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1 - INTRODUCAO GERAL

O presente documento relata os resultados e conclusées do projeto intitulado
“Contribuigdes da ciéncia para evolugao do Sistema Antidopagem Brasileiro”.

Como apresentado no projeto original, a proposta se dividiu em dez (10)
subprojetos, com objetivos especificos que, sinergicamente, visam a evolu¢do das
atividades antidopagem no Brasil, bem como a contribuic&o para a Ciéncia Antidopagem
no sentido amplo.

Como nos relatérios parciais anteriormente apresentados, os resultados e
conclusdes de cada subprojeto serdo apresentadas independentemente, na forma de
capitulos.

Ainda como apresentado nos relatérios parciais, 0s subprojetos abordam
diferentes aspectos da Ciéncia Antidopagem, uma area notadamente multidisciplinar.

Como consequéncia, observar-se-a abordagens metodologicas e formas de
apresentacao dos resultados respeitando as particularidades de cada area, bem como
as perspectivas dos Coordenadores Executivos, sendo estes nomeados ao longo do
texto.

Para o melhor entendimento de cada subprojeto, e possibilidade de
rastreabilidade de informacdes, as referéncias relevantes para cada subprojeto séo
apresentadas separadamente, no final de cada capitulo.

Seguindo o formato previamente proposto, o Coordenador Geral comenta as 0s
avancos alcancados, conclusdes, e possiveis desdobramentos, visando novos avangos

cientificos na area da antidopagem.
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| - SUBPROJETOS

SUBPROJETO 1. Dopagem sanguinea — |. Aprimoramentos na detec¢cdo de

transfusGes homadlogas

Coordenacao executiva: Profa. Dra. Mariana Renovato

Dr. Pedro Castelo

1.a. Introducdo

A capacidade carreadora de oxigénio de um organismo € um limitador de
desempenho de atletas em esportes de resisténcia e uma das metas de atletas de
resisténcia € aumentar sua capacidade de captar/transportar oxigénio (Ashenden, 2002),
para melhor oxigenagdo da musculatura e utilizagdo do oxigénio nas vias metabolicas
para producao de energia.

A absorcdo de oxigénio pode ser naturalmente aumentada através de
treinamentos de resisténcia intensos e frequentes, entretanto essas adaptacOes
fisiolégicas sdo adquiridas de forma lenta, ao longo de varios meses (Harrison e col.,
2014). Assim, na busca por resultados mais rapidos, atletas podem optar por métodos
proibidos, que consistem no aumento da massa de eritrécitos, como a transfuséo
sanguinea.

A transfuséo sanguinea pode ser realizada de duas maneiras distintas: transfuséao
homdéloga ou autéloga (Nelson e col., 2003; Voss e col., 2003). Na transfusao autéloga
o0 atleta faz uso de seu préoprio sangue, ja na transfusdo homéloga o atleta recebe sangue
de um doador compativel para os sistemas ABO e Rh (WADA, 2019).

A melhora no rendimento dos atletas é consideravel, por exemplo, a reinfusédo de
trés unidades de sangue por transfuséo sanguinea leva a um aumento de 13% dos niveis
de hemoglobina em um periodo de aproximadamente 12 horas, conduzindo a um
aumento de 9% na captacgao de oxigénio e de 23% no desempenho (Legih-Smith, 2004).

Atualmente, a transfusdo homologa pelo controle antidopagem pode ser
detectada utilizando a técnica de citometria de fluxo, a qual consiste na identificacdo de

populacées mistas de hemacias no atleta, identificando diferencas nas populacdes de
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antigenos minoritarios dos grupos sanguineos, podendo chegar, em alguns casos até

0,07% de sensibilidade. Como h4 uma grande quantidade de antigenos minoritarios
sanguineos, a técnica se baseia na improbabilidade que esses antigenos sejam
perfeitamente compativeis entre o sangue do atleta (recipiente) e do doador (Nelson e
col, 2002; Nelson e col, 2003; Voss e col., 2007).

Por outro lado, ainda ndo ha métodos capazes de determinar a dopagem
sanguinea por transfusdo autbloga, logo, especula-se que atletas de esportes de
resisténcia facam uso desta técnica de dopagem. Sendo assim, a busca por métodos
analiticos que determinem tal pratica constitui um dos principais desafios atuais da

agéncia mundial antidopagem (Salamin e col., 2016; Donati e col., 2018).

1l.a.1. Transfusdao homoéloga

A deteccdo de transfusdo homodloga se baseia na andlise da populacdo de
eritrocitos por citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos primarios combinados com
anticorpos secundarios conjugados (IgG ou IgM) a fluoréforos.

A utilizacdo da técnica de citometria de fluxo faz parte do escopo de analises do
LBCD desde 2016. Vale ressaltar que somos um dos seis laboratérios de controle de
dopagem no mundo que realizam esta técnica atualmente.

Desde seu desenvolvimento, por Nelson e colaboradores (Nelson e col., 2002), o
painel de antigenos avaliados, bem como as estratégias para aquisicdo das hemacias ja
foram revisitadas por outros grupos de pesquisa (Voss e col., 2007; Giraud e col, 2008).
Diferentes autores e laboratérios de controle de dopagem usam diferentes painéis de
antigenos eritrocitarios para a deteccao de populacées de hemécias. O painel de
antigenos avaliados pelo nosso laboratério, contempla 10 antigenos: C,c, E, JKa, JKb,
K, Fya, Fyb, S e s. Vale ressaltar, que alguns autores pontuam que a probabilidade
tedrica de combinacdo de fenodtipos idénticos entre um recipiente e doador alcanca
0,093% (Nelson e col., 2002; Nelson e col., 2003), entretanto, Krotov e colaboradores
demonstraram que em uma populacao de 535 atletas, a analise de 10 antigenos resultou
na deteccdo de fendtipos idénticos entre doador e recipiente 5 vezes maior que a

probabilidade tedrica (Krotov e col., 2014). Sendo assim, 0 aumento do numero de
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antigenos analisados constitui-se em uma boa estratégia para ampliar as chances de

deteccédo de possiveis transfusfes sanguineas.

O método atual empregado em nosso laboratério consiste na utilizacdo do
anticorpo glicoforina (CD235) para a estratégia de “gating” das células, bem como para
a exclusédo de agregados de hemacias. Além disso, um mix de anticorpos secundarios
IgG e IgM conjugados ao fluoréforo como controle negativo. Todo o procedimento de
marcacao se da apos a estabilizacdo das hemécias com o reagente ID-CellStab
(BioRad).

Durante a validacdo da técnica, fatores como sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e arraste sdo estabelecidos. Entretanto, dados sobre a robustez da
técnica, isto é, variacdes capazes alterar os resultados, como tempo de manipulagcéo de
bancada, tempos de incubacdo, velocidade de centrifugacdo, numero de células
analisadas nao estéo disponiveis. Dados sobre a estabilidade da amostra em diferentes
condi¢cOes de armazenamento, informacéo fundamental para tomada de decisdes quanto
a analises de antidopagem, também néo estdo disponiveis.

Sendo assim, faz-se imprescindivel o aprimoramento da técnica de citometria de
fluxo para analise transfusdo homodloga, com o aumento do painel de antigenos
analisados, bem como a determinacao de sua robustez e da estabilidade de amostras a

serem testadas.

1.b. Objetivos

O objetivo da presente proposta € ampliar o painel de antigenos utilizados e
avaliar a robustez da técnica de citometria de fluxo, bem como testar a estabilidade das

amostras de sangue a serem analisadas para detec¢éo de transfusdo homologa.

1.b.1. Objetivos especificos

e Aumento do numero de antigenos avaliados

e Determinacdo do tempo maximo de viabilidade das hemacias apos a retirada
de sangue;

e Otimizacdo do numero de células utilizado para marcacao;

¢ Otimizacao dos tempos de incubacéo;
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e Marcacgéo dupla das células para o antigeno de interesse e CD235-a, ambos

conjugados a fluoroforos diferentes (FITC X PE);

¢ Determinacdo dos parametros de compensacao do citbmetro para a marcagao

da mesma amostra com dois fluoréforos;

e Determinacdo do tempo maximo de bancada para garantir menos de 10% de
agregados celulares.

1.c. Materiais e Métodos

Nesse estudo foram utilizados globulos vermelhos adquiridos
comercialmente (DiaCell, Diamed BioRad), no qual se conhece previamente a
fenotipagem de cada grupo celular utilizado. 10 voluntérios saudaveis e que ndo
realizaram transfusdo sanguinea no ultimo ano doaram sangue em tubo EDTA.
Anticorpos primarios e antisoros foram obtidos da Diamed (Gmbh, Cressier
Switzerland): IgM monoclonal anti big C, small ¢, big E, small e, Jka, Jkb, big K,
P1 e soro IgG anti Fya, Fyb, small s, big S e small k (Griffols). Todos os anticorpos
foram diluidos com a intencdo de serem usados nas concentracdes Otimas de
marcacao. Foram utilizados anticorpos secundarios anti-lgM humano conjugado
a PE e anti-lgG humano conjugado a PE. As amostras foram analisadas em

citbmetro de fluxo FC500 Beckman Coulter.

1.d. Resultados

A fim de ampliar o painel antigénico, e diminuir o risco de encontrar um resultado
falso-negativo, o antigeno P1, small e small k presentes também na superficie da
hemacia, foram testados em diferentes concentracfes. Células com e sem antigenos
foram misturadas na proporcao de 97% sem e 3% com e 3% sem e 97% com, e
incubadas com os respectivos anticorpos anti-P1, anti-e e anti-k, nas seguintes
concentragdes: puro, 1:2, 1:4, 1:10, 1:20, 1:40. Em nenhuma das concentragdes
testadas foi possivel observar a separacdo das duas populacdes de células, que

contém e nao contém P1, ocorrendo apenas um pequeno “ombro” a mais em relagao
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a populacdo que nédo contém P1. Isso demonstra que 0 anticorpo anti-P1 néo foi

capaz de se ligar ao antigeno P1 de forma eficaz, utilizando este protocolo, o que nao
possibilitou 0 aumento do painel antigénico do método de detec¢éo de transfusédo de
sangue homoéloga com este antigeno (Figura 1.1). Ja o anticorpo contra o antigeno
small e apresentou excelente marcacao até a ultima diluicdo testada. Porém, a
diluicdo de uso escolhida foi a de 1:2, pois a diluicdo seguinte ainda separa bem as
duas populacdes de células para o caso de uma confirmacéo (Figura 1.2). Assim
como o anti-e, o anticorpo contra o antigeno small k, também demonstrou excelente
marcacao até a ultima diluicdo testada, e a diluicdo de uso escolhida foi a de 1:20,
pois além de separar bem as duas populacdes, a diluicdo seguinte também consegue

uma boa separa(;éo para casos de confirmagéo (Figura 1.3).
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Figura 1.1. Titulagdo do anticorpo anti-P1. 97% da populagdo majoritaria e 3% da
populacdo minoritaria. Anti-P1 n&o foi capaz de marcar as células positivas pra P1.
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Figura 1.2. Titulacdo do anticorpo anti-e. 97% da populacdo majoritaria e 3% da

populacdo minoritaria. Diluicdo ideal é de 1:2.
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Figura 1.3. Titulacdo do anticorpo anti-k. 97% da populacdo majoritaria e 3% da

populacdo minoritaria. Diluicdo ideal é de 1:20.

Objetivando-se testar a sensibilidade dos anticorpos anti-e e anti-k, e determinar
seus respectivos limites de deteccdo (LODs), células sem e com o0s respectivos
antigenos foram misturadas nas propor¢des de 95/5%, 97/3%, 98,5/1,5%, 99,5/0,5%
e 5/95%, 3/97%, 1,5/98,5%, 0,5/99,5% (célula sem antigeno/célula com antigeno).
Foi possivel observar que o anticorpo contra o antigeno small e foi capaz de marcar
as células positivas até a proporcao de 0,5/99,5%, porém, ndo foi possivel observar
marcacgao na proporc¢ao de 99,5/0,5%. Sendo assim, o LOD estabelecido para o anti-
e foi de 98,5/1,5%, ou seja, 1,5% de populacdo minoritaria/doador (Figura 1.4). J4 o
anticorpo contra o antigeno small k mostrou-se capaz de marcar todas as populacdes
minoritarias testadas, ou seja, até as propor¢des de 99,5/0,5% e 0,5/99,5%. Sendo
assim o LOD estabelecido para o anti-k foi de 0,5% de populacdo minoritaria/doador
(Figura 1.5).
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Figura 1.4. Sensibilidade do anticorpo anti-e. Populagdes minoritarias de 5%, 3%, 1,5%
e 0,5%. O limite de detecc¢éo (LOD) foi de 1,5%.
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Figura 1.5. Sensibilidade do anticorpo anti-k. Populacdes minoritarias de 5%, 3%, 1,5%
e 0,5%. O limite de detecc¢éo (LOD) foi de 0,5%.

Para observar a distribuicdo dos antigenos small e e small k na populagéo, 10
voluntarios foram selecionados. Foi possivel observar que todos os voluntéarios testados
apresentaram expressao dos antigenos small e e small k na superficie de suas
hemacias, o que corrobora dados da literatura que indicam que grande parte da

populacdo expressa esses dois antigenos em suas células vermelhas (Figuras 1.6 e 1.7).
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Figura 1.6. Expresséo do antigeno anti-e em voluntarios. 100% dos voluntéarios testados

expressam o antigeno anti-e.
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Figura 1.7. Expressao do antigeno anti-k em voluntarios. 100% dos voluntarios testados

expressam o antigeno anti-k.

1l.e. Conclusédo

Com o objetivo de aumentar o painel antigénico a ser avaliado pelo método de
deteccdo de transfusdo sanguinea homologa, anticorpos contra os antigenos de
superficie de hemacias P1, small e e small k foram testados. Os ensaios realizados, com
diversas concentragOes desses anticorpos, demonstraram que o anticorpo anti-P1 n&o
foi capaz de marcar as células que continham o antigeno P1, o que sugere que esse
antigeno ndo serve para compor o painel antigénico de deteccdo de transfusdo
sanguinea homologa. Por outro lado, os anticorpos anti-e e anti-k foram capazes de

marcar, de forma excelente, os antigenos small e e small k, separando muito bem as
10
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populacdes que continha e que ndo continham esses antigenos. Os ensaios de titulagéo

revelaram que as diluicdes ideais de trabalho s&o 1:2 e 1:20, para os anticorpos anti-e e
anti-k, respectivamente. Ja os ensaios de sensibilidade estabeleceram os LODs em 1,5%
e 0,5% de populagdo minoritaria, respectivamente. E por fim, os dados demonstraram
gue todos os 10 voluntarios testados contém os antigenos small e e small k na superficie
de suas hemacias, o que o corrobora dados da literatura, que dizem que a maioria da

populacdo expressa esses dois antigenos (Mirotti, L.C. e col., 2023).

1.f. Referéncias Bibliogréaficas

e Ashenden M., A strategy to deter blood doping in port. Haematologica. 2002;
87:225-34.

e Donati F., et al. Detecting autologous blood trabsfusion in dopin control:
Biomarkers of blood aging and storage measured by flow cytofluorimetry. Current
Pharmaceutical Biotechnology. 2018; 19: 124-135

e Garcia-Roa M, et al. Red blood cell storage time and transfusion: current practice,
concerns and future perspectives. Blood Transfus. 2017;15(3):222-231.

e Giraud S, et al. Scientific and forensic standards for homologous blood
transfusion anti-doping analyses. Forensis Sci Int. 2008. 179(1):23-33.

e Harrison, C. R. et al. Towards the identification of autologous blood transfusions
through capillary electrophoresis Anti-doping Analysis. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, v. 406, n. 3, p. 679-686, 2014.

e Krotov G., et al. Possible cause of lack of positive samples on homologous blood
transfusion. Drug Test Anal. 201. 6(11-12)1160-2.

e Leigh-Smith, S. Blood boosting. British Journal of Sports Medicine, v. 38, n. 1, p.
99-101, 2004.

e Mirotti, L.C. et al. Minor red blood cell antigen phenotyping of athletes sampledin
international competitions. Drug Test Anal.2023;15:292-298

e Markeberg, J. Detection of Autologous Blood Transfusions in Athletes: A Historical
Perspective. Transfusion Medicine Reviews, v. 26, n. 3, p. 199-208, 2012.

e Markeberg. Blood manipulation:  current challenges from an anti-

doping perspective. J Hematology Am Soc Hematol Educ

11



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Program. 2013;2013:627-31.

e Nelson, M. et al. Detection of homologous blood transfusion by flow cytometry: A
deterrent against blood doping [1]. Haematologica, v. 87, n. 8, p. 881-882, 2002.

¢ Nelson, M. et al. Proof of homologous blood transfusion through quantification of
blood group antigens. Haematologica v. 88, n. 11, p. 1284-1295, 2003.

e Salamin O et al. Autologous blood trasnfusion in spors: emerging biomarkers.
Transfusion Medicine Reviews. 2016. 30(3):109-115

e Voss, S. C. etal. Detection of homologous blood transfusion. International Journal
of Sports Medicine, v. 28, n. 8, p. 633-637, 2007.

12



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

SUBPROJETO 2. Dopagem sanguinea — Il. Desenvolvimento de estratégia para

deteccéao de Transfuséo autéloga

Coordenacgao executiva: Profa. Dra. Mariana Renovato.

Dra. Ana Carolina Carneiro

2.a Introducéo

Como introduzido no Relatério Parcial 02, devido a capacidade aerobica dos atletas
estar diretamente relacionada a massa total de hemoglobina, ha relatos do uso de
substancias ou métodos proibidos para 0 aumento da concentracdo de hemoglobina no
sangue. Dentre esses métodos podemos destacar o uso de carreadores sintéticos de
oxigénio, dopagem genética para aumento da expressao de eritropoietina endégena, uso
de eritropoietina humana recombinante e transfusdes sanguineas (JELKMANN et al,
2011).

A transfusdo sanguinea consiste na transferéncia de sangue, ou de produtos
processados a partir deste, para a circulacdo sanguinea de uma pessoa. A transfuséo é
dita homodloga quando uma pessoa é transfundida com o sangue oriundo de um doador
compativel para os grupos ABO e RH. Por outro lado, a transfuséo autéloga € realizada
através da coleta do sangue de um individuo, posteriormente esse sangue é armazenado
e futuramente reinfundido no mesmo (GIRAUD et al, 2010).

Para que se alcance uma melhora no desempenho é necessario um aumento
superior a 5% nos niveis de hemoglobina circulante (GLEDHILL et al, 1982). Assumindo-
se que um adulto tem 4-5 litros de sangue no corpo, a transfusdo de uma unidade de
sangue corresponderia a 10% da populacéo celular sendo de origem doadora (NELSON
et al, 2002); a reinfusédo de trés unidades de sangue por transfusdo autdloga leva a um
aumento de 13% dos niveis de hemoglobina em um periodo de aproximadamente 12
horas, conduzindo a um aumento de 9% na captacdo de oxigénio e de 23% no
desempenho (MBRKEBERG, 2012).

13
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2.a.1. Transfusdo autbéloga

Especula-se que a transfusdo autéloga (TA) seja utilizada pelos atletas como
doping ha mais de 40 anos e ainda ndo ha nenhuma metodologia direta para sua
identificacdo nos laboratérios antidopagem. Algumas metodologias indiretas ja foram
propostas, porém com limitacdes (Morkeberg, 2012)

Ao contrario do que ocorre na transfusdo homologa, na qual o atleta pode
reinfundir o sangue fresco logo antes da competicdo, na transfusdo autéloga é
necessario que o sangue coletado figue armazenado por um tempo antes da sua
reinfusdo (até, aproximadamente, 50 dias) para que hajatempo de o atleta recuperar sua
massa de hemoglobina inicial e assim garantir uma melhor performance com as bolsas
adicionais (M@RKEBERG et al, 2012).

Ja foi proposta a identificacdo de metabdlitos do plastificante dietilexilftalato
(DEHP) na urina como um possivel marcador da TA, uma vez que o armazenamento do
sangue acontece em bolsas de plasticos especificas. Entretanto, como esse plastificante
é utilizado em uma grande quantidade de produtos, ndo s6 nas bolsas de sangue, seus
niveis de metabolitos podem estar aumentados na urina em varias situacfes. Dessa
forma, a utilizacdo desse biomarcador ndo se mostrou robusta devido a possibilidade de
falso- positivo; vale ressaltar nem todas as bolsas sanguineas possuem DEHP em sua

composicao (Morkeberg, 2013; Voss e col., 2017).

2.a.2. Lesbes por armazenamento sanguineo

O armazenamento de sangue coletado para transfusdo deve ser feito em recipiente
apropriado, exclusivo para tal fim, sob refrigeracao ente 1 a 6°C (FDA, 2018). Entretanto,
mesmo com a utilizagdo de agentes conservantes, as hemacias armazenadas
apresentam alteracdes fisicas (danos as proteinas, oxidacao dos lipideos presentes na
membrana, perda da integridade da membrana, alteracbes associadas na forma das
hemacias e apoptose) e metabdlicas (declinio do pH, concentragdes reduzidas de
adenosina trifosfato (ATP) e 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) e acumulacédo de potéssio

extracelular) (HESS et al, 2010). Outra grande alteracdo é a hemolise que é

14
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caracterizada pela liberacdo de hemoglobina e sua dissociacdo em heme livre e cadeias
de globinas (HULT et al, 2013).

2.a.3. Heme oxigenase e SpiC

Durante a coleta e armazenamento de sangue, a lesdo mais comum é a hemalise que
consiste na ruptura dos eritrécitos com a liberacdo de hemoglobina, heme livre e
vesiculas extracelulares (AMORIM et al., 2022). A liberacdo de tais substancias pode
levar a lesGes redox no endotélio, tecidos subjacentes ou no tubulo proximal no rim
(HESS et al, 2009). No corpo, o heme circulante € metabolizado no interior de
macrofagos através da acdo da enzima heme-oxigenase 1 (GOZZELINO et al., 2010),
gue no estado basal, apresenta niveis quase indetectaveis, mas que aumentam com o
acumulo de heme (MAINES et al, 1977).

A presenca de heme livre também induz a expressao do fator de transcricdo SpiC em
monaocitos, 0s quais tornam-se macrofagos capazes de reciclar o ferro (os chamados
macrofagos da polpa vermelha) (HALDAR et al, 2014). Basicamente, o heme livre
funciona como sinalizador para ativacdo deste fator de transcricdo. Em excesso na
corrente sanguinea, a molécula de heme induz a expressdo de Spi-C, e
consequentemente este atua estimulando a diferenciagcdo dos mondcitos em macréfagos
de polpa vermelha para que as hemacias senescentes possam ser fagocitadas no baco,
garantindo a degradacdo do heme, bem como a homeostase dos outros produtos
resultantes da hemolise (HALDAR et al, 2014; Garcia-Roa e col., 2017).

2.a.4. Mondcitos

Os mondécitos constituem cerca de 5-10% dos leucécitos circulantes que se originam
na medula 0ssea a partir do precursor comum de mondcitos, macrofagos e células
dendriticas (MDP) (GEISSMANN et al, 2010). Estas células sao capazes de migrar da
corrente sanguinea para os tecidos, dando origem a macrofagos e células dendriticas
além de atuarem nos processos inflamatorios de vasos como sequestradores e efetores
e na remocao de células apoptéticas e componentes toxicos (AUFFRAY et al, 2009;
FRANC et al, 1996; WILLIAMS, 2007). Apesar de compartilharem uma aparéncia similar
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global, os mondcitos sao divididos em trés subpopulagcbes com funcdes distintas:

monaocitos classicos, que apresentam elevada expressao de CD14 e auséncia de CD16,
monaocitos intermediarios, que apresentam elevada expressdao de CD14 e baixa
expressdo de CD16 (e mondcitos nao classicos, que apresentam expressao elevada de
CD16 e baixa expresséo de CD14 (WONG et al, 2011).

Nosso grupo vem trabalhando com a hipétese de que monécitos/macréfagos que
entram em contato com o sangue hemolisado sofrem alteragbes em suas vias de
sinalizacdo redox bem como em vias relacionadas a processos inflamatorios. A partir de
um protocolo de simulacdo da transfusdo autéloga, ex vivo, nossos resultados vém
demonstrando, em mondcitos/macrofagos um aumento de 10 vezes nos niveis de RNA
mensageiro para o fator de transcricdo SpiC, acompanhado por um aumento dos niveis
proteico e aumento na expressao dos niveis de RNAm e proteicos de ferritina. Além
disso, nossos resultados demonstraram que ap0s o contato com o sangue hemolisado,
0os mondcitos/macréfagos apresentam um padrao “M2-like”, ou seja, anti-inflamatorio,
caracterizado pela expressdo de RNA mensageiro para CX3CR1 e CD206 (Amorim et
al., 2022). Até agora, demonstramos que mondcitos sdo bons alvos na busca de
indicadores que caracterizem a transfusdo autéloga. Entretanto, andlises posteriores
ainda séo necessarias para determinar se de fato, a deteccéo de alteracdes no perfil de

monaocitos poderia se constituir em uma abordagem eficiente no controle de dopagem.

2.b. Objetivos

O objetivo da presente proposta é aprofundar a caracterizacdo de mondcitos que

entraram em contato com sangue armazenado/hemolisado.

2.b.1. Objetivos especificos

e Realizar microarranjo para detectar o perfii de RNA mensageiro dos
monaocitos apds co-cultura com sangue armazenado.

e Caracterizar o conteudo proteico (através da técnica de protedmica) dos
monacitos apds co-cultura com sangue armazenado.

e Escolher genes e proteinas candidatas e valida-las através da técnica de
western blotting e citometria de fluxo.
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e Determinar o tempo de expressao proteica (janela de deteccéao).

e Investigacdo da expressao de SpiC, ferritina e outras proteinas candidatas

em monocitos circulantes de individuos transfundidos.

2.c. Justificativa

A partir da dificuldade em encontrar um unico valor referencial para cada parametro
sanguineo foi proposto o rastreamento ao longo da vida do atleta, ou seja, cada individuo
seria observado de acordo com 0s seus proprios valores hematolégicos. O que foi
chamado de Passaporte Bioldgico do Atleta (ABP) (Voss e col., 2017). No entanto,
mesmo apesar do Passaporte Bioldgico do Atleta se constituir em um grande passo na
direcdo da deteccdo da transfuséo autéloga, ndo proporciona uma solugéo final. Desde
entdo varias metodologias vém sendo elucidadas e testadas, afim de identificar os atletas
gue realizam este tipo de dopagem (VOSS et al., 2017).

Outras abordagens como altera¢des nos niveis do hormonio hepicidina de 12 horas
a 1 dia ap6s a transfusdo ja foram demonstrados (Leuenberger e col.,, 2016).
Leunemberger e colaboradores ja demonstraram niveis circulantes aumentados de
alguns miRNAS por até trés dias apos a transfusado, entretanto o proprio autor enumera
diversas limitagcées do estudo (Leuenberger e col, 2013).

Apesar do grande empenho por partes dos pesquisadores ainda ndo ha metodologia
para deteccao de dopagem por transfusdo sanguinea autéloga. Por se tratar do sangue
proprio do atleta a identificacdo do sangue reinfundido ao torna-se praticamente
impossivel, sendo a busca por uma resposta do préprio organismo a essa reinfusao de
sangue refrigerado o caminho mais provavel de deteccdo da dopagem. Assim, torna-se
crucial a definicdo de um ou mais biomarcadores cujos niveis sejam significativamente
alterados frente a uma reinfusdo de sangue previamente refrigerado.

Fatores associados ao microambiente local tém impacto significativo no
comportamento de mondcitos/ macréfagos, vias de sinalizagdo e funcao dessas células
(ALAM, 2017). Além disso, sabe-se que altos niveis de heme, seus metabdlitos ou ferro
induzem a expressao do fator de transcricdo SpiC em mondcitos / macrofagos capazes
de realizar a reciclagem de ferro, os chamados macréfagos de polpa vermelha (ALAM,
2017; HALDAR, 2018). Sendo assim, nossa hipétese € de que a hemolise causada pelo
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armazenamento de sangue pode, no momento da reinfusdo, ativar mondcitos

circulantes, levando a expressdo de SpiC; causar alteracbes nos marcadores de
superficie dessas células; e causar modificagcbes na homeostase redox e alterar as
moléculas inflamatérias sintetizadas e/ou liberadas por eles. Tais alteragbes podem ser
exploradas através de técnicas moleculares, conduzindo a implementacdo de
metodologia de deteccdo de dopagem por transfusdo sanguinea autéloga de modo a

complementar a metodologia de passaporte biolégico sanguineo do atleta ja existente.

2.d. Relevancia do estudo

Atualmente ndo existe um método capaz de detectar eficazmente a TA. Assim, 0
desenvolvimento de métodos novos e sensiveis para fins de controle de doping € exigido.
Acreditamos que a descoberta de padrdes moleculares alterados em mondcitos
expostos a hemacias reinfundidas ou as vesiculas extracelulares liberadas por elas
poderiam contribuir para o desenvolvimentos de alvos e biomarcadores da transfusao
sanguinea aut6loga.

Vale ressaltar que apesar da principal limitacdo deste estudo que ésua realizacéo
prioritariamente com um protocolo ex vivo, acreditamos que abre caminho para uma
melhor compreenséo de como o armazenamento de sangue afeta o sistema imunolégico

inato.

2.e. Metodologia

2.e.1 Eritrocitos

O sangue foi coletado de voluntarios saudaveis em tubos vacutainer BD com
anticoagulante EDTA. ApoOs isso, 0s tubos foram mantidos por aproximadamente 20
minutos em agitador tipo rolo (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) para completa
homogeneizacdo. O sangue total (contendo plasma) foi armazenado por 21 dias a 4°C
em solucéo conservante acido-citrato-dextrose (ACD) na proporcédo de 1:7 (ACD: sangue

total). O sangue do mesmo doador foi coletado no ultimo dia de armazenamento,
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submetido a solucéo preservadora de ACD 1:7 (ACD: sangue total) e analisado a fresco

(dia 0). Sangue fresco e refrigerado foram alocados separadamente em tubos Falcon e
centrifugados por 10 minutos a 580 g. Apos a centrifugacdo, o plasma foi armazenado
para posterior quantificacdo de heme, hemoglobina e vesiculas extracelulares. As
hemacias foram contadas em um analisador hematolégico (XT2000i™, Sysmex, Kobe,
Japdao). Protocolo de aprovacdo comité de ética CAAE: 64254122.0.0000.5243.

