas ou cancro, e atletas
(Petroczi et al.,, 2011; Vargas-Murga et al., 2011). Apesar disso, a maior parte da
informacédo referente ao uso e toma de suplementos alimentares, em particular SABP,
derivam de dados obtidos por via de inquéritos gerais a populacdao nos EUA, tais como o
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) e o National Health
Interview Survey (NHIS) (Egan et al., 2011; Garcia-Alvarez et al., 2014). Com base nos
dados obtidos pelo NHANES nos anos de 2003/2004 e de 2005/2006 estima-se que
aproximadamente 49% da populacdo nos EUA consome suplementos alimentares, sendo
que 14% refere ja ter consumido SABP. Ja no NHIS de 2007, 18% dos adultos inquiridos

alegam o uso de SABP. Em 2002, um estudo sobre o uso de suplementos néo-
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vitaminicos nao-minerais efetuado com 1000 participantes, sendo estes estudantes de
uma universidade Norte-Americana, demonstrou que 26% dos inquiridos consome algum
tipo de suplementos, sendo os ingredientes mais reportados ginseng, equinacea,
proteinas/aminoacidos e ginko biloba (Perkin et al., 2002). Na UE, o projeto PlantLIBRA,
financiado pelo 7° Programa-Quadro de Investigacdo Cientifica da UE, levou a cabo a
realizacdo de um inquérito em 6 paises da UE (Alemanha, Espanha, Finlandia, Italia,
Reino Unido e Roménia), sobre o tipo e frequéncia de consumo de SABP (Garcia-Alvarez
et al., 2014). O estudo, que incluiu 2359 participantes, mostrou que quase 19% usa pelo
menos um SABP, sendo que o valor mais alto é observado na ltalia (22,7%) e o valor
mais baixo na Finlandia (9,6%). Os SABP referidos como o0s mais frequentemente usados
contém plantas como, ginko biloba, onagra e alcachofra, sobre a forma de capsulas ou
comprimidos.

Apesar dos fatores que levam ao consumo de SABP variarem de acordo com a
demografia e saude, entre outros, a informagéo proveniente de estudos realizados sobre
as caracteristicas dos consumidores de SABP mostra geralmente um consumo mais
elevado por parte de mulheres adultas, consumidores com elevado nivel de escolaridade
e socioecondmico, fisicamente ativos, ndo fumadores e que tendem a ter a sua condi¢éo
de saude em boa consideracao (Schaffer et al., 2003; Radimer et al., 2004; Nielsen et al.,
2005; Egan et al.,, 2011; Garcia-Alvarez et al., 2014). Estudos reportam ainda, um
elevado consumo de SABP também por atletas, com vista num aumento de rendimento e
performance no treino que efetuam (Petroczi et al., 2008, 2011; Kiertscher e DiMarco,
2013).

1.3 Adulteragédo de suplementos alimentares a base de plantas

Com o crescente aumento do consumo de suplementos alimentares, a seguranga na
producdo e marketing, relativamente a qualidade e niveis de ingredientes
fisiologicamente ativos e conformidade de rotulagem, é algo que preocupa globalmente
as diferentes partes interessadas, tais como os consumidores, profissionais de saude e
reguladores (Sullivan e Crowley, 2006). Em patrticular, diferentes questfes de seguranca
em relacdo aos SABP tém emergido, tais como a sua frequente rotulagem como produto
“natural” (devido a serem derivados de plantas), transmitindo uma falsa sensacgao de
seguranca ao consumidor (Liang et al., 2006; Di Lorenzo et al., 2014). Entre os
problemas relacionados com a adulteracdo de SABP, a adicdo de substancias ilegais e
trocas intencionais ou a incorreta identificacdo do produto botanico utilizado, sdo as mais

preocupantes.
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Considerando o valor econdémico associado ao mercado global de SABP (por exemplo,
nos EUA, estima-se que o gasto efetuado pelos consumidores atinja valores na ordem de
20 mil milhdes por ano em SABP), este torna-se bastante aliciante a adulteragdo destes
produtos tendo em vista um aumento de lucro (Wheatley e Spink, 2013). Uma das varias
adulteracbes reportadas em SABP passa pela adicdo de farmacos, realizada por
produtores sem escrupulos que tentam aumentar o efeito (e sua rapidez) dos
suplementos que comercializam. De facto, para alguns SABP, como por exemplo os
utilizados com a finalidade de melhorar a performance sexual, se o consumidor nao
verificar que os suplementos tem o efeito desejado, poderdo eventualmente deixar de
consumir o produto por ndo alcancar o efeito desejado no tempo pretendido. Pelo
contrario, se 0 consumidor rapidamente atingir os resultados que pretende, 0 mais
provavel é que continue a consumir o produto e aconselhe a sua utilizacdo a amigos e
familiares, aumentando assim o lucro das empresas produtoras/distribuidoras.

Varios estudos ao longo das ultimas décadas demonstram que a adicdo intencional de
farmacos em SABP incluem varios tipos de medicamentos com propriedades
farmacologicas distintas, desde supressores de apetite, estimulantes, antidepressivos,
ansioliticos, diuréticos e laxantes no caso dos SABP para emagrecimento, inibidores da
enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5) no caso dos SABP para aumento do desempenho
sexual, e esteroides anabolizantes e pro-hormonas no caso de SABP usados para o
aumento da massa muscular/aumento da performance desportiva. Um problema
adicional neste tipo de adulteracdo, passa pelo uso de analogos de farmacos, uma vez
que, para muitas destas substancias, nao existem estudos farmacoldgicos que
comprovem a sua seguranga, sendo ainda frequente o uso de substancias contrafeitas de
gqualidade duvidosa (Geyer et al., 2008; Petroczi et al., 2011; Gilard et al., 2015; Odoardi
et al., 2015).

Como referido nas seccbes anteriores, 0s suplementos alimentares ao serem
considerados como alimento em varios paises, ndo necessitam de autorizagdo especial
para serem comercializados, sendo que a responsabilidade legal pela sua seguranca
recai sobre os produtores. Consequentemente, na UE, varias fito-formulagbes tém sido
comercializadas sobre a denominagdo de SABP, evitando assim os requisitos legais e
registo oficial necessario destes produtos se tais fossem considerados como
medicamentos tradicionais a base de plantas. Adicionalmente, os SABP estédo
largamente difundidos no mercado global, facilmente acessiveis aos consumidores,
sendo encontrados nos supermercados, farmacias, lojas de produtos naturais,
ervanarias, ginasios, entre outros locais, sendo também possivel a sua compra através

de televendas e sites online. Na Ultima década, a expansao de suplementos provenientes
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do mercado negro tem vindo a aumentar significativamente (Geyer et al., 2008; Petroczi
et al., 2011, Gilard et al., 2015; Odoardi et al., 2015).

1.4 Adulteracdo de suplementos alimentares a base de plantas com inibidores da

enzima fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5)

A disfuncéo eréctil (DE) é uma doenca que afeta 150 milhbes de homens mundialmente
(Schramek et al., 2014), sendo caracterizada pela incapacidade de criar ou manter uma
erecao peniana durante a atividade sexual. O tratamento atualmente conhecido para este
problema passa pela administracdo de farmacos contendo como substancia ativa
inibidores da enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5). Estes compostos agem inibindo a
enzima referida, responsavel pela degradacao da guanosina monofosfato ciclica (GMPc),
a guanosina monofosfato (GMP), causando um aumento dos niveis de GMPc, resultando
no relaxamento das artérias helicinas seguido de um aumento do fluxo sanguineo para o
pénis, melhorando assim a funcao eréctil (Codevilla et al., 2013).

Atualmente, os inibidores da PDE-5 legalmente comercializados a nivel mundial séo:
citrato de sildenafil (Viagra®), tadalafil (Cialis®), hidrocloreto de vardenafil (Levitra®),
udenafil (Zydena®), mirodenafil (Mvix®), carbonato de iodenafil (Helleva®) e avanafil
(Stendra® nos EUA ou Spedra® na UE) (Patel et al., 2014). Porém, nos EUA e na UE s6
o sildenafil, tadalafil, vardenafil e avanafil estdo aprovados pela FDA e pela Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA) para o tratamento da DE (FDA, 2015b; EMA, 2015).

Os efeitos secundarios devido a interagéo de inibidores da PDE-5 e outros medicamentos
encontram-se documentados. Estes medicamentos podem causar cefaleia, eritemas,
dispepsia, congestdo nasal e problemas visuais, podendo até mesmo potenciar um efeito
hipotensivo quando o uso de inibidores da PDE-5 é administrado concomitantemente
com medicamentos como nitratos ou a-bloqueadores (Gur et al., 2013). Além disso, uma
vez que o sildenafil, tadalafil e vardenafil sdo principalmente metabolizados pela via do
citocromo P450 3A4, certos medicamentos podem inibir a via de metabolizacdo dos
inibidores da PDE-5, aumentando assim a sua concentracédo no plasma (Schwartz et al.,
2010).

Nos ultimos anos, a procura de inibidores da PDE-5 tem aumentando mundialmente, ndo
s6 por pacientes que sofrem de DE, mas também em “uso recreativo” por jovens sem DE,
de modo a aumentar o seu desempenho sexual, e ocasionalmente associado ao
consumo de alcool e drogas (Korkes et al., 2008; Bechara et al., 2010).

Apesar da aquisi¢do de inibidores da PDE-5 ser feita apenas com prescricdo médica,

varias razdes tais como o estigma associado a disfuncdo sexual, falta de confianca em
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falar abertamente perante um profissional de saude, falta de informacdo, custo, e
disponibilidade de obtengdo do medicamento por outras vias, sendo estas mais baratas e
discretas, tais como a internet, faz com que a procura destes medicamentos sem
prescricdo médica e fora dos canais oficiais tenha aumentado nos ultimos anos
(Campbell et al., 2013; Fejos et al., 2014, Patel et al., 2014). Estima-se que s6 na Europa,
mais de 6 milhdes de produtos ilegais contendo inibidores da PDE-5 sdo comprados fora
do sistema nacional de saude (Dorsey et al., 2010; Schnetzler et al., 2010; Venhuis e de
Kaste, 2012) e nos EUA, mais de meio milhdo de comprimidos sem controlo de qualidade
sdo vendidos todos os meses (Dorsey et al., 2007). Uma vez que os comprimidos
contrafeitos ndo tém nenhum tipo de controlo de qualidade, existe o risco adicional da
compra de produtos de baixa qualidade, contendo por exemplo impurezas, nao
apresentando homogeneidade de produto ou tendo uma dosagem incorreta. Para além
da problematica dos medicamentos contrafeitos, estudos recentes tém demonstrado a
presenca ilegal de inibidores da PDE-5 e seus andlogos em SABP. Este tipo de
suplemento tem-se tornado popular, sendo publicitado como “produto natural’” para o
aumento do desempenho sexual, levando a uma falsa sensag¢éo de seguranca por parte
do consumidor (Liang et al., 2006; Singh et al., 2009; Campbell et al., 2013; Fejos et al.,
2014). Como geralmente a existéncia de procura leva a um aumento da oferta,
recentemente o nimero de produtos publicitados como “naturais” para a resolugado dos
problemas sexuais tém vindo aumentar, sendo frequentemente publicitados através de
anuncios de televisao e internet (Liang et al., 2006; Singh et al., 2009; Petroczi et al.,
2011; Strano-Rossi et al., 2015). Contudo, de forma a potenciar o desempenho destes
produtos, tem-se verificado que produtores inescrupulosos adicionam inibidores da PDE-
5 aos SABP.

Desde 2010, a FDA emitiu 229 notificagcdes publicas sobre produtos de desempenho
sexual (correspondente a mais de 55% das notificacdes publicas emitidas nesse mesmo
periodo sobre suplementos alimentares) devido a dete¢éo de inibidores da PDE-5 e seus
anélogos (sendo principalmente detetada a presenca de sildenafil, mas também tadalafil
e analogos como sulfoaildenafil, aminotadalafil, hidroxitiohomosildenafil, sulfosildenafil;
dimetilsildenafil, sulfohidroxihomosildenafil, dimetilacetildenafil, noraacetildenafil, desmetil
carbodenafil, sulfosildenafil and propoxifenildenafil). No mesmo periodo, 81 notificagbes
foram emitidas pelo RASSF quanto a presenca de inibidores da PDE-5 e analogos em
suplementos dietéticos, suplementos alimentares e alimentos fortificados.