2.e.2. Estimulacdo ex vivo de TA

Amostras de hemacias (doadores) foram misturadas com amostras de sangue
armazenadas por 21 dias (reinfusdo), da seguinte forma: 80% de sangue fresco com
20% de sangue armazenado (Mix 1) ou 90% de sangue fresco com 10% de sangue
armazenado sangue (Mix 2). Essas proporcdes foram escolhidas para simular uma

reinfusdo de uma ou duas bolsas de sangue, respectivamente.

2.e.3. Preparacdo de mondcitos

Amostras de sangue venoso (10 mL) foram coletadas de todos os individuos em
tubos BD vacutainer e cuidadosamente colocadas em gradientes Ficoll/Hysto-paque)
seguido de centrifugacdo a 770 g por 30 minutos. Para obter a populacédo total de
monadcitos, células mononucleares isoladas de sangue periférico (PBMCs) foram
ressuspensas em RPMI 1640; 10% de soro fetal bovino (SFB), semeado a uma
densidade de 4 x 105 células/poco em placas de 24 pocos e deixado aderir por 1 hora a
37°C com 5% de CO2. Em seguida, as células ndo aderentes foram removidas por

aspiracao.
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2.e.4. Co-Cultura de Mondcitos (Mo) com hemaécias

Apoés a adesdo dos mondcitos a placa, eles foram co-cultivados com hemacias na
proporcéo de 10° hemacias/mondcito (Mo) através de um inserto de 0,4 um por 24 horas,
a 37 °C, sob quatro condicGes experimentais diferentes

i. RBC 0: Mo co-cultivado com 100% de RBCs frescos (RBC 0)

ii. RBC 21: Mo co-cultivado com 100% de RBCs armazenados em 21 dias (RBC 21)

jii. Mistura 1: Mo co-cultivado com 80% de hemacias frescas + 20% de hemacias
refrigeradas

iv. Mistura 2: Mo co-cultivado com 90% de hemacias frescas + 10% de heméacias
refrigeradas

e Co-Cultura de Mondcitos com Vesiculas Extracelulares

Apods a adesado dos mondcitos a placa, estes foram incubados com EVs por 24 horas
a 37°C, sob diferentes condigbes experimentais.

I Mo nao tratado (incubado com PBS 20% v/v)

i. Mo estimulado com EVs de RBC fresco (RBC 0-EVs; 20% v/v)

iii. Mo estimulado com EVs de RBC armazenado por 21 dias (RBC 0-EVs; 20% v/v)

iv. Mo estimulado com MIX-EVs (80% v/v RBC 0-EVs + 20% v/v RBC 21-EVs)

2.e.5. Extracdo de RNA, transcricdo reversa e pré-amplificacdo de Cdna

O RNA total foi isolado dos subconjuntos de monécitos co-cultivados usando o
RNeasyMini Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante, incluindo o
tratamento com DNAse I. A qualidade e a quantidade de RNA foram analisadas em um
fluorimetro Qubit 4 (ThermoFisher,). Amostras com razao A260/A280 entre 1,8 e 2,2
foram consideradas adequadas para gPCR. O RNA foi retrotranscrito em cDNA usando
o kit de transcricéo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystem) de acordo

com as instrucdes do fabricante.
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2.e.6. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

Amostras de DNA complementares foram amplificadas usando Made-to-Order Low-
Density Array System de acordo com as instrucdes dos fabricantes (Applied Biosystems,
ThermoFisher). As matrizes foram realizadas no sistema QuantStudio® 12K Flex-Real-
Time PCR (Applied Biosystems, ThermoFisher). O Tagman Low Density Array foi usado
para rastrear alteracbes na expressao génica de citocinas, quimiocinas, receptores de
superficie, heme e metabolismo de Fe e outros. TagMan LDAs (Applied Biosystems,
ThermoFisher)sdo criados em um cartdo microfluidico de 384 pocos, que € organizado
com ensaios de expressdo génica TagMan. O desenho experimental envolve uma matriz
de 22 genes essenciais e 18S e actina como controles endégenos como segue. ACTB
(Hs99999903 m1), 18S (Hs99999901 s1), TFRC (Hs99999911 ml), FTL
(Hs00830226_gH), HPRT1 (Hs99999909 m1), ANXA5 ( Hs00154054 m1), HMOX1
(Hs01110250_m1), OXSR1 (Hs00178247_m1), NOS2 (Hs01075529 m1l), CCL3
(Hs00234142_m1), HIF1A (Hs00936371_ml), CSF1 (Hs00174164 m1), TNF
(Hs01113624 g1), MIF  (Hs00236988 g1), IL6  (Hs00985639 m1), IL4
(Hs00174122_m1), CD14 (Hs02621496 sl1), CXC3R1 (Hs01022583 sl1), CCR2
(Hs01560352_m1), CCR5 (Hs00152917_m1), MRC1 (Hs00267207_m1l), CCR3
(Hs00266213 sl1), MRC1 (Hs00267207_m1), NEF2L2 (Hs00975961 gl). Os ensaios
foram pré-concebidos e validados pela Applied Biosystems. A quantificacdo relativa de
cada mRNA do gene alvo em comparacédo com actina e 18S foi calculada como a média
27ACt onde ACt =Ct-Ct (média: actina e 18S). O ciclo limite Ct foi dado automaticamente
pela ferramenta online do software Thermocloud dashboard (disponivel em
https://apps.thermofisher.com).

2.e.7. Obtencao de extratos celulares

Apo6s 24 horas de incubacéo, os pocos foram lavados cuidadosamente com tampéao
salina-fosfato (PBS) previamente aquecido a 37°C. Subsequentemente, o PBS foi
removido e as células foram lisadas em tampéao de lise RIPA, com inibidor de protease
1:10. As amostras lisadas foram colocados em tubos de fundo conico de 500 pL e

armazenados em freezer a -30 °C.
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2.e.8. Eletroforese e Immunoblotting

O conteudo de proteina total dos extratos celulares foi determinado pelo método BCA
(Abcam, ab102536, Cambridge, EUA). Os lisados celulares (10-20 pg de proteina) foram
fracionados por géis de poliacrilamida 12 ou 15% (SDS-PAGE) (1 hora a 150V e 50mA).
As proteinas foram transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno em
equipamento Trans-Blot® Turbo™ (15V, 328mA e 30 minutos; Transfer System,
BioRad). Em seguida, as membranas foram bloqueadas com BSA a 5% em T-TBS a
0,1% e incubadas durante a noite a 4°C na presenca dos seguintes anticorpos primarios:
anti-Spic (coelho - 1: 1000), anti-HO1, anti- Ferritina (coelho - 1: 250) ou anti-B-actina
(coelho - 1: 1000).As membranas foram incubadas durante pelo menos uma hora com
anticorpo secundario especifico anti-coelho conjugado com peroxidase (cabra -
1:10000). As proteinas imunorreativas foram visualizadas pela detec¢cdo de sua
guimioluminescéncia por meio da solucdo de quimioluminescéncia aprimorada. As
membranas foram reveladas e fotografadas usando ImageQuant™ LAS500 (GE
Healthcare) e a densitometria foi quantificada usando o software ImageJ (NIH, Bethesda,
EUA).

2.e.9. Isolamento e Quantificacdo de Vesiculas Extracelulares (EVs)

EVs foramisoladdas do plasma de amostras de sangue fresco ou sangue previamente
armazenado a 4°C por 21 dias. Primeiramente, as amostras foram centrifugadas (2.000
g por 10 minutos a 4°C) pararemocéo de detritos celulares. Em seguida, o sobrenadante
obtido foi centrifugado novamente (20.000 g, por 70 minutos, a 4°C). Uma amostra de
controle contendo microesferas de 1 ym foi usada para definir com preciséo o perfil
FSC/SSC contendo os VEs (eventos <1 um) com precisdo adequada no citbmetro de
fluxo. As amostras foram marcadas com o anticorpo CD235a-FITC (antiglicoforina) na
concentragéo de 1:100 (clone 11E4B-7-6, IM2212U, Beckman Coulter) e microesferas
de 1 um foram marcadas em 1: 100 concentragdes com o controle isotipico FITC Mouse
IgG1 (clone MOPC 21, BD Biosciences). Um total de 100 yL/amostra foi adquirido no
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citbmetro Accuri c6™ (BD Biosciences). RBC-EV também foram ressuspensos em PBS

estéril e armazenados a -20 °C até o uso.

2.e.10. Ensaio da captacado de EVs por mondcitos

Mondcitos (1,2x10°8 células/mL) foram plagueados em placas de 24 pocos e foram
incubados com EVs por 30 minutos (20% v/v). ApGs o tratamento, as células foram
lisadas em tampédo de ensaio de radioimunoprecipitacdo contendo SIGMAFAST™
Protease Inhibitor Cocktail Tablet, EDTA-Free (Sigma-Aldrich) em gelo por 20 minutos.
Heme e hemoglobina foram em 398 nm e 540 nm usando o0 equipamento Envision™

(PerkinElmer). Os resultados foram obtidos em absorbancia e calculados em yM.

2.e.11. Andlise de Producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Os mondcitos (2,5x10° células/mL) foram suspensos em solucdo salina balanceada
de Hank (HBSS) sem vermelho de fenol. Para detectar a producdo de ROS intracelular,
as células foram carregadas com uma sonda CellROX de 5 uM por 30 minutos antes do
tratamento. O meio com sonda néo internalizada foi removido e os mondcitos foram
incubados com HBSS, RBC 0-EVs (20% v/v), RBC 21-EVs (20% v/v) ou MIX -EVs (80%
v/v RBC 0-EVs + 20% v/v RBC 21-EV) por 2 horas. Durante o tratamento, a oxidagao da
sonda foi monitorada usando um leitor de placas Flexstation™ Multi-label
(ThermoFisher), em comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 640 e 665 nm,

respectivamente.

2.e.12. Andlise estatistica

Os dados sao expressos como media + erro padrdo da média (EP). As comparacdes
de médias com variaveis quantitativas entre os grupos foram realizadas por meio do teste
t de Student ou ANOVA one-way, seguido do poOs-teste de Bonferroni. Para todas as
andlises, um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A avaliacao
estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism™ versédo 7.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA).
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2.f.Resultdos

2.f.1 Perfil de expresséo génica de mondcitos co-cultivados com hemécias armazenadas

a frio

Ja se sabe que monécitos sdo sensiveis ao heme livre e VEs passando por
reprogramagcao funcional para manter a homeostase. Portanto, decidimos avaliar o efeito
do RBC na expressdo de 14 genes candidatos selecionados em mondcitos. Os
resultados mostraram que o armazenamento de eritrocitos alterou a expressao de genes
relacionados ao metabolismo do heme, fendétipo de macrofagos e mediadores
inflamatorios (Fig 2.1A). Os niveis de mMRNA de Spic e HO-1 induzidos por Mix1 foram
10 vezes e 1,8 vezes aumentados, respectivamente (Fig. 2.1B e 2.1C). No entanto, os
niveis de mRNA de ferritina aumentaram quando os mondcitos foram co-cultivados com
Mix2 (Fig. 2.1D). Em relag&o ao fenotipo de mondcitos/macrofagos, os niveis de CX3CR1
foram 15 vezes aumentados por Mix1 (Fig. 2.1E), e os niveis de mRNA de CD206 foram
3 vezes aumentados por Mixl e Mix2 (Fig.2.1F). Mix1 e Mix2 representam niveis
moderados de heme livre (13 a 18 uM), enquanto RBC21 representa niveis muito altos
(60 uM), induzindo um aumento de 13 vezes na expressao de mRNA de IL-6 (Fig. 2.1 G)

caracteristica da resposta pro-inflamatoéria.
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Figura 2.1. Comparacao de genes diferencialmente expressos entre mondcitos. (A)
MRNA foi purificado a partir de mondcitos co-cultivados em quatro condi¢des diferentes:
RBC 0: M@ + 100% RBC fresco; RBC 21: M@ + 100% RBC armazenado por 21 dias a
4°; Mix 1: M@ + 80% RBC fresco + 20% RBC armazenado por 21 dias a4 ° C e Mix 2:
M@ + 90% RBC fresco + 10% RBC armazenado por 21 dias a 4 ° C. Os dados séao
expressos como meédia expressdo genética relativa em unidades arbitrarias. (B)
Diagrama de Venn relacionando genes comprometidos com o metabolismo do heme,
processos inflamatérios, receptores de quimiocinas e marcadores celulares de
monaocitos/macrofagos. @) diagrama de Venn foi obtido em
https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html. (C) HO-1, (D) Spi-C, (E) ferritina, (F)
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CX3CR1, (G) CD206 e (H) a expressado de mRNA de IL-6 em mondcitos foi medida por
TLDA em quatro condicdes diferentes: RBC 0: M@ + 100% RBC fresco; RBC 21: M@ +
100% RBC armazenado por 21 dias a 4°; Mix 1. M@ + 80% RBC fresco + 20% RBC
armazenado por 21 dias a4 ° C, e Mix 2: M@ + 90% RBC fresco + 10% RBC armazenado

por 21 dias a4 ° C. Osresultados sdo expressos como 3 - 6 experiéncias diferentes. Os

dados séo expressos como média + erro padrdo (EP). * Representa p<0,05.

2.f.2. Expressdo de proteinas metabolizadoras de heme em mondécitos co-cultivados
hemacias (RBC)

Nossos resultados demonstraram que hemacias armazenadas a frio sofrem hemalise,
0 que altera a expressdo de mRNA dos monécitos de genes comprometidos com o
metabolismo do heme. A este respeito, investigamos ainda os niveis de expressao de
proteinas metabolizadoras de heme. Corroborando os dados da analise de mRNA,
nossos resultados demonstraram um aumento de 2,6 vezes na HO-1 (Fig. 2.2A) e uma
tendéncia de aumento na expressao da proteina de ferritina (Fig. 2.2B) induzida por Mix
| e Mix Il, respectivamente. Spic é conhecido como um fator de transcricao que ativa a
diferenciacdo de mondcitos quando na presenca de heme. Observamos que Mix Il
induziu um aumento de 2,9 vezes de Spic em mondcitos enquanto Mix Il ndo (Fig. 2.2C).
Para destacar ainda mais as pistas sobre a expressado de Spic, incubamos mondcitos
com diferentes concentragdes de heme. Nossos resultados demonstraram que 30 uM de
heme aumentou 2,8 vezes os niveis de expressao de Spic, enquanto 10 e 60 uM néao

induziram um aumento na expresséao da proteina Spic (Fig. 2.2D).
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Figura 2.2. Efeito do armazenamento de RBC sobre a expressdo de proteinas em
mondcitos. Mondcitos (M@) foram co-cultivados com RBC por 24 horas em quatro
condi¢cbes diferentes: RBC 0: M@ + 100% RBC fresco; RBC 21: M@ + 100% RBC
armazenado por 21 dias a quatro °C; Mix I: M@ + 80% RBC fresco + 20% RBC
armazenado por 21 dias a 4 ° C, e Mix Il: M@ + 90% RBC fresco + 10% RBC armazenado
por 21 dias a 4 ° C. Os extratos protéicos foram submetidos a Western Blotting para
guantificacdo de (A) HO-1, (B) ferritina e (C) expressdo Spic. Os resultados sao
representativos de quatro a sete experiéncias diferentes. (D) Mondcitos (MJ) foram
incubados com heme em concentragdes de 3, 10, 30 e 60 um. Os extratos protéicos
foram submetidos a Western Blotting para quantificacdo dos niveis de Spic. Os
resultados séo representativos de trés experiéncias diferentes. Os dados sao expressos

como média + erro padrao (SEM). * Representa p<0,05.

2.f.3. Efeito de VEs liberadas pelas hemacias em mondcitos

As EVs carregam a carga das células-mée, incluindo DNA, mRNA mensageiro,
mMIRNASs, proteinas, lipidios e metabdlitos, para células aceptoras Aqui, nosso objetivo é
desvendar se o armazenamento refrigerado a longo prazo pode aumentar o heme e a
hemoglobina liberados pelas hemacias dentro das EVs. Observamos um aumento de 7,2
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vezes no contetudo de heme dentro de EVs liberados por eritrocitos armazenados a frio

(RBC 21-EVs) em comparagéo com EVs liberados por eritrocitos frescos (RBC 0-EVs)
(Fig. 2.3A). Por outro lado, tanto RBC 0-EVs quanto RBC 21-EVs apresentaram o0 mesmo
contetdo de hemoglobina (2.3B) e metHb (2.3C). Em seguida, investigamos se os RBC-
EVs tém como alvo e ativam mondcitos. Apos a incubacao dos monécitos com RBC-EVs
e lavagem, o heme foi quantificado. Nossos resultados demonstraram que RBC 21-EVs
transferiu um contetdo de heme 3,6 vezes maior para monocitos em comparacao com
RBC 0-EVs (Fig. 2.3D). Finalmente, foi avaliado se a transferéncia de heme de heméacias
armazenadas a frio para mondcitos via EVs poderia impactar na expressao proteica de
Spic e, curiosamente, nossos resultados revelaram uma quantidade mais significativa de
Spic em mondocitos previamente incubados com RBC 21-EVs do que com RBC 0-EVs
(p<0,05) (Fig. 2.3E). Avaliamos ainda se metHb - um DAMP derivado de RBC conhecido
- poderia desempenhar um papel na ativagcdo de mondcitos acionada por RBC-EVs.
Nossos resultados ndo demonstraram diferencas no contetido de Spic entre mondcitos

nao tratados ou tratados com hemoglobina oxidada (Fig. 2.3F).
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Figura 2.3. Caracterizacdo de RBC-EVs e seus efeitos em mondcitos. Os EVs foram
isolados de sangue fresco e armazenado por 21 dias por centrifugagéo a 20.000 x g. (A)
Heme e (B) hemoglobina dentro de EVs foram medidos usando um leitor de placas em
398 nm e 540. (C) A hemoglobina oxidada (metHb) foi medida em 541, 576 e 630 nm
pela seguinte equacédo: [metHb] = 185,77 x OD541+ 171,88 X OD576 +387,58 X OD630.
(D) Mondcitos isolados foram desafiados com EVs a 20% (v/v) (frescos ou armazenados)
por 30 min, lavados e lisados com tampé&o RIPA em gelo, e o heme capturado foi medido
a 398 nm dentro dos mondcitos. (E) Mondcitos foram tratados por 24h com 20% (v/v) de
EVs frescos (RBC 0-EVs) ou armazenados (RBC 21-EVs), e os extratos protéicos foram
submetidos a Western Blotting para quantificacdo da expressao de Spic. (F) Os
monaocitos foram tratados por 24 horas com metHb na concentracdo de 30 uM de heme,
e os extratos protéicos foram submetidos a Western Blotting para quantificar a expressao
de Spic. Os resultados séo representativos de 3 a 5 experiéncias diferentes. Os dados

sdo expressos como média * erro padrédo (SEM). * Representa p<0,05.
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2.f.4. Caracterizacdo dos mecanismos de ativacdo desencadeados em mondcitos

mediante o tratamento com RBC 21-Evs

Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento dos mondécitos com
hemopexina (Hpx) néo teve impacto sob a expresséo de Spic desencadeada por EVs de
hemacias armazenadas em monocitos (Fig. 2.4A). Sabe-se que o heme pode
desencadear vias de sinalizacdo via TLR4 em células imunes. Sendo assim,
considerando que a Hpx, um e’scavenger” de heme, nao alterou a expressao de Spic
em mondcitos impulsionada pelo tratamento com as RBC 21-EVs, sugerimos que o heme
contido no interior de EVs tenha desencadeado a expressao de Spic em mondcitos

Assim, para entender os mecanismos subjacentes a expressdo de Spic
acionada por EVs em mondécitos, avaliamos o papel da via de sinalizacdo de TLR4 nesse
cenario. Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento de mondcitos com TAK-
242 (antagonista de TLR4) ndo impediu a regulacdo positiva de Spic por RBC 21-EVs
(Fig. 2.4B). Além disso, observamos que os RBC 21-EVs aumentaram a atividade de
NF-kB em mondcitos de maneira dependente de TLR4, uma vez que TAK-242 impediu
esse efeito (Fig. 2.4C). Nossos resultados também demonstraram que RBC 21-EVs
induziram ROS em mondcitos em 15 minutos (p<0,005), o que foi parcialmente impedido
por TAK-242, sugerindo assim que RBCs 21-EVs induzem ROS tanto de maneira
dependente quanto independentemente de TLR4 (Fig. 2.4D). Assim, propomos que
RBC-EVs induzem Spic através da degradacéo de Bachl mediada por heme, conforme

demonstrado anteriormente por Haldar e colaboradores.
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Figura 2.4. Papel do TLR4 na ativacdo de mondcitos desencadeada por RBC-EVs. (A)
Os mondécitos foram tratados por 24 horas com RBC 0-EVs e RBC 21-EVs previamente
incubados ou ndo com hemopexina (Hpx; 1 uM por 1 hora), e os extratos proteicos foram
submetidos a Western Blotting para quantificacdo da expressdo de Spic. (B, C) Os
mondcitos foram pré-tratados ou ndo com TAK-242 (1 uM) ou DMSO (0,001%) por 15
minutos e depois incubados com RBC 0-EVs ou RBC 21-EVs por 24 horas. Em seguida,
(B) os extratos proteicos foram submetidos a Western Blotting para quantificacdo da
expresséo de Spic, e (C) a ativacdo do NF-kB foi avaliada pela atividade da luciferase.
(D) A producéo de ROS foi avaliada pela captacéao de mondcitos da sonda CellROX por
30 min. Apds esse tempo, as células foram lavadas e pré-incubadas com TAK-242 (1uM)
ou DMSO (0,001%) por 15 minutos a 37°C. ApOs o pré-tratamento, as ceélulas foram
tratadas com RBC 0-EVs, RBC 21-EVs, por 15 minutos e tiveram a excitacdo e emissao

de fluorescéncia monitoradas, respectivamente, em 640 e 665 nm. Os resultados séo
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representativos de 3 -4 experimentos diferentes. Os dados sdo expressos como média

* erro padrao (SEM). * Representa p< 0,05 e *** representa p< 0,005.
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SUBPROJETO 3. Amostragem tipo Dried Blood Spot - I. Uma alternativa de
amostragem de amostras visando a deteccdo de dopagem genética

Coordenacao executiva: Profa. Dra. Luciana Pizzatti.

3.a Introducéao

Como introduzido nos Relatérios Parciais, a estratégia de dopagem genética é
uma potencial aplicacao ilicita da terapia génica, com objetivo de obtencao de vantagens
no ambito do esporte competitivo de alto rendimento (Kumar SR et al, 2016; Rogers GL
et al, 2017; Artioli GG et al, 2007; Robbins PD et al, 1998; Naso MF et al, 2017; Beiter T
et al, 2011; Tozaki T et al, 2018; Kay M.A. GJ. &, L. N. 2001; Lee CS, Bishop ES, Zhang
R, Yu X, Farina EM, Yan S, et al, 2017; Neuberger EWI, Simon P, 2017).

Desde 2003, A Agéncia Mundial Antidopagem (WADA) incluiu a utilizagdo da
dopagem genética de qualquer gene com potencial ergonogénico em sua lista de
substancias e métodos proibidos para os atletas profissionais.

Essa estratégia ilicita consiste em, através de terapia génica, injetar sequencias
génicas (DNA) responsaveis pela codificacdo de proteinas com fungéo ergonogénicas.

Os genes envolvidos na sintese e degradacao de proteinas musculares, tenddes
ou ligamentos, vascularizacdo, metabolismo energético, e processos regenerativos sao
0S genes mais importantes para 0 sucesso da estratégia. Dentre esses potenciais
candidatos estdo a Eritropoietina humana (EPO), o fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1) e horménio do crescimento (GH) devido ao papel fisiologico de grande
importancia que exercem no desempenho esportivo (Kumar SR et al, 2016; Rogers GL
et al, 2017; Artioli GG et al, 2007).

Vale lembrar que as respectivas substancias recombinantes sdo igualmente
proibidas pela WADA.

Poucos grupos ao redor do mundo se dedicam ao desenvolvimento de estratégias
e acreditacdo de métodos para a apropriada deteccdo da dopagem genética. Até o
momento, ndo existem métodos aprovados e em rotina em nenhum laboratério de
controle de dopagem no mundo (Robbins PD et al, 1998; Naso MF et al, 2017; Beiter T
et al, 2011; Tozaki T et al, 2018; Kay M.A. GJ. &, L. N. 2001; Lee CS, Bishop ES, Zhang
R, Yu X, Farina EM, Yan S, et al, 2017).
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Desde 2016, Laboratorio Brasileiro de Controle de Dopagem, de forma pioneira,

se dedica a implementar biologia molecular e desenvolver estratégias de deteccéo de
dopagem genética para o gene da EPO.

Apesar da iniciativa preliminar, o grande gargalo é a qualidade da amostra, o alto
custo do método e a impossibilidade de andlise retrospectiva de amostras, pratica
extremamente importante para a area de controle de dopagem. Além disso vale ressaltar
gue os outros alvos de dopagem genética (IGF-1 e GH entre outros) ndo foram
contemplados ainda com métodos de deteccdo (Van der Gronde T, de Hon O,Haisma
HJ et al, 2013; Navarro E, et al, 2014; Moser DA et al, 2014; Murray JL, et al, 2014; Nagy
A et al, 2017).

A qualidade da amostra coletada e as condi¢cdes que permitem sua estabilidade
durante o periodo de armazenamento s&o cruciais para o desenvolvimento de métodos
confidveis de deteccdo de dopagem genética. Amostras de sangue coletadas nos
tradicionais tubos EDTA ou SST ndo s&o os mais recomendados quando se trata de
armazenamento de longa duracéo para acidos nucléicos.

Tendo em vista essas questdes, recentemente a WADA iniciou um estudo
multicéntrico para avaliar a utilizacdo de kits de coleta de sangue em dispositivos de filtro
e ou papel, as chamadas manchas de sangue seco ou do inglés Dried Blood Spots
(DBS), estratégia de coleta semelhante aos dispositivos utilizados para a coleta de
sangue de recém-nascidos (teste do pezinho) (Damnjanovic I, et al, 2015; Al-Mousa H,
et al, 2018; Mortensen O, et al, 2019).

Esse tipo de coleta, ou contrario, da coleta em tubos de sangue tradicionais, tém
inimeras vantagens tais como: quantidade coletada e invasividade minimas; condi¢cdes
simples de coleta; treinamento para os agentes de coleta reduzida; armazenamento e
logistica transporte facilitados; estabilidade da amostra coletada a temperatura ambiente
e sob refrigeragdo. A tecnologia de coleta DBS tem sido aplicada a triagem diagnostica
de inUmeras doencas e na descoberta de medicamentos, em ambientes néo clinicos e
clinicos (Walker RM, Murphy L, et al, 2019; Fischer A, et al, 2004; Choi EH, et al, 2014).
Portanto é de extrema importancia desenvolver métodos de deteccdo de dopagem
genética utilizando como material coletado em DBS para outros genes potencialmente

criticos e com sensibilidade maior.
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Do ponto de vista da detec¢cdo molecular laboratorial, apos a reacao de polimerase

em cadeia em tempo real (QPCR) tradicional, o PCR digital (dPCR) ganhou aceitacdo
entre bidlogos moleculares e tem sido usado com sucesso para detec¢cdo de genes em
amostras com baixa abundéancia de alvo. A PCR digital baseada em chip é extremamente
promissora e sensivel. Nesta técnica, cada porcao do chip ou cada particdo atua como
um microrreator realizando uma reacdo PCR individual onde os alvos contendo as
sequéncias alvo amplificadas séo detectadas por fluorescéncia das sondas Tagman de
PCR. A proporgdo de particdes positivas para PCR é suficiente para determinar a
concentracdo da sequéncia alvo sem a necessidade de calibracdo (Hui L, et al, 2018;
Purcell R V., et al, 2016; Quan PL et al 2018).

O PCR digital é mais sensivel do que o gPCR para deteccéo de baixo numero de
copias de alvos, permitindo ndo apenas a deteccdo, mas também a quantificacdo
absoluta de cada alvo de interesse. Essa estratégia permite a quantificagdo com
independéncia de curva padrao ou material de referéncia para qualquer deteccdo de
doping genético, fornecendo resultados confiaveis para amostras de baixo numero de

cdpias, o cenario mais provavel para a rotina de deteccéo de doping genético.

3.b. Justificativa e relevancia do estudo

Durante a preparacdo para os Jogos Olimpicos Rio 2016, o LBCD utilizou a
expertise da biologia molecular do grupo (ha mais de 15 anos em pesquisas sobre
diagnéstico de cancer e hematologia) e aprimorou antigas estratégias descritas na
literatura, além de desenvolver novas estratégias para a deteccdo de dopagem génica
utiizando técnicas mais sensiveis para deteccdo de coépias baixas de genes
transgénicos.

Os resultados preliminares foram compartilhados com a comunidade cientifica e
em particular com a comunidade de laboratdrios de controle de doping credenciados pela
WADA. Os resultados dessas melhorias preliminares foram discutidos nos Workshops
Manfred Donike na Alemanha em 2017 como uma apresentacao de poster e em 2018 e

2019 como uma conferéncia e publicacdo de uma revisdo sobre o tema em 2020.
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Abordagens mais sensiveis devem ser discutidas; a coleta amostral adequada

deve ser analisada e a forma adequada de coleta e armazenamento dessas amostras
deve ser avaliada em projetos cientificos utilizando amostras coletas em Dried Blood
Spots em papel. Os métodos de deteccdo de dopagem génica precisam ser sensiveis e
especificos o suficiente para que resultados falso positivos e negativos sejam evitados.
Apesar dos esforcos no desenvolvimento de um método de doping genético ainda néo
disponivel e validado para esse fim e cada vez mais, com 0s avancos da terapia génica,
€ mais provavel a utilizacdo de um ou mais transgenes para melhorar o desempenho em
competicoes.