A adulteracdo de SABP para o desempenho sexual impdem um elevado risco a saude do
consumidor, ja que estes compram e consomem produtos que podem causar efeitos

adversos na sua saude, especialmente em pessoas com doencas cardiovasculares
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medicadas com nitratos e a-bloqueadores (Champagne e Emmel, 2011; Venhuis e de
Kaste, 2012). Nao sendo aconselhada a toma de inibidores da PDE-5 por parte dessas
pessoas, estas podem recorrer a outras alternativas de tratamento, tais como produtos
publicitados como “naturais” e que inadvertidamente podem colocar as suas vidas em
risco devido a interacdo de medicamentos causada pela adulteracdo de SABP. Além
disso, de acordo com Venhuis et al. (2012), os SABP séo frequentemente adulterados
com anélogos de inibidores da PDE-5. Estes analogos sdo geralmente sintetizados com
base nas moléculas de inibidores da PDE-5, apresentando pequenas alteracbes
estruturais, sendo que alguns destes analogos correspondem a substancias descritas nas
patentes de companhias farmacéuticas (Venhuis et al.,, 2012). Estes analogos nao
aprovados, levantam preocupagfes de seguranga adicionais no que diz respeito a sua
farmacocinética e farmacodinamica, sendo que o seu perfil de seguranca é normalmente
desconhecido.

Por outro lado, do ponto de vista dos produtores que realizam as adulterac6es de SABP,
0 uso de analogos novos e exoticos reduz substancialmente a probabilidade de serem
detetados em inspecbes de rotina pelas autoridades que aplicam metodologias
protocolares (Patel et al., 2014).

Dentro dos inimeros métodos utilizados para a detecao de adulterantes em SABP, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € um dos métodos mais referidos para a
separacdo de matrizes complexas, como a dos SABP adulterados com inibidores da
PDE-5. Podendo esta metodologia ser acoplada com diferentes tipos de detetores (tais
como UV-VIS, fluorescéncia, espetrometria de massa, etc.) (Patel et al., 2014).

1.5 Metodologias de detecdo de suplementos alimentares a base de plantas

adulterados com inibidores de fosfodiesterase tipo 5

De modo a controlar a qualidade dos SABP, é fundamental a aplicacdo de técnicas
analiticas para a detegdo de adulteragbes. Varios fatores devem ser considerados na
escolha do método para a detecdo de adulterantes em SABP, tais como o tipo de
formulacao, tipo de adulterante expectavel, sensibilidade pretendida, e a complexidade
da matriz dos SABP.

Devido a complexidade da matriz da maioria dos SABP, por estes frequentemente
apresentarem misturas de plantas medicinais na sua composicdo, a utilizacdo de
métodos cromatograficos que permitam realizar a separacdo dos analitos de interesse,
previamente a sua detecao/identificacdo, é de elevada importancia na analise deste tipo
de produtos (Vaclavik et al., 2014b).
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1.5.1 Métodos cromatograficos

Cromatografia em camada fina (TLC) é uma técnica ha muito tempo usada para a
caraterizacdo de plantas com componentes farmacologicamente ativos, tanto nos
extratos como em formulacdes botanicas, podendo também ser usada para a
identificacdo preliminar de produtos botanicos adulterados com farmacos (Cai et al.,
2010; Zou et al., 2008). A TLC é considerada como um método simples, de facil
manipulacdo, rapido e econémico para o teste preliminar de adulteracdes em SABP
contendo inibidores da PDE-5. No entanto, apresenta como desvantagens a necessidade
de ter os padrdes dos adulterantes a determinar, e sobretudo de ser um método que
apresenta uma baixa sensibilidade (Ariburnu et al., 2012; Sanzini et al., 2011; Singh et al.,
2009).

O uso da cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC) permite melhorar a
sensibilidade do método comparativamente a TLC, pelo que é descrita como um possivel
método de rastreio da adulteragdo de produtos botanicos com inibidores da PDE-5
(Abourashed et al., 2005; Sanzini et al., 2011). Apesar da técnica HPTLC apresentar uma
maior sensibilidade comparativamente a TLC, ambas requerem obrigatoriamente a
utilizacdo de padrbes de referéncia para uma identificacdo positiva, hdo sendo por isso
considerados métodos apropriados para o rastreio de adulteragdes com novos farmacos

ou analogos de inibidores da PDE-5.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica bem estabelecida e
difundida para analise quotidiana de diferentes compostos por todo o0 mundo. No caso de
matrizes complexas, como as que encontramos em SABP, um passo cromatografico
antes da detecdo/identificagdo do adulterante, permite uma melhor separacdo de
compostos fitoquimicos presentes na matriz principal, os quais podem interferir ou
suprimir o sinal do composto de interesse (Vaclavik et al., 2014a). A utilizacdo de HPLC e
mais recentemente de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), tém sido
frequentemente reportadas na separacdo de adulterantes em SABP utilizados para
aumento do desempenho sexual (Gratz et al., 2004; Ng et al., 2010; Savaliya et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Ren et al., 2012; Campbell et al., 2013; Poplawska et al., 2013;
Jankovics et al., 2013; Lee et al., 2013a; Lee et al., 2013b; Reeuwijk et al., 2013; Strano-
Rossi et al., 2013; Zhang et al., 2014, Schramek et al., 2014; Lebel et al., 2014; Fejos et
al., 2014; Damiano et al., 2014). O uso da técnica de HPLC acoplada a um detetor de

diodos (DAD), tem sido referida como um método preliminar de identificacdo e rastreio de
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adulterantes em SABP contendo inibidores da PDE-5 (Singh et al., 2009; Ortiz e Linden,
2010; Savaliya et al., 2010; Sacré et al., 2011; Venhuis et al., 2011a, 2011b; Wollein et
al., 2011; Jankovics et al., 2013; Fejos et al., 2014; Zhang et al., 2014). A técnica de
HPLC-UV também pode ser usada na cromatografia semi-preparativa para isolamento de
compostos desconhecidos (Lee et al., 2011). No método de HPLC-DAD, o rastreio e
detecdo de compostos € baseado na informacao fornecida pelo especto UV e tempo de
retencdo, a qual é comparada com os valores obtidos para os padrbes puros de
referéncia. Apesar de ser um método simples e econdmico comparativamente a outras
técnicas, o HPLC-DAD tem um limite de aplicabilidade, em especifico quando se trata de
novos inibidores da PDE-5 e 0s seus analogos para a maioria dos quais ndo existem
padrbes de referéncia. No entanto, em alguns casos, esta téchica pode auxiliar os
investigadores na detecdo preliminar de inibidores da PDE-5, principalmente no caso de
analogos que apresentem uma estrutura semelhante a dos compostos originais, podendo
neste caso variar o tempo de retencdo, apresentando contudo um espectro UV idéntico
(Hou et al., 2006).

Na ultima década, a cromatografia liquida (LC) acoplada a um detetor de espetrometria
de massa (MS), tem-se tornado a técnica principal para a andlise de inibidores da PDE-5
em SABP, uma vez que combina o método de separagdo por LC com a sensibilidade e
seletividade da detecdo por MS, permitindo uma identificacdo ao nivel molecular
(Patterson et al., 2012; Vaclavik et al., 2014). Quando os padrdes de referéncia estdo
disponiveis, 0 uso da cromatografia liquida precedendo a analise por MS pode contribuir
para a identificacdo de compostos baseados no seu tempo de retencéo.

Atualmente, a utilizacdo de LC-MS é considerada por muitos investigadores como sendo
0 método de eleicdo para determinar inibidores da PDE-5 em SABP (Gratz et al., 2004;
Chen et al., 2009; Ng et al., 2010; Savaliya et al., 2010; Zhang et al., 2010; Toomey et al.,
2012; Ren et al., 2012; Vaysse et al., 2012; Jankovics et al., 2013; Lee et al., 20133,
2013b; Reeuwijik et al., 2013, Schramek et al., 2014; Lebel et al., 2014; Damiano et al.,
2014; Strano-Rossi et al., 2015).

Cromatografia gasosa (GC). Apesar de ser um método quantitativo, sensivel,
reprodutivel, exato e bastante adequado para analise de misturas, sendo considerado de
baixo custo comparativamente a outros métodos tais como LC-MS, um critério importante
para o uso da metodologia de GC passa pela volatilidade e estabilidade térmica dos
compostos em estudo. Por este motivo, a técnica de GC raramente é usada para a
detecdo de inibidores da PDE-5 em SABP pois estes sdo considerados termicamente

instaveis e de dificil derivatizacdo utilizando reacdes de sililacdo (Patel et al., 2014). No
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entanto, em casos pontuais, quando a técnica de LC-MS ndo consegue fornecer
informacédo suficiente para a identificacdo dos compostos, a analise dos produtos de
reacdo (ex. obtidos por hidrélise) através de GC-MS, é descrita como uma técnica
complementar para a elucidacdo estrutural e identificacdo de novos farmacos, por
exemplo novos inibidores da PDE-5 e seus analogos (Patel et al., 2014; Vaclavik et al.,
2014).

1.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica analitica de separacdo de
componentes de uma matriz, na qual a separacdo depende da distribuicdo molecular dos
componentes da matriz em duas fases, fase mével, que neste tipo de cromatografia € um
liquido, e a fase estacionaria, que compreende uma coluna de separa¢do de aco inox
com um tipo de enchimento poroso.

Um sistema de HPLC consiste em 5 componentes principais: sistema de bombas,
sistema de injecdo da amostra, coluna de separacdo, detetor e um sistema que permite
registar os dados do detetor, o qual normalmente € um computador. Todos estes
sistemas, com excec¢do do computador sdo conectados por tubos de ago inox resistente a
elevadas pressoes.

O sistema de bombas injeta, a elevadas pressdes, a fase mével num determinado fluxo
(mL/min), podendo ser programado para efetuar a injecdo dos componentes da fase
movel a diferentes proporgdes, chamada de eluicdo em gradiente, ou a uma proporgéo
constante, designando-se neste caso como eluicdo isocrética. O sistema de injecéo
(automéatico ou manual) injeta a amostra liquida que se pretende separar. A amostra
entra em contacto com a fase movel que forga a amostra a seguir o fluxo do sistema até
a coluna de separacdo (fase estacionéria). A separagdo ocorre quando a amostra
interage simultaneamente com a fase movel e a fase estacionéria, sendo esta separagéo
devida aos diferentes tipos de enchimento que uma coluna cromatografica pode conter.
As diferentes intera¢cdes que ocorrem na coluna cromatogréafica podem ser classificadas
como: particdo, adsorcao, exclusdo ou troca idnica. A classificacdo da separacao deve-se
aos diferentes tipos de enchimento na coluna cromatografica, pelo que a sua selegéo
para uma determinada analise, influencia significativamente o método de separacao,
podendo este ser afetado tanto na seletividade como na eficiéncia de separacdo dos
analitos de interesse, constituindo assim um dos passos importantes no desenvolvimento

de um método cromatogréfico.

13



Mestrado em Controlo de Qualidade

A interacdo dindmica através de diferentes afinidades dos analitos de uma amostra, com
a fase estacionaria permite a separa¢do. Quando um determinado analito tem menos
afinidade com a fase estacionaria e maior afinidade com a fase movel, este elui mais
rapidamente da coluna cromatografica, ao contrario dos analitos que tém mais afinidade
com a fase estacionaria os quais apresentam um tempo de retencdo superior até serem
eluidos pela fase movel (Harris, 2010). .

A medida que o analito elui da coluna cromatografica através do fluxo da fase movel, este
dirige-se ao detetor, que deve ser escolhido previamente de modo a ter uma
sensibilidade pretendida para registar as diferentes variacdes de sinal das concentracfes
dos analitos que sdo separados pelo sistema. Os dados obtidos pelo detetor sao
enviados para um sistema de aquisicdo de dados, que através de um software processa
a informagé&o na forma de um cromatograma (intensidade de sinal /tempo (min)).

Como ja foi referido o tipo de separagdo depende do tipo de enchimento da coluna
cromatogréfica que por sua vez define o0 modo de separagdo do método. Separagédo por
particdo € o tipo de separacdo mais frequentemente utilizada para detecéo de inibidores
da PED-5 em SABP.

A separacédo por particdo pode ser dividida em 2 grupos: particdo em fase normal (NP-
HPLC) ou particdo em fase reversa (RP-HPLC).

A divisdo entre NP-HPLC e RP-HPLC esta relacionada com a polaridade das fases de
separacdo do sistema. Na NP-HPLC a fase estacionaria possui elevada polaridade
(normalmente o enchimento é composto de silica) e a fase mdvel é constituida por um
liqguido com um caracter ndo polar, neste caso os analitos polares ficam retidos mais
tempo na coluna enquanto os analitos com menor polaridade tém mais afinidade pela
fase mével e sdo eluidos mais rapidamente da coluna cromatogréafica. Na RP-HPLC, a
fase mével é composta por um liquido polar e a fase estacionaria composta por um
enchimento com um caracter nao polar, geralmente utiliza-se silica modificada
gquimicamente com cadeias de hidrocarbonetos, vulgarmente chamadas de colunas Cs e
Cis classificadas consoante o numero de hidrocarbonetos adicionados a estrutura base
de silica. Neste tipo de cromatografia os analitos polares tém mais afinidade com a fase
estacionaria ficando assim retidos mais tempo na coluna cromatogréfica, enquanto os
analitos com um caracter ndo polar, eluem com a fase movel mais rapidamente, sendo os

primeiros a chegar ao detetor (Harris, 2010).
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1.7 Validac&o do método analitico

Durante o desenvolvimento de um novo método de analise é necessério proceder a sua
validagdo para avaliar a qualidade, consisténcia e fiabilidade dos resultados obtidos, bem
como a sua eficiéncia. Um método analitico deve de ser validado, verificado ou
revalidado sempre que for usado como método analitico de rotina; apos transferéncia
para outro laboratério; ou quando existam alteragBes substanciais nas condigdes ou
parametros do método analitico (Huber, 2010). A validacdo de uma metodologia analitica
passa pela verificacdo dos seguintes parametros: especificidade e seletividade; precisdo
(repetibilidade, precisdo intermédia, reprodutibilidade); exatiddo (ensaios de
recuperacao); linearidade; gama de trabalho; limite de detec¢&o; limite de quantificagéo;
robustez (ICH, 2005; Huber, 2010).