Nosso grupo de pesquisa possui experiéncia em diversas técnicas de biologia
molecular aplicadas ao diagnostico molecular e analise forense que oferecem diversas
possibilidades para abordar o problema da deteccéo de doping genético para diversos
genes. A proposta do método de deteccao de gPCR multiplex para EPO, IGH-1 e GH
visando duas diferentes juncdes exon-exon seguidas de confirmacédo de PCR digital
baseada em chip visa detectar mais de um possivel transgene na mesma reacdo com
menos tempo, maior sensibilidade e com custos mais baixos.

A abordagem de multiplexacdo qPCR permite estender as possibilidades de
deteccédo de varios alvos em uma unica reacéo, que no caso da maioria dos sistemas
dPCR disponiveis comercialmente é restrita a dois canais de detec¢cdo. Em contraste, o
aumento da sensibilidade do dPCR seréo utilizados com vantagem na confirmacéo de
amostras com baixo nimero de copias. A combinacdo dessas duas técnicas poderosas

também permitira explorar o uso de amostras de sangue coletadas em DBS, plasma.

3.c. Objetivo

Desenvolver um método baseado em PCR quantitativo em tempo real (QPCR)
multiplex e PCR digital (dPCR) para deteccédo simultdnea de transgenes IGF-1, GH e
EPO em amostras de mancha de sangue seco (Dried Blood Spots) e amostras de

plasma.
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3.d. Etapas propostas

- Desenvolver método de deteccdo simultanea por qPCR multiplex para os transgenes:
IGF-1; GH; EPO em Dried Blood Spots

- Desenvolver método de confirmacdo por PCR digital (dPCR) da deteccdo dos
transgenes: IGF-1; GH; EPO em Dried Blood Spots.

- Validacdo do método em atencao aos critérios estabelecidos pela WADA.

3.e. Metodologia e estratégia de acao

3.e.l. Amostras

Amostras de sangue de 40 doadores saudaveis entre 20-35 anos serdo coletadas
em tubos BD Vacutainer® com K2 EDTA. Todos os individuos estudados deram seu
consentimento informado para participar do estudo antes da coleta de sangue de acordo
com a Declaracdo de Helsinque. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade. O plasma sera separado usando o protocolo de centrifugacdo padrao.
Amostras de sangue e plasma serdo adicionadas, em concentracdes distintas de
padrdes de referéncia para os transgenes de EPO, IGF-1e GH (400 cp / pL; 40 cp / pL;
4cp/pL;1cp/pL; 0,5cp/ puLe 0,25 cp /uL). Apbds o enriguecimento com os padrdes
de referéncia para cada transgene, a fracdo plasmatica sera extraida usando kits de
extracdo de sangue de DNA, seguindo as instrucdes do fabricante. Além disso, essas
mesmas amostras enriquecidas serdo coletadas e aplicadas em dispositivos distintos
para coleta de sangue (dispositivos de Dried Blood Spot e ou papel cartdo de coleta de
sangue) e deixadas para secar em temperatura ambiente durante 1h, 24h, 48h, 72h, 1
semana e 2 a 48 semanas. Apés esse tempo, dois ou trés punches (2-3 mm de tamanho)

serdo utilizados para realizar a extracdo do DNA, conforme sugerido pelos fabricantes.
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3.e.2. Clonagem do material de referéncia padrdo e desenho do ensaio de qPCR

Para escolher a abordagem apropriada, o nivel de expressdo em 06rgaos e a
expressdo do sistema anatdbmico para EPO (ENSG00000130427), IGF-1
(ENSG00000017427) e GH (ENSG00000259384) foi verificado usando o banco de
dados Ensembl. As sequéncias para gerar os materiais de referéncia foram obtidas do
NCBI para clonagem em um vetor de expressao de AAV para EPO (Sequéncia de
Referéncia NCBI: NM_000799.4), IGF-1 EPO (Sequéncia de Referéncia NCBI:
NM_000618.5) e GH (Sequéncia de Referéncia NCBI: NM_000515.5) genes. Os
materiais de referéncia para esses genes serdo sintetizados de forma linearizada e
circular e serdo adquiridos dos laboratorios GenScript (GenScript, Piscataway, NJ). Sera
determinado o limite de deteccédo nas matrizes: plasma; sangue total e dried blood spot.
O experimento de PCR ter4d como alvo para amplificacdo do sinal, duas regibes de
sequéncia génica diferentes na juncdo exon-exon para cada gene e duas gPCRs de
multiplexacdo (PCR simultaneo) realizadas com sondas TagMan marcadas com sondas
fluorescéncias diferentes. Dois primers e pares de sondas seréo gerados para cada gene
alvo (IGF-1; GH e EPO). Os pares de primers e sondas serdo projetadas usando o
software Primer Express ™ e as recomendacOes do guia de otimizacdo TagMan
Multiplex para projetar primers e sondas TagMan QSY disponiveis no site da Thermo
Fisher Scientific. Cada par de primer e sonda serd adicionado em concentracao
equimolar. Os resultados de quantificacdo (Cq) mais elevados serédo confirmados por
dPCR para o alvo positivo correspondente. Para garantir uma eficiéncia de PCR
semelhante, um controle interno baseado em uma sequéncia sintética nao relacionada
sera incluido no ensaio. O limite de deteccéo sera determinado para gPCR (abordagem

de multiplexacéo e cada alvo separadamente) e dPCR.

3.e.3. Resultados esperados e produtos prospectados

- Desenvolvimento métodos 7 métodos quantitativos para a deteccdo simultanea de
doping genético para os genes IGF-1; GH e EPO por PCR em tempo real (QPCR) e

confirmacédo por PCR digital em amostras de sangue coletas em Dried Blood Spots.
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- Avaliacdo de dispositivos e diferentes tipos de papel cartdo para coleta de amostras de

sangue (Dried Blood Spots) para aplicacées de biologia molecular no ambito do controle
de dopagem brasileiro.

-Desenvolvimento de novos protocolos na fronteira do conhecimento para detectar
substancias projetadas usadas para fins de dopagem em amostras alternativas (Dried
Blood Spots).

-Melhoria de métodos analiticos existentes para detectar drogas especificas, ex. GH,
IGF-1, EPO.

3.f. Resultados preliminares

3.f.1. Etapa proposta 1

- Foram desenhadas por programas de bioinformética todas as sequéncias para a
sintese dos materiais de referéncia para os transgenes (IGF-1, GH e EPO) e para as

sequencias de iniciadores de DNA para os ensaios multiplex.

- Foram avaliados trés diferentes suportes para Dried Blood Spots (Nucleic Acid Cards,
Wattman paper e o dispositivo nacional Organicoat) com volumes minimos de amostras

de sague (20 uL) de voluntarios.

- Foram avaliados trés diferentes suportes para Dried Blood Spots (Nucleic Acid Cards,
Wattman paper e o dispositivo nacional Organicoat) com volume reduzido de 10 pL de

sangue de voluntarios.
- Foram avaliadas extrac6es de DNA no ensaio piloto, a partir dos trés dispositivos DBS
e definido o mais promissor (Nucleid Acid Card — Thermo Fisher) para dar continuidade

ao projeto com um numero maior de amostras, evitando assim gastos desnecessarios.

- O ensaio multiplex foi testado com sucesso para o0 gene EPO em Dried Blood Spot com

0 ensaio piloto com nimero pequeno de amostras.
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- O ensaio multiplex foi testado com sucesso para 0 gene GH e estd em fase de

otimizacdo em Dried Blood Spot com nimero reduzido de amostras assim como foi feito
para o ensaio para o gene EPO. O equipamento principal aguarda manutencéo (prevista
para agosto) para que seja possivel dar continuidade ao planejamento.

3.f.2. Etapa proposta 2

- Foram desenhadas por programas de bioinformatica e clonadas sondas de DNA para

analises com PCR digital

- Os ensaios foram analisados preliminarmente por PCR digital, em amostras do ensaio
piloto para que os ajustes necessarios fossem realizados antes da sintese final do

material evitando assim gastos desnecessarios da verba prevista.
- Os ensaios para EPO e GH estdo em fase de otimizacdo para a aplicacdo de PCR
digital. O equipamento aguarda manutencdo (prevista para agosto) para que seja

possivel dar continuidade ao planejamento.

Resultados compilados na apresentagéo abaixo para melhor ilustragéo:
https://youtu.be/QTiFXiwBRn4

3.9. Concluséo

Considerando as caracteristicas ja conhecidas de preservacdo de amostras
biologicas em matrizes secas, bem como os resultados promissores de matrizes
poliméricas na recuperacao de agentes dopantes, o uso da estratégia DBS aplicadas a
meétodos de dopagem genética apresenta potencial para viabilizar tais métodos em
laboratorios antidopagem.

Os resultados obtidos no presente trabalhos reforgam tal tese, com destaque para
a possibilidade de aumento da abrangéncia metodoldgica, através do ensaio multiplex,

testado com sucesso para o gene GH.
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Entretanto, impactam fortemente na real avaliacdo da aplicabilidade de

metodologias de dopagem genética, a caréncia de normativas que, obrigatoriamente,
devem vir da Agéncia Mundial Antidopagem.

Nao menos importante é a avaliagdo de risco e custo-beneficio de implementacéo
de tal metodologia no Sistema Antidopagem Brasileiro, sem critérios bem estabelecidos
gue podem ser alvo de questionamentos em tribunais.

Finalmente, apesar dos resultados indicarem a adequabilidade da matriz
polimérica seca na coleta e estabilidade de amostras, o custo por analise torna, hoje, a
implementacédo pouco realistica.

Além dos avancgos técnicos obtidos no projeto, que certamente servirdo de degrau
para investigacdes futuras, a principal conclusdo do presente trabalho é o alerta para a
implementacdo de métodos em viés regulatério bem estabelecido, o que pode acarretar
desenvolvimentos e investimentos, sem possibilidade concreta de aplicagéo praticas em

amostras de atletas.
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SUBPROJETO 4. Amostragem tipo Dried Blood Spot - Il - Deteccdo de agentes
dopantes proibidos em competicao

Coordenacao executiva: Dra. Carina Anselmo.

4.a. Introducao

4.a.1. DBS no Contexto do Controle de Dopagem

A avaliacdo da existéncia de dopagem no esporte € usualmente realizada pela
analise de fluidos dos atletas a fim de detectar a presenca das substancias ou de seus
metabdlitos (LUIZ et al., 2019). No ambito esportivo, essa prética é bastante difundida
em diversos niveis de competicdo e em varios paises, cada um com sua preferéncia por
substancias utilizadas.

Com a crescente utilizacdo de substancias dopantes pelos atletas, a criacdo da
Agéncia Mundial Antidopagem, do inglés World Anti-Doping Agency (WADA), foi um
marco importante na histéria do controle antidopagem. Uma das missdes da WADA é
normalizar uma regulacdo de controle de dopagem que possa ser aplicada em todo o
mundo, promovendo assim o jogo limpo e a seguranca dos atletas (LIPPI et al., 2008).
No contexto do controle de dopagem no esporte, a WADA ¢é a organizacéo responsavel
por determinar regulacdes, métodos, acreditacdes de laboratérios de dopagem e,
principalmente, por estabelecer anualmente a lista de substancias e métodos proibidos,
denominada The Prohibited List (WADA, 2022). Este documento que determina quais
substancias e métodos sdo proibidos para os atletas e em qual intervalo de tempo e,
portanto, devem ser monitoradas pelos laboratorios acreditados pela WADA para realizar
as andlises de controle antidopagem (LUIZ et al., 2019).

A lista de substancias proibidas da WADA é organizada por classes de acordo
com a similaridade farmacolégica. Dentro das classificagcfes existem ainda as
substancias que sao proibidas em competicdo, ou seja, cujo uso € vedado no intervalo
gue compreende a partir das vinte e trés e cinquenta e nove (23:59) horas do dia anterior
a competicdo até a coleta. Ou as substancias proibidas permanentemente, cujo uso &

vedado todo o tempo, antes ou apos as competicdes (WADA, 2021).
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A WADA também determina em seus documentos parametros, classificacoes e

condicbes de analise sob as quais substancias proibidas devem ser monitoradas e
guando estas levam aos chamados Resultados Analiticos Adversos (RAA). Uma destas
classificages sao as de substéancias threshold e non-threshold.

Substancias threshold sdo substancias que precisam passar por um método de
analise quantitativo, e cuja concentracdo medida sera um fator de decisdo para
determinar se sua presenca se classifica como um Resultado Analitico Adverso (RAA).
Ja substancias non-threshold sédo substancias cuja analise é feita de forma qualitativa, e
nao € necessdria a determinacao de sua concentracdo por um método quantitativo.
Substancias non-threshold s&o ainda separadas em substancias com Mimimun
Reporting Levels (MRL) e sem MRL. O MRL € a concentracdo de uma substancia
avaliada qualitativamente abaixo da qual os laboratérios ndo precisam reportar um RAA.
Logo, substéncias que nédo possuem MRL devem ser reportadas sempre que
identificadas, independente da sua concentracdo, desde que atendam aos requisitos
presentes nos documentos técnicos da WADA.

Para assegurar que todos os laboratérios acreditados consigam detectar e
reportar a presenca de substancias non-threshold a WADA estabelece o Minimum
Required Performance Levels (MRPL), que é a concentracdo minima que os laboratorios
precisam ser capazes de detectar por métodos cromatograficos acoplados a
espectrometria de massas. O MRL, quando existente, podera ser igual ou maior que o
MRPL, porém nunca menor (WADA, 2022).

E importante notar que o avanco dos métodos de dopagem e a intrinseca
diferenca entre cada técnica de amostragem, bem como o tempo de transporte, a
composicao das amostras dos atletas e os parametros analiticos tém papel fundamental
na confiabilidade dos resultados, sendo necessario entdo normalizacdo rigorosa dessas
condicdes (LIPPI et al., 2008).

4.a.2. Tipos de amostragem no Controle de Dopagem

A forma com que uma amostra € coletada e manejada € um dos fatores
importantes do processo de amostragem. Seguindo padrdes internacionais
determinados pela WADA e pelo Comité Olimpico Internacional (COI), as amostras
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coletadas devem ser separadas de forma duplicada, denominadas amostras A e B, que

serdo encaminhadas simultaneamente para os laboratérios acreditados pela WADA.

Essa dupla amostragem é realizada para que em casos de Resultados Analiticos
Adversos (RAA), uma amostra intacta (Amostra B) possa ser usada em um procedimento
de contraprova que pode ser solicitado pelo atleta como confirmacédo da suspeita de
dopagem.

O controle de dopagem pode ter varias fontes de material biolégico do atleta, tais
como sangue, saliva, cabelo e urina, porém a escolha da forma de amostragem deve ser
baseada em quais substancias ha interesse de deteccdo (TROUT e KAZLAUSKAS,
2004). Um outro parametro a ser considerado € quais serdo os alvos analiticos
monitorados, ja que algumas substancias podem ser excretadas como foram ingeridas
e outras sdo metabolizadas, o que deve ser considerado para a deteccédo da dopagem
no esporte (TROUT e KAZLAUSKAS, 2004).

No geral, a urina € a matriz mais comumente utilizada na andlise de controle de
dopagem. Essa escolha ocorre por varios motivos, sendo os principais a vasta
diversidade de substancias e metabdlitos presentes em altas concentracdes nessa
matriz em comparacdo com o sangue, por exemplo (TROUT e KAZLAUSKAS, 2004).
Além disso, sua forma de amostragem menos invasiva, a grande quantidade de material
coletado e o fato de possuir janelas de deteccao relativamente longas (CAO et al., 2015)
tornaram esse tipo de amostragem uma pratica comum ao longo dos anos.

Uma outra forma de amostragem utilizada é a coleta de sangue total, geralmente
utilizada nas analises que tém por objetivo detectar o0 uso de substancias ou técnicas
gue aumentem o transporte de oxigénio para os muasculos visando melhorar o
desempenho dos atletas, principalmente em esportes que exijam ampla capacidade
aerobica (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Algumas praticas de dopagem detectaveis na amostragem utilizando sangue séo:
a transfusado de sangue, substitutos sintéticos de sangue e manipuladores genéticos (DE
OLIVEIRA et al., 2014). Para essa coleta sao utilizados kits de amostragem com tubos
também separados em amostra A e B, de forma semelhante a amostragem de urina. A
amostra coletada é entdo armazenada em dispositivos de transporte a temperatura

controlada, seguindo para o laboratorio acreditado pela WADA.
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4.a.3 Dried Blood Spot (DBS)

Dried blood spot (DBS), ou mancha de sangue seco, € uma forma de micro-
amostragem existente a mais de 50 anos, cuja utilizacdo em analises de dopagem vem
recentemente sendo estudada (KOJIMA et al., 2015; TRETZEL et al., 2014). O DBS ¢é
um tipo de dried matrix spot (DMS), técnica de amostragem onde uma pequena
guantidade de amostra biolégica é aplicada a um papel especifico (TRETZEL et al.,
2014). Por ser necessaria uma pequena quantidade de amostra, as DMSs em geral

possuem vantagens quanto sua estocagem, transporte e coleta (MICHELY et al., 2017).

A amostragem por DBS ¢é utilizada para o monitoramento de glicose em coelhos
ha mais de um século, e seu uso em exames clinicos para identificar doencas e
condicbes genéticas é corrigueiro. Pode-se citar o popular teste de Guthrie (teste do
pezinho) em recém-nascidos, que é utilizado para identificar a doenca fenilcetonduria,
utilizando a abordagem do DBS (SADONES et al., 2014).

Em geral, o uso de DBS oferece uma série de vantagens sobre as outras formas
de amostragem rotineiramente utilizadas, tais como urina e sangue total. Dentre as
vantagens do DBS podem-se citar: procedimento simples; demanda condi¢cdes de
transporte mais econdmicos; ndo necessita de refrigeracdo; menor invasividade na
coleta de amostra e mitigacado do risco de infecgcdes aos pacientes (TRETZEL et al.,
2015). Além disso, possui maior estabilidade quando comparado a outras matrizes que
podem sofrer degradacdo enzimatica, tais como urina e sangue total (THOMAS et al.,
2011).

No ambito do controle de dopagem € importante que a estabilidade das amostras
seja preservada para evitar falsos resultados causados por degradagdo das substancias
nas matrizes. Essa degradacéo, no caso da urina, pode ainda ser agravada quando as
amostras ndo sdo submetidas a condicbes apropriadas de transporte e estocagem,
principalmente em locais de altas temperaturas (TSIVOU, 2011), como o Brasil. Ainda
assim, a urina é a matriz mais comumente utilizada no controle de dopagem por conter

uma alta concentracdo de substancias e metabolitos (LUIZ, 2019).

Desde 2021, a WADA publicou um documento que permite aos laboratérios de

dopagem oferecer analises de triagem e confirmacao de agentes dopantes, sendo uma
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matriz complementar as analises rotineiras de urina, e focada principalmente em

substancias proibidas para atletas dentro e fora de competicdo (WADA, 2021). O TD
propde ainda harmonizacdo de alguns parédmetros como coleta, analise, transporte e
armazenamento. No entanto, o documento técnico de DBS aborda apenas a
implementacédo para substancias non-threshold sem MRL, e ndo estabelece ainda valor

de MRPL para substancias nessa matriz.

Ademais, a técnica de amostragem por DBS foi utilizada nas Olimpiadas de
Beijing em 2022, sua primeira aplicacdo em eventos oficiais de grande porte. Mostrando
a importancia das pesquisas na area de DBS dentro do contexto do controle de dopagem
visto que existe uma demanda pela implementacdo da técnica dentro das rotinas dos

laboratorios acreditados.

4.a.4. Influéncia do Hematocrito

Apesar de todas as vantagens do DBS ele também apresenta limitacdes, sendo
uma delas a influéncia do hematdcrito. O hematdcrito pode ser definido como a
porcentagem de células vermelhas presentes no sangue. Esse parametro possui uma
faixa de valores de 28 a 67% que pode ser influenciado por diversos fatores, tais como
género, idade e condicdo de saude. Esses valores sdo diretamente proporcionais a
viscosidade do sangue, e, portanto, inversamente proporcionais ao espalhamento da
mancha de sangue nos materiais absorventes a base de papel (O’'MARA et al., 2011).

Assim, amostras de DBS produzidas em papel a partir de um mesmo volume de
sangue podem possuir areas diferentes dependendo do valor do hematdcrito. Quanto
maior o hematdcrito, mais viscoso sera o sangue, consequentemente menor sera o seu
espalhamento no papel e a area da mancha produzida. Com isso, caso se fixe a area da
mancha a ser extraida, possivelmente havera uma diferenca intrinseca na quantidade de
matéria submetida a analise e consequentemente do sinal analitico obtido (KUMAR et
al., 2019).

Para o desenvolvimento de um método de DBS é importante garantir, através de
testes, condigBes que permitam a diminuicdo ou auséncia da influéncia do hematécrito,
de forma a garantir a confiabilidade do resultado da analise. Assim, novos dispositivos

de microamostragem foram utilizados para superar as principais desvantagens do DBS,
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o chamado Volumetric Absorptive Microsampling (VAMS), que permite a coleta precisa
de volumes de sangue pré-definidos para bioanalise (LONDHE & RAJADHYAKSHA,
2020; CHANG et al., 2020). O VAMS proporciona uma vantagem importante na analise

complementar da urina para agentes dopantes proibidos em competicdo (TRETZEL et
al., 2015) como estimulantes e glicocorticéides, classes que estdo entre as mais

comumente encontradas como agentes dopantes no esporte (WADA, 2020).

4.a.5. Analise de moléculas no controle de dopagem atualmente

No controle de dopagem atual para pequenas moléculas, que compreende as
substéancias organicas de até 800 Da, o monitoramento é feito, frequentemente, por meio
da andlise destas substancias na matriz urina. Por se tratar de matriz complexa é
necessario um procedimento de pré-tratamento de amostracom finalidade de concentrar
os analitos e eliminar possiveis interferentes. No Laboratoério Brasileiro de Controle de
Dopagem (LBCD) a analise dessas substancias na etapa de triagem é realizada a partir
da extracdo por fase sélida (SPE) para concentracdo e limpeza da amostra seguida de
andlise por CLAE-EMAR (OLIVEIRA, 2021).

Essa técnica empregada na etapa de triagem € bastante abrangente e realiza o
monitoramento de mais de 450 substancias (dentre substancias proibidas e seus
metabdlitos) em apenas uma técnica de analise. Esse grupo de substancias inclui tanto
substéancias proibidas em competigdo quanto proibidas a todo tempo, algumas das quais
foram escolhidas para serem para serem monitoradas pela técnica de DBS nesse
estudo.

Para implementar essa nova técnica na analise de algumas pequenas moléculas
de interesse para o DBS é necessario o desenvolvimento de uma técnica de preparo de
amostra considerando as especificidades desta amostragem e as diferencas entre as

duas matrizes.

4.a.6. Substancias proibidas em competicao

Como dito anteriormente, as substancias sao classificadas pela lista da WADA como
proibidas em competicdo e proibidas a todo tempo. Esse trabalho aborda algumas das

substancias proibidas em competicdo, que tém seu uso vedado no intervalo que
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compreende a partir das vinte e trés e cinquenta e nove (23:59) horas do dia anterior a

competicdo até a coleta. As substancias em competicao que serdo abordadas pertencem
as classes dos estimulantes e dos glicocorticoides.

Pensando em um viés farmacocinético, o DBS poderia fornecer uma vantagem
importante em uma analise complementar com a urina para algumas substancias
proibidas em competicdo. O uso do DBS para andlise seria uma evidéncia dos niveis
sanguineos farmacologicamente relevantes no momento da competicdo (TRETZEL,
2015), e consequentemente, uma forma de correlacionar as concentragdes dessas
substéancias na urina com os efeitos farmacoldgicos.

Neste trabalho foram abordadas substancias non-threshold com MRL, apesar do
documento técnico publicado pela WADA contemplando apenas a analise por DBS de
substancias non-threshold sem MRL, até o presente momento (WADA, 2023). Tal
escolha das substancias proibidas em competicdo para este estudo, em um primeiro
momento, deve-se ao fato delas figurarem na lista de resultados analiticos adversos mais
frequentemente encontrados no controle de dopagem no esporte (WADA, 2020). Além
disso, considerando a andlise de DBS como ainda complementar no controle de
dopagem, € interessante analisar substancias proibidas em competicdo nessas duas
matrizes, DBS e urina, buscando uma correlacdo na literatura entre concentracéo

presente na urina e o efeito baseado na concentracao presente no sangue do DBS.

4.a.6.a. Estimulantes

Os estimulantes sdo uma classe de substancias capazes de aumentar a agilidade
e resisténcia ao cansaco, podendo ser utilizados durante as competicdes para aumentar
o0 desempenho dos atletas. Essa classe de substancias inclui os estimulantes do sistema
nervoso central (SNC), estimulantes psicomotores e aminas simpatomimeéticas, todas
com uso vedado em competicdo (LU et al.. 2010). Todas as substancias dessa classe

abordadas no presente estudo estao representadas na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Substancias proibidas em estudo da classe dos estimulantes.

Dentre os estimulantes proibidos em competicéo pela WADA estao a sibutramina,
o metilfenidato e o isometepteno, substancias que segundo relatério anual da WADA
(WADA, 2020) correspondem a parte relevante dos casos de resultados analiticos
adversos (RAAs) encontrados para essa classe. A sibutramina é uma substancia
utilizada no tratamento de obesidade em adultos, causando a perda de peso através da
acao de dois metabdlitos farmacologicamente ativos: N-didesmetil e a N-bisdesmetil
sibutramina. Esses dois metabdlitos suprimem o apetite e potencializam a sensacéo de
saciedade, aumentando a termogénese pela supresséo de serotonina e nor-epinefrina
(LI e CHEUNG, 2009).

O metilfenidato € um estimulante do SNC amplamente utilizado no tratamento de
criancas com TDAH (Transtorno do Déficit de Atencdo com Hiperatividade). Entende-se
gue seu mecanismo de acao envolve estimulo nos receptores alfa e beta-adrenérgicos
diretamente, utilizando a liberagcdo de dopamina e noradrenalina indiretamente dos
terminais sinapticos. A absor¢do dessa substéncia é rapida e o seu pico plasmatico
costuma ocorrer entre 1 e 3 horas apos a sua ingestéo (KIMKO et al., 1999; PASTURA
e MATTOS, 2004).

O isometepteno mucato € uma amina simpaticomimética com propriedades
vasoconstritoras por mecanismos de agéo envolvendo adrenoreceptores. Amplamente
utilizada no Brasil, promove acéo analgésica direta e indiretamente pela potencializacao

de outros analgésicos, como a dipirona. Seu mecanismo de acéo atinge principalmente
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musculos lisos e a vasoconstricdo do cranio e arteriolas cerebrais para a diminuicéo das
dores de cabeca (DE SOUZA CARVALHO et al., 2012).

4.a.6.b.Glicocorticoides

Os glicocorticoides sdo uma classe de substancias proibidas em competicéo pela
WADA quando administradas por via oral, retal, intravenosa e intramuscular, sendo
permitida a utilizacéo por vias topicas de administracdo (MATABOSCH et al., 2015). A
prednisolona e a prednisona séo utilizadas como farmacos desde os anos 1950, sendo
0s primeiros glicocorticoides sintéticos. Ambos sdo agentes anti-inflamatérios e
Imunossupressores para diversas enfermidades. A prednisona pode ser ainda
classificada tanto como um pré-farmaco quanto como um metabdlito do farmaco ativo
prednisolona (MATABOSCH et al., 2015).

A prednisona é utilizada clinicamente para tratar de doencas cronicas, como
asma, tiroide, artrites ente outros. Essa medicacdo € inativa até que é convertida a
prednisolona no figado. A prednisolona, assim como outros glicocorticoides, age pela
ligacdo a um receptor de glicocorticoides localizado no citoplasma, causando assim a
alteracdo conformacional do receptor ligado. Uma fez modificado, esse complexo sofre
um aprimoramento de sua funcdo génica promovendo a acdo anti-inflamatoria
(VANDEWALLE et al., 2018). A prednisona, prednisolona e seus metabdlitos abordados

neste estudo encontram-se representados na Figura 4.2.
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Figura 4.2. Substéncias proibidas em estudo da classe dos Glicocorticoides.

4.a.7. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma técnica analitica de
separacao de substancias que se utiliza de uma fase estacionaria solida, empacotada
em uma coluna, e de uma fase movel liquida, que passa pela coluna sob elevadas
pressdes (AQUINO-NETO, 2003). Os componentes fundamentais de um sistema de

CLAE constam na Figura 4.3.

)

0 O

Figura 4.3. Esquema de componentes de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
(Adaptada de: “Preparative HPLC.svg" de GYassineMrabetTalk)
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Dentre os componentes do CLAE, podemos enumerar: Bomba de alta pressao

(Figura 4.3 -1), que é o sistema composto pela bomba e controladores de presséo e
vazdo, 0S quais Sd0 essenciais para que se mantenha o tempo de retencéo,
reprodutibilidade e sensibilidade entre as andlises; Fases moével (Figura 4.3-2) estao
presentes normalmente em reservatorios de vidro com 0s solventes que constituem a
fase moével; Degaseificador (Figura 4.3-3) € 0 componente responsavel por retirar 0s
fases e impurezas nos liquidos como forma de prevenir um desgaste da coluna e
interferir no sinal do detector; Misturador de solventes (Figura 4.3-4) é o homogeneizador
da mistura de fases moveis; Sistema de injecdo da amostra (Figura 4.3-5 e 4.3-6): um
sistema por onde a amostra é introduzida, com volume determinado, a partir de uma
valvula de amostragem ou por meio de uma seringa de injecao; Colunas cromatograficas
(Figura 4.3.7) sado usualmente constituidas de tubos de aco inoxidavel, possuindo
recheio constituido da fase estacionaria empacotada, muitas vezes composta por
particulas de silica de tamanho micrométricos; Forno (Figura 4.3-8) é o responsavel por
manter a temperatura da coluna constante; e o Detector (Figura 4.3-9) que € utilizado
para monitorar a composicado da fase movel que elui da coluna, gerando sinais para 0s

sistemas de dados que assim produzem o cromatograma (Figura 4.3-10).