1.7.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade s&o termos com definicdes muito semelhantes, que
podem causar confusdo. As suas definicbes e ambito de aplicacdo diferem de acordo
com os manuais das entidades que utilizamos para realizar a validacdo do método
analitico.

A especificidade é definida pela Conferéncia Internacional de Harmonizac¢éo (ICH) como
“a capacidade de avaliar inequivocamente um determinado analito na presencga de outros
compostos que possam interferir com a sua determinagdo, tais como presenca de
impurezas, produtos de degradacao, outros compostos da matriz, etc.”. Outras entidades
tais como a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) preferem o uso do
termo “seletividade” para a aplicagdo do mesmo significado, deixando a aplicacdo do
termo “especificidade” para os procedimentos que produzem uma Unica resposta para um
s6 analito de interesse.

A especificidade de um método cromatografico é obtida através da otimizacéo do sistema
cromatografico (e.g. escolha da coluna, tipo de detetor), e das condi¢cdes cromatograficas
(e.g. fase movel, gradiente, temperatura da coluna, parametros do detetor). Os
procedimentos de extracdo da amostra também podem ser otimizados de modo a

aumentar a seletividade para os compostos em analise (Huber, 2010).
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1.7.2 Precisao

A ICH define precisdo como sendo “o grau de concordancia (grau de disperséo) entre
uma série de resultados obtidos a partir de uma série de ensaios de uma mesma amostra
homogénea de acordo com as condigdes prescritas” (ICH, 2005). E importante realgar
gue para um estudo mais realista sobre a precisdo, deve ser dada a preferéncia ao uso
de amostras, minimizando assim o efeito de matriz. A precisdo normalmente é expressa
em termos de variancia, desvio padrdo e coeficiente de variagdo (CV) dos ensaios
realizados. A precisdo pode ser enquadrada em trés niveis: repetibilidade, precisédo

intermédia e reprodutibilidade.

Repetibilidade
A repetibilidade é expressa pela precisdo de um método efetuado sobre as mesmas
condigbes de funcionamento, no qual sdo avaliados os resultados de um numero de
réplicas de uma determinada amostra homogénea durante um curto intervalo de tempo. A
repetibilidade também pode ser designada de precisdo intra-ensaio (ICH, 2005). Para
avaliar a repetibilidade as seguintes condicdes de funcionamento devem ser constantes:

e Mesmo laboratério;

¢ Mesmo operador;

¢ Mesmo equipamento;

¢ Mesmo tipo de reagentes;

e Curtos intervalos de tempo.

O Coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CV;) é expresso em percentagem e para

cada nivel de concentragéo, € dado pela seguinte expressao:

CV.(%) = —x 100

xRl Q

Sendo, ¢ o desvio padrdo das diferentes repeticdes efetuadas e ¥ a média das

determinac@es efetuadas (Ribani et al., 2004).
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Precisao intermédia

A precisdo intermédia é expressa pela variabilidade obtida por um determinado método
analitico num mesmo laboratério, (também designado de ensaio intra-laboratorial), mas
que ao contrério da repetibilidade, sdo avaliadas uma ou mais altera¢cdes das seguintes
variaveis do método (ICH, 2005):

o Diferentes operadores;
¢ Diferentes equipamentos;
e Com/sem verificagdo da calibragao;

e Longos intervalos de tempo (e.g. dias ou semanas diferentes).

O coeficiente de variagdo da precisao intermédia pode ser dada pela seguinte expressao:

CVine(%) = = X 100

=il Q

Sendo (CV;,:; o coeficiente de variacdo da precisdo intermédia das determinacbes
efetuadas, ¥ a média das determinagfes efetuadas no ensaio intra-laboratorial € o 0
desvio padréo das diferentes repeticbes efetuadas no ensaio intra-laboratorial (Ribani et
al., 2004).

Reprodutibilidade

A reprodutibilidade expressa a precisdo de um método analitico efetuado em condicdes
de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra,

fazendo variar as condi¢cdes de medicao, tais como:

e Diferentes laboratérios;
o Diferentes operadores;
¢ Diferentes equipamentos;

e Com/sem longos intervalos de tempo.

Sempre que possivel, deve ser avaliada da reprodutibilidade do método de andlise

usado, por diferentes laboratérios (Huber, 2010).
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1.7.3 Exatidao

A ICH define a exatiddo de um procedimento analitico como “a aproximacdo da
concordancia entre o valor obtido através do novo método e um valor de referéncia,
aceite como verdadeiro” (ICH, 2005).

O valor utilizado como referéncia pode ser obtido através de varios meios:

1. Através de um método analitico j& validado, assumindo os resultados obtidos pela
analise da mesma substancia, nas mesmas concentracbes, como valor de
referéncia.

2. Através da andlise de um material de referéncia certificado, similar as amostras
gque se pretendem analisar, utilizando o método que se pretende validar.

Sempre que o material de referéncia certificado ndo se encontre disponivel para a
amostra pretendida, devemos avaliar o valor de referéncia, através da andlise de
uma matriz semelhante a nossa amostra, fortificada com o analito de interesse

numa concentracao conhecida.

Este ultimo procedimento também €& semelhante ao usado para verificar o fator de

recuperacao de um determinado analito (Huber, 2010).

1.7.4 Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico é definida pela ICH como “a capacidade
(dentro de uma gama de trabalho) de obter resultados (sinal analitico) que tenham uma
relacdo diretamente proporcional a concentracédo do analito na amostra em estudo” (ICH,
2005).

Normalmente é demonstrada a linearidade de uma dada gama de trabalho, recorrendo a
relacdo entre o sinal detetado em fungdo da concentragdo do analito, designada por
equacao da reta ou curva de calibragéo.

A equacéo da reta é expressa pela equagao:

Y=mx+b

Sendo,
e Y -Valor do sinal detetado;

e m- Declive da reta;
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e x - Valor da concentracdo da amostra;

e b - Valor de intercecdo da reta com a ordenada na origem.

A determinacdo matematica da linearidade pode ser determinada pela estimativa dos
coeficientes (x e b) obtidos pela regresséo linear efetuada na equacao da reta. A partir
destes coeficientes podemos determinar matematicamente o coeficiente de correlacdo
(R?), que indica a estimativa da qualidade linear obtida pela curva de calibragdo. Quanto
mais proximo de 1 for o valor do R?, menor sera a disperséo dos pontos experimentais
presente na curva de calibracdo e menor sera a incerteza associada aos coeficientes de
regressdo (Huber, 2010; Ribani et al., 2004). E aceitavel que um método apresente uma
linearidade com um coeficiente de correlacdo na ordem dos 0,99 (Ribani et al., 2004).

A determinagdo da linearidade deve ser realizada recorrendo a 5 concentragoes
diferentes do padrdo do analito em estudo, replicadas pelo menos 5 a 6 vezes (Huber,
2010).

1.7.5 Gama de trabalho

Define-se gama de trabalho como o intervalo existente entre a concentragdo maxima e
minima de um dado analito de uma amostra, para o qual se demostra existir num
determinado procedimento analitico, um nivel aceitavel de linearidade, preciséo e
exatidao.

Normalmente a gama de trabalho esta dependente do tipo de metodologia analitica
aplicada, sendo muitas das vezes escolhida através do estudo gréafico da linearidade.
Para a validacdo de um procedimento analitico a ICH exige que a gama de trabalho

ronde os 80-120% da percentagem de concentracdo em teste (ICH, 2005).

1.7.6 Limite de detecéo

A ICH define limite de detecdo (LOD) como “a menor concentracdo do analito em estudo,
que pode ser detetada e distinguida do nivel de ruido do sistema, mas que ndo é
necessariamente quantificada“ (ICH, 2005). O LOD pode ser determinado através dos

seguintes métodos:

1. Baseado na avaliagdo visual. Este método consiste na determinacdo do

LOD através da andlise de amostras com concentracées conhecidas do
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analito em estudo, estabelecendo um nivel minimo para o qual o analito é

detetado através da observacédo dada pelo sistema (e.g. cromatograma).

Baseado narelacdo entre o sinal-ruido. O LOD é determinado pelo racio
entre o sinal e o ruido, isto €, medindo os sinais obtidos através de
amostras contendo baixas concentracfes de analito, e analisando-as
comparativamente ao sinal obtido por amostras em branco (amostras que
ndo contém o analito de interesse), estabelecendo posteriormente uma
concentracdo minima com a qual o analito pode ser determinado. A razéo

entre o sinal e o ruido deve estar compreendida num r4cio de 3:1 ou 2:1.

Baseado na relacdo entre o desvio padrdo da resposta e a curva de
calibracao. Este método expressa o LOD através da seguinte expressao:

Sendo, m — declive da curva de calibracdo referente ao coeficiente de
regressao do analito de interesse e ¢ a estimativa do desvio padrdao do
sinal detetado, que pode ser determinado através da:
e Amostra em branco, calculando o desvio padrdo do sinal dado
relativamente a um nimero de amostras em branco;
e Do estudo da curva de calibracdo especifica do analito, constituida
por amostras com uma gama dentro do LOD. Que posteriormente
sdo utilizados os valores do desvio padrdo relativo referentes a
regressao linear ou ao desvio padréo da intercecdo com o eixo dos
Y.

No caso da determinacdo do LOD através dos métodos baseados na avaliagdo visual ou

relacdo entre sinal e ruido é aceitdvel a apresentacdo de cromatogramas, para

comprovar a veracidade dos factos (ICH, 2005)

1.7.7 Limite de quantificacéo

A ICH define limite de quantificagdo (LOQ) como “a concentracdo mais baixa de

determinado analito que pode ser quantificada através do método analitico, com um nivel
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de precisédo e exatidao aceitavel” (ICH, 2005). O LOQ pode ser determinado através dos

seguintes métodos:

1. Baseado na avaliacao visual. Consiste na determinacdo do LOQ através
da andlise de amostras com concentracdes conhecidas do analito em
estudo, estabelecendo um nivel minimo para o qual o analito é
quantificado através da observacdo dada pelo sistema (e.g.

cromatograma).

2. Baseado na relacdo entre o sinal-ruido. O LOQ é determinado pelo
racio entre o sinal e o ruido, isto €, medindo os sinais obtidos através de
amostras contendo baixas concentragfes de analito, e analisando-as
comparativamente ao sinal obtido por amostras em branco, estabelece-se
uma concentragdo minima para a qual o analito pode ser quantificado. A

razao tipica entre o sinal e o ruido esta depreendida num racio de 10:1.

3. Baseado na relagdo entre o desvio padrdo da resposta e a curva de

calibragdo. Este método expressa o LOQ através da expressao:

10 X o

LOQ =

Sendo, m — declive da curva de calibracdo referente ao coeficiente de
regressdo do analito de interesse e o a estimativa do desvio padrdo do
sinal detetado baseado:

¢ Na amostra em branco, calculando o desvio padrao do sinal dado
relativamente a um nimero de amostras em branco;

e No estudo numa curva de calibracdo especifica, constituida por
amostras com uma gama dentro do LOQ. Que posteriormente sdo
utiizadas os valores do desvio padrao relativo referente a
regressao linear ou ao desvio padrdo da interce¢cdo com o eixo dos
Y.
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1.7.8 Sensibilidade

A sensibilidade de um método é muitas vezes confundida com o limite de detecdo, sendo
que a ICH define sensibilidade como “a capacidade do método analitico para diferenciar
pequenas alteracdes na concentracdo do analito em estudo” (ICH, 2015). A sensibilidade
€ normalmente representada pelo declive, correspondente ao coeficiente de regressao da
curva de calibragéo, do analito em estudo.

1.7.9 Recuperacéao

A recuperacao é definida como a relacdo da quantidade de analito de interesse, que é
extraida e passivelmente de ser quantificada em funcdo da quantidade de analito de
interesse presente ou adicionado na amostra.

Através da realizacdo de testes de recuperacao é possivel verificar se a concentragcédo do
analito de interesse presente na amostra € afetada pelo procedimento de extracéo
utilizado.

O teste de recuperacdo deve ser realizado recorrendo a 3 concentragbes conhecidas do
analito em estudo, distribuidas equitativamente entre o limite de quantificacdo e a
concentracdo mais elevada da gama de trabalho utilizada para o dado analito. A ICH
recomenda que a recuperagdo de um dado analito deve ser avaliada usando um minimo
de 9 determinacdes, sobre um nivel minimo correspondente a 3 concentracdes definidas
dentro da gama de trabalho do analito em estudo (e.g. 3 concentragfes replicadas 3
vezes). Através da quantificacdo do analito na amostra fortificada, e sabendo a
guantidade de analito adicionado verifica-se 0s niveis recuperagédo ou perda provocados

pelo procedimento extrativo através da seguinte expressao:

Concentragaogportificadga — CONCENETACA0N g trix 100
3

Recuperagio(%) = -
Concentracaosgicionada

Sendo: Concentragdorertificaaa: COrresponde a concentragdo medida na amostra

fortificada; Concentracgioy,iriy, CONcCentracdo medida na amostra ndo fortificada;

Concentragio gicionada » CONCENtracdo de analito adicionada.
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1.8 Objetivos do trabalho

Pelo exposto, e dado que a presenca de adulterantes sintéticos em SABP é um risco de
saude publica que tem causado preocupacdes crescentes dado o aumento do nimero de
casos descritos na bibliografia, o presente trabalho visou o desenvolvimento de uma
técnica analitica que permita a andlise precisa, rdpida, eficiente e economicamente
viavel, para o rastreio de inibidores da PDE-5 adicionados aos SABP.
Refira-se que os inibidores da PDE-5 séo utillizados como medicamento para o
tratamento da disfuncéo eréctil, pelo que a sua presenca em SABP é considerada como
adulteracdo, sendo assim ilegal segundo a Diretiva 2002/46/EC da Unido Europeia.
Assim, este trabalho teve como objetivos:
e A otimizagéo e validacdo de um método de HPLC-DAD-FLD, para a analise de
inibidores da PDE-5 adicionados ilegalmente aos SABP;
e Aplicagdo da metodologia desenvolvida a amostras comercializadas em Portugal.
Em particular, proceder a detecao e quantificacéo de possiveis inibidores da PDE-
5 presentes em 12 SABP que alegam a melhoria do desempenho sexual,

disponiveis no mercado portugués.
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2. Materiais e Métodos

24



Mestrado em Controlo de Qualidade

2.1 Reagentes e padrdes

Para este estudo foram utilizados cinco padrbes de inibidores da PDE-5 (Citrato de
Sildenafil (SIL); Hidrocloreto de Vardenafil (VAR); Tadalafil (TAD); Acetildenafil (ACE);
Tiosildenafil (THS), sendo que dois destes correspondem a analogos do Sildenafil
(Acetildenafil e Tiosildenafil). Foi também adquirido o padrdo de Hidrocloreto de
lohimbina (YOH) (substancia ativa encontrada na planta tradicionalmente conhecida por
pau-de-cabinda), devido a alega¢cBes sobre a semelhanca do efeito farmacolégico desta
com os inibidores da PDE-5. As caracteristicas e origem dos padrdes utilizados

encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos padrdes utilizados neste trabalho

Formula Nimero Grau de
Nome Fornecedor
Molecular CAS? Pureza (%)
) European Directorate for the
Citrato de ) o
) . C2sH3sN6011S 171599-83-0 >98,8% Quality of Medicines and
Sildenafil (CRS)?
Healthcare, France
) European Directorate for the
Hidrocloreto de . .
. C23H33CINO4S 330808-88-3 >90,5% quality of medicines e
Vardenafil (CRS)P
Healthcare, France
European Directorate for the
Tadalafil (CRS)P C22H19N304 171596-29-5 =299,9% quality of medicines e
Healthcare, France
Hidrocloreto de . .
o C21H27CIN203 65-19-0 298% Sigma-Aldrich, USA
lohimbina
Acetildenafil C25H34N6O3 831217-01-7 298% Cayman Chemical, USA
Tiosildenafil C22H30N603S2 479073-79-5 298% Cayman Chemical, USA

2CRS - Substancia Quimica de Referéncia
® Nimero CAS- Chemical abstracts service

Os reagentes utilizados para este estudo foram: metanol (chromasolv®, HPLC grade 2
99.9%, Sigma-Aldrich, EUA), acetonitrilo (chromasolv®, HPLC grade = 99.9%, Sigma-
Aldrich, EUA) e acetato de amoénio (ACS-Reag., = 98%, Carlo Erba, Franca). A agua

ultrapura usada proveio de um sistema de purificacdo de agua Seralpur PRO 90 CN.
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2.2 Amostras

No mercado portugués os SABP para a melhoria do desempenho sexual, sdo
comercializados essencialmente em supermercados, ervanarias, lojas de produtos
naturais, farmacias, na internet e através das televendas.

As amostras utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pela Autoridade de
Seguranca Alimentar e Econdémica (ASAE), devidamente seladas e identificadas.

Por razbes legais os nomes das amostras, independentemente do resultado, ndo serédo
divulgados, procedendo-se assim a codificacdo do nome das amostras (SA1-SA12).

Na Tabela 2 encontram-se descritas as carateristicas dos 12 SABP gque foram analisados

durante este trabalho.

2.3 Preparacéo de solucbes

2.3.1 Solucgéo padréo individual

Foram preparadas 6 solucdes padrdo individuais correspondentes aos 6 padrbes de
inibidores da PDE-5 adquiridos, com uma concentragdo de 2mg/mL. As solugbes foram
feitas pesando 10mg de cada padrdo de inibidores da PDE-5 numa balanga analitica
(AG204, Mettler Toledo), onde individualmente foram transferidos para vials de 10mL
ambar, dissolvendo-se em seguida em 5 mL de uma solugédo de acetonitrilo (ACN)/
metanol (MeOH) na proporgcdo de 50:50 v/v, obtendo-se assim uma concentragdo de
2mg/mL. Todas as 6 solugdes padréo individual foram armazenadas no congelador a

uma temperatura de -20°C até a sua utilizagéo.

2.3.2 Solucéo padréo de trabalho

Para a preparacdo da solugcdo padrédo de trabalho, retirou-se 200uL de cada solugéo
padréo individual para um Unico vial ambar de 10 mL, diluindo posteriormente com um
volume de 800uL de ACN/MeOH (50:50 v/v), preparando assim uma solugdo com a
mistura de todos os padrbes de inibidores da PDE-5 (SIL; VAR; TAD; ACE; THS; YOH)
com uma concentracdo de 200ug/mL. A solugdo padrdo de trabalho foi também
armazenada no congelador a uma temperatura de -20°C até a sua utilizacdo. A partir
desta solucéo foram preparadas as restantes diluicdes sucessivas em ACN/MeOH (50:50

v/v), correspondentes a gama de concentracdes (5; 10; 25; 50; 100; 150; 200 pg/mL)
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utilizadas para a verificagdo dos parametros de linearidade do método analitico em
estudo.

2.3.3 Preparacéo da fase mével usada natécnica analitica de HPLC-DAD-FLD

A fase movel utilizada no método de HPLC-DAD-FLD tem como base dois eluentes (A e
B), sendo o eluente A constituido por uma solucao de acetato de amonio em agua ultra
pura com uma concentracdo de 50mM a pH 7, e o eluente B constituido por uma solugao
de ACN/MeOH na proporc¢éo de 50:50 (v/v).

Todos os eluentes foram desgaseificados num sistema de vacuo com agitacao continua

durante 15 minutos antes de serem utilizados no sistema de HPLC.

2.4 Extragdo das amostras

Procedeu-se a extracdo das amostras pesando o conteudo de uma capsula; um
comprimido ou uma tira sublingual, numa balanga analitica (AG204, Mettler Toledo), para
um tubo de falcon, sendo adicionado posteriormente 15 mL solvente, composto por uma
mistura de ACN:MeOH (50:50 v/v). As amostras foram agitadas num agitador automético
(Edmund Buhler GmBH) durante 30 minutos a cerca de 300 rota¢ces por minuto (rpm) a
temperatura ambiente.

Ap0s agitacdo, as amostras foram submetidas a uma extracao por ultrassons (Fungilab,
Espanha) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se uma fase de limpeza da
amostra através de centrifugacdo (Heraeus Megafuge 16, Thermo Scientific) durante 10
minutos a 2400 g. Para finalizar o procedimento de extracdo, o sobrenadante foi filtrado
através de um filtro de seringa de 0,22 um (FilterBio®) e posteriormente diluido em
ACN/MeOH (50:50 v/v) na concentracdo de 1:50 antes de ser injetado no sistema de
HPLC.

Todas as amostras foram submetidas a extracdo em triplicado e cada extrato obtido
analisado individualmente.

A Figura 1 apresenta o esquema do procedimento de extracdo realizado nas amostras.

. . N Banho de ultra-sons
Adicéo de 15ml Agitacéo A
Pesagem da d . : durante 5 min a
] de ACN:MeOH 1 continua por 30 =g
S e (50:50 v/v) min a 300 rpm e

ambiente

Centrifugacao Filtracdo do Diluicao do
durante 10 min a sobrenadante sobrenadante

uma velocidade de através de um filtrado nas
2400 g filtro de 0.22pm diluigdo de 1:50

Figura 1 — Esquema do procedimento de extracéo efetuado nas amostras de SABP
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Tabela 2 - Caracteristicas dos SABP em estudo

Codigo da Tipo de Quantidade por . . i )
. Ingredientes descritos no rotulo Validade
Amostra Formulacgéo embalagem

Extratos de: Bombyx Mori L; Wild Yam; Ginseng da Sibéria; Salgueiro Branco; Jujuba;
SAl1l Cépsula 12 ] ) 04/2017
Pimenta Caiena

Extratos de Raiz do Artico (Rhodiola Rosea); Feno-grego (Trigonella foenum-graecum);
Ginseng Siberiano (Elentherococcus Senticosus); Noz moscada (Myrisca Frangrans);
SA2 Cépsula 10 Acafrdo (Crocus Sativus); Erva-leiteira (Polygala Comosa); Pinheiro (Pinus Estris); Alcaguz 06/2016
(Glycyyrhiza Glabra); Urtiga comum (Urtica Dioica); Excipientes: gelatina, glicerol, corantes
E133 e E171

Gelatina: Turnera difusa, Anti-Aglomerante: Maltodextrina de Milho, L-Arginina, Anti-
Aglomerante: Fosfato tricalcio, Pausinystalia macroceras, Yohimbe, Tributus terrestris;
SA3 Cépsula 4 Ginkgo biloba, L-Lisina; Estabilizador: Amido de Trigo, Oxido de Zinco, Vitamina Bs, Extrato 03/2017
seco concentrado de Schisandra chinensis; Anti-Aglomerante: Estereato de Magnésio,

Silicato de Magnésio, Vitamina Bs

) Extratos de: Ginseng da Sibéria; Salgueiro Branco; Jujuba; Pimenta Caiena; Urtiga;
SA4 Capsula 3 3 ) . 09/2017
Semente de Abdbora; Avena Sativa. Celulose e Estearato de Magnésio.

Gelatina: Turnera difusa, Damiana; Anti-Aglomerante: Maltodextrina de Milho, L-arginina,
Anti-Aglomerante: Fosfato tricélcia, Pausinystalia macroceras, Yohimbe, Tribulus terrestres,
SA5 Cépsula 8 Tribulus, Ginkgo biloba, L-Lisina; Estabilizador: Amido de Trigo, Oxido de Zinco, Vitamina 09/2016
Bs; Extrato seco concentrado de Schisandra; Anti-Aglomerante: Estereato de Magnésio,

Silicato de Magnésio, Vitamina Bs
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Gelificante: Celulose microcristalina; Anti aglomerante: Fosfato tricalcio; Mucuna pruriens -
| Extrato Seco, Epimedium pubescens - Extrato Seco, Damiana - Extrato Seco; Tribulus
SA6 Cépsula 10 B . 10/2017
terrestres, Saw palmetto - Extrato Seco; Erythroxylum catuaba; Gelificante: Crospovidona;

Anti aglomerante: Estearato de Magnésio, Silicato de magnésio

Anti aglomerante: Fosfato tricalcio; Pausinystalia macrdceras, Pau de cabinda; Extrato
seco de Epimedium grandiflorum; Estabilizador: Amido de Trigo, Ferula assa-foetida,
SA7 Cépsula 10 Ginkho biloba, Extrato seco de Tribullus terrestris; Agente corante; Gelificante: 11/2017
Croscarmelosa sédica, Turnera aphrodisiaca, Damiana, Crospovidona; Celulose
microcristalina Anti Aglomerante: Estearato de Magnésio; Silicato de magnésio

i ) Extrato de Feno Grego; Ginseng vermelho; L-arginina; Constarch; Alignate de sédio;
SA8 Tira Sublingual 6 ) N ) 03/2015
Malitol; Mentol; Celulose; Lecitins; Brithant blue; Aspartam.