4.a.8. Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR)

A espectrometriade massas de alta resolugcdo (EMAR) € uma técnica que consiste
na ionizacdo de um composto e subsequente separacéo dos ions de acordo com a razéo
massa/carga (m/z). A quantidade de ions de cada m/z € transcrita como um espectro
(SILVERSTEIN et al., 2005). O sistema de ionizacédo por eletrospray (Electron Spray
lonization, ESI) foi um avango que permitiu o acoplamento entre a cromatografia liquida
e a espectrometria de massas por meio da sua capacidade de transformacéao, a pressao
atmosférica, de ions em fase condensada para a fase gasosa (FENN et al., 1989).

A fonte de ESI possui trés etapas principais de funcionamento, como pode ser
verificado na Figura 4.4. A ionizacao por ESI se inicia com a emissao de um spray de
goticulas, resultante da passagem de um fluxo de solucdo de amostra através de um
capilar de aco inox, sendo seguida pela evaporacao do solvente, promovida pela corrente
coaxial de gas de secagem (N2) (FENN et al., 1989; HO et al., 2003), que permite entédo

a evaporacdo progressiva do solvente e eventual aumento da densidade de carga
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superficial das goticulas. Posteriormente, ocorre a ejecdo de goticulas carregadas as

guais ao chegar no limite de Rayleight sofrem de uma explosédo coulombica e producéo
de gotas-filhas que evaporam (HO et al., 2003). Com o fim dessa cadeia de
acontecimentos os ions sdo dessorvidos para a fase gasosa (FENN et al., 1989).
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Figura 4.4. Etapas do processo de ionizacao por eletrospray (ESI) (FENN et al., 1989).

4.a.9. Validacdo

A validacdo de um método analitico € um processo que visa garantir
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade dos resultados analiticos obtidos,
assegurando que o método é adequado para aplicacao rotineira sob as condicdes
determinadas (RIBANI et al., 2004).

De acordo com documento técnico sobre o método de DBS estabelecido pela
WADA (WADA, 2023), a selecéo e a validacédo dos procedimentos de analise por DBS
devem estar de acordo com as aplicadas para substancias non-threshold sem MRL.
Nesse contexto, foram selecionados parametros de validacdo que sao definidos no
International Stardards for Laboratories (ISL) pela WADA para substancias analisadas
gualitativamente sem concentracao minima.

Os parametros e critérios abordados nesse trabalho sdo: seletividade,
estabilidade de amostraextraida, arraste, rendimento de extracao, efeito matriz, precisdo
intra-ensaio, precisdo inter-ensaio e limite de deteccdo (LOD), parametros também
comumente abordados na literatura durante a validacdo do método de DBS (TRETZEL
et al., 2014; THOMAS et al., 2011; WAGNER et al., 2016).
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4.a.9.a. Seletividade

A seletividade € a capacidade de um meétodo de produzir resultados onde é
possivel diferenciar o analito de potenciais interferentes presentes na matriz
(endogenos), de forma inequivoca. Esse parametro avalia ainda o quanto de
interferéncia produtos de degradacéo, impurezas, excipientes e ingredientes ativos
podem realizar caso estejam presentes. A seletividade garante que ha separacdo do
analito e de outros componentes e que o pico de resposta é referente a substancia de
interesse (RIBANI et al., 2004).

4.a.9.b. Estabilidade das amostras extraidas

A estabilidade das amostras extraidas consiste na avaliacdo do tempo em que as
amostras se mantém em condicbes de andlise apés o fim dos procedimentos de
bancada. A avaliacdo desse parametro é essencial visto que é comum que amostras
extraidas tenham suas corridas cromatograficas realizadas durante a noite ou dia
seguinte ao procedimento, o que a submete a diferentes termos de temperatura e tempo,
logo é importante essa avaliacdo para gerar resultados confiaveis e reprodutiveis. Ao se
tomar conhecimento da estabilidade de uma amostra € possivel realizar as analises

antes que ocorra degradacao (RIBANI et al., 2004).

4.a.9.c. Arraste

A avaliagao do parametro de arraste consiste em examinar a possibilidade de que
ocorra durante uma andlise instrumental a contaminacdo de uma amostra branca por
outra que contenha os analitos (WADA, 2021). A avaliacdo desse parametro &

importante para eliminar a possibilidade de falsos positivos causados por arraste.

4.a.9.d. Rendimento de Extracao

O rendimento de extragéo consiste em uma avaliagdo de quanto de amostra pode
ser recuperada quando é submetida pelo procedimento de extracdo. Esse parametro
pode ser considerado uma forma de mensurar a eficiéncia do método analitico e pode

ser utilizado para a otimizacdo de variaveis que influenciem na extracao.
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A informacéo do rendimento de extracdo € obtida através da comparacao entre o

resultado (razédo area do analito / area do padrao interno) obtido com uma amostra
fortificada que sofre procedimento de extracdo em relagéo ao resultado obtido com uma
amostra branca em que a mesma quantidade de analito é adicionada ap6és a etapa da

extracao.

4.a.9.e. Efeito Matriz

Efeito Matriz consiste em potenciais fendbmenos de supressdo ou ampliacdo do
sinal analitico causados por interferéncia de elementos que compdem a matriz amostral
(no caso, sangue seco). A avaliacdo do efeito matriz foi realizada através da comparacao
da resposta (area do analito) obtida em um caso em que foi utilizado o DBS (sangue
seco na matriz absorvente) em comparagcdo ao caso em que nem O sangue nem O
material absorvente foram utilizados. Em ambos os casos, a mesma quantidade de

analito é adicionada apos a extracao.

4.a.9.f. Precisdo Intra e Interensaio

A precisédo interensaio ou repetibilidade expressa a variabilidade analitica dentro
de um mesmo ensaio, ou seja, has mesmas condi¢des de trabalho. Enquanto a precisao
interensaio ou precisdo intermediaria é avaliada variando-se as condigOes
experimentais, como o dia do ensaio, 0 analista, 0 equipamento, entre outros. Ambas
sao expressas na forma de desvio padrao relativo (RSD%). A determinacdo da precisao
intra e interensaio foi realizada em trés niveis de concentracdo (100%, 70% e 50% da
concentracdo de trabalho) em dois dias distintos, apenas para o dispositivo VAMS-
Mitra®.

4.a.9.9. Limite de Deteccéo (LOD)

O LOD um parametro de validagdo que determina a menor concentragédo que uma
substancia pode ser identificada de maneira inequivoca, mesmo que ndo de forma
guantitativa (RIBANI et al., 2004). O LOD dos analitos foi determinado matematicamente

(sigmoid —fit) como a concentragdo em que o analito sera detectado em 95% dos casos.
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4.a.10 Avaliacdo da estabilidade em diferentes condicdes de temperatura ao longo do

tempo

A avaliacdo da estabilidade dos analitos em estudo (figura 4.1 e 4.2) presentes na
amostra de DBS dos dispositivos VAMS- Mitra® foi feita de modo a determinar a
influéncia das condicdes de transporte e estocagem na deteccéo de tais analitos. Dessa
forma, as amostras de DBS fortificadas foram armazenadas a temperatura ambiente, a
4°C ou a -20°C e a extracao foi realizada apoés 1, 5, 19, 30 ou 60 dias (no caso da
temperatura ambiente, apenas 1, 5 e 19 dias). A avaliacdo da estabilidade foi feita
comparando-se a razdo Analito/Padrdo Interno da amostra estocada com a razéo

Analito/Padréo Interno de um controle positivo fresco, fortificado no dia da extracgéo.

4.b. Objetivo

O objetivo geral do trabalho é validar um método de analise por DBS utilizando
CLAE-EMAR para a deteccdo de substancias proibidas para atletas para possivel

aplicacdo nas analises de rotina da triagem do LBCD.

4.b.1. Objetivos Especificos

- Otimizagéo e validagdo de método multiresiduo de triagem em amostras de DBS com
analise por CL-EMAR de acordo com os requisitos exigidos pela WADA,
- Verificacdo da potencial influéncia do hematécrito nas amostras de DBS coletadas em

suporte absorvente ndo volumétrico.

4.c. Procedimento Experimental

4.c.1. Materiais e Métodos

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC. Acido formico, formiato de
amonio, metanol, acetonitrila, terc-butil-metil-éter e o acido acético foram obtidos da
Tedia (Fairfield, EUA). A agua ultrapura utilizada foi proveniente do sistema de agua Milli-
Q-Millipore (18MW cm™) (Massachusetts, EUA).

60



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Os materiais de referéncia dos analitos avaliados foram obtidos dos seguintes

fornecedores: AtlanChim Pharma (Saint-Herblain, Franca), Auspep (Victoria, Australia),
British Pharmacopoeia (London, UK), Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA), Cerilliant
(Round Rock, EUA), ChemScene (New Jersey, EUA), Chiron AS (Emeryville, EUA),
Enamine Ltd (Kyiv, Ukraine), European Directorate for the Quality of Medicines EDQM
(Strasbourg, France), GlaxoSmithKline (Brentford, UK), LGC Standards (Teddington,
UK), MedChemExpress MCE (New Jersey, EUA), Medical Isotopes Inc. (Ottawa,
Canada), MediChem SA (Barcelona, Spain), National Measurement Institute NMI
(Lindfield, Australia), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA), Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA), Steraloids Inc. (Newport, EUA), Toronto Research Chemicals Inc. TRC (North
York, Canada), U.S. Pharmacopeia (North Bethesda, EUA), ou doados de outros
laboratorios que realizam controle de dopagem. Os analitos avaliados constam nas
Tabela 4.4 e Tabela 4.5. Os padrdes internos utilizados foram: 7-propil-teofilina (para
analitos S7 e S8), formoterol-D6 (para analitos S3), testosterona-D3 (para analitos S1 e
S4), mefrusida-D3 (para analitos S5), cortisona-D8 (para analitos da classe S9) e a
efedrina-D3 (para os analitos S6), foram obtidos da Life Chemicals (Washington DC,
EUA).

Os cartdes de aplicacdo do DBS, Whatman 903TM foram obtidos da Whatman GE
(Uppsala, Suécia). O Dispositivo de microamostragem absortiva volumétrica (Volumetric
Absorptive Microsampling, VAMS) utilizado foi o Mitra® (Neoteryx, EUA), com

capacidade de coletar 30uL.

4.c.2. Procedimento de Extracao

Para a realizagdo dos ensaios foi adaptado o procedimento de DBS descrito por
Thomas e colaboradores (THOMAS et al., 2011). Foi coletado 4 mL de sangue venoso
de voluntarios (Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica - CAAE:
40915120.0.0000.5257) em tubo de coleta com paredes encobertas pelo anticoagulante
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). Aliquotas sao transferidas para microtubos de
1,5 mL, correspondendo aos controles positivos e negativos. Os controles positivos

foram preparados pela adi¢cdo de solugdo mix padrao dos analitos.
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A concentracéo final dos analitos em sangue total correspondeu ao MRPL (ou

valor inferior a este) estabelecido para a matriz urina, ja que ainda néo existe MRPL

estabelecido para o DBS no controle de dopagem. Nas Tabela 4.4 e

Tabela 4.2, pode-se encontrar, respectivamente, a concentracdo de trabalho dos
analitos em cada spot de 20 uL de DBS no Whatman 903TM ou de 30uL de DBS no
VAMS (Mitra®). Os controles negativos foram preparados pela adicdo de sangue total,
sem os analitos. m seguida, foram feitos spots desses controles nos cartdes, Whattman
903™, utilizando pipeta automaética calibrada com um volume de 20uL, bem como o
carregamento do sangue nos VAMS conforme instru¢des do fabricante. Uma gota de
50uL do sangue fortificado (controle positivo) ou puro (controle negativo) foi pipetada
num parafilme, na qual encostou-se a ponta do material absorvente a 45°C. Dois
segundos apés a saturacdo do dispositivo, retirou-se o dispositivo do contato com o
sangue. Os cartdes e os VAMS foram deixados em repouso a temperatura ambiente
para secagem por duas horas. Apds secagem, 0S spots inteiramente recortados com
uma tesoura, e os VAMS foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, onde foi
adicionado 5L de solugdo de padrao interno (7-propilteofilina, efedrina-D3, cortisona-
D8 e mefrusida-D3), e em seguida adicionado 400uL da solugdo de extragdo de
metanol:acetonitrila:acido acético aquoso 2% (1:1:1). Os tubos foram sonicados por 30
minutos a temperatura inicial de 30°C. ApGs a retirada do sonicador foram centrifugados
a 17.000g por 5 min e o sobrenadante resultante separado e evaporado a 40°C por cerca
de 20 min. A reconstituicdo da amostra foi feita com 50uL (Whattman 903™) ou 100 pL
(VAMS) da fase mével aquosa/organica 80:20 (dgua/metanol com 0,1% de acido férmico
e 5mM de formiato de amoénio). Esse extrato foi transferido para um vial e injetado em
cromatografo liquido acoplado a um espectrbmetro de massas (LC-MS). Uma

representacédo do procedimento experimental pode ser encontrada na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Procedimento de extracdo para método de DBS utilizando Whatman 903™
e VAMS Mitra®.

4.c.3. Andlise Instrumental

O método instrumental utilizado para o desenvolvimento do método de triagem por
DBS foi 0 mesmo descrito por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA, 2021) e utilizado em
andlises rotineiras na triagem de pequenas moléculas do LBCD (Laboratério Brasileiro
de Controle de Dopagem). As andlises instrumentais foram realizadas utilizando
cromatografo liquido Dionex 3000 UHPLC (Thermo Scientific) acoplado a um
espectrébmetro de massas de alta resolucdo Q-Exactive Plus (Thermo Scientific) com
ionizacao por eletrospray. A coluna cromatografica utilizada foi uma C18 de fase reversa
(1,7 microm, 50x 2,1 mm) na temperatura de 40°C. As fases moveis (FM) foram
compostas de: 0,1% de acido férmico e 5mM de formiato de aménio em agua (A) e de
0,1% &cido formico em metanol (B). O gradiente de eluicdo foi de: 5% de FM B até 0,3
min; 5-10% de 0,3 & 0,5 min; 10-25% de 0,5 a 1 min; 25-90% de 1 a 6 min; 90-100% de
6 a 8 min; 100% de 8 a 9 min; e de 100-5% de 9,1- 12 min. A voltagem do spray de 3,9
kV, a temperatura do capilar de 380 °C e o nivel de radiofrequéncia (RF) da lente S
definido para 40 (unidades arbitrarias). O equipamento operou em modo de varredura
total na faixa de m/z 100-670.

4.c.4. Avaliacado da Influéncia do Hematocrito

Nesse ensaio foi avaliada a influéncia do hematdcrito em duas formas de corte
dos spots, uma onde é cortada uma éarea fixa e outra onde os spots eram cortados de

formatotal. Para isso foi coletada amostra de sangue venoso de voluntario e medido seu
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hematdcrito por um Analisador Hematologico Automatizado. Essa amostra em seguida

passou por procedimento de diluicdo ou concentracdo para gerar hematocritos nos

valores de 30, 40, 50 e 60%, como descrito na Figura 4.6.

ook 300 40%50%  60%

0 e 0o o

' Solugéo intermediaria

de hematocrito 60% a

Leitura de Separagio do partir da diluicio das
hematécrito. plasxylale das células vermelhas
celulas

Diluigdes a partir

da solugéo de
hematocrito 60%.

com plasma.
vermelhas.

Figura 4.6. Procedimento de mimetizagdo de hematdcritos para teste de Influéncia de

Hematocrito.

A avaliacao foi realizada entre 30 e 60% de HCT, que engloba a faixa fisiolégica
de hematdcrito de homens e mulheres. Estes valores de hematdécrito foram obtidos a
partir da diluicdo de uma amostra de sangue com hematdcrito original igual a 45%.
Inicialmente, foi retirada uma aliquota do sangue total para preparo dos controles
negativo e positivo. Em seguida, 4mL do sangue foram transferidos para um tubo cénico
de capacidade de 15mL, o qual foi submetido a centrifugacéo por 10 min a 1000g. Apos
a centrifugacéo, o plasma foi separado em outro tubo, e o material celular foi lavado duas
vezes com 4mL com tampédo fosfato de sédio (PBS), realizando-se uma nova
centrifugacdo de 4 minutos min a 1000g entre as lavagens. O preparo da solucéo de
HCT 60% ocorreu pela adicdo de 1,2 mL de plasma ao material celular, ap6s remocao
do PBS. O Sangue de HCT 60% foi entdo separado em aliquotas para adicdo dos
volumes adequados de plasma, de modo a se obter sangues com HCT de 50%, 40% e
30%.

Este procedimento foi realizado apenas para o papel Whatman, e ndo para os
dispositivos Mitra®, que fazem coleta volumétrica, e consequentemente, o efeito de

influéncia do hematdcrito se torna desprezivel.

4.d. Validacéao
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Os ensaios de validacdo foram realizados utilizando-se seis a dez amostras de

sangue venoso fortificado com solucdo dos analitos de referéncia em concentracdo
conhecida.

Para o papel Whatman 903TM, os analitos fortificados e validados foram os
estimulantes e glicocorticoides descritos no item 4.a.6, figuras 4.1 e 4.2.

Para o VAMS- Mitra®, os analitos fortificados abrangem as classes M1, S3, S4,
S5, S6, S7, S8 e S9, totalizando os mais de 300 analitos presentes na Tabela 4.5. Os
padrdes internos (PI) utilizados estdo descritos no item 4.c.1.

Para a validacdo do procedimento utilizando-se amostras de DBS nos cartbes
Whatman 903TM e no VAMS-MITRA, foram avaliados os parametros de: seletividade,
estabilidade de amostra extraida, arraste, rendimento de extracao, e limite de deteccdo
(LOD). Adicionalmente, para o VAMS-MITRA, também se avaliou o efeito matriz, bem
COmo a preciséo intra e inter-ensaio. A validagéo foi baseada na International Standard
for Laboratories (ISL 2021) da WADA e nos parametros comumente abordados na
literatura durante as validacdes de métodos de DBS com o objetivo de garantir resultados

adequados ao propésito do controle de dopagem.

4.d.1. Seletividade

Foram analisados dois lotes de 5 amostras de branco de sangue de origem
diferentes por analistas distintos. Essas amostras foram fortificadas com solugao de
mistura dos analitos e com o Pl para formar os controles positivos, e apenas com Pl para
formar os controles negativos.

Todas as amostras foram extraidas e analisadas por CLAE-EMAR. Para verificar
a seletividade do método foi verificado a existéncia de interferentes nos tempos de
retencdo dos analitos e do PI.

4.d.2. Estabilidade da amostra extraida

O teste de estabilidade de amostra extraida se é realizado pela reinjecao das
amostras do lote 24h a 48h apds a primeira injecao. O critério utilizado para determinar
se ha estabilidade da amostra foio mesmo utilizado pelo LBCD na analise de substancias

gualitativas sem estimativa de concentracdo minima permitida. O critério entdo
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determina que é observada estabilidade da amostra extraida quando a substancia &

identificada em 100% das amostras reinjetadas.

4.d.3. Arraste

O arraste foi avaliado pela injecdo de uma amostra fortificada com analitos a 400%
da concentracdo de trabalho correspondente ao MRPL (ou valor inferior a este)
precedida por uma amostra de controle negativo e seguida por outra amostra de controle

negativo.

4.d.4. Precisao Intra e Interensaio

A precisao intra e a precisao interensaio (avaliada em dois dias diferentes) foram
determinadas para o VAMS- Mitra® em dois lotes, cada um contendo trés diferentes
amostras de DBS fortificadas com os analitos sob investigacdo em trés niveis de
concentracdo: baixa (50% da concentracdo de trabalho), média (correspondente a 70%
de trabalho) e alta (correspondentes a concentracao de trabalho). Ambos precisao intra-

ensaio e precisao inter-ensaio foram expressas como RSD (%).

4.d.5. Efeito matriz

O efeito matriz do DBS no VAMS foi avaliado pela andlise da area do analito de
guatro sangues brancos de voluntéarios diferentes, fortificados apds a etapa de extracdo
em comparagdo com 4 amostras que seguiram procedimento idéntico em paralelo, em
gue nao foi utilizado sangue nem o MITRA (somente, adicdo da solugdo de extracéo e

PI), fortificadas apos a etapa de extracao.

4.d.6. Rendimento de Extracao

Para avaliagdo do rendimento de extracdo foram preparadas trés (Whatman
903TM) a quatro (VAMS- Mitra®) amostras de sangue provenientes de voluntarios
distintos, que foram fortificadas antes da aplicacdo no cartdo ou no VAMS. A razéo area

do Analito/Padrao interno foi entdo comparada com a razao encontrada para amostras
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de DBS proveniente do sangue dos mesmos voluntarios que foram fortificadas somente

apos o procedimento de extracao.

4.d.5. Limite de Deteccdo (LOD)

Para cada nivel de concentragéo avaliado, dez (Whatman 903TM) ou seis (VAMS-
Mitra®) brancos de sangue provenientes de voluntarios distintos foram separados em
dois lotes de cinco (Whatman 903TM) ou trés (VAMS- Mitra®) amostras para serem
preparados por analistas diferentes ou em dias distintos. Cada lote foi fortificado nas
concentracOes das substancias de: 100, 70, 40, 20, 5 e 0,1% do MRPL (Whatman
903TM) ou 100, 70, 50, 30, 10, 1 e 0,1% da concentracdo de trabalho que consta na

Tabela 4.2 (VAMS- Mitra®). A estimativa do LOD de cada substéncia € obtida a
partir de uma curva de resposta de detecc¢do, que é descrita por uma funcéo sigmoide,

considerando 95% de deteccéo.

4.e. Resultados e Discussao

4.e.1. Teste prévio do Procedimento de Extracéo

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do processo de extracdo realizado em
procedimento descrito no artigo de THOMAS e colaboradores foi realizado um teste
prévio de extracdo com DBS no papel Whatman 903TM. Como descrito em artigo
(THOMAS et al.,, 2011) esse procedimento utilizou 10 min de tempo de banho de
ultrassom e como solugéo de extragdo uma mistura de metanol:acetonitrila:acido acético
aquoso 2% (1:1:1).

Os analitos estudados foram, entdo, submetidos ao procedimento de preparo de
amostra do artigo e o rendimento de extragdo de cada uma das substancias consta a
Figura 4.7. Em média, a recuperacao dos analitos foi de 34% com o método de Thomas
e colaboradores. Nenhuma das substancias estudadas obteve recuperacdo maior que

50% e a sibutramina foi a que obteve o pior resultado, de 12%.
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Figura 4.7. Grafico do ensaio de recuperacao previa.

A fim de alcancar valores maiores de recuperagdo foram propostos testes de
otimizacdo dos parametros de maior influéncia na capacidade de extracdo do
procedimento de preparo de amostra. Os parametros escolhidos para serem otimizados
foram o tempo do banho de ultrassom e a solucéo utilizada para extrair as substancias
do papel.

4.e.2. Otimizacao dos parametros

4.e.2.a. Tempo de Banho de Ultrassom

Devido ao baixo rendimento de extracdo obtido no teste prévio para as
substancias escolhidas no estudo, uma otimizagdo nos parametros foi proposta.
Utilizando-se o papel Whatman 903TM, o teste de otimizacdo dos parametros estudou a
alteracao do tempo de ultrassom e de solugcédo de extracéo utilizados por THOMAS e
colaboradores. O primeiro parametro abordado foi o tempo de banho de ultrassom.
Sendo assim, foi realizado experimento similar ao teste prévio de extracado modificando
apenas esse parametro, de forma a comparar os rendimentos de extracdo com o
aumento do tempo do tempo sob o banho de ultrassom. O tempo de banho ultrassénico
foi aumentado para 30 min. A recuperacado de extracdo das substancias em estudo em

comparacao com as do teste prévio consta na Figura 4.8.
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Figura 4.8. Recuperacgao dos analitos nas condigdes experimentais utilizadas.

Os resultados descritos na Figura 4.4 mostram que o teste feito com o parametro
tempo aumentado obteve recuperacoes de até 86%, sendo o rendimento anterior mais
alto de 46%. O resultado de menor recuperacao seguiu sendo para a Sibutramina, uma
recuperacédo de 12% com 10 min e 62% para o parametro otimizado. Além disso, a média
das extracOes anterior era de 34% e passou a 77%. Sendo assim, é possivel observar
uma maior eficiéncia de extracdo das substancias em estudo com 30 min de ultrassom

e esse valor foi o utilizado nos testes seguintes.

4.e.2.b. Solucdes de Extracado

Para a realizagéo dos testes de solugéo extracao foi utilizado tempo de ultrassom
de 30 min que demonstrou maior eficiéncia nos resultados do teste descrito
anteriormente. Na avaliacdo do parametro de solucbes de extracdo foi realizado o
procedimento de extragdo com trés diferentes solugdes: metanol:acetonitrila:acido
acético aquoso 2% (1:1:1); metanol:acetonitrila (1:1); metanol:éter metil terc-butilico
(1:1). Os resultados de recuperacdo da extracdo para cada uma das substancias em

estudo séo apresentados na Figura 4.9.
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Figura 4.9. Ensaio de recuperacéo dos analitos no papel Whatman 903TM com solugbes
de extracdo: (1) metanol:acetonitrila:acido acético aquoso 2% (1:1:1); (2)

metanol:acetonitrila (1:1) e (3) metanol:éter metil terc-butilico (1:1).

Analisando a Figura 4.9, pode-se observar que houve uma recuperacao pela
solugdo 3 com menor rendimento de extracdo de 38% para a 63-OH-prednisolona e
melhor rendimento para a N-desmetil-sibutramina de 81% com média das recuperagdes
de todas as substancias de 65%. Ja para a solugcéo 2, a média geral dos rendimentos foi
a mais baixa entre todas as solu¢cdes com 45%. O menor rendimento de 5% ocorreu para
0 Isometepteno Mucato, e o melhor rendimento para a OH-disdesmetil-sibutramina de
81%. A solugdo 1 apresentou 0os maiores valores gerais de rendimento com média de
77%. Seu menor rendimento ocorreu com a Sibutramina com 62% e o melhor com a
N,N-didesmetilsibutramina com 86%.

As recuperacdes obtidas a partir desse experimento foram submetidas a andlise
estatistica com teste de ANOVA seguido por Teste de Tukey. Foi possivel entdo
comparar matematicamente os valores de recuperacdo de cada substancia e foi
determinada diferenca estatistica significativa entre as solugbes de extracdo na
recuperacado da sibutramina. Com isso, € possivel afirmar que de forma geral a solucao
de extracdo mais eficiente para o procedimento € a solugdo metanol:acetonitrila:acido
acético aquoso 2% (1:1:1) que obteve maior recuperacao para todas as substancias.

A melhor recuperagdo observada por essa solucdo poderia ser explicada pela

presenca do acido acético 2% em meio aquoso, que tornaria a ionizacao das substancias
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mais efetiva e logo mais solvataveis. Assumiu-se entdo como parte do procedimento

experimental para os testes seguintes a adaptacdo do tempo de banho de ultrassom
para 30 minutos e a solucdo de extracdo metanol:acetonitrila:4cido acético aquoso 2%
(1:1:1).

4.e.2.c. Influéncia do Hematécrito (HCT) e forma de corte dos spots de DBS

Conforme ja € descrito amplamente na literatura, ha uma diferenca no
espalhamento do sangue no papel Whatman 903™. Quanto mais alto o valor do HCT,
menor o espalhamento e consequentemente menor a area do spot, devido a maior
viscosidade do sangue. Com esse conhecimento, ja seria esperado que o recorte de uma
area fixa dos spots resultaria na perda de quantidade do analito para amostras de HCT
mais baixo em comparacdo com amostras de HCT maiores. Entretanto, o recorte parcial
dos spots, utilizando-se um furador, por exemplo, agilizaria o processo de analise das
amostras. Por isso, foi avaliado impacto na deteccao dos analitos que a forma de recortar
0 spot no papel Whatman 903™ (total, com tesoura ou parcialmente, com o furador)
poderia causar em amostras com HCT diferentes.

Com o objetivo de averiguar uma possivel influéncia de hematécrito no método e
abordar uma harmonizacdo no padrédo de corte dos spots, foi realizado o ensaio de
influéncia de hematécrito para as amostras de DBS no papel Whatman 903TM.

Segundo literatura para considerar a auséncia da influéncia de hematdcrito é
necessario que as medi¢des obtenham desvio padrao relativo (DPR) para a substancia
menor que 15% e que a acuracia da medicéo pertenca a faixa de 85 a 115% (WAGNER
et al., 2016). Para o calculo de acuracia foi também extraida uma amostra de sangue
ndo modificado, cujo resultado serviu como referéncia para a acuracia das outras
substancias.

E possivel notar através dos resultados presentes na Figura 4.11 que o DPR das
razdes entre as Areas dos analitos/ Areas do Padr&o Interno das amostras cujos spots
foram recortados parcialmente (por furador) foi maior do que a dos spots recortados

integralmente (por tesoura).
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Figura 4.11. Comparacéo de desvio padréao relativo (DPR) para furador e tesoura.

Considerando-se o critério presente na literatura (WAGNER et al., 2016; O'MARA
et al., 2011) de DPR<15% e acuracia entre 85-115% para se descartar a influéncia do
hematdcrito, considera-se que o método, utilizando-se os spots recortados integralmente
cumpriu ambos os requisitos, diferentemente do procedimento utilizando-se o recorte
parcial. Os valores de acurdcia encontrados no caso em que houve recorte integral do
spot, tomando-se como parametro os controles positivos preparados no sangue original
(que nao foi manipulado pelas etapas de centrifugacao, lavagem e diluicdo) podem ser
encontrados na Tabela .

Assim, foi considerado que, desde que se utilize a area total do spot, o método
gue ndo apresenta influéncia do hematdcrito. Por isso esse foi o procedimento foi

adotado nas etapas de validacdo do método.
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Tabela 4.1: Acuracia do ensaio de influéncia do hematocrito.