) Extratos de: Catuaba; Maca; Muira Puama; Panax Ginseng; Momordica Charantina;
SA9 Cépsula 10 ] ) 01/2017
Ginkgo Biloba; Cayenne

Extratos de: Euterpe Oleracea; Muira Puama; Turnera Diffusa; Mucuna Pruriens;
SA10 Capsula 2 . . ) 01/2017
Curculiginis Rhizoma; Saw Palmetto; Catuaba; Panax Ginseng

) Epimedium; Eurycoma longifolia; Erva-Pinheira-De-Rosa; Ginseng; Extrato raizes do selo-
SA11 Cépsula 10 ) ) ) 07/2015
de-salomao; Cistanche deserticola; Extrato de falsa-canforeira

Lepidiummeyenii, Maca, Ferulaasafoetida, Férula; Ginkgobiloba; Gelificante: Celulose
microcristalina, Proantocianidinas; Anti-aglomerante: Fosfato tricalcio; Estabilizador: Amido
SA12 Comprimido 30 de Trigo; Panax ginseng, Ginseng Coreano Capparisspinosa, Alcaparra; Tribullusterrestris, 12/2016
Abrolho; Gelificante: Croscarmelose sodica; Anti-Aglomerante: Estearato de Magnésio,

Silicato de Magnésio; Acido Félico
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2.5 Condicdes de fluorescéncia dos inibidores da PDE-5

As caracteristicas de fluorescéncia dos diferentes inibidores da PDE-5 usados como
padrBes neste trabalho, foram obtidas através da medicdo dos comprimentos de onda
para o qual existe um maximo de excitacdo (Aexci) € emissdo (Aemis). Esta andlise foi
realizada num Espectroflurimetro Jasco FP-6500 (Easton,MD,EUA), onde os diferentes
padrbes de inibidores da PDE-5 foram analisados na forma de solucdo com a
concentracdo de 1mg/mL. A Tabela 3 apresenta os comprimentos de onda de excitacéo e
emissdo obtidos para os diferentes inibidores da PDE-5 analisados. Os dados foram
depois usados para programar o detetor de fluorescéncia usado na técnica de HPLC-
DAD-FLD.

Tabela 3 — Caracteristicas de fluorescéncia dos padrées em estudo

Nome do composto Aexci Aemis
Sildenafil 358 403
Vardenafil 347 469

Tadalafil 307 328
lohimbina 299 333
Acetildenafil nd nd
Tiosildenafil nd nd

nd - ndo determinado

2.6 Andlise cromatografica

A analise cromatografica foi feita utilizando um equipamento HPLC marca Jasco,
composto pelos seguintes modulos:

e Bomba Pu-1580, Jasco, Japao;

e Unidade de mistura quaternaria LG-1580-04, Jasco, Japéo;

e Desgaseificador DG-2080-53, Jasco, Japéo;

e Injetor automatico de amostras AS-2057 Plus, Jasco, Japéo;

e Forno de coluna Modelo 7981, Jonas chromatography, EUA,

e Detetor DAD MD-910, Jasco, Japao;
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e Detetor fluorescéncia FP-2020Plus, Jasco, Japéao;

A coluna cromatogréfica utilizada foi uma YMC-Triart C18 (YMC Co., Ltd., Japao) de fase
reversa, com 3um tamanho de particula, 250mm de comprimento e 4,6 mm de diametro.

A recolha e tratamento de dados cromatograficos foram realizados recorrendo ao
software Borwin versdo 1.5 (JMBS, Franca). Os compostos presentes nas amostras
foram identificados com base no tempo de retencéo e espetro UV, por comparagcdo com
0s obtidos para as substancias padréo. Posteriormente a identificagdo, a quantificagéo
dos analitos presentes nas amostras, foi realizada com base nas curvas de calibracdo

determinadas para cada substéancia padrao.

2.6.1 Condigcdes cromatograficas

As condi¢cbes cromatograficas e o gradiente de eluicdo otimizado, usado para a analise
das amostras encontram-se respetivamente descritos na Tabela 4 e 5.

Tabela 4 — Condic¢des cromatogréficas aplicadas ao método de HPLC usado

Pardmetros Condicbes

Eluente A - Acetato de amoénio /Agua ultra pura
Fase movel (Concentragéo 50mM e pH7)
Eluente B - Metanol/ Acetonitrilo (50:50 v/v)

Fluxo 0,45 mL/min

Temperatura do forno da coluna 30+£0.1°C
Volume de injeg&o 20 pL
Tempo de analise 35 min
Detecdo UV (Comprimento de Onda) 290 nm

0 -11,8 min — Aexci 307; Aemis 403
11,8 — 12,6 min — Aexci 299; Aemis 333
Detec8o FLD (Aexci € Aemis)? 12,6 — 16,5 min — Aexci 358; Aemis 403
16,5 — 18,00 min — Aexci 347; Aemis 469
18,00 -35,00 min — Aexci 358; Aemis 403

Modo de separagado Fase Reversa

2\exc— Comprimento de onda referente ao méaximo de absorcao do composto;
2\emis — cOmMprimento de onda referente ao maximo de emissédo do composto.

31




Mestrado em Controlo de Qualidade

Tabela 5 — Programa de gradiente usado para andlise das amostras

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 30 70
15 20 80
25 2 98
27,5 2 98
30 30 70
35 30 70

2.7 Validagcéo do método

Neste trabalho foram analisados os diversos parametros necessarios para efetuar a
validacdo in-house do método, como referido na seccdo 1.7 deste trabalho,
nomeadamente; gama de trabalho; linearidade; precisdo (repetibilidade, precisdo
intermédia); limite de detecdo; limite de quantificacdo e exatiddo (ensaios de

recuperacao).
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3. Resultados e Discussao
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O trabalho experimental realizado teve como objetivo a otimizacdo e validacdo de um
método analitico de HPLC-DAD-FLD, para a detecdo de SABP adulterados com
inibidores da PDE-5, verificando assim a viabilidade analitica do método para a
identificacdo e quantificagcdo de SABP potencialmente adulterados, presentes no
mercado portugués.

Como referido anteriormente, os SABP apresentam uma matriz complexa que dificulta a
pesquisa de adulterantes presentes na sua composicao. A aplicacdo de uma técnica de
HPLC antes da detecdo dos adulterantes, permite a separacdo dos componentes
fitoquimicos existentes na matriz dos SABP, reduzindo as interferéncias ou supressdes
de sinal, relativamente aos compostos de interesse que se pretende detetar.

Ao longo do estudo, foram experimentadas diferentes condicdes cromatogréficas para o
sistema utilizado de forma a obter uma melhor resposta/separagdo dos compostos num
curto espago de tempo. Deste modo, para otimizacdo do método analitico em estudo,
recorreu-se a alteragcdo/otimizacdo do gradiente da mistura de eluentes da fase movel,
com o objetivo de criar uma melhor separag¢éo dos inibidores da PDE-5, com um tempo
de retencdo mais curto, minimizando assim o tempo da corrida e 0s gastos inerentes.
ApOs a pesquisa de eventuais métodos cromatogréficos utilizando um sistema de
detecdo por fluorescéncia, observamos que ndo é comum a aplicacdo deste tipo de
detecdo em inibidores da PDE-5. Desta forma, realizou-se o estudo das caracteristicas
de fluorescéncia dos padrbes de inibidores da PDE-5 utilizados no trabalho, visando a
aplicacdo e otimizacdo da detecdo destes compostos através de um sistema HPLC-DAD-
FLD.

3.1. Identificacdo e quantificagdo dos adulterantes nas amostras de SABP

Utilizando as condi¢des cromatograficas otimizadas, foram injetadas, individualmente, as
solucdes padrdo correspondentes aos diferentes padrdes de inibidores da PDE-5 (SIL,
VAR, TAD, YOH, ACE e THS), tendo-se obtido os tempos de retencdo relativos a
detecdo por DAD e FLD para os diferentes compostos (Tabela 6). Foram também
obtidos, a partir do detetor de DAD, os espectros UV (Figuras 2- 7) correspondentes aos
padrbes de inibidores da PDE-5 utilizados.

A identificacdo dos adulterantes nas amostras de SABP foi realizada, analisando
comparativamente os tempos de retencdo dos picos dos cromatogramas obtidos a partir
da solucdo padrao de trabalho, através da detecdo por DAD e FLD, com os picos dos

cromatogramas obtidos pelas amostras de SABP. Posteriormente, também foram
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comparados os espetros UV obtidos pelos picos do cromatograma das amostras com 0s
espectros UV correspondentes aos padrdes.

Posteriormente a identificacéo, foi realizada a quantificagdo dos analitos presentes nas
amostras, com base na regressao linear das curvas de calibracdo determinadas pela
relacdo entre as &reas obtidas e as concentracdes da solugdo padrédo de trabalho,
atraveés dos diferentes tipos de dete¢éo (DAD e FLD).

Tabela 6 — Tempos de retengdo dos padrdes obtidos pelos sistemas de detecdo DAD e FLD

Tempo de retengdo (min)
Padrdes

DAD FLD
Tadalafil 10,95 11,18
lohimbina 12,14 12,29

Acetildenafil 12,81 nd

Sildenafil 16,01 nd
Vardenafil 17,06 17,16

Tiosildenafil 27,95 nd

nd - ndo determinado

—
201 223 nm

% o 295 nm
5

200 a0
Wavelendth [nim]

Figura 2 - Espectro UV obtido pelo padréo de Sildenafil a 290 nm
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Figura 3 — Espectro de UV obtido pelo padrédo de Vardenafil a 290nm
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Figura 4 - Espectro UV obtido pelo padrdo de Tadalafil a 290nm
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200

400
Wavelenogh [nm]

Figura 5 - Espectro UV obtido pelo padréo de Tiosildenafil a 290nm
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Figura 6 - Espectro UV obtido pelo padréo de Acetildenafil a 290nm
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Figura 7 - Espectro UV obtido pelo padrao de lohimbina a 290nm

3.2 Otimizagdo das condi¢des analiticas
3.2.1 Otimizacgéo do gradiente dos eluentes

Inicialmente foram selecionados os eluentes com base no trabalho descrito na literatura
(Fejos et al.,, 2014). Posteriormente fez-se a otimizacdo do gradiente da fase movel,
visando a separacéo eficiente de todos os inibidores da PDE-5 em estudo, com base na
coluna cromatogréfica utilizada. Para isso preparou-se uma solu¢do contendo a mistura
dos padrbes de SIL, VAR, TAD e YOH, numa concentracdo de 100ug/mL, que foi injetada
no sistema de HPLC-DAD-FLD.
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Os padrdes Acetildenafil e Tiosildenafil ndo foram incluidos nesta injecao, por motivos de
logistica, pois ainda nao tinham sido entregues no laboratério, tendo sido posteriormente
incluidos.

A partir da analise do cromatograma (Figura 8), obtido com as condi¢cfes do gradiente
determinado inicialmente, concluiu-se que seria necessério realizar a alteracdo do
gradiente dos eluentes da fase mével, de modo a permitir a separagdo dos analitos em
estudo dentro de um tempo de corrida aceitavel, visando sempre a obtencdo da melhor

resolucao dos picos cromatogréficos.

AR MIRI003_390.0H1

- TAD —>

SIL

YOH

A o VAR

5.0E03|

B EE 5T 50 Bt 5950 TEOO  [min]

Figura 8 — Cromatograma obtido pela aplicacdo do gradiente determinado inicialmente, para os
padrdes de SIL, VAR, TAD e YOH

Através dos diferentes tempos de retengdo obtidos pelos compostos injetados, e
analisando comparativamente, ao tempo e percentagem necessaria de eluente B, para
que estes eluissem da coluna, desenvolveu-se apds algumas tentativas um gradiente X1,
constituido de modo a que a percentagem de eluente B (fase orgénica) fosse mantida
durante mais tempo na corrida, permitindo que os compostos eluissem mais rapidamente
(com um tempo de reteng&o menor).

Foi assim efetuada uma nova andlise dos padrées de SIL, VAR, YOH e TAD na
concentracdo de 100ug/mL, cujo cromatograma pode ser observado na Figura 9.

Apesar de se obter uma boa separacéo de todos os compostos relativamente ao tempo
total da corrida, o tempo de retencdo para os diferentes compostos ndo sofreu alteracdes
significativas, comparativamente ao constatado para o gradiente selecionado

inicialmente.
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Figura 9 - Cromatograma obtido pela aplicacdo do gradiente X1, para os padrdes de SIL, VAR,
TAD e YOH (detecdo a 290 nm)

Com a introducao dos padrdes de Acetildenafil e Tiosildenafil, foi necessério introduzir
modificagcbes no gradiente que permitissem uma separagcdo eficiente de todos os
compostos e a0 mesmo tempo reduzisse o tempo total da corrida.