Classe /Analito

Acurécia (%)

S9. Prednisona 89
S9. Prednisolona 95
S9. 6B-OH-prednisolona 94
S6. Isometepteno mucato 85
S6. Isometepteno M1 (Aranthol) 90
S6. Sibutramina 85
S6. N,N-didesmetil-sibutramina 99
S6. N-desmetil-sibutramina 90
S6. OH-didesmetil-sibutramina 87
S6. Metilfenidato 88
S6. Acido ritalinico 85

4.f. Validacao

4.f.1. Seletividade

Tanto para a validagcdo com o papel Whatman 903TM, como para o VAMS- Mitra®

nao foram observados interferentes no tempo de retencao das substancias e metabdlitos

em estudo ou dos padrdes internos utilizados (Figura 4.12).

cN1 [ng/mL] cN2 [ng/mL] cN3 [ng/mL]
AA: 0 0.00 AA: 0 0.00 AA: 0 0.00
RT: NI (7.45) 000E+00  RT: N (7.45) 000E:00  RT: N (7.45) 0.00E+00
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Figura 4.12. Cromatogramas de controle negativo (CN1 a CN3) e controles positivos

(LOD1 1 aLOD1 3) dasubstancia N,N-didesmetilsibutramina para teste de seletividade

utilizando o papel Whatman 903TM.
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Figura 4.13. Cromatogramas de controles negativos sem (CN1 a CN7) e com (CN PI1 e CN PI2)
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adicdo de padrdo interno e controles positivos (LOI1_1 & LOI1_3) da substancia N,N-

didesmetilsibutramina para teste de seletividade utilizando o VAMS- Mitra®.

4.f.2. Estabilidade das amostras extraidas

Tanto para a validagdo com o papel Whatman 903TM, como para o VAMS- Mitra®,
todas as substancias presentes foram detectadas assim como ocorreu na primeira
injecdo. Com isso a reinjecdo das amostras apés 24h (papel Whatman 903TM) ou 48h
(VAMS- Mitra®) satisfez ao critério de substancias non-threshold sem MRL estabelecido

pela WADA, determinando a estabilidade das amostras extraidas.

4.f.3. Arraste

Tanto para a validacdo com o papel Whatman 903TM, como para o VAMS- Mitra®,
na injecdo de uma amostra de concentragdo em 400% da concentragdo de tabalho
precedida e seguida por duas amostras de controle negativo, ndo foi identificado arraste
em nenhuma das substancias ou padrdes internos. Exemplos podem ser vistos nas
Figuras 4.8 e 4.9.
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CH2_1 [ngfmL] CPA [ngfmL] CNZ2_2 [ngfmL]
AN 0D 0.00 AN 3T4D0DO1 0.00 Ak D 0.00
RT: NIF (4.99) 0.00E+00 RT: 5.0%(4.99) 1.24E+06 RT:  NIF(4.93) 0.00E+00
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Figura 4.8. Cromatograma da substancia 6B-OH-prednisolona de sequéncia do parametro de
arraste, onde: (CPA) amostra fortificada em 400% do MRPL; CN2-1 e CN2-2, controles

negativos. Teste realizado com papel Whatman 903TM.
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Figura 4.9. Cromatograma da substancia acido ritalinico de sequéncia do parametro de arraste,
onde: (CPA) amostra fortificada em 400% do MRPL; CN1_reinj-1 e CN2_reinj e CN3_reinj

controles negativos. Teste realizado com VAMS- Mitra®.

4.f.4. Precisao Intra e Interensaio

A precisao intra e a precisao interensaio em trés niveis de concentracdo foram
avaliadas na forma de RSD% (Area do analito / Area do Padrdo Interno) entre as
amostras de DBS (VAMS- Mitra®) fortificadas.

Na

Tabela 4.2 podem ser encontrados os valores de precisao intraensaio e na
Tabela 4.3, os valores de precisao interensaio. Os niveis de concentracdo em que a
precisao foi avaliada foram 100%, 70% e 50% da concentracdo de trabalho exibida nas

Tabela 4.2 e Tabela 4.3. As células com “NA” se referem aos casos em que nao

foi possivel calcular o valor de precisdo devido a auséncia de sinal analitico em pelo
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menos uma das amostras. Os valores acima de 20% ou “NA” estido destacados em

vermelho.

Tabela 4.2: Preciséo Intraensaio por dia em trés niveis de concentracao

PRECISAO INTRAENSAIO (%)

Concentracéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentracdo | Concentracdo | Concentracdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
M1. Efaproxiral 10 20,8 17,1 154 51 16,2 14,8
S1. Epitrembolona 25 18,4 7,0 3,6 58 9,4 3,3
S1. Estanozolol (16-OH) 1 26,3 10,9 32,0 29,7 NA 22,9
S1. Gestrinona 2,5 18,2 7,3 53 4,4 20,8 11,1
S1. Gestrinona (6a-OH) 2,5 17,2 6,5 12,1 10,4 31,3 5,8
S1. Metildienolona MS2 287>159 25 51 6,8 16,5 55 33,6 11,5
S1. Metiltrienolona {ou Metribolona} 25 14,0 51,4 10,9 1,2 13,7 12,2
S1. Prostanozol (16-OH) 2,5 25,0 16,2 5,8 12,5 36,0 4,0
S1. SARM Enobosarm (Ostarina) 1 10,0 16,1 6,7 2,8 17,7 17,9
S1. SARM GSK2881078 1 45,6 14,1 47,1 12,8 NA 20,3
S1. SARM LGD4033 1 55,9 22,6 NA 34,2 NA 51,2
S1. SARM RAD-140-Fragment 1 13,0 19,3 17,1 43,7 39,3 46,9
S1. SARM S1 1 4,2 20,0 7,2 20,3 51 20,3
S1. SARM S-23 (SB19042) 1 12,7 17,8 25,3 16,7 15,0 12,0
S1. SARM S4 (Andarina) 1 12,5 9,7 17,7 12,0 40,1 17,7
S1. SARM S4 (Andarina-o-defenil) 1 18,7 10,6 7,2 7,6 17,4 1,7
S1. SARM S9 1 15,1 17,2 24,2 15,0 16,1 11,2
S1. Tetrahidrogestrinona 25 5,2 10,2 14,2 11,1 9,1 4,0
S1x. 20-hidroxiecdisona 10 49,1 17,3 21,3 455 NA NA
S1x. Cetoconazol 20 11,2 14,2 17,2 9,0 59 8,1
S1x. Finasterida (carboxi) 5 34,6 18,3 34,4 4,7 22,5 5,9
S1x. Fluconazol 20 15,9 4,5 14,1 0,8 10,3 57
S1x. Flutamida 1 7,5 7,2 12,8 8,9 16,4 8,1
S1x. Flutamida (2-OH) 1 10,4 15,3 8,1 3,1 9,1 15,2
Si1x. Miconazol 20 17,6 20,9 20,6 20,2 17,9 3,8
S3. Higenamine 10 7,8 15,7 23,1 16,2 26,7 27,9
S3. Higenamine (Coclaurine) 10 15,1 26,2 15,1 28,7 12,9 11,4
S3. Indacaterol 20 45,2 11,8 68,4 20,5 33,0 17,5
S3. Olodaterol 20 285 3,2 18,1 12,2 6,1 12,1
S3. Procaterol 20 5,5 9,9 20,9 14,4 13,3 11,4
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S3. Reproterol tetrahidroquinol

derivado 20 12,8 4,0 17,3 81 10,5 13,2
S3. Ritodrina 20 12,5 57 18,3 7,5 4,7 50
S3. Salmeterol 10 12,8 4,8 13,3 16,7 15,3 11,3
S3. Tretoquinol {ou Trimetoquinol} 20 63,0 19,7 34,1 30,2 48,2 42,8
S3. Tulobuterol 20 6,8 7,0 12,9 8,3 6,1 10,4
S3. Vilanterol 10 13,9 55 15,9 14,4 10,1 10,7
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
S3q. Formoterol 20 15,5 9,5 18,3 7,6 59 54
S4. Aminoglutetimida (N-acetil) 20 17,6 51 6,2 4.6 10,2 11,6
S4. Aminoglutetimida MS2 233>146 20 9,7 21,6 26,5 15,8 288 28,2
S4. Anastrozol 20 15,0 53 6,7 5,5 12,7 5,6
g:é Androsta-1,4,6-triene-17b-ol-3- 20 28.3 49 17,7 50 174 12
fi?ﬂ?;ﬁj‘i‘ﬁ“;ﬂ'ﬁgf‘ {Androsta- 20 238 | 91 | 202 | 65 | 105 | 102
S4. Bazedoxifeno 20 18,6 11,7 28,1 17,2 21,6 10,4
S4. Clomifeno 20 15,5 3,3 20,5 14,9 13,0 38,3
S4. Clomifeno (desetil) 20 NA 8,3 25,9 13,5 18,8 18,0
S4. Exemestano 20 12,5 4.4 6,6 3,9 14,1 12,2
Shoeesmo QO (T | | 77 | ea | s | 34 | ua | sz
S4. Fulvestrant 20 12,4 30,0 30,3 13,2 25,3 17,9
S4. Fulvestrant (17-ceto) 20 5,8 25,5 24,7 22,1 20,9 11,9
S4. Mildronato {ou Meldonium} 100 4,5 33,5 9,5 34,2 26,7 9,6
[S,\jl"sg’]”'ﬂggggo (o [ 2 ST 100 157 | 134 | 170 | 136 | 31,3 | 249
S4. Raloxifeno 20 12,8 10,1 11,4 17,7 11,0 8,0
S4. SR9009 10 6,8 20,8 254 15,7 17,2 13,2
S4. SR9009 M2 10 15,0 11,9 15,7 8,6 16,9 5,8
S4. SR9009 M6 10 23,2 8,9 10,7 26,7 14,0 15,0
S4. SR9011 10 134 19,9 27,6 214 27,9 111
S4. Tamoxifeno 20 22,8 8,0 20,1 24,4 18,6 38,6
S4. Tamoxifeno (3-OH-4-metoxi) 20 13,4 11,1 15,9 13,5 16,6 17,4
S4. Tamoxifeno (4-OH) 20 4.6 8,3 11,4 19,3 14,0 18,1
S4. Tamoxifeno acido 20 27,1 31,8 34,3 14,3 28,5 5,6
S4. Testolactona 20 8,2 5,6 17,5 17,1 25,5 13,2
S4. Tetrahidrotestolactona 20 29,5 47,4 2,6 33,6 8.4 33,0
ggé;l'f;;ahidrotestolactona* MS2 20 54.4 224 38,6 432 818 NA
S4. Toremifeno 20 15,5 33 20,5 14,9 13,0 38,3
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S4. Toremifeno (4-OH) 20 6,1 8,7 11,8 19,3 10,5 15,6
?:ér:g{“e)mife“o (OH-metoxi-N- 20 121 | 81 | 275 | 215 | 162 | 136
S4. Trimetazidina Frag AlF>166 10 14,0 7,7 18,6 4.4 49,3 14,5
S4x. Lomerizina 10 12,7 9,5 5,4 7,0 14,3 5,9
s
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia?2
S5. Acetazolamida 100 8,6 12,9 15,4 42,9 15,2 19,3
S5. Altiazida 100 10,6 3.9 14,7 11,3 14,7 2,0
S5. Amilorida 100 51 8,0 3,8 11,1 115 8,7
SATE@emmooneonel | g | s 0 | us | w9 | 50
S5. Azosemida 100 18,1 15,1 22,4 7,6 7,8 49
S5. Bemetizida 100 8,1 3,7 13,6 11,0 13,0 8,5
S5. Bendroflumetiazida 100 34,8 111 24,9 33,1 44,3 20,1
S5. Bendroflumetiazida-NH4 100 111 1,4 17,2 9,4 12,9 5,8
S5. Benzilhidroclorotiazida 100 9,6 5,6 10,2 10,4 13,6 2,2
S5. Benztiazida 100 15,8 2,4 16,6 6,0 14,7 9,1
S5. Brinzolamida 50 14,1 35,8 9,6 32,7 8,2 24,2
S5. Bumetanida 100 9,7 16,4 12,7 39 4,2 4,1
S5. Butiazida (-) 100 10,5 4,3 9,8 9,3 12,4 7,6
S5. Butiazida (+) 100 8,7 11,7 | 248 7.9 20,5 8,5
S5. Ciclopentiazida 100 12,7 30 10,6 10,2 139 6,5
S5. Ciclotiazida 100 13,4 25 15,5 6,0 11,4 3,7
S5. Clopamida 100 7,0 1,0 9,3 7,0 17,3 6,4
S5. Clorazanil 50 11,0 10,3 8.8 11,0 33 14,6
S5. Clorotiazida 100 16,5 13,0 12,2 12,5 10,2 20,2
S5. Clortalidona 100 21,5 15,0 16,6 15,2 3,9 5,8
S5. Conivaptan 100 14,5 8,5 14,8 9,2 11,3 9,4
S5. Diclorfenamida 100 10,4 4,7 12,7 55 57 78
S5. Dorzolamida 50 10,7 16,6 58 4,3 7,6 5,0
S5. Epitizida 100 10,3 0,8 12,7 6,2 12,1 0,3
S5. Eplerenona 100 10,1 9,0 10,9 5,6 10,9 9,7
S5. Eplerenona (6b-OH) 100 8,7 11,5 8,4 7,6 14,5 12,5
tsi(fm':tsn';’"ono'acm”a (6b-OH-7a- 50 638 | 146 | 355 | 51 | 107 | 43
S5. Espironolactona (artefato) 50 6,5 8,0 12,3 2,2 3,8 14,6
S5. Furosemida 100 11,1 11,0 23,0 14 1,3 15,8
S5. Hidroclorotiazida 100 4.4 2,6 0,8 8,8 22,0 5,5
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S5. Hidroflumetiazida 50 11,2 7,7 12,6 8,3 14,2 12,0
S5. Indapamida 100 32,7 15,0 51,2 31,2 50,2 18,7
S5. Lixivaptan 50 7,8 23,3 20,1 22,1 51 17,6
S5. Mebutizida (-) 100 7,4 2,6 12,0 8,4 11,9 4,1
S5. Mefrusida 100 8,7 4,8 7,9 3,8 115 4,7
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia?2
2%%;22?“3 (E5ieTE) 1 50T 100 100 | 59 | 108 | 09 | 160 | 360
S5. Metazolamida (+) 100 14,2 20,3 8,4 15,6 12,5 14,6
S5. Meticlotiazida 100 60,9 31,9 56,8 21,2 37,8 27,8
S5. Metolazona 100 11,7 2,5 8,8 6,9 15,7 3,2
S5. Mozavaptan 100 13,2 11,3 11,2 10,6 10,4 14,4
S5. Piretanida 100 10,3 59 18,2 11,3 11,7 34
S5. Politiazida 50 11,6 3,8 9,1 57 11,1 5,8
S5. Probenecida 100 12,8 6,9 12,7 1,8 9,3 12,2
S5. Quinetazona 50 8,5 17,6 9,4 10,8 9,0 2,6
S5. Relcovaptan 100 11,6 9,5 10,9 9,0 10,2 9,0
S5. Tolvaptan 100 19,6 10,5 38,5 13,8 17,5 12,8
S5. Tolvaptan (OH) 100 11,0 10,2 10,4 9,3 11,0 19
S5. Torasemida 50 14,2 6,6 18,4 4,8 13,4 54
S5. Triantereno 50 9,3 11,1 8,2 9,9 2,9 8,8
S5. Triantereno (p-OH sulfato) 100 13,0 12,6 15,1 14,0 14,2 53
S5. Triclormetiazida 100 11,2 7,2 14,6 10,9 15,1 4.7
S5. Xipamida 100 20,7 30,4 30,8 23,6 3,9 6,0
S5x. Proguanil 100 11,5 8,9 4,1 12,8 2,6 9,2
/_alfzq.Catina-Fragment (marcador) 100 122 72 74 133 46 76
n } *
6 LLDMBA/ L3, OMBA 100 | ssa | s7a | 4t | 670 | 712 | na
S6. 2,5-dimetoxifenetilamina 25 11,2 18,9 7,5 22,3 13,1 16,7
S Faeme e (N | 5| es | 57 | w7 | M| m2 | 72
S6. 3,3-difenilpropilamina 25 8,3 10,9 12,5 12,7 10,4 12,1
S6. 4-fluoroanfetamina 50 16,4 7,3 12,2 51 17,9 7.4
3’63'_;}3';5;2;‘”?;%?"‘i”OprOp")' 50 20 | 22 | 1582 | 74 | 218 | 45
S6. Ac. ritalinico 100 18,3 6,0 183 | 13,9 | 219 | 43
S6. Adrafinil 70 14,0 16,8 13,6 35 18,6 47
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S6. Anfepramona 25 31,5 34,7 27,4 25,2 13,1 47,1
) s |72 | s a0 | s7 | 2| 9
So,antepanen 55 | 23 | as | wa | a7 | 25 | sz
S6. Anfetamina 100 8,1 24,4 24,0 11,3 7,5 8,4
S6. Anfetamina frag 136 > 119 100 28,7 59 NA NA NA NA
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
S6. Benfluorex 25 9,7 14,3 16,0 13,6 15,7 2,5
S6. Benzfetamina 25 7,1 1,7 7,8 12,7 12,4 20,5
S6. Benzilpiperazina 12,5 9,8 0,5 15,6 115 21,5 15,4
S6. Bromantano 25 14,2 19,9 45,9 22,9 11,4 33,9
S6. Bromantano (6-OH) 25 12,2 19,8 16,7 18,3 10,0 4,7
S6. Carfedon {ou Fonturacetam} 50 9,7 75 7,0 21,0 55 16,3
S6. Catinona 100 10,2 6,5 12,7 13,9 19,2 9,3
S6. Catinona analogo Alfa-PVP 50 30,5 15,3 15,8 14,7 15,1 23,3
S6. Catinona analogo Metilona 50 45 1,5 13,0 55 12,4 8,3
fﬂ%tiiﬁgg?gj-gﬁgboeﬁg}ona (MDPV) 25 139 | 63 | 145 | 137 | 138 | 82
ﬁgbt(e:grt:)”nog‘a EEeZER (N 25 206 | 14 | 81 | 35 | 124 | 163
S6. Catinona -H20 100 9,4 6,1 17,2 11,5 18,7 6,9
S6. Ciclazodona 25 7,6 11,7 6,6 4,2 6,7 9,1
S6. Clobenzorex 25 11,6 8,0 12,6 12,4 4,7 6,6
S6. Clobenzorex (4-OH) 25 15,8 1,6 13,5 11,1 12,8 57
S6. Cropropamida -C2H5NH2 100 9,5 10,7 10,2 55 8,6 10,3
S6. Cropropamida-Na 100 17,0 11,1 23,1 4,9 21,6 24
S6. Crotetamida -C2H5NH2 100 13,3 12,9 14,3 5,0 8,1 15,1
S6. Crotetamida-Na 100 13,5 34 10,7 4.4 3,7 28,3
S6. Dimetilanfetamina 50 18,4 1,7 16,2 5.4 24,7 10,3
S6. Dipentilona 50 8,9 3,4 14,1 9,6 17,2 7,2
S6. Dobutamina 50 22,3 47,3 48,2 23,8 21,3 NA
S6. Estricnina 25 10,6 12,5 15,0 14,0 18,3 9,6
S6. Etamivan 25 14,0 15,8 7,8 9,5 9,7 35
S6. Etilanfetamina 50 8,1 8,7 13,8 3,4 13,5 4.8
S6. Etilanfetamina (4-OH) 50 12,0 54 14,3 4,6 14,8 5,6
S6. Etilefrina -H20 (TIV) 50 14,1 1,9 12,3 15,7 12,4 7,7
S6. Famprofazona 25 13,5 14,1 17,7 7,5 13,3 0,9
S6. Fembutrazato 25 6,9 11,0 14,0 45 5,9 8,7
S6. Femproporex 25 16,3 8,8 14,6 10,1 19,6 10,3
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S6. Fencamina 25 15,5 11,9 14,5 14,6 17,2 8,4
S6. Fencanfamina 25 4,2 8,0 10,0 9,7 13,8 59
S6. Fendimetrazina 50 7,1 2,7 16,0 5,4 20,8 12,0
S6. Fenetilina 25 13,7 35 15,8 9,0 11,2 4,4
S6. Fenfluramina 25 29 8,2 9,3 11,6 16,8 12,6
S6. Fenfluramina (nor) 25 75 7,4 6,6 139 20,3 2,0
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
S6. Fenmetrazina 50 11,4 7,8 16,9 7,8 15,7 9,1
S6. Fentermina 50 15,6 49 195 9,2 29,1 23,6
S6. Foledrina 50 12,3 4,2 14,4 9,3 11,8 9,2
S6. Furfenorex 25 12,3 5,9 12,1 6,2 11,7 12,8
S6. Heptaminol 100 11,6 9,0 17,7 11,2 17,7 57
S6. Hexan-2-amino 100 21,6 4,5 21,6 27,9 17,0 15,8
S6. Isometepteno 20 9,8 8,1 14,4 8,1 16,7 6,5
S6. Isometepteno M1 50 13,3 8,6 14,5 7,1 12,4 4,1
S6. Lisdexanfetamina 50 18,9 13,0 21,6 20,2 21,3 7,1
S6. MDA {ou Tenanfetamina} 50 14,6 8,8 10,8 11,5 11,2 3,9
S6. MDA {ou Tenanfetamina} -NH3 50 12,4 2,0 10,8 7,7 13,6 10,2
S6. MDEA 25 10,3 25 12,8 8,0 18,0 57
S6. MDMA 50 9,5 3,0 12,4 10,8 16,0 12,3
S6. MDMA Metab (HMMA) 50 15,9 5,6 8,1 16,7 9,6 19,6
S6. Meclofenoxato M (4-CPA) 50 30,2 22,1 334 11,9 37,4 18,3
S6. Mefedrona 25 2,7 2,2 15,2 73 21,6 8,0
S6. Mefedrona (nor) 50 17,8 31,9 17,6 24,3 17,2 18,8
S6. Mefenorex 25 14,4 3,9 13,8 4,0 18,9 2,2
S6. Mefentermina 50 8,1 9,2 13,5 3,6 13,5 2,9
S6. Mesocarb (p-OH) 25 31 255 18,1 14,9 7.4 55
S6. Metanfetamina 25 16,2 3,5 15,0 11,4 21,5 12,4
S6. Metilfenidato 50 9,6 53 135 8,1 15,7 21
S6. Metilhexanoamina 100 8,7 20,8 15,9 9,6 22,4 12,1
S6. Metoxifenamina 25 11,8 3,1 11,9 12,1 10,5 9,3
S6. Modafinil-Fragment 50 10,5 9,9 11,4 2,7 9,4 4,4
S6. Modafinilico Ac-Fragment 100 13,5 13,0 17,4 10,6 15,4 5,6
S6. Modafinil-Na 50 7,1 12,2 10,9 6,3 12,0 3,1
ﬁﬁ/.lé\lp—\}etil-4-metoxi-anfetamina {ou o5 11,0 53 126 43 20,4 36
S6. Niguetamida 25 14,4 6,7 12,5 8,3 17,7 7,2
Egl'n:\(‘:g‘i‘rf;";‘n”igg;" M (N- 50 129 | 47 | 143 | 108 | 129 | 88
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S6. N-metil-N-(1-fenetil)-amina 100 15,1 21,0 11,5 4,2 9,7 11,6
S6. Octan-2-amino 50 6,7 1,8 13,3 35 13,1 13,9
S6. Octilamina 50 7,8 10,9 12,0 15,1 12,0 11,2
S6. Ortetamina 50 15,5 17,8 11,9 4,6 13,9 6,1
S6. Oxilofrina -H20 (TIV) 50 7,6 7,6 17,6 3,3 17,2 15,8
S6. Pemolina 100 9,7 16,9 14,6 28,1 18,7 17,8
S6. Pentetrazol 50 15,5 9,7 17,2 13,4 194 11,3
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
S6. p-metilanfetamina 50 9,6 24,2 17,2 35,3 25,2 40,6
S6. p-Metoxi-Anfetamina {ou PMA} 100 6,0 5.5 19,5 64,4 29,6 64,8
S6. Prenilamina 25 6,9 11,0 9,2 10,7 55 1,6
S6. Prolintano 50 12,5 10,2 0,8 10,5 20,7 14,5
S6. Propilexedrina 50 16,3 1,6 10,5 4,3 11,2 14,1
S6. Selegilina 50 14,8 9,0 16,1 18,9 214 30,1
S6. Selegilina (desmetil) 50 5,6 33 214 25 28,4 6,3
S6. Sibutramina 25 11,7 4,7 10,7 15,2 11,4 19,9
ﬁ%%g‘éggﬂg% (N,N-didemetil) {ou 50 68 | 118 | 71 | 108 | 91 | 34
S6. Sibutramina (N-demetil) 25 8,1 12,3 9,6 9,9 7,3 7.4
gﬁﬁ:gggsar?e':f}‘ (OH-didemetil) {ou 50 95 | 116 | 108 | 103 | 80 | 7.1
S6. Tuaminoheptano 100 17,5 50 13,5 2,6 20,1 17,9
S6a. Coca (benzoilecgonina) 50 16,1 54 16,2 13,5 15,3 8,2
S6a. Coca (metilecgonina) 50 3,9 7,6 15,7 3,3 16,8 14,6
S6a. Cocaina 50 10,6 13,5 14,6 12,9 14,4 8,9
S6g. Catina-Fragment 100 12,8 7,2 13,1 14,1 15,3 7,1
S6q. Efedrina 100 6,4 6,7 9,0 3,1 4,4 10,0
S6q. Metilefedrina 50 8,7 3,9 9,9 51 19,5 11,7
S6x. Bupropion 10 30,6 11,2 21,7 14,2 9,5 22,8
fgrxe'fzgﬂggr_?rpazr:g'}ami”a'fragm i=8 25 122 | 79 | 155 | 125 | 154 | 7.9
S6x. Mebeverine acido 25 15,0 5,9 12,4 11,3 17,1 4,2
S6x. Mebeverine acido (o-desmetil) 25 12,9 1,0 16,6 14,1 14,4 7.3
S6x. Morazona 10 10,9 4,7 19,2 12,8 15,4 3,2
S6x. Nicotina M (cotinina) 25 11,8 11 15,3 13,3 15,1 6,8
S6x. Oxetazaina 10 7,8 8,9 9,9 12,4 85,3 13,6
S6x. Pipradrol 10 7,9 9,6 9,6 5,9 14,4 15,7
i;ﬁfggﬁff ntanila {ou 3- 25 6,6 7,4 20,6 7,2 6,9 8,2
S7. Dextromoramida 25 11,9 13,1 16,7 2,3 15,5 21
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S7. Fentanil 1 4,5 81 10,3 31 16,3 18,6
S7. Fentanil (nor) 1 7,9 11,6 4,3 51 7,2 8,3
S7. Heroina 25 14,2 38,2 14,8 26,9 13,3 18,0
S7. Heroina (6-MAM) 25 13,3 16,1 16,1 3,8 15,7 8,9
ﬁ;%ggﬁg‘;i”a (nor) {ou 25 92 | 134 | 89 | 37 | 92 | 119
S7. Meperidina {ou Petidina} 25 79 13,0 12,8 4,7 9,8 13,6
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentragéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentracdo | Concentracdo | Concentragdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia?2
S7. Metadona 25 9,4 13,0 23,3 8,1 13,8 4,5
S7. Metadona M (EDDP) 25 50 9,4 13,5 14,3 12,2 17,2
S7. Oxicodona 25 7.4 13,0 8,5 7,9 13,4 14,7
S7. Oximorfona 12,5 12,3 10,4 11,2 8,2 13,4 18,8
S7. Pentazocina 25 11,9 12,6 34,4 29 8,3 59
S7. Sufentanil 2,5 7,2 10,4 24,6 3,6 14,7 7,2
S7x. Hidrocodona 25 6,1 11,7 11,1 11 7,3 31
S7x. N-metilnaltrexona 25 8,5 11,2 12,1 4,7 12,5 7,5
S7x. Tramadol 25 4,1 15,7 75 1,7 12,1 7,2
S7x. Tramadol desmetil 25 4,8 13,1 9,3 1,8 8.2 12,5
S8. JWH-018 1 10,2 28,4 50,1 20,4 114 47,9
S8. JWH-073 1 7.9 24,2 26,3 36,5 15,5 28,6
S8. JWH-073 (3-hidroxibutil) 1 57,2 24,5 39,7 30,3 6,5 4,3
S8. JWH-073 (4-hidroxi-indol) 1 11,6 16,4 40,3 23,4 33,8 18,1
S8. JWH-073 (acido N-butanoico) 1 38,5 6,4 21,3 30,8 NA NA
ﬁﬁ;\,&"gﬂﬁfﬁ!{"ﬁ;‘m NI 1 672 | 318 | NA | 508 | NA | 131
S9. 20b-OH-prednisona 30 8,4 12,8 26,0 8,0 10,1 8,7
S9. Beclometasona 30 6,2 5,6 5,6 6,3 8,1 6,6
S9. Beclometasona 17-propionato 30 17,3 9,1 11,9 39,7 6,0 20,2
S9. Betametasona 60 6,3 8,6 7,5 3,5 21 2,7
S9. Budesonida 30 9,1 11,7 10,7 25,6 15,3 17,8
S9. Budesonida (6b-OH) 45 11,5 4,1 18,5 12,6 34,6 8,0
S9. Budesonida (6b-OH) COOH 45 4,9 50 4,5 2,9 7,6 3.3
S9. Ciclesonida 30 18,4 18,4 33,4 26,3 12,0 22,8
S9. Ciclesonida (des-isobutiril) 30 2,8 13,3 9,9 1,8 7.8 24
S9. Prednisolona 100 5,7 6,8 8.3 4,8 8,7 3,9
S9. Deflazacort 30 6,9 10,3 13,9 10,1 4,7 8,2
ggéa'?:ee‘;:f)‘zacort (6b-OH-21- 30 36 | 95 | 92 | 127 | 117 | 217
S9. Deflazacort (desacetil) 30 2,6 3,1 10,4 4,0 6,4 6,1
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S9. Desonida 30 84 0,5 11,4 9,9 6,6 4,2
S9. Fludrocortisona 30 4,3 3,6 7,8 9,7 10,2 6,9
S9. Flumetasona 30 16,8 8,1 7,1 20,3 5,2 13,7
S9. Flunisolida 30 10,6 6,2 13,0 9,3 3,0 9,2
S9. Fluocortolona 30 8,4 6,2 4,3 4,2 7,6 3,8
S9. Fluocortolona COOH 30 4,8 9,4 7,6 57 4.8 24
S9. Fluocortolona pivalato 30 54 14,1 55,4 4,3 72,2 8.4
PRECISAO INTRAENSAIO (%)
Concentracéo 100% da 70% da 50% da
Classe /Analito de Trabalho Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
(ng/mL) de Trabalho de Trabalho de Trabalho
Dial | Dia2 | Dial | Dia2 | Dial | Dia2
S9. Fluorometolona acetato 30 11,8 4,9 12,0 10,4 8,9 7,7
S9. Fluticasona (17b-carboxi) 30 6,3 9,8 14,4 6,9 10,0 1,9
fagr'bz'x”iﬂggfo“a furoato (17b-ac 30 98 | 169 | 212 | 195 | 103 | 61
S9. Fluticasona propionato 30 13,2 13,6 10,5 17,4 1,6 26,0
S9. Fluticasona propionato (carboxi) 30 7.5 16,4 10,3 12,8 9,2 7,0
S9. Metilprednisolona (6a-) 30 7,5 1,9 7,0 3,3 33 4,8
S9. Mometasona 30 27,2 19,0 NA 39,8 NA 38,4
S9. Mometasona Furoato 30 12,9 29,5 20,9 22,4 12,1 6,0
S9. Mometasona Furoato (6b-OH) 30 16,4 51,9 4,1 34,3 22,0 32,0
S9. Prednisolona (16-OH) 30 13,6 8,2 12,8 13,8 19,3 8,4
S9. Prednisolona (6b-OH) 30 14,8 10,8 9,6 6,4 18,4 33,1
S9. Prednisona 150 6,7 6,3 8,5 6,0 5,2 4,5
S9. Triancinolona 30 7,9 7,7 10,3 23,9 20,5 36,9
S9. Triancinolona acetonida 15 4,1 1,3 10,1 7,0 14,5 11,9
(S)?_.')Triancinolona acetonida (6b- 30 4.9 37 144 8.8 27,6 3.4
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Tabela 4.3: Preciséo Interensaio em trés niveis de concentracao

PRECISAO INTERENSAIO (%)

Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracdo | Concentracao
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
M1. Efaproxiral 10 17,9 17,3 15,3
S1. Epitrembolona 25 12,4 9,8 6,5
S1. Estanozolol (16-OH) 1 28,0 31,6 NA
S1. Gestrinona 2,5 12,7 53 14,9
S1. Gestrinona (6a-OH) 2,5 22,5 18,1 22,1
S1. Metildienolona MS2 287>159 2,5 54 17,4 23,1
S1. Metiltrienolona {ou Metribolona} 25 39,6 14,2 13,6
S1. Prostanozol (16-OH) 2,5 22,8 9,3 33,7
S1. SARM Enobosarm (Ostarina) 1 13,4 18,1 16,8
S1. SARM GSK2881078 1 36,9 30,1 NA
S1. SARM LGD4033 1 38,1 NA NA
S1. SARM RAD-140-Fragment 1 14,9 29,1 40,3
S1. SARM S1 1 16,5 16,7 18,8
S1. SARM S-23 (SB19042) 1 17,1 25,2 16,9
S1. SARM S4 (Andarina) 1 29,2 16,7 30,5
S1. SARM S4 (Andarina-o-defenil) 1 15,2 20,0 14,8
S1. SARM S9 1 18,5 23,4 17,3
S1. Tetrahidrogestrinona 2,5 22,1 23,1 16,5
S1x. 20-hidroxiecdisona 10 33,8 31,3 NA
S1x. Cetoconazol 20 11,4 14,5 9,3
S1x. Finasterida (carboxi) 5 25,7 22,3 26,7
S1x. Fluconazol 20 18,6 22,0 14,9
S1x. Flutamida 1 12,5 16,0 11,6
S1x. Flutamida (2-OH) 1 16,5 23,1 16,0
S1x. Miconazol 20 17,3 18,3 11,7
S3. Higenamine 10 27,1 18,8 38,1
S3. Higenamine (Coclaurine) 10 19,4 25,5 10,9
S3. Indacaterol 20 34,7 61,8 49,7
S3. Olodaterol 20 154 13,8 15,9
S3. Procaterol 20 9,0 16,0 245
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S3. Reproterol tetrahidroquinol

derivado 20 9,6 12,5 17,9
S3. Ritodrina 20 9,1 14,3 47
S3. Salmeterol 10 9,6 15,0 16,3
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracdo | Concentracao
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S3. Tretoquinol {ou Trimetoquinol} 20 42,4 29,5 41,3
S3. Tulobuterol 20 16,1 17,5 9,8
S3. Vilanterol 10 10,5 13,6 11,5
S3g. Formoterol 20 12,3 12,7 13,2
S4. Aminoglutetimida (N-acetil) 20 11,6 9,2 9,9
S4. Aminoglutetimida MS2 233>146 20 18,0 28,1 41,4
S4. Anastrozol 20 15,7 17,5 12,9
gr?é Androsta-1,4,6-triene-17b-ol-3- 20 2.7 175 127
54 anosiienedora (ndosa | g
S4. Bazedoxifeno 20 17,9 24,5 37,3
S4. Clomifeno 20 29,0 17,0 35,1
S4. Clomifeno (desetil) 20 NA 21,4 16,6
S4. Exemestano 20 12,4 13,5 11,9
ou 17-dichoexemesiano) 20 14,9 219 206
S4. Fulvestrant 20 22,4 21,0 19,6
S4. Fulvestrant (17-ceto) 20 16,8 22,4 15,7
S4. Mildronato {ou Meldonium} 100 29,7 32,2 27,1
ESMA"SZM]"{’;‘;Z‘;;O {200 LTI 100 13,6 16,7 25,5
S4. Raloxifeno 20 10,6 16,7 8,6
S4. SR9009 10 14,3 18,8 14,0
S4. SR9009 M2 10 16,5 19,3 16,6
S4. SR9009 M6 10 15,6 255 30,2
S4. SR9011 10 15,7 22,2 19,0
S4. Tamoxifeno 20 29,9 20,1 35,4
S4. Tamoxifeno (3-OH-4-metoxi) 20 11,5 14,6 15,2
S4. Tamoxifeno (4-OH) 20 16,3 14,4 15,3
S4. Tamoxifeno acido 20 27,4 24,6 20,6
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S4. Testolactona 20 8,7 23,2 20,3
S4. Tetrahidrotestolactona 20 36,3 32,1 21,5
I\S/|4$ z'l'g(t)rg:ild;?testolactona* 20 90,0 80,2 NA
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(hg/mL) Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S4. Toremifeno 20 29,0 17,0 35,1
S4. Toremifeno (4-OH) 20 13,1 16,0 11,9
j;lén‘i'g{”e)mifeno (OH-metoxi-N- 20 101 226 135
S4. Trimetazidina Frag AIF>166 10 10,1 22,4 32,7
S4x. Lomerizina 10 10,2 12,3 11,7
35, Ac8 (ambo g oo 1.3
S5. Acetazolamida 100 27,3 42,9 32,8
S5. Altiazida 100 8,5 11,8 10,3
S5. Amilorida 100 13,9 14,8 14,8
AT amee o | g
S5. Azosemida 100 31,6 30,9 30,1
S5. Bemetizida 100 6,1 11,8 10,5
S5. Bendroflumetiazida 100 27,0 30,1 30,7
S5. Bendroflumetiazida-NH4 100 7,1 12,7 10,1
S5. Benzilhidroclorotiazida 100 75 9,2 9,0
S5. Benztiazida 100 10,2 16,7 11,1
S5. Brinzolamida 50 28,0 26,5 18,6
S5. Bumetanida 100 19,3 17,2 6,2
S5. Butiazida (-) 100 7.3 8,7 9,2
S5. Butiazida (+) 100 9,2 16,3 14,6
S5. Ciclopentiazida 100 8,3 10,7 9,7
S5. Ciclotiazida 100 8,7 11,5 8,6
S5. Clopamida 100 4,6 8,6 11,7
S5. Clorazanil 50 13,5 16,0 23,8
S5. Clorotiazida 100 18,3 11,2 21,5
S5. Clortalidona 100 17,1 14,2 10,0
S5. Conivaptan 100 11,0 12,4 9,4
S5. Diclorfenamida 100 8,0 10,1 9,2
S5. Dorzolamida 50 16,7 6,3 6,9
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S5. Epitizida 100 8,0 9,4 8,9
S5. Eplerenona 100 8,9 8,3 9,7
S5. Eplerenona (6b-OH) 100 10,5 7,8 12,1
?gﬁqléts”[))ironolactona (6b-OH-7a- 50 45,7 223 141
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragao
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracéo | Concentragéo
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S5. Espironolactona (artefato) 50 16,8 13,6 9,8
S5. Furosemida 100 14,0 15,8 18,3
S5. Hidroclorotiazida 100 18,2 10,6 14,7
S5. Hidroflumetiazida 50 19,6 14,2 21,2
S5. Indapamida 100 31,1 59,6 68,7
S5. Lixivaptan 50 33,3 28,0 14,7
S5. Mebutizida (-) 100 50 9,9 8,3
S5. Mefrusida 100 6,3 6,8 8,4
e
S5. Metazolamida (+) 100 22,6 21,3 23,2
S5. Meticlotiazida 100 42,5 38,1 30,1
S5. Metolazona 100 8,3 7,6 10,6
S5. Mozavaptan 100 11,6 9,9 11,2
S5. Piretanida 100 7,5 13,6 10,2
S5. Politiazida 50 8,1 9,6 8,3
S5. Probenecida 100 10,4 8,1 13,5
S5. Quinetazona 50 19,4 20,3 14,9
S5. Relcovaptan 100 14,6 11,8 8,7
S5. Tolvaptan 100 22,0 45,9 33,0
S5. Tolvaptan (OH) 100 14,3 12,4 7,7
S5. Torasemida 50 10,5 13,6 9,3
S5. Triantereno 50 14,5 10,9 9,8
S5. Triantereno (p-OH sulfato) 100 20,4 20,0 21,6
S5. Triclormetiazida 100 16,9 12,2 16,7
S5. Xipamida 100 23,2 24,5 9,7
S5x. Proguanil 100 10,7 9,9 6,3
A
- . *
dmeiibutiaming) AF 100 06,7 490 NA
S6. 2,5-dimetoxifenetilamina 25 13,9 14,9 15,6
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AP

S5 2o Henbaano (N | g5
S6. 3,3-difenilpropilamina 25 17,7 17,0 26,7
S6. 4-fluoroanfetamina 50 11,8 11,5 12,8
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(hg/mL) Concentragdo | Concentracdo | Concentracdo
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
23 ddroberzotunane] 50 27 107 159
S6. Ac. ritalinico 100 14,0 14,8 15,0
S6. Adrafinil 70 14,3 11,9 12,4
S6. Anfepramona 25 31,9 31,7 30,9
(Sl\?-.d'io(‘ar:iflﬁg:gsrg%rc]i?)efedrina) a3 122 B8 159
(Sl\?:eﬁlr;f;%;imugngedrina) 25 124 [ 179
S6. Anfetamina 100 26,4 18,9 8,1
S6. Anfetamina frag 136 > 119 100 22,7 NA NA
S6. Benfluorex 25 12,0 13,8 16,3
S6. Benzfetamina 25 5,2 10,5 15,3
S6. Benzilpiperazina 12,5 14,1 15,7 24,1
S6. Bromantano 25 18,3 35,0 34,2
S6. Bromantano (6-OH) 25 18,9 16,1 16,0
S6. Carfedon {ou Fonturacetam} 50 11,2 20,2 16,9
S6. Catinona 100 13,7 14,1 15,6
S6. Catinona analogo Alfa-PVP 50 21,5 22,6 18,7
S6. Catinona analogo Metilona 50 9,2 9,0 10,2
it R S
ﬁsbt(ég:(i)nno;a analogo: N-etil o5 13,0 71 13,8
S6. Catinona -H20 100 14,9 14,8 14,3
S6. Ciclazodona 25 8,8 4,9 12,2
S6. Clobenzorex 25 9,9 11,2 11,6
S6. Clobenzorex (4-OH) 25 13,5 14,5 17,1
S6. Cropropamida -C2H5NH2 100 9,4 73 139
S6. Cropropamida-Na 100 21,8 20,3 37,3
S6. Crotetamida -C2H5NH2 100 12,0 10,6 14,0
S6. Crotetamida-Na 100 9,0 12,1 32,2
S6. Dimetilanfetamina 50 13,4 10,8 17,1
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S6. Dipentilona 50 8,0 11,6 12,5
S6. Dobutamina 50 33,2 51,8 NA
S6. Estricnina 25 11,3 13,6 14,7
S6. Etamivan 25 13,6 8,6 17,7
S6. Etilanfetamina 50 10,9 13,1 9,0
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(hg/mL) Concentragdo | Concentracao | Concentracdo
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S6. Etilanfetamina (4-OH) 50 9,4 9,6 12,0
S6. Etilefrina -H20 (TIV) 50 11,6 15,5 12,1
S6. Famprofazona 25 14,4 14,5 9,3
S6. Fembutrazato 25 10,6 10,6 19,2
S6. Femproporex 25 15,8 11,4 16,8
S6. Fencamina 25 15,7 18,2 20,0
S6. Fencanfamina 25 5,8 9,4 11,2
S6. Fendimetrazina 50 16,8 14,0 20,2
S6. Fenetilina 25 11,7 13,8 13,6
S6. Fenfluramina 25 5,8 10,2 13,3
S6. Fenfluramina (nor) 25 7,5 10,6 16,8
S6. Fenmetrazina 50 13,4 11,9 14,3
S6. Fentermina 50 20,9 25,6 24,4
S6. Foledrina 50 11,7 12,2 15,7
S6. Furfenorex 25 14,2 10,3 13,4
S6. Heptaminol 100 12,5 14,6 16,5
S6. Hexan-2-amino 100 14,0 22,7 18,1
S6. Isometepteno 20 8,7 10,5 12,9
S6. Isometepteno M1 50 10,1 10,2 9,4
S6. Lisdexanfetamina 50 19,4 22,8 21,9
S6. MDA {ou Tenanfetamina} 50 10,8 10,6 14,3
S6. MDA {ou Tenanfetamina} -NH3 50 8,3 8,5 12,8
S6. MDEA 25 6,9 9,5 13,7
S6. MDMA 50 6,4 10,4 13,2
S6. MDMA Metab (HMMA) 50 11,3 23,9 14,2
S6. Meclofenoxato M (4-CPA) 50 25,4 30,7 315
S6. Mefedrona 25 2,7 10,6 16,0
S6. Mefedrona (nor) 50 234 19,4 17,4
S6. Mefenorex 25 13,5 10,4 12,9
S6. Mefentermina 50 10,2 12,7 8,7
S6. Mesocarb (p-OH) 25 26,0 21,6 31,9
S6. Metanfetamina 25 12,7 14,9 17,2
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S6. Metilfenidato 50 7,3 10,2 10,8
S6. Metilhexanoamina 100 29,9 29,9 24,4
S6. Metoxifenamina 25 7,8 10,8 11,0
S6. Modafinil-Fragment 50 9,4 7,5 10,5
S6. Modafinilico Ac-Fragment 100 13,0 14,3 10,4
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragao
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracéo | Concentragéo
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S6. Modafinil-Na 50 36,1 34,4 43,0
{So% slvlalt_:ilz“d}f-metoxi-anfetamina o5 8,9 9.7 132
S6. Niquetamida 25 10,4 9,7 12,6
(N-Eiinootnamds) 50 94 114 109
S6. N-metil-N-(1-fenetil)-amina 100 26,9 15,8 20,9
S6. Octan-2-amino 50 27,0 19,0 22,1
S6. Octilamina 50 8,7 16,8 10,9
S6. Ortetamina 50 18,6 16,7 14,3
S6. Oxilofrina -H20 (TIV) 50 11,6 11,8 19,5
S6. Pemolina 100 12,4 20,0 16,8
S6. Pentetrazol 50 11,8 13,9 16,0
S6. p-metilanfetamina 50 18,6 26,2 30,1
S6. p-Metoxi-Anfetamina {ou PMA} 100 38,1 46,9 47,7
S6. Prenilamina 25 9,2 9,4 45
S6. Prolintano 50 19,6 14,9 17,4
S6. Propilexedrina 50 13,7 11,6 17,3
S6. Selegilina 50 12,9 15,9 205
S6. Selegilina (desmetil) 50 18,2 18,3 25,0
S6. Sibutramina 25 8,7 13,2 16,4
§6N_Sbllt;l£2rr:’|3r:ﬁ} (N,N-didemetil) {ou 50 9.4 9.6 95
S6. Sibutramina (N-demetil) 25 9,6 9,2 10,9
g?_li:gggsar?;:; (OH-didemetil) {ou 50 19.3 172 278
S6. Tuaminoheptano 100 32,7 34,2 34,1
S6a. Coca (benzoilecgonina) 50 11,8 15,1 14,8
S6a. Coca (metilecgonina) 50 5,6 13,7 14,3
S6a. Cocaina 50 13,1 13,6 13,2
S6g. Catina-Fragment 100 12,7 13,5 14,0
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S6q. Efedrina 100 6,0 6,3 9,4
S6q. Metilefedrina 50 10,9 7,4 16,6
S6x. Bupropion 10 20,5 20,5 16,5
s e
S6x. Mebeverine acido 25 114 10,9 12,0
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracdo | Concentracao
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S6x. Mebeverine acido (o-desmetil) 25 10,3 14,4 11,8
S6x. Morazona 10 8,0 14,6 10,5
S6x. Nicotina M (cotinina) 25 8,2 13,0 10,8
S6x. Oxetazaina 10 11,2 10,1 51,2
S6x. Pipradrol 10 8,6 10,7 13,6
(o ametiontan) 25 68 13 0
S7. Dextromoramida 25 11,3 13,4 10,1
S7. Fentanil 1 6,1 7,6 22,2
S7. Fentanil (nor) 1 8,9 4.2 8,8
S7. Heroina 25 28,3 26,9 27,5
S7. Heroina (6-MAM) 25 13,2 16,0 12,5
o Meperaie o) s
S7. Meperidina {ou Petidina} 25 12,0 16,3 10,8
S7. Metadona 25 10,2 17,0 12,0
S7. Metadona M (EDDP) 25 7,2 13,4 15,1
S7. Oxicodona 25 10,1 7,3 14,6
S7. Oximorfona 12,5 10,3 8,8 20,8
S7. Pentazocina 25 12,4 21,4 10,1
S7. Sufentanil 2,5 12,7 16,7 33,2
S7x. Hidrocodona 25 8,5 12,5 5,2
S7x. N-metilnaltrexona 25 9,3 9,4 9,7
S7x. Tramadol 25 10,5 9,5 8,9
S7x. Tramadol desmetil 25 9,1 12,8 9,5
S8. JWH-018 1 25,3 41,6 64,4
S8. JWH-073 1 18,9 28,5 29,0
$8. JWH-073 (3-hidroxibutil) 1 61,5 74,0 83,1
S8. JWH-073 (4-hidroxi-indol) 1 21,8 33,6 28,5
S8. JWH-073 (acido N-butanoico) 1 29,6 28,2 NA
S8. JWH-073 (acido N-butanoico)- 1 70,5 NA NA

fragment AIF>155
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S9. 20b-OH-prednisona 30 11,1 28,1 11,2
S9. Beclometasona 30 53 6,2 12,9
S9. Beclometasona 17-propionato 30 36,9 43,3 13,8
S9. Betametasona 60 12,9 16,6 26,4
S9. Budesonida 30 39,4 36,9 19,0
PRECISAO INTERENSAIO (%)
Concentragéo
Classe /Analito de Trabalho 100% da 70% da 50% da
(ng/mL) Concentracdo | Concentracdo | Concentracao
de Trabalho de Trabalho de Trabalho
S9. Budesonida (63-OH) 45 8,7 17,9 22,1
S9. Budesonida (63-OH) COOH 45 4,7 4,4 11,1
S9. Ciclesonida 30 22,4 29,7 28,2
S9. Ciclesonida (des-isobutiril) 30 8,7 6,7 8,4
S9. Prednisolona 100 6,1 6,1 11,3
S9. Deflazacort 30 8,2 11,0 7,9
é%—gergzl?gg;;cetil) 30 81 10,7 188
S9. Deflazacort (desacetil) 30 6,0 7,1 14,6
S9. Desonida 30 8,1 11,2 7,9
S9. Fludrocortisona 30 7,2 10,1 19,8
S9. Flumetasona 30 21,9 13,5 9,4
S9. Flunisolida 30 7.9 10,4 12,9
S9. Fluocortolona 30 7,3 6,8 12,8
S9. Fluocortolona COOH 30 8,3 7,7 9,4
S9. Fluocortolona pivalato 30 9,6 33,5 43,5
S9. Fluorometolona acetato 30 9,8 11,7 20,1
S9. Fluticasona (17f3-carboxi) 30 14,7 18,5 18,4
ot st s
S9. Fluticasona propionato 30 32,2 27,5 23,9
(Sciercl)l:(tii)casona propionato 30 175 147 9.4
S9. Metilprednisolona (6a) 30 5,6 7.4 15,9
S9. Mometasona 30 49,6 NA NA
S9. Mometasona Furoato 30 315 27,1 10,1
S9. Mometasona Furoato (63-OH) 30 38,0 30,6 24,8
S9. Prednisolona (16-OH) 30 13,6 15,1 13,5
S9. Prednisolona (63-OH) 30 16,8 17,8 24,9
S9. Prednisona 150 7,8 6,7 11,0
S9. Triancinolona 30 8,5 16,4 26,6
S9. Triancinolona acetonida 15 6,5 10,8 23,7
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S9. Triancinolona acetonida
(68-OH) 30 14,2 22,4 31,7

4.f.4. Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado comparando-se a andlise da area do analito em
amostras de DBS fortificadas ap0s a etapa de extracdo em compara¢do com amostras
gue seguiram procedimento idéntico em paralelo, em que nao foi utilizado sangue nem
o VAMS, fortificadas também ap0s a etapa de extracdo. O percentual da area do analito
das amostras contendo matriz em relacéo as amostras sem matriz nem VAMS é exibido
na Tabela 4.5 (EM). Os valores entre 85% e 125% indicam que o efeito matriz é
irrelevante. Valores abaixo de 85% indicam que ocorre influéncia da matriz no sentido de
supresséo do sinal, e acima de 125% indicam influéncia no sentido de aumento do sinal

analitico.

4.f.4. Rendimento de Extracado

O rendimento de extracéo (RE) foi calculado utilizando comparacao de resultados
de extracdo da matriz fortificada antes e depois da extracdo. As porcentagens de cada
um dos analitos é descrito na Tabela 4.4 (papel Whatman 903TM) e na Tabela 4.5
(VAMS- Mitra®). Para os resultados de rendimento de extragdo ndo hé critério minimo

estabelecido, porém é comum de ser calculado para fins informativos.

Tabela 4.4: Rendimento de extragdo (Whatman 903TM)

Classe /Analito (M+H)* (rrEFien) CONC(:E;ET_?QAO E/OE)
S9. Prednisona 359,1853 | 7,0 300 96,4
S9. Prednisolona 361,2010 | 7,2 100 94,9
S9. 6B3-OH-prednisolona 537,1441 | 7.8 30 90,9
S6. Isometepteno mucato 142,590 | 5,4 50 62,7
S6. Isometepteno M1 (Aranthol) 160,1696 | 3,5 50 91,2
S6. Sibutramina 280,1827 | 7,2 50 51,2
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S6. N,N-didesmetil-sibutramina 252,1514 | 7,5 50 82,5
S6. N-desmetil-sibutramina 266,1670 | 7,3 50 107,1
S6. OH-didesmetil-sibutramina 268,1463 | 6,5 50 86

S6. Metilfenidato 234,1489 | 4,9 50 85,5
S6. Acido ritalinico 220,1332 | 5,2 50 70,1

Tabela 4.5: Rendimento de extracdo (RE%) e Efeito Matriz (EM%) (VAMS- Mitra®)

. tr Concentracéo RE EM
Classe /Analito (M+H)* (min) (ng/mL)g (%) (%)

M1. Efaproxiral 340,1554 81 10 79,5 148,6
S1. Epitrembolona 271,1693 7,9 2,5 85,6 88,7
S1. Estanozolol (16-OH) 345,2537 81 1 70,5 61,2
S1. Gestrinona 309,1849 81 2,5 78,9 74,7
S1. Gestrinona (6a-OH) 325,1798 6,8 2,5 67,9 81,5
S1. Metildienolona MS2 287>159 159,0810 81 2,5 78,8 86,1
S1. Metiltrienolona {ou Metribolona} 285,1849 8,0 2,5 119,5 87,0
S1. Prostanozol (16-OH) 329,2229 7,4 2,5 61,8 62,1
S1. SARM Enobosarm (Ostarina) 388,0915 7,8 1 100,3 124,9
S1. SARM GSK2881078 331,0723 7,2 1 74,0 69,6
S1. SARM LGD4033 339,0927 8,2 1 54,2 68,5
S1. SARM RAD-140-Fragment 348,0658 7,7 1 67,6 159,6
S1. SARM S1 401,0766 8,5 1 101,2 54,9
S1. SARM S-23 (SB19042) 415,0478 8,7 1 107,6 76,2
S1. SARM S4 (Andarina) 440,1075 7,6 1 87,0 275,2
S1. SARM S4 (Andarina-o-defenil) 307,0536 7,0 1 101,0 213,8
S1. SARM S9 417,0471 8,7 1 106,8 73,3
S1. Tetrahidrogestrinona 313,2162 8,8 2,5 98,9 46,6
S1x. 20-hidroxiecdisona 481,3160 6,3 10 89,5 68,4
S1x. Cetoconazol 531,1565 7,3 20 54,0 325,4
S1x. Finasterida (carboxi) 403,2591 7,3 5 69,8 87,5
S1x. Fluconazol 307,1119 5,7 20 102,9 103,2
S1x. Flutamida 275,0638 8,0 1 102,9 101,0
S1x. Flutamida (2-OH) 291,0587 7,6 1 101,1 125,2
S1x. Miconazol 416,9909 8,6 20 68,6 23,3
S3. Higenamine 272,1272 4,2 10 9,3 136,3
S3. Higenamine (Coclaurine) 286,1438 4,8 10 63,5 92,8
S3. Indacaterol 393,2173 7,0 20 34,7 69,9
S3. Olodaterol 387,1915 5,7 20 54,6 74,1
S3. Procaterol 291,1703 4,3 20 23,8 118,4
S3. Reproterol tetrahidroquinol 402,1772 43 20 54,6 106,5
derivado

S3. Ritodrina 288,1594 4,4 20 78,2 107,6
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S3. Salmeterol 416,2795 7,4 10 70,1 83,3
S3. Tretoquinol {ou Trimetoquinol} 346,1649 5,0 20 8,5 118,7
S3. Tulobuterol 228,1150 5,5 20 90,4 85,6
S3. Vilanterol 486,1809 7,2 10 76,1 86,7
S3g. Formoterol 345,1809 5,3 20 59,4 87,7
S4. Aminoglutetimida (N-acetil) 275,1390 6,0 20 111,4 82,3
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragéo RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)
S4. Aminoglutetimida MS2 233>146 146,0964 4,8 20 80,5 113,0
S4. Anastrozol 294,1713 6,5 20 103,7 94,1
S4. Androsta-1,4,6-triene-17b-ol-3-ona 285,1849 7,8 20 68,7 77,0
S4. Androstatrienediona {Androsta- 283,1693 7,6 20 60,5 86,0
1,4,6-triene-3,17-diona}
S4. Bazedoxifeno 471,2642 6,7 20 40,3 110,2
S4. Clomifeno 406,1932 8,1 20 74,9 205,1
S4. Clomifeno (desetil) 378,1619 6,0 20 94,9
S4. Exemestano 297,1849 8,0 20 78,7 89,3
S4. Exemestano (17b-OH) {ou 17- 299,2006 8,3 20 72,6 77,3
dihidroexemestano}
S4. Fulvestrant 607,3239 9,5 20 78,2 322,9
S4. Fulvestrant (17-ceto) 605,3082 9,7 20 78,3 344,2
S4. Mildronato {ou Meldonium} 147,1128 0,5 100 119,0 18,9
S4. Mildronato {ou Meldonium} [MS2] 59,0735 0,5 100 103,6 19,5
147>59
S4. Raloxifeno 474,1734 6,4 20 68,6 84,2
S4. SR9009 438,1249 9,7 10 84,6 68,4
S4. SR9009 M2 314,1169 5,2 10 82,1 94,4
S4. SR9009 M6 283,0303 6,0 10 79,8 57,0
S4. SR9011 479,1878 9,7 10 80,7 101,9
S4. Tamoxifeno 372,2322 8,3 20 69,5 209,2
S4. Tamoxifeno (3-OH-4-metoxi) 418,2377 7,8 20 68,3 120,5
S4. Tamoxifeno (4-OH) 388,2271 7,6 20 79,7 85,2
S4. Tamoxifeno acido 357,1496 9,6 20 41,5 288,2
S4. Testolactona 301,1798 6,8 20 113,8 130,7
S4. Tetrahidrotestolactona 305,2111 7,7 20 146,2 96,2
S4. Tetrahidrotestolactona* MS2 177,1274 7,7 20 499,8 82,7
305>177
S4. Toremifeno 406,1932 8,1 20 74,9 205,1
S4. Toremifeno (4-OH) 422,1881 7,5 20 84,9 84,1
S4. Toremifeno (OH-metoxi-N- 438,1831 7,5 20 80,7 54,8
desmetil)
S4. Trimetazidina Frag AIF>166 166,0624 4,3 10 81,2 615,9
S4x. Lomerizina 469,2303 7,6 10 80,8 95,9
S5. ACB (4-amino-6-cloro-1,3- 283,9572 1,9 100 147,4 142,6
benzenodisulfonamida)