Devido a afinidade descrita (Sacré et al., 2011; Fejos et al., 2014) dos padrdes em estudo
com solventes organicos, foi desenvolvido um gradiente X2, com uma percentagem inicial
maior de eluente B (fase organica), do que a utilizada nos gradientes anteriores, sendo
esta percentagem de eluente B inicial aumentada gradualmente ao longo do tempo da
corrida para o maximo de 98%, possibiltando que os compostos eluissem mais
rapidamente da coluna cromatografica.

Foram incluidos na injecdo de teste do gradiente final, os padroes de ACE e THS, aos
restantes padrdes (SIL, VAR, TAD e YOH). A solucéo padréo de trabalho foi injetada com
uma concentracao de 100pg/mL, podendo o cromatograma ser observado na Figura 10.
Verificou-se que o tempo de retencdo dos compostos diminuiu significativamente com a
aplicacédo do gradiente X2, sendo que para os compostos TAD, YOH, SIL e VAR o tempo
de retengdo diminuiu de 24,6 min; 23,8 min; 29,0 min e 29,9 min obtido pelo gradiente
inicialmente determinado, para os tempos de retencdo de 10,95 min; 12,14 min; 12,81
min e 17,06 min respetivamente, através da aplicacdo do gradiente X2 (ver capitulo 2.6.1
Tabela 5). No caso dos compostos ACE e THS o tempo de retencao foi de 12,81min e

27,95min, respetivamente.
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Figura 10 - Cromatograma obtido pela aplicagéo do gradiente X2, para os padrdes de SIL, VAR,
TAD e YOH (detecdo a 290 nm)

Pela da andlise dos diferentes gradientes testados, foi escolhido o gradiente X2, como o
gradiente a ser utilizado na metodologia analitica aplicada a analise de inibidores da
PDE-5 adicionados ilegalmente aos SABP, pois mostrou-se capaz de separar, com uma
boa resolucéo, os picos de todos os compostos da mistura padrédo de trabalho com um
tempo de corrida satisfatorio de 35min.

3.2.2 Otimizagéao das condigdes de fluorescéncia

Como foi descrito anteriormente, a dete¢cdo por DAD constitui um dos métodos usados
para a identificacdo e quantificacdo de inibidores da PDE-5 em SABP. A utilizagdo do
detetor FLD prendeu-se com a maior sensibilidade e seletividade deste detetor
comparativamente com o DAD bem como com a presenca de compostos fitoquimicos na
matriz dos SABP que poderiam influenciar a detecdo por DAD, podendo levar a uma
qguantificacdo errada dos analitos em estudo. Desta forma, a elevada sensibilidade e
seletividade associadas a detecdo por fluorescéncia podera ser uma mais-valia na
identificacdo e quantificagdo dos inibidores da PDE-5. Contudo, como referido, néo
existem referéncias bibliograficas que descrevam a utlizacdo da detecdo por
fluorescéncia para a determinacao de inibidores da PDE-5, exceto para o VAR, em que &
descrita a sua detecdo e quantificacdo através da analise de HPLC-FLD para pequenos

volumes de plasma de rato e bilis (Cheng et al., 2007).
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Pretendendo utilizar o detetor de FLD para a identificagdo e quantificagdo dos inibidores
da PDE-5, foram inicialmente caracterizados os comprimentos de onda de excitacéo e
emissdo para os diferentes padrées do estudo, recorrendo ao procedimento descrito no
capitulo 2.5 deste trabalho, sendo os valores obtidos posteriormente utilizados para
programar as condic¢des de fluorescéncia usada.

Para testar as condicbes de detecdo, foi injetada a solugcdo de trabalho com uma
concentracdo de 100pg/mL no sistema de HPLC-DAD-FLD.

Através do cromatograma obtido pela detecdo FLD (Figura 11) observou-se a presenca
de 3 picos, compreendidos no tempo de retencdo dos compostos TAD (11,18min), YOH
(12,29min) e VAR (17,16min). Constatou-se que para 0s tempos de retencdo para 0s
quais deveriam de estar presentes o0s picos de SIL, ACE e THS, analisando
comparativamente com o cromatograma obtido pela detecdo por DAD, para a mesma

injecdo, verificou-se que este ndo foram detetados.

TAD YOH TAD YOH

| \ | | I

—

Figura 11- Cromatograma obtido pela detecdo por FLD para as solu¢Bes padrao de trabalho nas
concentracdes de 100ug/mL (a direita) e 200pug/mL (a esquerda) (dete¢do a 290 nm)

Considerando que para a obtencdo das condigcbes de fluorescéncia utilizadas, a
concentracdo usada foi de 1g/mL, serd possivel que a concentracdo de 100ug/mL
injetada, ndo seja suficiente para evidenciar um sinal que permita a detecdo dos
compostos SIL, ACE e THS.

Efetuou-se uma nova injecdo da solucdo padrdo de trabalho com uma concentracdo de
200pg/mL, pretendendo que o aumento da concentracdo evidenciasse a detecdo por
fluorescéncia para os padrdes de SIL, ACE e THS. No entanto, observando o
cromatograma obtido (Figura 11), os compostos SIL, ACE e THS ndo foram detetados, o
que poderd significar que a detecdo por fluorescéncia para o SIL e seus analogos, ACE e

THS, requer uma concentracao superior a utilizada (> 200 pg/mL).
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Apesar dos padrdes de SIL, ACE e THS né&o serem detetados por fluorescéncia, este tipo
de detecédo foi adotada para os restantes padrdes de inibidores da PDE-5 (VAR, TAD e
YOH) utilizando as condi¢des descritas no capitulo 2.6.1 (Tabela 4).

3.2.3 Otimizacgédo do processo de extracdo das amostras

A generalidade dos SABP, tém uma matriz bastante complexa composta por uma grande
variedade de plantas e/ou extratos de plantas, que podem dificultar a pesquisa de
adulterantes adicionados ilegalmente a estes suplementos. A presenca de compostos
fendlicos, tipicos de matrizes vegetais, podem apresentar espectros similares ao dos
compostos inibidores da PDE-5 em estudo. A otimizacao da extracdo destes compostos
dos SABP é por isso, essencial reduzir o efeito causado pela matriz dos suplementos e
para permitir a dete¢cdo mais eficiente de possiveis adulterantes adicionados.

Devido as caracteristicas dos compostos em estudo, 0 seu processo de extragdo passa
pelo uso de solventes organicos como o metanol e/ou acetonitrilo ou até misturas
aquosas dos mesmos. Essa solugdo ou suspensdo é frequentemente submetida a um
processo de agitacdo, sonicacdo e centrifugacdo, sendo posteriormente filtrada e diluida
(Savaliya et al., 2010; Song et al., 2012; Vaysse et al., 2012; Jankovics et al., 2013; Lebel
et al., 2014).

Para otimizar o processo de extracéo de inibidores da PDE-5 em SABP empregue neste
trabalho foram testados os seguintes condi¢cdes:

1. Ensaio de extracdo com 5 mL ACN/MEOH (50:50) x3 — Uma amostra de SAPB
foi extraida 3 vezes consecutivas com 5 mL de solvente orgénico de acordo com
0 esquema da Figura 1. ApOs a centrifugacdo, os sobrenadantes das trés
extragdes foram combinados, filtrados e diluidos antes de serem analisados por
HPLC-DAD-FL. Este ensaio foi realizado em duplicado.

2. Ensaio de extragcdo com com 15 mL ACN/MEOH (50:50) x3 - Uma amostra de
SAPB foi extraida uma vez com 15 mL do solvente organico de acordo com o
esquema da Figura 1. Este ensaio foi realizado em duplicado.

Todos os extratos obtidos por cada réplica foram injetados em triplicado no método
analitico usado ja com as condi¢cfes otimizadas. A identificagdo do adulterante para as
amostras acima descritas, foi realizada com base na detecdo por DAD. A quantificacdo
tem como base a curva de calibragéo referente ao adulterante detetado.

ApOs a observagdo dos resultados, constatou-se que uma Unica extragdo com 15mL era
mais eficiente na recuperacdo do composto em estudo. Os resultados obtidos encontram-

se descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 — Recuperacéo (%) obtida de SIL para os diferentes ensaios de extracédo

Volume inicial de solvente organico para cada

extracao Recuperacédo
Réplica da amostra (mL)
12 Extracao 22 Extracéo 3° Extragéo Média (%) CV (%)
1 5 5 5 58 7,5
2 15 - - 90 9,8

3.3 Validagao do método

Como foi referido anteriormente no capitulo 1.7, sempre que séo otimizadas as condicbes
de um método analitico ou implementadas alteragcfes significativas ao mesmo, deve ser
avaliado o seu desempenho com base em parametros definidos, que de uma forma geral
pretendem demostrar a qualidade, consisténcia e fiabilidade dos resultados obtidos pelo
método, designando-se assim como validagdo do método analitico. Por este motivo,
procedeu-se assim a validagdo do método analitico usado para este estudo através da
avaliacdo dos seguintes parametros analiticos: gama de trabalho; linearidade; LOD; LOQ);

precisdo (repetibilidade; precisdo intermédia) e ensaios de recuperagao.

3.3.1 Gama de Trabalho

A gama de trabalho foi constituida a partir de diluicdes da solucdo padréo de trabalho,
contendo a mistura dos 6 padrdes de inibidores da PDE-5, para as concentragfes: 200;
150; 100; 50; 25; 10 e 5 pg/mL.

A avaliagdo dos parametros de validacdo do método foi realizada com base nas

concentracdes descritas da gama de trabalho.

3.3.2 Linearidade

A linearidade do método analitico para os 6 inibidores da PDE-5, foi avaliada na gama de
trabalho compreendida entre as concentracdes 5 - 200ug/mL. Para tal, foram analisadas
no sistema de HPLC-DAD-FLD, 5 solucbes de diferentes concentracdes utilizando a
gama de trabalho anteriormente descrita. Para cada substéncia padréo, foi obtida a

respetiva curva de calibracdo através de regressao linear entre a area do sinal obtido
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pelo sistema em funcdo das diferentes concentragcfes da solucdo padréo de trabalho, e
calculado o coeficiente de correlagao quadratico.

Na Figura 12 e 13 apresentam-se as curvas de calibragdo obtidas para os diferentes
compostos através de DAD e FLD, onde se pode observar a equacdo da reta e o
coeficiente de correlacéo quadrético para cada um dos padrdes usados.

Observando os coeficientes de correlagdo das curvas de calibragéo apresentadas para
os seis padrbes utilizados (Figura 12), para todos os compostos foi obtido um R? superior
a 0,99 demostrando assim a existéncia de uma relacéo diretamente proporcional entre as
areas cromatograficas obtidas nas condi¢des utilizadas e a concentracdo do analito na
amostra em estudo. Como foi descrito no capitulo 3.1.2 deste trabalho, os compostos
SIL, ACE e THS, demonstraram ndo ser detetaveis por fluorescéncia para a gama de
trabalho utilizada, pelo que, apenas foi observada a linearidade dos compostos VAR,
YOH e TAD obtidos através da detecdo por fluorescéncia na gama de trabalho de

trabalho compreendida na concentragdo de 5 - 150ug/mL.
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58 58
g g 200000 8 € 5000000
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Figura 12 - Curvas de calibragéo e respetivos coeficiente de correlacdo, para os compostos em
estudo pela detecdo por DAD
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Figura 13 - Curvas de calibragéo e respetivos coeficiente de correlacdo, para os compostos em
estudo pela detecdo FLD

Analisando os R? correspondentes das curvas de calibracdo para os padrées VAR, TAD e
YOH, através da detecao por fluorescéncia (Figura 13), verifica-se que os valores obtidos
sdo superiores a 0,998, demostrando assim a linearidade do método, ou seja, a
capacidade de obter resultados que tenham uma relagdo diretamente proporcional a

concentracdo do analito em estudo.

3.3.3 Limite de detecéo e de quantificagao

Os limites de detecdo e quantificagdo foram calculados a partir da relacdo entre o desvio
padrdo do sinal obtido por amostras em branco em fungéo do declive da respetiva curva
de calibragdo, para cada padréo de inibidores da PDE-5. As expressdes matematicas
usadas para o célculo do limite de detecdo e quantificacdo encontram-se descritas nos
capitulos 1.7.6 e 1.7.1 respetivamente.

Na Tabela 10 apresentam-se os LOD e LOQ obtidos para o método otimizado de HPLC-
DAD-FLD utilizado neste trabalho.
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Tabela 8 — Limites de detecéo e limites de quantificacdo (ug/mL), para os diferentes inibidores da
PDE-5 determinados pelo sistema de HPLC-DAD-FLD.