96



UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA

LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

S5. Acetazolamida 220,9809 3,5 100 81,0 128,5
S5. Altiazida 381,9762 6,1 100 74,1 101,1
S5. Amilorida 230,0552 4,2 100 99,9 100,6
S5. ATFB (4-amino-6-trifluorometil- 317,9825 3,8 50 119,5 122,5
benzeno-1,3-disulfonamida)
S5. Azosemida 368,9990 7,0 100 47,5 164,7
S5. Bemetizida 400,0187 6,8 100 80,0 98,9
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragéo RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)
S5. Bendroflumetiazida 422,0451 6,6 100 97,2 69,1
S5. Bendroflumetiazida-NH4 439,0716 6,7 100 76,5 88,7
S5. Benzilhidroclorotiazida 386,0042 6,3 100 81,6 90,2
S5. Benztiazida 429,9762 6,7 100 72,7 82,8
S5. Brinzolamida 384,0716 4,8 50 127,5 83,6
S5. Bumetanida 365,1166 7,7 100 84,5 98,1
S5. Butiazida (-) 352,0198 6,3 100 82,3 96,1
S5. Butiazida (+) 354,0344 6,3 100 79,8 96,3
S5. Ciclopentiazida 378,0355 7,0 100 81,6 105,4
S5. Ciclotiazida 388,0198 6,7 100 76,3 100,8
S5. Clopamida 344,0841 6,3 100 89,3 108,2
S5. Clorazanil 222,0541 6,7 50 80,6 68,7
S5. Clorotiazida 293,9416 2,9 100 64,6 84,0
S5. Clortalidona 337,0055 5,7 100 90,8 108,3
S5. Conivaptan 499,2129 7,0 100 78,5 90,1
S5. Diclorfenamida 302,9073 5,2 100 84,7 108,6
S5. Dorzolamida 325,0345 2,0 50 104,8 142,9
SS5. Epitizida 423,9480 6,1 100 76,6 97,8
S5. Eplerenona 415,2115 6,8 100 90,1 86,1
S5. Eplerenona (6b-OH) 431,2064 6,3 100 91,3 88,0
S5. Espironolactona (6b-OH-7a- 405,2094 7,6 50 74,6 67,1
tiometil)
S5. Espironolactona (artefato) 341,2111 8,0 50 78,3 75,1
S5. Furosemida 328,9999 6,5 100 60,6 109,4
SS5. Hidroclorotiazida 295,9572 33 100 82,1 93,3
S5. Hidroflumetiazida 329,9836 43 50 76,6 108,2
S5. Indapamida 364,0528 6,7 100 41,0 55,0
S5. Lixivaptan 474,1379 8,6 50 100,8 51,6
S5. Mebutizida (-) 380,0511 7,1 100 80,6 98,5
S5. Mefrusida 381,0351 6,6 100 91,6 106,7
S5. Mefrusida (lactona) {ou 5-oxo- 397,0289 5,8 100 83,1 75,7
mefruside}
S5. Metazolamida (+) 237,0111 4,7 100 111,6 92,3
S5. Meticlotiazida 357,9495 5,7 100 104,8 132,7
S5. Metolazona 364,0528 6,4 100 83,0 106,9
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S5. Mozavaptan 428,2333 6,3 100 83,3 88,7
S5. Piretanida 361,0864 7,4 100 63,6 104,3
S5. Politiazida 437,9636 6,7 50 88,1 99,6
S5. Probenecida 284,0962 7,8 100 71,8 149,6
S5. Quinetazona 290,0361 4,8 50 102,4 100,1
S5. Relcovaptan 620,1020 7,8 100 85,7 78,3
S5. Tolvaptan 449,1626 8,3 100 76,9 134,7
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragao RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)
S5. Tolvaptan (OH) 465,1576 7,9 100 90,2 93,5
S5. Torasemida 347,1183 6,6 50 78,5 107,8
S5. Triantereno 254,1149 51 50 105,3 86,5
S5. Triantereno (p-OH sulfato) 350,0666 4.4 100 100,1 92,4
S5. Triclormetiazida 379,8920 5,5 100 74,6 120,9
S5. Xipamida 353,0368 7,3 100 51,7 85,6
S5x. Proguanil 254,1167 6,5 100 97,9 86,9
S6q.Catina-Fragment (marcador) AlF 134,0964 3,5 100 72,2 168,8
S6. 1,1-DMBA/ 1,3-DMBA* 102,1277 3,8 100 33,2 157,3
{dimetilbutilamina} AIF
S6. 2,5-dimetoxifenetilamina 182,1176 4,9 25 62,5 106,1
S6. 2-etilamino-1-fenilbutano {ou N- 178,1590 53 25 59,4 90,8
etil-1-fenil-2-butanamina}
S6. 3,3-difenilpropilamina 212,1434 6,4 25 72,6 89,0
S6. 4-fluoroanfetamina 154,1027 4,6 50 72,0 105,9
S6. 5-APDB {ou 5-(2-aminopropil)-2,3- 178,1226 49 50 65,8 116,0
diidrobenzofurano}
S6. Ac. ritalinico 220,1332 5,2 100 93,0 99,1
S6. Adrafinil 288,0700 6,7 70 87,1 128,2
S6. Anfepramona 206,1539 4.6 25 22,2 91,2
S6. Anfepramona (N- 208,1696 4.6 25 69,5 101,1
dietilnorpseudoefedrina)
S6. Anfepramona (N- 180,1383 4.4 25 80,6 89,6
etilnorpseudoefedrina)
S6. Anfetamina 136,1121 4,4 100 1229 | 166,8
S6. Anfetamina frag 136 > 119 119,0855 4,5 100 64,3 86,6
S6. Benfluorex 352,1519 7,0 25 67,3 61,4
S6. Benzfetamina 240,1747 6,0 25 87,0 75,7
S6. Benzilpiperazina 177,1386 2,2 12,5 49,4 1033,0
S6. Bromantano 306,0852 10,6 25 43,6 45,2
S6. Bromantano (6-OH) 322,0801 8,9 25 70,5 18,9
S6. Carfedon {ou Fonturacetam} 219,1128 5,6 50 81,7 78,4
S6. Catinona 150,0913 3,5 100 53,3 138,7
S6. Catinona analogo Alfa-PVP 232,1696 5,5 50 38,2 96,6
S6. Catinona analogo Metilona 208,0968 4,2 50 72,1 118,2
S6. Catinona analogo: Metilenodioxi- 276,1594 5,6 25 63,4 85,8
pirovalerona (MDPV)
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S6. Catinona analogo: N-etil 234,1852 6,5 25 54,5 146,8
heptedrona

S6. Catinona -H20 132,0808 3,5 100 53,1 135,1
S6. Ciclazodona 217,0972 6,2 25 91,5 83,7
S6. Clobenzorex 260,1201 6,4 25 81,7 84,3
S6. Clobenzorex (4-OH) 276,1149 57 25 68,6 81,8
S6. Cropropamida -C2H5NH2 196,1332 7,0 100 91,1 79,5
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragao RE EM

(min) (ng/mL) (%) (%)

S6. Cropropamida-Na 263,1730 7,0 100 81,8 63,7
S6. Crotetamida -C2H5NH2 182,1176 6,4 100 93,9 92,2
S6. Crotetamida-Na 249,1573 6,4 100 103,6 70,8
S6. Dimetilanfetamina 164,1434 45 50 59,8 84,4
S6. Dipentilona 250,1435 5,5 50 74,8 98,6
S6. Dobutamina 302,1751 4,9 50 2,4 129,2
S6. Estricnina 335,1754 4,8 25 138,4 | 165,3
S6. Etamivan 224,1281 6,2 25 71,4 90,3
S6. Etilanfetamina 164,1434 5,0 50 76,3 95,4
S6. Etilanfetamina (4-OH) 180,1383 3,5 50 77,0 102,8
S6. Etilefrina -H20 (TIV) 164,1075 1,4 50 72,1 137,4
S6. Famprofazona 378,2540 8,7 25 82,2 45,5
S6. Fembutrazato 368,2220 8,0 25 74,5 55,2
S6. Femproporex 189,1386 4,4 25 88,3 93,2

S6. Fencamina 385,2347 53 25 59,1 100,4
S6. Fencanfamina 216,1747 6,1 25 71,8 81,3

S6. Fendimetrazina 192,1383 43 50 76,0 89,1
S6. Fenetilina 342,1925 5,5 25 78,7 84,2

S6. Fenfluramina 232,1308 6,0 25 59,1 76,9
S6. Fenfluramina (nor) 204,0995 5,8 25 57,2 74,2

S6. Fenmetrazina 178,1226 44 50 79,0 89,0
S6. Fentermina 150,1277 5,0 50 98,6 132,2
S6. Foledrina 166,1226 2,4 50 73,6 108,6
S6. Furfenorex 230,1539 5,5 25 78,5 83,1
S6. Heptaminol 146,1539 3,2 100 91,2 111,5
S6. Hexan-2-amino 102,1277 4.0 100 55,2 104,3
S6. Isometepteno 142,1590 5,4 20 47,0 98,1
S6. Isometepteno M1 160,1696 3,5 50 87,5 102,3
S6. Lisdexanfetamina 264,2070 3,9 50 74,4 326,0
S6. MDA {ou Tenanfetamina} 180,1019 4,6 50 91,9 101,9
S6. MDA {ou Tenanfetamina} -NH3 163,0754 4,6 50 77,5 90,2
S6. MDEA 208,1332 4,9 25 77,8 94,6
S6. MDMA 194,1176 4,6 50 71,4 93,8
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S6. MDMA Metab (HMMA) 196,1332 3,6 50 32,4 103,5
S6. Meclofenoxato M (4-CPA) 185,0000 6,7 50 74,7 157,8
S6. Mefedrona 178,1226 4,9 25 65,8 116,0
S6. Mefedrona (nor) 164,1070 4,8 50 77,5 102,9
S6. Mefenorex 212,1201 55 25 67,8 81,0
S6. Mefentermina 164,1434 5,0 50 76,6 95,2
S6. Mesocarb (p-OH) 339,1452 6,9 25 51,8 38,1
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragao RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)
S6. Metanfetamina 150,1277 4,5 25 85,3 75,4
S6. Metilfenidato 234,1489 4,9 50 80,6 93,2
S6. Metilhexanoamina 116,1434 49 100 58,2 121,2
S6. Metoxifenamina 180,1383 51 25 79,6 93,4
S6. Modafinil-Fragment 167,0855 6,8 50 81,3 94,8
S6. Modafinilico Ac-Fragment 167,0855 6,9 100 59,9 145,4
S6. Modafinil-Na 296,0716 6,8 50 71,7 83,7
S6. N-etil-4-metoxi-anfetamina 194,1539 5,0 25 72,0 87,1
{ou PMEA}
S6. Niquetamida 179,1179 52 25 93,9 93,4
S6. Niguetamida M 151,0866 3,5 50 89,4 105,0
(N-Etilnicotinamida)
S6. N-metil-N-(1-fenetil)-amina 136,1121 3,9 100 48,5 161,8
S6. Octan-2-amino 130,1590 6,0 50 63,9 90,2
S6. Octilamina 130,1590 6,3 50 22,1 86,5
S6. Ortetamina 150,1277 5,2 50 90,2 107,4
S6. Oxilofrina -H20 (TIV) 164,1075 0,9 50 79,8 74,5
S6. Pemolina 177,0659 4,7 100 94,5 95,1
S6. Pentetrazol 139,0978 45 50 94,4 92,0
S6. p-metilanfetamina 150,1277 53 50 82,6 100,7
S6. p-Metoxi-Anfetamina {ou PMA} 166,1226 4,7 100 151,4 81,1
S6. Prenilamina 330,2216 7,5 25 75,5 62,5
S6. Prolintano 218,1903 58 50 57,1 82,5
S6. Propilexedrina 156,1747 5,9 50 54,5 86,8
S6. Selegilina 188,1434 4,9 50 65,8 78,2
S6. Selegilina (desmetil) 174,1277 5,0 50 71,7 88,6
S6. Sibutramina 280,1827 7,2 25 76,3 65,5
S6. Sibutramina (N,N-didemetil) 252,1514 7,5 50 64,9 67,6
{ou N,N-bisdesmetil}
S6. Sibutramina (N-demetil) 266,1670 7,3 25 73,2 70,8
S6. Sibutramina (OH-didemetil) 268,1463 6,5 50 78,7 85,5
{ou OH-bisdesmetil}
S6. Tuaminoheptano 116,1434 5,2 100 71,1 115,5
S6a. Coca (benzoilecgonina) 290,1387 5,2 50 82,1 92,1
S6a. Coca (metilecgonina) 200,1281 0,5 50 92,5 33,9
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S6a. Cocaina 304,1543 5,4 50 73,0 93,0
S6q. Catina-Fragment 134,0964 3,5 100 91,0 109,7
S6q. Efedrina 166,1226 3,9 100 89,5 80,9
S6q. Metilefedrina 180,1383 4,0 50 66,0 101,4
S6x. Bupropion 240,1150 5,8 10 44,4 80,1
Séx. Fenilpropanolamina-fragm {ou 134,0964 3,0 25 95,7 103,9
norefedrina-fragm}
S6x. Mebeverine acido 280,1907 5,2 25 86,1 91,3
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragao RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)
Séx. Mebeverine acido (o-desmetil) 266,1751 4,1 25 76,4 101,5
S6x. Morazona 378,2176 5,6 10 80,9 101,2
Seéx. Nicotina M (cotinina) 177,1022 1,4 25 88,5 113,7
S6x. Oxetazaina 468,3221 8,1 10 81,6 192,7
S6x. Pipradrol 268,1696 5,9 10 89,9 84,9
S7. Cis-Mefentanila {ou 3-metilfentanil} | 351,2431 6,4 25 81,1 92,4
S7. Dextromoramida 393,2537 6,9 25 84,0 96,7
S7. Fentanil 337,2274 6,1 1 78,8 93,3
S7. Fentanil (nor) 233,1648 52 1 97,3 90,0
S7. Heroina 370,1649 53 25 27,6 90,3
S7. Heroina (6-MAM) 328,1543 4,4 25 51,3 97,8
S7. Meperidina (nor) {ou Norpetidina} 234,1489 5,7 25 83,6 76,1
S7. Meperidina {ou Petidina} 248,1645 5,6 25 82,9 82,2
S7. Metadona 310,2165 7,0 25 69,0 85,0
S7. Metadona M (EDDP) 278,1903 6,3 25 60,9 124,0
S7. Oxicodona 316,1543 42 25 83,2 99,8
S7. Oximorfona 302,1387 2,0 12,5 63,4 128,1
S7. Pentazocina 286,2165 5,8 25 82,2 88,3
S7. Sufentanil 387,2101 6,7 2,5 68,4 94,1
S7x. Hidrocodona 300,1594 4.4 25 91,9 99,5
S7x. N-metilnaltrexona 356,1856 41 25 78,0 104,0
S7x. Tramadol 264,1958 53 25 80,6 89,0
S7x. Tramadol desmetil 250,1802 46 25 86,9 94,9
S8. JWH-018 342,1852 9,7 1 69,1 193,8
S8. JWH-073 328,1696 9,4 1 80,9 110,2
S8. JWH-073 (3-hidroxibutil) 344,1645 8,4 1 49,7 49,3
S8. JWH-073 (4-hidroxi-indol) 344,1645 9,5 1 93,9 171,2
S8. JWH-073 (acido N-butanoico) 358,1438 8,2 1 69,2 97,1
S8. JWH-073 (acido N-butanoico)- 155,0491 83 1 62,2 37,8
fragment AIF>155
S9. 20b-OH-prednisona 361,2010 6,9 30 104,3 88,5
S9. Beclometasona 409,1776 7,7 30 93,2 79,6
S9. Beclometasona 17-propionato 465,2038 8,5 30 94,0 14,3
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S9. Betametasona 393,2072 7,6 60 86,5 95,1
S9. Budesonida 431,2428 8,5 30 123,4 13,8
S9. Budesonida (6b-OH) 447,2377 7,5 45 99,2 68,6
S9. Budesonida (6b-OH) COOH 491,2287 7,4 45 87,9 99,6
S9. Ciclesonida 541,3160 | 10,6 30 58,9 145,6
S9. Ciclesonida (des-isobutiril) 471,2741 9,3 30 77,4 52,4
S9. Prednisolona 361,2010 7,2 100 90,3 85,1
S9. Deflazacort 442,2224 8,0 30 49,3 92,9
Classe /Analito (M+H)* tr Concentragao RE EM
(min) (ng/mL) (%) (%)

S9. Deflazacort (6b-OH-21-desacetil) 416,2068 5,6 30 77,2 82,2
S9. Deflazacort (desacetil) 400,2119 7,4 30 118,1 89,7
S9. Desonida 417,2272 7,9 30 87,4 73,1
S9. Fludrocortisona 381,2072 7,2 30 79,5 89,9
S9. Flumetasona 411,1978 7,5 30 82,6 86,9
S9. Flunisolida 435,2177 7,8 30 82,6 75,8
S9. Fluocortolona 377,2123 7,9 30 89,2 76,9
S9. Fluocortolona COOH 421,2021 7,9 30 98,0 119,2
S9. Fluocortolona pivalato 461,2698 9,2 30 78,0 94,6
S9. Fluorometolona acetato 419,2228 8,1 30 79,7 76,9
S9. Fluticasona (17b-carboxi) 395,1676 7,7 30 76,0 143,1
S9. Fluticasona furoato (17b-ac 491,1876 8,2 30 62,3 71,0
carboxilico)

S9. Fluticasona propionato 501,1917 8,6 30 99,4 24,0
S9. Fluticasona propionato (carboxi) 453,2083 8,2 30 73,7 73,5
S9. Metilprednisolona (6a-) 375,2166 7,7 30 88,1 86,7
S9. Mometasona 427,1437 8,2 30 6,6 68,9
S9. Mometasona Furoato 521,1492 8,6 30 90,6 24,8
S9. Mometasona Furoato (63-OH) 537,1441 7,8 30 99,7 60,6
S9. Prednisolona (16-OH) 377,1959 6,7 30 89,2 82,5
S9. Prednisolona (63-OH) 377,1959 5,0 30 114,4 89,8
S9. Prednisona 359,1853 7,0 150 81,9 91,8
S9. Triancinolona 393,1708 6,5 30 92,2 107,4
S9. Triancinolona acetonida 435,2177 7,7 15 76,8 68,9
S9. Triancinolona acetonida (63-OH) 451,2127 6,7 30 69,1 89,0
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4.f.4. Limite de Deteccdo (LOD)

As dez amostras utilizadas para calculo do LOD tiveram plotadas curvas de
resposta de deteccédo, descrita por uma funcao sigmoide. Sendo assim, os valores de
LOD obtidos encontram-se na Tabela 4.6 (papel Whatman 903TM) e nas Tabelas 4.7 a
4.14 (VAMS- Mitra®).

Nos critérios de aceitacdo determinados do LOD determinados pela WADA para
substancias que sejam analisadas por DBS € necessério que a concentracao de limite
de deteccdo seja menor que 50% do valor do MRPL. Logo, pode-se afirmar que o0s
valores de LOD das substéancias alcancaram o padrdo minimo, considerando o valor de

MRPL atual disponiveis para essas substancias em urina.

Tabela 4.6. Limite de Deteccédo (LOD) (Whatman 903TM).

Classe /Analito LOD (ng/mL)
S9. Prednisona 13,16
S9. Prednisolona 4,76
S9. 6B-OH-prednisolona 5,55
S6. Isometepteno mucato 2,35
S6. Isometepteno M1 (Aranthol) 2,38
S6. Sibutramina n/A
S6. N,N-didesmetil-sibutramina 17,5
S6. N-desmetil-sibutramina 2,36
S6. OH-didesmetil-sibutramina 2,36
S6. Metilfenidato 2,38
S6. Acido ritalinico 2,38
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Tabela 4.7: LOD para analitos M1 (Efaproxiral) e S1

) Concentracéao de LOD
Analitos M1 e S1
Trabalho (ng/mL) (ng/mL)

Efaproxiral 10 1,09
20-hidroxiecdisona 10 7,77
Cetoconazol 20 1,65
Finasterida (carboxi) 5 2,57
Fluconazol 20 0,64
Flutamida (2-OH) 1 0,08
Flutamida 1 0,04
Miconazol 20 0,73
Andarina-O-defenil 1 0,08
Andarina 1 0,08
Epitrembolona 2,5 0,29
Estanozolol (16-OH) 1 0,57
Gestrinona (6a-OH) 2,5 0,29
Gestrinona 2,5 0,29
GSK2881078 1 0,57
LGD-4033 1 0,78
Metildienolona 2,5 0,29
Metiltrienolona 2,5 0,21
Ostarina 1 0,08
Prostanozol (16-OH) 25 0,69
Prostanozol (3-OH) 2,5 0,69
Prostanozol (4-OH) 25 2,65
RAD-140 1 0,36
SARM S-23 1 0,01
SARM S1 1 0,12
SARM S9 1 0,04
Tetrahidrogestrinona 2,5 0,69
Tetrahidrogestrinona 2,5 4,57
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Tabela 4.8: LOD para analitos S3

Analitos S3 Concentragdo (ng/mL) | LOD (ng/mL)
Formoterol 20 2,75
Higenamina (coclaurina) 10 0,8
Higenamina 10 3,36
Indacaterol 20 8,87
Olodaterol 20 2,35
Procaterol 20 1,65
Reproterol 20 0,22
Ritodrina 20 0,12
Salmeterol 10 0,83
Tetroquinol 20 2,18
Tulobuterol 20 0,12
Vilanterol 10 0,83
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Tabela 4.9: LOD para analitos S4

) Concentracédo de
Analitos S4 LOD (ng/mL)
Trabalho (ng/mL)

Aminoglutetimida (N-acetil) 20 6,21
Aminoglutetimida 20 9,69
Anastrozol 20 0,12
Androsta-1,4,6-triene-17b-ol-3-ona 20 1,65
Androstatrienediona 20 1,65
Bazedoxifeno 20 2,35
Carboxi tamoxifeno 20 2,37
Clomifeno (desetil) 20 1,65
Clomifeno 20 1,65
Exemestano (17beta-oh) 20 2,18
Exemestano 20 1,65
Fulvestrant (17-ceto) 20 2,18
Fulvestrant 20 2,3
GWO0742 (sulfona) 2 2,28
GWO0742 (sulfoxido) 2 3,08
Lomerizina 10 0,83
Mildronato 100 10,88
Mildronato {ou Meldonium} [MS2]* 147>59 100 10,88
Raloxifeno 20 3,28
SR9009 m2 10 0,32
SR9009 m6 10 1,18
SR9009 10 0,83
SR9011 10 1,09
Tamoxifeno (3-OH-4-metoxi) 20 0,58
Tamoxifeno (4-OH) 20 1,65
Tamoxifeno 20 0,73
Testolactona 20 5,51
Tetrahidrotestolactona [ms2] 305>177 20 22,21
Tetrahidrotestolactona 20 5,51
Toremifeno (4-OH) 20 2,35
Toremifeno (OH-metoxi-N-desmetil) 20 1,65
Toremifeno 20 2,18
Trimetazidina FRAG AlF 10 1,15
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Tabela 4.10: LOD para Analitos S5

pnltos s sy | o
6-beta-OH-Eplerenona 100 8,26
ACB 100 13,67
Acetazolamida 100 11,49
Altiazida 100 2,88
Amilorida 100 0,62
ATFB 50 1,16
Azosemida 100 3,63
Bemetizida 100 3,2
Bendroflumetiazida-nh4 100 8,26
Bendroflumetiazida-nh4 100 33,57
Benzilhidroclorotiazida 100 1,64
Benztiazida 100 0,61
Brinzolamida 50 0,31
Bumetanida 100 8,26
Butiazida (+) 100 11,49
Butiazida (-) 100 0,62
Ciclopentiazida 100 0,62
Ciclotiazida 100 3,63
Clopamida 100 0,62
Clorazanil 50 0,31
Clorotiazida 100 3,63
Clortalidona 100 0,62
Conivaptan 100 0,62
Diclorfenamida 100 0,62
Dorzolamida 50 0,31
Epitizida 100 0,62
Eplerenona 100 2,88
Espironolactona (6b-OH-7a-tiometil) 50 6,84
Espironolactona (artefato) 100 0,62
Felipressina 2,5 0,03
Furosemida 100 8,26
Hidroclorotiazida 100 27,57
Hidroflumetiazida 50 0,31
Indapamida 100 0,62
Lixivaptan 50 0,31
Mebutizida (-) 100 1,64
Mefrusida 100 0,62
Mefrusida (lactona) {ou 5-oxomefruside} 100 8,26
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Tabela 4.11: LOD para Analitos S5 (cont.)

Analitos S5 Concentracao de LOD
Trabalho (ng/mL) (ng/mL)
Metazolamida 100 1,64
Meticlotiazida 100 0,43
Metolazona 100 0,62
Mozavaptan 100 0,43
Piretanida 100 1,41
Politiazida 50 0,31
Probenecida 100 0,62
Proguanil 100 0,62
Quinetazona 50 0,82
Relcovaptan 100 3,72
Tolvaptan (OH) 100 2,32
Tolvaptan 100 3,2
Torasemida 50 4,13
Triantereno (p-OH sulfato) 100 2,1
Triantereno 50 0,31
Triclormetiazida 100 2,32
Xipamida 100 0,62

Tabela 4.12: LOD para analitos S6

Analitos S6 Concentracédo LOD
de Trabalho (ng/ml)
(ng/mL)

1,1-DMBA/ 1,3-DMBA* {dimetilbutilamina} AlF 100 71,23
1-Aminoheptano 10 11,03
2,5-dimetoxifenetilamina 25 2,07
3,3-difenilpropilamina 25 0,16
2-etilamino-1-fenilbutano 25 0,16
4-fluoroanfetamina 50 4,13
5-(2-aminopropil)-2,3- diidrobenzofurano 50 4,13
Adrafinil 70 8,04
Amifenazol 50 96,78
Anfepramona (N-dietilnorpseudoefedrina) 25 0,16
Anfepramona (N-etilnorpseudoefedrina) 25 2,07
Anfepramona 25 2,07
Anfetamina frag 136 > 119 100 85,58
Anfetamina 100 31,85
Benfluorex 25 2,07
Benzfetamina 25 0,16
Benzilpiperazina 12,5 1,03
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Tabela 4.13: LOD para Analitos S5

Analitos S5 Concentracéo de LOD
Trabalho (ng/mL) (ng/mL)

Bromantano (6-OH) 25 2,07
Bromantano 25 2,96
Bupropion 10 0,83
Carfedon 50 4,13
Catina-Fragment 100 0,62
Catina- Fragment (marcador) AlF 100 44,33
Catinona - H20 100 8,26
Catinona Analogo - Alfa PVP 50 0,31
Catinona Analogo - Metilenodioxi pirovalerona (MDVP) 25 0,15
Catinona Analogo - Metilona 50 0,31
Catinona Analogo - N-etil heptedrona 25 0,16
Catinona Analogo - PDVP 100 0,62
Catinona 100 8,26
Ciclazodona 25 0,11
Clobenzorex 4-OH 25 0,16
Clobenzorex 25 0,16
Cocaina 50 0,1

Coca (benzoilecgonina) 50 0,31
Coca (Metilecgonina) 50 27,38
Cotinina 25 2,07
Cropropamida [-C2H5NHZ2] 100 0,62
Cropropamida-Na 100 31,05
Crotetamida [-C2H5NH2] 100 0,62
Crotetamida-Na 100 11,83
Dimetilanfetamina 50 0,31
Dipentilona 50 0,22
Dobutamina 50 26,14
Efedrina 100 0,62
Efedrina (marcador) 100 201

Estricnina 25 2,07
Etamivan 25 6,89
Etilanfetamina 4-OH 50 0,31
Etilanfetamina 50 4,13
Etilefrina 50 4,13
Famprofazona 25 0,15
Fembutrazato 25 0,58
Femproporex 25 0,16
Fencamina 25 0,16
Fencanfamina 25 0,16
Fendimetrazina 50 15,2
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Tabela 4.14: LOD para Analitos S5 (cont.).

Analitos S5 Concentracéo de LOD
Trabalho (ng/mL) | (ng/mL)
Fenetilina 25 0,11
Fenfluramina (nor) 25 0,58
Fenfluramina 25 0,08
Fenilpropanolamina-fragm 25 0,72
Fenmetrazina 50 0,31
Fentermina 50 17,22
Foledrina 50 4,13
Furfenorex 25 0,16
Heptaminol 100 8,26
Heptan-1-amino 10 11,03
Hexan-1-amino 100 150
Hexan-2-amino 100 69,39
Isometepteno M1 50 0,31
Isometepteno 20 0,09
Lisdexanfetamina 50 4,13
MDA (-NH3) 50 4,13
MDA 50 13,79
MDEA 25 2,07
MDMA Metab (HMMA) 50 13,79
MDMA 50 13,79
Mebeverina acido 25 0,11
Mebeverina acido (o-desmetil) 25 0,1
Meclofenoxato M (4-CPA) 50 17,22
Mefedrona (nor) 50 4,13
Mefedrona 25 2,07
Mefenorex 25 0,16
Mefentermina 50 1,82
Mesocarb (p-OH) 25 3,76
Metanfetamina 25 2,07
Metilefedrina 50 0,31
Metilefedrina (marcador) 50 224,66
Metilfenidato RT1 50 0,31
Metilfenidato RT2 50 0,31
Metilhexanoamina 100 8,26
Metoxifenamina 25 0,16
Modafinil 50 0,31
Modafinil-Fragment 50 0,31
Modafinilico Ac-Fragment 100 8,26
Morazona 10 0,29
N,N-Didesmetilsibutramina 50 4,13
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Tabela 4.15: LOD para Analitos S5 (cont.).