Inibidores da Detecdo por DAD Detec¢éo por FLD
PDE-5 LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL) LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL)
Tadalafil 0,017 0,052 4,64x10* 1,41x10°3
lohimbina 0,031 0,094 1,30x10* 3,95x104
Vardenafil 0,047 0,143 1,12x10* 3,70x10*4
Sildenafil 0,044 0,132 nd Nd
Acetildenafil 0,013 0,038 nd nd
Tiosildenafil 0,025 0,076 nd nd

nd- ndo determinado

Como expectavel os valores obtidos por FLD (LOD:1,12x10* — 4,64x10* ug/mL; LOQ:
3,95x10% — 1,41x10° pg/mL) foram inferiores aos obtidos com o DAD (LOD: 0,013 —
0,0447 pg/mL; LOQ: 0,052 — 0,143 pg/mL).

3.3.4 Precisao

A precisdo do meétodo utilizado foi avaliada com base nos coeficientes de variacao
determinados nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermédia para os diferentes
detetores utilizados, nomeadamente DAD e FLD.

Para a detecdo por fluorescéncia apenas foi determinado o CV da repetibilidade e
precisao intermédia para os padrées TAD, VAR e YOH, na gama de concentracdes que

0s compostos apresentam linearidade.

Repetibilidade

Para a determinacdo da repetibilidade foram injetadas as solucdes de trabalho com
diferentes concentracdes na gama de trabalho. Estas injecfes foram replicadas 5 vezes,
dentro do mesmo dia, aplicando as mesmas condices cromatograficas para cada
concentracdo avaliada.

Seguidamente, procedeu-se ao célculo do coeficiente de variagdo para as areas dos

picos cromatograficos e tempo de retengcdo de cada padrdo, a partir da expressao
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apresentada no ponto 1.7.2. Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas
Tabelas 9 a 12.

Os valores de repetibilidade obtidos para as areas dos picos cromatogréficos e respetivos
tempos de retencdo, para ambas as detecbes (DAD e FLD) encontram-se dentro dos
valores satisfatérios, com CV inferiores a 10%.

Precisao intermédia

Este parametro de validacdo do método foi determinado através da realizacao de ensaios
de repetibilidade consistindo na injecdo da solucdo de trabalho contendo a mistura dos
padrdes de inibidores da PDE-5 em trés concentragdes diferentes (10; 50; 150 pg/mL) em
guatro dias diferentes. O calculo do coeficiente de variacdo da precisao intermédia para
as areas dos picos cromatograficos e tempo de retencdo de cada padréo, foi determinada
a partir da expressao apresentada em 1.7.2. Os resultados obtidos apresentam-se nas
Tabelas 9 a 12 para os dois tipos de detetores aplicados no método.

Observando os resultados referentes a precisdo intermédia em ambas as detecbes
observam-se CV inferiores a 10 %, para as areas dos picos cromatograficos dos padrbes
analisados. Ja a preciséo intermédia relativamente ao tempo de retengédo apresenta CV
proximos de 1,00%. Podemos assim afirmar que a determinacdo da precisao intermedia
encontra-se com valores satisfatérios para a validagcdo de um método de acordo com o
trabalho de Ribani et al. (2004).
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Tabela 9 — Repetibilidade e precisao intermédia do método calculada com base na andlise das
areas dos picos cromatograficos detetados por DAD para os diferentes padrdes de inibidores da
PDE-5

Repetibilidade das areas dos picos Precisao intermédia das areas dos picos

Composto (%CV) (%CV)
10 ug/mL 50 ug/mL 150 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL

Tadalafil 1,70 2,32 1,66 8,84 6,69 6,95

lohimbina 2,95 2,69 3,04 9,57 5,13 6,92
Acetildenafil 2,54 2,34 2,96 9,78 8,53 6,79

Sildenafil 2,33 2,20 2,90 8,93 7,17 6,64

Vardenafil 1,87 2,66 5,89 9,23 8,66 6,57
Tiosildenafil 1,02 2,44 2,85 9,85 5,85 6,71

Tabela 10 — Repetibilidade e precisdo intermédia do método calculadas com base na analise dos
tempos de retencdo dos picos cromatograficos detetados por DAD para os diferentes padrdes de
inibidores da PDE-5

Repetibilidade do tempo de Preciséo intermédia do tempo de retencgao
Composto retencéo (%CV) (%CV)
10 ug/mL 50 pg/mL 150 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL

Tadalafil 0,07 0,06 0,08 1,35 0,96 0,87
lohimbina 0,00 0,06 0,11 1,08 0,89 0,82
Acetildenafil 0,00 0,06 0,16 1,11 0,99 0,76
Sildenafil 0,05 0,06 0,17 1,15 1,13 1,04
Vardenafil 0,07 0,06 0,17 1,14 1,19 1,11
Tiosildenafil 0,05 0,04 0,12 0,63 0,78 0,75
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Tabela 11 — Repetibilidade e precisdo intermédia do método calculadas com base na analise das

areas dos picos cromatograficos para os padrdes de Inibidores da PDE-5 detetados por FLD

Precisdo intermédia das areas dos

Repetibilidade das areas dos picos (%CV) )
picos (%CV)

Compostos
10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL
Tadalafil 2,43 2,50 1,94 9,84 8,84 8,03
lohimbina 2,60 2,53 2,67 9,95 9,92 6,05
Vardenafil 2,44 2,59 2,25 9,82 8,59 8,00

Tabela 12 — Repetibilidade e precisdo intermédia do método calculadas com base na analise dos
tempos de retengéo dos picos cromatogréficos para os padrdes de Inibidores da PDE-5 detetados
por FLD

Repetibilidade do tempo de retencéo Precisédo intermédia do tempo de
%CV retencéo (%CV,
Compostos (%CV) ¢do (%CV)
10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL 10 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL
Tadalafil 0,01 0,05 0,18 1,29 0,94 0,87
lohimbina 0,02 0,03 0,17 0,98 0,91 0,81
Vardenafil 0,02 0,05 0,21 1,10 1,17 1,11
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3.3.5 Ensaio de Recuperacéao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacéo.

Foram adicionados a 3 amostras de SABP os 6 padrdes de inibidores da PDE-5 com 2
niveis de concentragdo, que posteriormente ao processo de extracdo descrito no capitulo
2.4 deste trabalho foram injetadas em quadruplicado para cada nivel de concentragéao.

A percentagem de recuperacao e o respetivo coeficiente de variacao foi calculado a partir
das médias das recuperacfes obtidas para cada padrdao de inibidor da PDE-5, e

encontram-se descritos na Tabela 13.

Tabela 13 — Percentagem de recuperacao para os diferentes padrdes e respetivos coeficientes de

variacao
Recuperacéo
Padréao de Inibidor da PDE-5
Média (%) CV (%)

Tadalafil 81,5 8.0

lohimbina 76,2 10,6
Acetildenafil 82,2 4,1

Sildenafil 87,0 9,0

Vardenafil 76,0 11,6
Tiosildenafil 91.0 23.1

Em geral as percentagens de recuperacdo obtidas encontram-se entre 76,0 — 91,0 %
com um coeficiente de variacdo entre 4,1 — 23,1 %. Para o caso do padrdo de THS,
obteve-se um coeficiente de variagdo muito elevado, o que podera dever-se a erros
laboratoriais efetuados ao nivel do processo de extracao.

Considerando que idealmente as percentagens de recuperacdo se devem situar entre 80-
120%, de uma maneira geral pode considerar-se que as recuperacfes obtidas séo

aceitaveis para 0s varios compostos.
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3.4 Andlise das amostras de Suplementos Alimentares a Base de Plantas

Apbs a otimizacdo e validacdo do método analitico, procedeu-se a andlise das 12
amostras de SABP descritas na Tabela 2.

Para cada amostra foram feitas trés extracfes, sendo que para cada extrato a sua
injecéo foi realizada em triplicado.

A identificacé@o e quantificacdo de possiveis adulterantes presentes nos 12 SABP foi feita
através do procedimento descrito no capitulo 3.1 deste trabalho.

Na Tabela 14 apresentam-se os resultados das andlises as amostras de SABP que se
verificou estarem adulteradas com inibidores da PDE-5 com base na analise de screening
proposta por HPLC-DAD-FLD. Para as amostras nado incluidas na Tabela 14, ndo foi
detetado nenhuma das substéancias adulterantes em estudo.

A partir dos cromatogramas das amostras SA1 e SA5 obtidos pela detecdo DAD (Figura
14), foram detetados dois picos cromatograficos com tempos de retencdo similares aos

tempos de retencdo apresentados pelos padrbes de SIL e THS.

1 X THs

SIL

e |

= = s T

Figura 14 - Exemplo de um cromatograma obtido para amostra SA1 e SA5 (detecdo a 290 nm)

Observando os espectros de UV obtidos para os diferentes picos cromatograficos das
amostras SA1l e SA5, verificou-se que para o0 pico cromatogréafico correspondente ao
mesmo tempo de retencdo do padrdo de SIL em ambas as amostras, os espectros UV
(Figura 15), obtiveram a mesma estrutura gréafica, e comprimentos de onda para o qual se
observa uma maximo de absorcao (Amax), Semelhantes aos apresentados pelo espectro
UV do padrédo do SIL (Figura 2). O mesmo foi observado para os espectros UV (Figura

16) correspondentes ao pico cromatografico do composto THS, que mais uma vez por
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comparagdo com o espectro UV do padrdo de THS (Figura 5), demonstrou Amax

coincidentes.
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Figura 15 - Exemplo dos espectros UV obtidos para o pico correspondente ao SIL para as
amostras SA1 (esquerda) e SA5 (direita)
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Figura 16 - Exemplo dos espectros UV obtidos para o pico correspondente ao THS para as
amostras SA1 (esquerda) e SA5 (direita)

Na amostra SA4 foi detetado apenas um pico cromatogréafico (Figura 17), tendo este um
tempo de retencao (R:— 23,80 min) diferente de todos os padrdes de inibidores da PDE-5
injetados. Na amostra SA11 (Figura 18) este composto também esta presente no mesmo
tempo de retencdo (R: — 23,80 min) que a amostra SA4 e quando se observa o0s
espectros de UV (Figura 19) correspondente a este pico cromatografico para ambas as
amostras, verificou-se que o0s espectros de UV tém uma estrutura grafica muito
semelhante ao espectro UV do padrdo do THS (Figura 5). Os comprimentos de onda
maximos para 0 composto presente nas amostras SA4 e SAll ndo correspondem
totalmente aos comprimentos de onda observados no espectro UV do padrdo THS,
porém existe uma grande semelhanca nos valores dos comprimentos de onda e na
estrutura gréfica o que podera sugerir tratar-se de um composto com uma estrutura
molecular muito semelhante ao do composto THS. Tendo em conta que o THS é um

anélogo estrutural do SIL, e o composto presente nas amostras SA4 e SA11l tem um
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especto UV muito semelhante ao espectro UV do padrdo do THS, podera eventualmente

tratar-se também de um anélogo do sildenafil (ASIL).
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Figura 17 - Exemplo de um cromatograma obtido para amostra SA4 (detecdo a 290 nm)
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Figura 18 - Exemplo de um cromatograma obtido para amostra SA11 (detecdo a 290 nm)
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Figura 19 - Exemplo dos espectros UV obtidos para o pico correspondente ao analogo do
Sildenafil (ASIL) para as amostras SA4 (esquerda) e SA11 (direita)
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Na amostra SA11 ndo se deteta apenas um inibidor da PDE-5. Para além do composto
ndo identificado e designado como ASIL, nesta amostra também se detetou um pico
cromatogréafico com um tempo de retencao e espetro UV semelhante ao do padréo THS.

Nas amostras SA8, SA9 e SA10 (Figura 20) foi detetada a presenca de um pico

cromatogréfico com tempo de retencao e UV similar aos apresentados pelo padrdo TAD
(Figura 4).
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Figura 20 - Exemplo de um cromatograma obtido para amostra SA8,SA9 e SA10

(detecdo a 290 nm)
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Figura 21 - Exemplo dos espectros UV obtidos para o pico correspondentes as amostras

SAS8 (a), SA9 (b) e SA10 (c)
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Através da detegdo por fluorescéncia foi obtido um cromatograma semelhante para as
amostras SA8, SA9 e SA10. Em ambas as amostras foi possivel determinar um pico
cromatografico com um tempo de retencdo de 11,18 min, semelhante ao obtido pelo
padrdo tadalafii determinado pelo detetor de fluorescéncia nas condicbes de
fluorescéncia descritas no capitulo 3.1 deste trabalho. Assim, este adulterante foi
quantificado com base na reta de calibracdo obtida pelo padrdo de TAD através da
detecdo por FLD. Através do método analitico aplicado neste trabalho as amostras SA2,
SA3, SA6 e SA12, ndo apresentaram nenhum pico cromatografico que correspondesse
aos inibidores da PDE-5 avaliados neste estudo. Conclui-se assim que estas amostras
ndo se encontram adulteradas com nenhum inibidor da PDE-5 utilizado como padrao
neste estudo.

Apos identificagdo dos adulterantes presentes nas amostras SA1l, SA4, SA5 SA8, SA9,
SA10 e SAll, procedeu-se a sua quantificagdo com base na curva de calibragéo
adequada para cada composto (Tabela 14). No caso das amostras SA4 e SAll, uma vez
gue o espetro do composto nao identificado sugere tratar-se de um analogo do sildenafil,
procedeu-se a sua quantificacdo com base na curva de calibracdo deste padrao.
Observando a Tabela 14 verifica-se que das 12 amostras de SABP analisadas por este
método, sete (SA1, SA4, SA5, SA8, SA9, SA10 e SA11) encontram-se adulteradas com
inibidores da PDE-5, sendo que em trés das sete amostras adulteradas, (SA1,SA5 e
SA11) foi detetado mais de que um inibidor da PDE-5. Constatou-se que o SIL, TAD e
THS foram os adulterantes predominantes nas 7 amostras para as quais foi detetada a
adicdo ilegal de inibidores da PDE-5.

Comparativamente as dosagens existentes para o medicamento Viagra (25, 50 e 100 mg
de principio ativo), as quantidades determinadas do composto SIL nas amostras SAl e
SAb, 26,9 e 32,3 mg/caps, respetivamente, sdo da ordem de grandeza das utilizadas no
medicamento com a dosagem inferior (25mg), o que permitira obter um efeito
farmacoldgico similar. Por encontrarmos o SIL em quantidades elevadas, podemos
descartar a possibilidade de adulteragdo nédo intencional.

De referir, que dosagens semelhantes de SIL foram também descritas em trabalhos
anteriores (Gratz et al., 2004; Abourashed et al., 2007; Chen et al., 2009; Zhang et al.,
2010; Fejos et al 2014).

A adulteracdo de SABP com inibidores da PDE-5 impde elevados risco de saude para o
consumidor, que deste modo desconhecendo a sua adulteracdo, podera consumir outros
medicamentos que quando sdo administrados concomitantemente com inibidores da
PDE-5 causam efeitos adversos graves como estado de hipotensao que podera levar a

morte.
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Tabela 14 — Resultados das andlises as amostras de SABP adulteradas com inibidores da PDE-5,
através da andlise por HPLC-DAD-FLD

Quantidade de inibidor da PDE-5
presente, por capsula ou tira

Cadigo da Amostra Nome do Inibidor da PDE-5 sublingual (mg)

amostra detetado na amostra
DAD FLD

(SIL) 32,7 +0,7

L (THS) 71,7 £ 0,8 nd
Sildenafil (SIL); SI)309% 19
SAL 2 o (THS) 67,5 + 4,1 nd
Tiosildenafil (THS)
(SIL) 32,5+ 0,5
3 (THS) 72.3 % 0,7 nd
1 (ASIL) 90,5 + 2,9 nd
SA4 2 Analogo do Sildenafil (ASIL) (ASIL) 82,2 + 1,8 nd
3 (ASIL) 91,3 £ 2,4 nd
(SIL) 27,3+ 0,7
1 (THS) 61,5 1,4 nd
Sildenafil (SIL); (SIL) 26,9 + 0,6
SAS 2 . . (THS) 60,7 + 1,7 nd
Tiosildenafil (THS)
(SIL) 30,3 £1,4
3 (THS) 64,1 + 0,4 nd
1 (TAD) 2,7 £ 0,2 1,5+0,1
SA8 2 Tadalafil (TAD) (TAD) 2,4 + 0,1 1,3+0,2
3 (TAD) 2,2+ 0,7 1,1+04
1 (TAD) 24,0+ 0,8 21,0 £0,88
SA9 2 Tadalafil (TAD) (TAD)13,5%0,1 10,9 £0,18
3 (TAD)25,8+0,7  22,2+0,61
1 (TAD)22,5+0,7  20,2+0,7
SA10 Tadalafil (TAD)
2 (TAD)25,7+12  20,1+11
L (THS) 77,2 £ 0,4 »
(ASIL) 33,4 £ 0,4
Tiosildenafil (THS); (THS) 72,1 + 1,2
SA11 2 T nd
Analogo do Sildenafil (asiL)  (ASIL) 31.5+0.2
2 (THS) 92,0 £ 4,3 "

(ASIL) 40,3 + 2,2

nd - Valor ndo determinado
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Normalmente os individuos que apresentam problemas cardiovasculares para 0s quais
sdo medicados com nitratos, alfa-bloqueadores ou hipertensivos é desaconselhada a
toma de inibidores da PDE-5.

Nas amostras SA1 e SA5 e SA11 foi detetado outro tipo de adulterante, correspondente a
um dos analogos do Sildenafil, o Tiosildenafil (THS). Ambas as amostras apresentaram
guantidades similares (60,7 — 72,3 mg/caps). Considerando que para a maior parte dos
analogos dos inibidores da PDE-5 ndo existem ensaios de farmacocinética e/ou
farmacodindmica, a quantidade presente de THS nas amostras SA1,SA5 e SAll nado
pode ser caracterizada com base no efeito que produz, pois ndo sdo conhecidos dados
sobre a quantidade de composto necessario para se observar o efeito semelhante ao dos
medicamentos presentes no mercado. Contudo, verificou-se que a quantidade de THS
presente nas amostras SA1, SA5 e SA1l (60,7 — 72,3 mg) é similar a quantidades de
THS detetadas em amostras de SABP relatadas por outros autores (Zou et al., 2008).
Como referido, nas amostras SA4 e SA11l detetou-se um composto cujo espetro indicia
tratar-se de um analogo do SIL, dada a semelhanga ao THS.

Para confirmacdo da identidade deste composto, seria necessario proceder a estudos
adicionais, tais como proceder ao seu isolamento e avaliagdo da estrutura quimica por
RMN e/ou espetrometria de massa de alta resolu¢do. Sendo o método de HPLC-DAD-FL
proposto neste trabalho um método de screening, refira-se ainda que todos os compostos
detetados nas amostras deverdo idealmente ser sujeitos a andlise por outras técnicas
que permitam realizar a sua identificacao inequivoca, tal como espetrometria de massa.
Para realizar a identificacdo deste composto seria necessario proceder ao seu isolamento
e a aplicacdo de outras técnicas analiticas como a ressonancia magnética nuclear (RMN)
e/ou MS, que permitissem avaliar a estrutura quimica do composto, podendo assim ser
identificado corretamente.

Em ambas as amostras SA1, SA5 e SA11l foi detetada a presen¢a de mais do que um
inibidor da PDE-5. Atendendo que as quantidades determinadas ultrapassam a dosagem
terapéutica usada pelo medicamento Viagra®, as dosagens existentes nas amostras
poderdo ser potencialmente perigosas para guem consome este tipo de SABP.
Adicionalmente, ndo sdo conhecidos/estudados potenciais efeitos adversos causados
pela sinergia existente entre inibidores de PDE-5 e/ou seus anélogos.

Nas amostras SA9 e SA10 foram determinadas concentracbes de TAD na ordem dos
13,5 — 25,8mg/caps. Considerando que o TAD é encontrado em dosagens terapéuticas
de 2,5; 5; 10 e 20mg, para o medicamento Cialis® (FDA, 2015a), verifica-se mais uma
vez a utilizacdo de quantidades semelhantes as encontradas nas respetivas formulagées

farmacéuticas, visando a obtencao do efeito fisiolégico pretendido pelos consumidores.
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Estudos anteriores referem quantidades de TAD ilegalmente adicionadas em SABP
similares as detetadas neste trabalho (Gratz et al., 2004; Zhang et al., 2010).
Comparativamente as restantes amostras adulteradas com TAD, a amostra SA8
apresenta uma quantidade inferior, o que poderd estar relacionado com o tipo de
formulacdo uma vez que se trata de uma tira sublingual. Considerando as dosagens
disponiveis no medicamento Cialis® (compreendidas entre 2,5 — 20mg/ por comprimido)
e sabendo que a absorcao sublingual é mais eficiente para a administracdo rapida de
farmacos no Homem, a baixa quantidade presente no SABP poderd assim mesmo

permitir obter o efeito farmacoldgico desejado.
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4. Conclusao
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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validagdo de um método analitico
por HPLC-DAD-FLD com o intuito de analisar a presenca de inibidores da PDE-5
adicionados ilegalmente a suplementos alimentares a base de plantas.

Os inibidores da PDE-5 em estudo foram sildenafil, tadalalafil, vardenafil, acetildenafil,
tiosildenafil e iohimbina.

Desta forma, iniciou-se o estudo com a otimiza¢&o do gradiente aplicado a fase movel do
sistema, por forma a obter uma boa resolugcdo cromatogréfica dos compostos em estudo,
num tempo de corrida aceitdvel. Como foi descrito, ndo foram encontradas referéncias
bibliogréficas que apontem para o uso da detecao por fluorescéncia na identificacéo ou
guantificacéo de inibidores da PDE-5 em SABP. Assim, pretendendo-se aplicar este tipo
de detecdo, procedeu-se a otimizagdo das condi¢cbes de fluorescéncia, o qual foi
conseguido para os compostos TAD, YOH e VAR. Com base na quantificacdo dos
inibidores da PDE-5 detetados nas amostras que se concluiu estarem adulteradas,
verificou-se que os niveis adicionados sdo da ordem de grandeza da dosagem utilizada
nos medicamentos sujeitos a receita médica usados para o tratamento da disfuncdo
eréctil. Desta forma, a utilizacdo do detetor FLD, ao qual estd associado uma maior
seletividade e sensibilidade, ndo apresenta vantagens significativas face a utilizacdo do
DAD. Contudo, a utilizacdo do detetor FLD podera eventualmente permitir a detecdo
destes compostos em niveis vestigiais, quando a presenca destes resulte de uma
contaminagao.

Tendo-se procedido ao estudo dos parametros de validacdo do método, tais como a
gama de linearidade e curvas de calibracéo, precisdo, exatiddo (ensaios de recuperacao),
limite de detecéo e limite de quantificacdo, verificou-se que de uma forma geral o método
demonstrou ser adequado para a detecdo e quantificacdo dos compostos em estudo.

Os resultados obtidos pela avaliagdo dos parametros necessarios para a validacao do
método, confirmam a adequabilidade do procedimento analitico para a identificagdo e
quantificagdo de inibidores da PDE-5 em SABP. Desta forma, posteriormente o método
foi aplicado a analise de amostras comerciais. Das 12 amostras de SABP analisadas pelo
método de HPLC-DAD-FLD desenvolvido e validado, verificou-se a adulteracdo de 7
destas amostras, sendo que os principais inibidores da PDE-5 encontrados foram o SIL,
TAD e THS.

Através desta metodologia analitica foi ainda possivel detetar a presenca de um
composto nao identificado, o qual pode eventualmente tratar-se de um analogo do SIL
uma vez que apresenta similaridades com o espetro UV do padréo de THS, o qual é
também um analogo do sildenafil. Para confirmacgéo da identidade deste composto, seria

necesséario proceder a estudos adicionais, tais como procedeu ao seu isolamento e
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avaliacdo da estrutura quimica por RMN e/ou espetrometria de massa de alta resolucgéo.
Sendo o método de HPLC-DAD-FLD proposto neste trabalho um método de screening,
refira-se ainda que todos os compostos detetados nas amostras deverdo idealmente ser
sujeitos a analise por outras técnicas que permitam realizar a sua identificacdo
inequivoca, tal como espetrometria de massa.

As quantidades de adulterantes presentes nos 7 SABP adulterados, foram detetadas em
valores de 25,7 (TAD), 92,0 (THS), 32,7 (SIL), 91,3 (ASIL) mg por capsula ou tira
sublingual. De uma forma geral, os niveis detetados nas amostras sédo similares aqueles
usados na dosagem dos medicamentos usados para a disfuncao eréctil (para o principio
ativo correspondente) o que denota uma adulteracdo intencional com o propésito de
fornecer o efeito desejado/publicitado para o produto em causa.

Através dos resultados obtidos podemos afirmar, mais uma vez, que 0s suplementos
alimentares a base de plantas, nem sempre sdo seguros pois embora aleguem que sao
“naturais” muitos deles encontram-se adulterados com substancias nao rotuladas,
podendo ser prejudiciais para a salude dos consumidores. Neste caso em particular, é
especialmente perigoso o consumo de SABP adulterados com inibidores da PDE-5 por
parte de consumidores com doengas cardiovasculares e que estejam medicados com
nitratos ou a-bloqueadores.

Por ultimo, conclui-se que o método otimizado e validado (HPLC-DAD-FLD) pode ser
aplicado em andlises de rotina no controlo de qualidade de suplementos alimentares a
base de plantas, permitindo o screening dos inibidores da PDE-5 incluidos neste estudo.
Sendo a espetrometria de massa um método mais moroso e que requer que a analise
seja efetuada por técnicos especializados em equipamentos de custo muito superior
comparativamente ao equipamento de HPLC-DAD, o método proposto apresenta
vantagens ao ser utilizado como método de screening, principalmente quando um grande
namero de amostras tem que ser analisada num curto espago de tempo, devendo
contudo proceder-se a confirmacgéo inequivoca da identidade dos compostos detetados

por metodologias adicionais.
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