Analitos S5 Concentracéo de LOD
Trabalho (ng/mL) | (ng/mL)

N-Desmetilsibutramina 25 0,16
N-etil-4-metoxi-anfetamina (PMEA) 25 0,16
N-metil-N-(1-fenetil)-amina 100 48,45
Nicotina 25 0,58
Niquetamida 25 0,16
Niquetamida M (N-Etilnicotinamida) 50 0,31
Octan-2-amino 50 24,23
Octilamina 50 24,23
OH-N-bisdesmetilsibutramina 50 0,82
Ortetamina 50 5,88
Oxetazaina 10 0,16
Oxilofrina (-H20) 50 1,16
p-Metil-Anfetamina 50 4,13
p-Metoxi-Anfetamina 100 10,88
Pemolina 100 1,64
Pentetrazol 50 0,31
Pipradrol 10 0,04
Prenilamina 25 2,07
Prolintano 50 0,15
Propilexedrina 50 0,2

Selegilina 50 0,2

N-Desmetilselegilina 50 0,1

Sibutramina 25 0,16
Tuaminoheptano 100 1,64
Acido Ritalinico 100 0,62
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Tabela 4.16: LOD para analitos S7

. Concentracéao LOD
Analitos S7 de trabalho (ng/mL)
(ng/mL)

Cis-Mefentanila 25 2,07
Dextromoramida 25 0,11
Fentanil 1 0,12
Fentanil (nor) 1 0,26
Heroina 25 2,07
Heroina (6-MAM) 25 0,15
Hidrocodona 25 0,11
Meperidina 25 0,16
Meperidina (nor) 25 0,1
Metadona 25 0,91
Metadona M (EDDP) 25 0,16
N-metilnaltrexona 25 0,15
Oxicodona 25 0,15
Oximorfona 12,5 1,03
Pentazocina 25 3,76
Sufentanil 2,5 0,88
Tramadol 25 0,15
Tramadol desmetil 25 0,15

Tabela 4.17: LOD para analitos S8

Analitos S8 ‘rabaiho (ngimb) | (ngimL)
JWH-018 1 0,34
JWH-018 (5-hidroxi-pentil) 1 1,67
JWH-018 (acido pentanoico) 1 0,97
JWH-073 1 0,43
JWH-073 (3-hidroxibutil) 1 0,52
JWH-073 (4-hidroxi-indol) 1 0,14
JWH-073 (acido N-butandico)-fragment AIF>155 1 1,01
JWH-073 (acido N-butanoico) 1 0,77
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Tabela 4.18: LOD para analitos S9

Analitos S9 Concentracéo de LOD
trabalho (ng/mL) (ng/mL)
Fluticasona (17b-carboxi) 30 0,18
20B-OH-Prednisona 30 2,48
6B-OH-Mometasona Furoato 30 10,33
6B-OH-Triancinolona acetonida 30 3,53
Beclometasona 30 4,12
Beclometasona 17-propionato 30 12,93
Betametasona 60 2,18
Budesonida 30 4,12
Budesonida (6b-OH) 45 5,17
Budesonida (6b-OH) [COOH] 45 3,72
Ciclesonida 30 3,45
Ciclesonida (des-isobuitiril) 30 0,09
Deflazacort 30 0,7
6-B-OH-21-Desacetildeflazacort 30 2,48
Desacetildeflazacort 30 0,19
Desonida 30 0,49
Fludrocortisona 30 0,86
Flumetasona 30 2,48
Flunisolida 30 2,48
Fluocortolona 30 2,48
Fluocortolona (COOH) 30 1,09
Fluocortolona pivalato 30 3,26
Fluorometalona acetato 30 2,48
17B-Ac carboxilico de furoato de fluticasona 30 3,26
Fluticasonal7p-Ac Carboxilico 30 0,49
Fluticasona propionato 30 1,09
6a-Metilprednisolona 30 3,53
Mometasona 30 42,96
Mometasona Furoato 30 3,45
Prednisolona 100 8,26
Hidroxiprednisolona-16 alfa 30 3,53
6[B-OH-Prednisolona 30 8,27
Prednisona 150 0,93
Triancinolona Acetonida 15 1,63
Triancinolona 30 3,45
Triancinolona acetonida (63-OH) 30 3,53
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4.9. Conclusado

Foi validado o método de extracdo de amostras de DBS e analise por LC-HRMS
para diversos analitos presentes na lista proibida da WADA. A validac&o foi realizada
com os DBS coletado em dois diferentes materiais absorventes: papel Whatman 903TM,
feito de celulose, e 0 VAMS- Mitra®, constituido de um polimero hidrofilico poroso. Para
0 primeiro, a validacdo foi realizada com analitos das classes S6 e S9, enquanto para o
segundo, foi realizada com analitos das classes M1, S1, S3, S4, S5, S6, S7, S8 e S9.
Considera-se que a coleta de sangue com o VAMS-Mitra® é mais pratica e permite a
uniformizacdo da amostragem, por se tratar de um material volumétrico. Por isso, 0
investimento na validag&o utilizando este dispositivo foi maior. Ainda assim, o LBCD esta
habilitado para realizar os procedimentos de andlise a partir de ambos os materiais.

Os parametros de validacdo avaliados (seletividade, arraste, estabilidade da
amostra extraida, rendimento da extracdo, efeito matriz, precisédo intra e interensaio e
Limite de Deteccdo) foram considerados satisfatorios, de modo que o protocolo
desenvolvido neste trabalho pode ser utilizado na andlise qualitativa de substancias
proibidas pela WADA.

Como perspectiva, 0 método de DBS validado sera utilizado para a analise de
voluntarios que ingerirdo algumas substancias avaliadas nesse estudo, para

comparacdo com a triagem do LBCD das mesmas substancias em urina humana.
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SUBPROJETO 5. Amostragem tipo Dried Blood Spot - Ill. Comparacéo das janelas
de deteccéo entre amostragem do tipo DBS e DPS

Coordenacao executiva: Dr. Gustavo Cavalcante.

5.a. Introducéo

A deteccao da administracao de testosterona exdgena € alcancada considerando
a avaliacdo longitudinal dos seus marcadores (passaporte biolégico) com a posterior
confirmagdo da assinatura isotdpica por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas por razao isotopica (GC-C-IRMS) [1,2]. No entanto,
preparacdes farmacéuticas contendo testosterona (fonte exégena) com composicdo
isotépica semelhante de origens enddgenas (CIR: -17%o0 e -25%o) inviabiliza a
confirmacédo inequivoca obtida até entdo pela a razao isotdpica [3]. Dessa forma, para
tentar reverter esse inconveniente a deteccao direta de testosterona inalterada através
seus ésteres no sangue torna-se uma abordagem alternativa para detectar
inequivocamente o uso indevido de testosterona exdgena.

Os ésteres de testosterona sao rapidamente hidrolisados no sangue apés a
administracdo, resultando em baixos nives dos ésteres no sangue [4,5]. O dried blood
spot (DBS) € uma técnica de microamostragem de sangue (20-80 pL) que tem
demonstrado ser muito atraente uma vez que 0s requisitos para coleta e transporte de
amostras demandam menos variaveis logisticas (por exemplo, transporte em cadeia de
frio) em relacdo a urina e amostras de sangue obtidas por venipunctura. Além disso, esta
técnica oferece um procedimento menos invasivo do que a punc¢ao venosa convencional
permitindo assim escalar o procedimento de coleta de amostra. O DBS tornou-se uma
abordagem alternativa para detectar agentes de dopagem devido a vantagens
mencionadas acima [6], e por razfes técnicas especificas onde essa matriz pode
oferecer informagGes complementares para auxiliar tomadas de decisdo em casos
complexos de resultado analitico adverso [7]. Além disso, os ésteres de testosterona nao
sao excretados pelos rins, logo ndo € possivel detecta-los na urina [8]. Considerando a
baixa concentracdo de ésteres de testosterona no sangue associados a pequena
guantidade de amostra coletada por dispositivos de microamostragem o método analitico

deve ter alta sensibilidade para alcancar o limite de detec¢cédo necessario.
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Alguns autores ja desenvolveram métodos analiticos baseado na cromatografia

liguida acoplada a espectrometria de massas em serie (LC-MS/MS) com sensibilidade
adequada para detectar os ésteres de testosterona intactos em sangue ou plasma.
Porém, a abordagem de microamostragem de sangue nao foi avaliada [3,5]. Por outro
lado, Tretzel et al e Solheim et al ja exploraram a estratégia por DBS empregando cartdes
de celulose (Whatman) para detectar concentracdes tracos dos ésteres de testosterona
por LC-HRMS e nanoLC-HRMS, respectivamente [9,2]. Entretanto, a desejavel
sensibilidade s6 foi alcancada em razédo da adicdo da etapa de derivatizacéo (derivados
de metiloxima e hidrazona) no procedimento de preparo das amostras. Essas reacfes
de derivatizagdo podem gerar um cromatograma complexo, pois diastereocisémeros (E/Z)
podem ser formados a partir dessa trasformacéo, podendo assim prejudicar a deteccao

apropriada dos ésteres de testosterona.

5.b. Justificativa e objetivos

A extracdo de ésteres de testosterona a partir dos microamostradores de celulose
€ uma variavel determinante uma vez que ela influencia diretamente no limite de
deteccdo (LODs) do método. O baixo rendimento de extracdo (menos de 20%) dos
ésteres de testosterona dos cartdes de celulose ja foi descrito por alguns autores [2,9].
Além disso, a técnica analitica de escolha até o momento para detectar esses alvos € a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). No entanto, o
potencial de ionizacdo dos ésteres de testosterona em fontes de ionizacdo a pressao
atmosférica (API) pode comprometer a sensibilidade de deteccdo desses alvos. Por
essa razao se faz necessério a etapa de derivatizacdo com oxima ou hidrazona (Girard
reagent’s) antes da injecao no sistema de LC-MS/MS, e assim atingir a sensibilidade
(limites de deteccdo) requirida para técnicas de microamostragens. Geralmente, as
reacoes de derivatizacdo empregadas geram diasteroisdbmeros (E/Z), os quais podem
comprometer a qualidade (“peak shape” — assimetria de pico) e/ou a separacao
cromatogréafica.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série por
ionizacao por elétrons (GC-EI-MS/MS) fornece alta sensibilidade e uma seletividade

adequada para os derivados OTMS de ésteres de testosterona. Essas vantagens em
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relacdo a esses parametros devem-se aos intensos ions moleculares na faixa de alta

m/z apresentado por esses derivados. Por essa razdo, o GC-EI-MS/MS torna-se uma
abordagem lo6gica a ser testada para analise de ésteres de testosterona em
microamostradores de sangue com o substrato polimérico hidrofilico (Mitra).

Dessa forma o objetivo desse projeto € comparar e avaliar os dispositivos de
microamostragens constituidos de celulose (Whatman 903) e nao celulose (Mitra)
principalmente com relacdo a eficiencia de extragdo dos ésteres de testosterona da
matriz de celulose e néo celulose, e consequentemente avaliar o desempenho referente
aos limites de deteccao (LODs) em ambos 0s microamostradores empregando técnicas
cromatogréficas acopladas a espectrometria de massas.

O experimento de eficiéncia de extracao para o alvo acetato de testosterona feito na
primeira etapa desse estudo demonstrou que a eficiéncia de extracao desse alvo a partir
da matriz polimérica hidrofilica (Mitra) apresentou uma eficiéncia de extracdo bem
superior quando comparado com o mesmo alvo na matriz de celulose (Whatman). Dessa
forma, se optou por adotar apenas o dispositivo de microamostragem (Mitra) para as

etapas seguintes do estudo.

5.c Planejamento experimental — Otimizacao

Os controles positivos e negativos (CQs) foram obtidos através da coleta do
sangue venoso e posterior armazenamento em tubos contendo EDTA. Os controles
positivos foram fortificados com solugcdes contendo os materiais de referéncia
propionato, fenilpropionato, cipionato, decanoato e undecanoato de testosterona em
concentragOes apropriadas considerando o volume final de 300 pL de sangue total. 30
uL de sangue do tubo de EDTA (Vacutainer®) foram transferidos para o substrato
poliméricos de acordo com o fabricante.

As amostras fortificadas empregando o Mitra foram extraidas pela extracéo
liquido-liquido com solvente organico assitida por ultrasom e posterior agitacdo. A fracdo
organica foi transferida para um outro tubo de ensaio para posterior evaporagéo. O

residuo foi derivatizado com 30 pL mistura (MSTFA:NH4l:2-mercaptoetanol) na
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propor¢ao 500:3:6 (v:m:v). 5 uL foram injetados no sistema GC-EI-MS/MS no modo de
injecao splitless.

Os etapas de extracédo consideradas criticas foram otimizadas: tempo (t) no
ultrasom, tempo (t) na agitagcdo e composicdo da mistura de solventes para extracao
liquido-liquido (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Variaveis (fatores) e niveis testados na triagem do planejamento
experimental.

Tempo ultrasom Tempo agitacdo Proporcao mistura de
solvente
15 min (-) 5 min (-) 90% AcEt + 10% Hexano (-)
60 min (+) 30 min (+) 10% AcEt + 90% Hexano (+)

5.d. Resultados preliminares e discussdo — planejamento experimental

Foram avaliadas dois niveis por variavel (fator) resultando em uma matriz de
experimento 23 totalizando uma triagem com 8 experimentos ¢/ apenas uma repeticéo
cada (Tabela 5.2) para estimar os efeitos. Esse planejamento permitiu estimar 3 efeitos

principais, 3 efeitos de segunda ordem e 1 efeito de terceira ordem.

Tabela 5.2: Matriz de experimento 23 considerando os 3 fatores: t de ultrasom, t de

agitacao e solvente de extracao.

Experimento X1 X2 X3 Y
1 -1 -1 -1 Y1
2 1 -1 -1 Y2
3 -1 1 -1 Y3
4 1 1 -1 Y4
5 -1 -1 1 Y5
6 1 -1 1 Y6
7 -1 1 1 Y7
8 1 1 1 Y8

O melhor rendimento de extracdo para a maioria dos ésteres de testosterona foi
a condicdo em que se empregou 0 maior tempo de sonicacao e agitacdo em conjunto

com a maior propor¢cao de hexano na mistura de extragcédo. Logo, os 3 fatores foram
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consideradas relevantes, exceto para o propionato de testosterona onde o fator tempo

de sonicagéo foi considerado irrelevante para a eficiéncia de extragédo desse alvo a partir
do substrato polimérico (Figura 5.1). E importante mencionar que os rendimentos de
extracdo desses alvos a partir do substrato hidrofilico polimerico foram superiores aos

rendimentos desses mesmos alvos do substrato de celulose.
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Figura 5.1: Representacéo grafica da eficiéncia de extracdo dos ésteres de testosterona
avaliadas pelo planejamento experimental. TU=undecanoato de testosterona, TP=
propionato de testosterona, TFP= fenilpropionato de testosterona, TD=decanoato de

testosterona e TC=cipionato de testosterona.
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5.e. Validacdo parcial

5.e.1 Seletividade

Os parametros de validacao avalidado até o momento foram seletividade e limite
de deteccdo (LOD). A avaliacdo da seletividade considerou 10 amostras de sangue de
voluntarios diferentes. Os dez brancos foram injetados junto com um controle positivo
(CQ) fortificado em 1 ng/mL com os ésteres de testosterona. Os cromatogramas de ions
extraidos (EICs) referentes a avaliagdo da seletividade para o undecanoato de

testosterona e propionato de testosterona estao apresentados na Figura 5.2 abaixo.
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Figura 5.2: EICs dos ésteres de testosterona (A) undecanoato de testosterona e (B)
propionato de testosterona derivados mono OTMS. Cada alvo tem pelo menos 2
transicdes (m/z). A transigcdo de maior intensidade (“Quant peak”) para todos os ésteres
foi o respectivo ion molecular gerando o ion fragmento m/z 209. Nos exemplos acima
m/z 528->209 (TU) e m/z 416->209 (TP).
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As amostras de branco analisadas (n=10) ndo foram capazes de gerar um resultado

presumivel (PAAF) para os alvos analisados nesse estudo, logo o método foi
considerado seletivo. No entanto, a regido de eluicdo do propionato de testosterona (TP)
apresentou um elevado ruido de linha de base (background) o que pode dificultar a
deteccdo desse alvo em concentracdes inferiores a 1,0 ng/mL. Portanto, um teste
empregando uma etapa extra de clean up no preparo de amostras, como por exemplo,
a extracdo em fase sélida, sera avaliada no futuro para avaliar a possivel reducao do
ruido na regido do propionato de testosterona.

5.e.2. Limites de deteccao (LODSs)

Os LODs foram avaliados através da fortificacdo de duas amostras de sangue
distintas em duplicata contemplando a faixa de concentragéo entre 0,1 ng/mL — 2,0
ng/mL. Esse parametro foi estimado pela regresséo logistica onde o limite de deteccéo
considerado a concentracdo em que se obteve umataxa de deteccdo equivalente a 95%
de probabilidade. Na figura abaixo se encontra um exemplo do calculo do LOD pela
regressao logistica para o undecanoato de testosterona (TU) (Figura 5.3). Enquanto a
Figura 5.4 esta representando os cromatogramas de ions extraidos (EICs) adquiridos no
experimento para determinacdo do LOD para cada alvo. Na Tabela 5.3 estdo descritos

os valores de LOD estimados pela regressao logistica.
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Figura 5.3: Estimativa do LOD do éster undecanoato de testosterona (LOD = 0,60 ng/mL)
pela regresséao logistica considerando uma taxa de deteccao (presenca ou auséncia) de
95% de probabilidade.

NQC QC 2,0 ng/mL QC 1,0 ng/mL QC 0,5 ng/mL QC0,2 ng/mL QCO0,1 ng/mL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 5.4: EICs do éster undecanoato de testosterona controle negativo (NQC) e os

controles positivos fortificados em 5 niveis de concentracao (QCs).

Tabela 5.3: Alvos e valores de LODs dos derivados mono OTMS dos ésteres de

testosterona.

Alvo (ésteres de testosterona) LOD (ng/mL)
Propionato de testosterona (TP) 0,29
Cipionato de testosterona (TC) 1,13
Decanoato de testosterona (TD) 0,29

Undecanoato de testosterona (TU) 0,56
Fenilpropionato de testosterona 1,64

(TPP)
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A farmacocinética dos ésteres de testosterona ja foi descrita em alguns estudos

[10,11]. Baseando-se nesses dados os LODs estimados estao proximos aos valores de
concentragdo esperada (0,25 ng/mL — 1,0 ng/mL) para esses alvos em plasma. No
entanto, os métodos analiticos que empregam a abordagem de derivatizacdo com
reagentes oxima e hidrazonas para posterior analise por LC-MS/MS ou HRMS [2,9]

obtiveram LODs inferiores aos obtidos nesse projeto.

5.f. Prova conceito

Amostras reais foram coletadas apds a administracdo de 2 mL de Sustanon®. Um
individuo do sexo masculino que faz uso dessa mistura de ésteres de testosterona sob
supervisdo médica foi voluntario desse estudo. O Sustanon® € composto por uma
mistura de 4 ésteres: propionato (30 mg), fenilpropionato (60 mg), decanoato (100 mg) e
iIsocaproato (60 mg). As amostras foram coletadas um dia antes da administragédo
(branco). Apds a administracdo intramuscular do Sustanon® uma amostra pela manha
foi coletada através de um microfuro no dedo anelar com posterior coleta de 30 L de
sangue com o dispositivo Mitra. As amostras pos administragédo foram coletadas durante
15 dias consecutivos.

Todos os trés ésteres (propionato, fenilpropionato e decanoato) foram detectados
pelo menos por 2 dias em uma concentragdo entre 1 a 2 ng/mL ap6s a administracéo de
2 mL do Sustanon. Apos o segundo dia em diante o propionato e o fenilpropionato ja néo
foram mais observados. Uma vez que ésteres de cadeia mais longa sédo lentamente
liberados na circulacdo sanguinea a deteccdo desses alvos podem ocorrer por um
periodo de tempo prolongado (maior tempo de meia-vida) em relacdo aos ésteres de
cadeia mais curta. Esse comportamento foi observado para o decanoato, onde foi
possivel detecta-lo em até 5 dias apos a administragdo em uma concentracdo estimada

proxima a 0,75 ng/mL (Figura 5.5).
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Figura 5.5: EICs das amostras reais coletadas apos a administracéo intramuscular de 2
mL de Sustanon e controle positivo (QC) contendo os trés ésteres de testosterona:
propionato (TP), fenilpropionato (TFP) e decanoato (TD) fortificados em 2 ng/mL.

Esse resultado é considerado promissor ja que ele pode ser utilizado em associacao
com o passaporte esteroidal do atleta para os casos de perfil esteroidal atipico cuja a
sensibilidade pode variar entre 5 a 14 dias. Portanto, os resultados preliminares dessa
abordagem demonstraram potencial para a detecgéo inequivoca do uso de testosterona
exoégena administrada por via intramuscular de 2 mL do Sustanon®. A janela de
deteccdo observada para o decanoato de testosterona esta condizente com o0s
resultados prévios reportados [2,4] apesar do baixo volume de amostra. Esse
comportamento observado provavelmente pode ser assumido em razdo do aumento da
estabilidade do éster na matriz de DBS em raz&o da auséncia de umidade, o que reduz
a atividade enzimatica da estearase plasméatica quando comparada a amostras liquidas

como sangue/plasma.
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5.9. Perspectivas

A rapida coleta e o baixo custo de transporte das amostras de DBS quando
comparada com as coletas tradicionais de urina e sangue podem proporcionar uma maior
frequéncia de amostragem no controle de dopagem para a analise de ésteres de
testosterona. Essa estratégia em conjunto com as informacdes obtidas pelo passaporte
esteroidal potencializam a probabilidade de detectar o abuso de testosterona no ambito
do esporte.

O emprego da abordagem por LC-MS/MS com derivatizacdo com o reagente de
Girard P ser& testada com o objetivo de avaliar aumento na sensibilidade de deteccéo
dos ésteres de testosterona. Caso essa abordagem apresente menores concentracoes

de LODs, o laboratoério optara por essa estratégia para dar sequéncia na validacéo.

5.h. Abordagem pela técnica LC-ESI-HRMS para os derivados hidrazonas com

carga permanente

Como mencionado previamente uma abordagem alternativa empregando a
técnica analitica com base na cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (LC-HRMS) foi avaliada para deteccdo dos derivados
hidrazonas dos ésteres de testosterona (T) Figura 5.6. De fato, no geral essa técnica
demonstrou ser mais promissora do que a abordagem anterior por GC-EI-MS/MS, uma
vez gque a sensibilidade demonstrada pela técnica LC-HRMS foi superior a abordagem
anterior, associada também a uma maior seletividade de andlise. Outra vantagem
observada foi que nessas condi¢des os diasteroisomeros nao foram formados. A seguir
estdo apresentados os dados de validacdo obtidos até o momento para analise dos
ésteres de T por LC-ESI-HRMS.
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Figura 5.6: Estrutura geral dos ésteres de testosterona obtidos pela derivatizacdo com

Girard reagent P.

5.h.1. Seletividade

O sistema de alta resolucdo dos analisadores de massas Orbitrap oferece uma
grande vantagem em relacdo aos sistemas de deteccdo de resolucdo unitaria de m/z
uma vez que ele é capaz de discriminar ions produtos isobaricos gerados por ions
precursores co-isolados no quadrupolo quando se realiza um experimento de Parallel
Reaction Monitoring (PRM). Como ilustragéo, observa-se nas Figuras 5.7 e 5.8 abaixo
um ruido para maioria dos controles negativos de sangue na faixa de intensidade de
ordem de grandeza 10E? na regido de eluicdo do propionato de testosterona (TP) e
fenilpropionato de testosterona (TFP). Observando os cromatogramas de ions extraidos
no sistema GC-EI-MS/MS para o propionato de T nota-se um ruido na linha de base
muito elevado (Figura 5.2 — B). Esse ruido elevado pode prejudicar a detec¢do desse
alvo em concentracdes baixas.

Picos na ordem de grandeza 10E? s&o irrelevantes nos sistemas de alta resolugéo.
Dessa forma picos detectados com intensidade com uma ordem de grandeza acima

foram considerados como a presenca do alvo analitico.
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Figura 5.7: Cromatogramas de ions extraidos (m/z 478.3064 ->399.26385 “quan”; m/z
478.3064 -> 371.26899). NQC (brancos de sangue de 10 voluntarios); QC (controle
positivo fortificado com solugcéo padrdo contendo o material de referencia do Propionato

de testosterona -TP).
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Figura 5.8: Cromatogramas de ions extraidos (m/z 554.3377 -> 475.2949 “quan”; m/z
554.3377 -> 163.0864; 554.3377 -> 151.08647). NQC (brancos de sangue de 10
voluntérios); QC (controle positivo fortificado com solugéo padréo contendo o material de

referencia do Fenilpropionato de testosterona -TFP).
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5.h.2. Precisdo: intra e inter-ensaio

A precisdo do método foi determinada em trés niveis de concentracbes 2, 5 e 10
ng/mL sob condi¢des de repetitividade (intra-ensaio): mesmo analista e mesmo dia. Ja a
precisdo intermediaria (inter-ensaio) foi adicionar mais replicatas fortificadas em um
segundo dia de andlise. Dessa forma a precisc¢ao foi avaliada pela desvio padréo relativo
dos dois dias obtidos pelo calculo da razdo de area analito — padréo interno. O maior
desvio obtido foi de 63% para o Enantato (Tabela 5.4). Alguns fatores podem explicar
esses elevados desvios obtidos nesse ensaio: 0 baixo volume de amostra (30 uL), a
devida correcao da resposta cromatografica pelo padréo interno, ja que ele ndo corrige
um eventual problema na extragcdo do analito na matriz polimerica do dispositivo, a
simetria do pico ja que a coluna cromatografica ndo estava nas melhores condicdes de
eficiencia de separacdo. Esse experimento sera refeito com uma coluna nova. E
importante ressaltar que o uso pretendido do método é qualitativo, ou seja, é determinar
a presenca ou ausencia dos ésteres de testosterona. Logo, a precisdo nao € considerada

critica para tal finalidade.

5.h.3. Efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado comparando a analise em triplica dos controles
fortificados em 20 ng/mL. Avaliou-se a média das razdes de area analito padréo interno
do controle positivo fortificado em agua no final da extracdo em relacdo ao controle
fortificado em matriz apés a extracdo. Nessa concentracdo notou-se uma peguena
intensificacdo no processo de ionizagcdo por electrospray dos alvos analisados. Esse

fendmeno de “enhance” variou de 2 -14% (Tabela 5.4).

5.h.4. Limite de deteccao - LOD

O LOD foi avaliado através da funcao logistica ja descrita no item 2 desse relatorio.
De fato, no geral os valores de LOD foram inferiores aos observados por GC-EI-MS/MS.

Os derivados dos ésteres permanentemente carregados formado apos a derivatizacao
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com o Girard P reagent proporcionam um ganho referente a sensibilidade significativo
na analise por LC-ESI-HRMS/MS (Tabela 5.4).

5.h.5. Arraste

O arraste foi observado para os ésteres de menor cadeia (acetato e propionato) apos
a injecao do controle fortificado em 20 ng/mL. Dessa forma, amostras presumiveis na
triagem que forem injetadas apds supostas amostras com concentracdes altas desses
ésteres devem ser repreparadas para avaliagdo de possivel contaminagdo por arraste.

N&o foi observado arraste para os demais ésteres de testosterona.

5.h.6. Estabilidade

A estabilidade foi avaliada a temperatura ambiente atrdves de controles positivos
fortificados em 20 ng/mL em triplicata. Utilizou-se como referencia amostras fortificadas
na mesma concentragao e deixou-se armazenadas por duas horas ao abrigo de luz e
com silica gel para evitar a umidade. Para avaliar a estabilidade a amostra de referencia
foi comparada com a mesma amostra de sangue armazenada sob as mesmas condicdes
porém por um periodo de 15 dias. As amostras foram preparadas e injetadas no sistema
LC-HRMS/MS. Apos a injecdo das amostras comparou-se as meédias das razdes de area
analito padrédo interno. Notou-se uma extensa degradacdo da amostra contendo 0s
ésteres de testosterona armazenada por um periodo de 15 dias a temperatura ambiente
(Figura 5.9). O enantato de testosterona foi extensamente degradado nessas condigdes,
favorecendo a prevalencia do interferente de matriz que dificultou a deteccdo do éster
na amostra que ficou a temperatura ambiente por 15 dias. Nao foi possivel determinar a
partir de qual periodo os ésteres comecam a degradar nessas condi¢gdes. No futuro um
estudo mais completo e detalhado de estabilidade dos ésters de testosterona na matriz
polimérica deve ser feito para avaliar a cinética de degradacdo. No entanto, esse
resultado corrobora os resultados de estabilidade ja descritos para outras substancias
[12].
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Figura 5.8: Estabilidade dos ésteres de testosterona a temperatura ambiente (£25°C)

apos 15 dias de armazenamento.

Tabela 4: Sumario dos resultado obtidos da validacdo por LC-HRMS/MS.

Prec intra-ensaio Prec inter-ensaio
LoD ac_s ac_2 Qc_s Qc_10 Efeito de

Alvo (ng/mL) QcC_2ng/mL  ng/mL QC_10 ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL matriz
TAc 0,31 25% 5% 41% 19% 11% 36% 10%

TP 0,35 3% 8% 38% 19% 12% 32% 2%

TE 0,87 18% 6% 26% 44% 29% 63% 7%
TFP 0,47 20% 16% 36% 28% 55% 56% 14%

D 0,53 26% 14% 15% 35% 35% 37% 6%

TU 0,59 13% 8% 21% 53% 27% 24% 13%

5.1 Conclusdo e perspectivas

A técnica LC-HRMS/MS demonstrou ter mais potencial, e com isso mais
promissora do que a técnica GC-EI-MS/MS para a andlise dos ésteres de testosterona
em matriz de DBS ja que os limites de deteccdo (LODs) obtidos foram inferiores aos
limtes obtidos pela primeira técnica. A andlise do cipionato de testosterona nao foi
reprodutivel pelo GC, e a sua deteccdo pelo LC foi dificultada pela presenca de um
interferente de matriz. Mais investigacoes serao feitas para entender com mais detalhes
esse problema observado durante a validagdo. A avaliacdo de uma amostra real (prova
conceito) deve ser feita para demonstrar a aplicabilidade do método por LC-HRMS/MS.
No entanto, o procedimento de validacdo demonstrou que o método desenvolvido esta
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adequado ao seu uso pretendido para a andlise dos demais ésteres de testosterona

tendo como base os parametros avaliados. Com base nos resultados de estabilidade
obtidos até o momento recomenda-se transportar e armazenar as amostras de DBS
coletadas por Mitra sob refrigeracéo. A estabilidade sera avaliada em outros dispositivos

de microamostragem.
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SUBPROJETO 6. Investigacdo da possibilidade de dopagem acidental por
higenamine como resultado da dieta

Coordenacao executiva: Profa. Dra. Monica Padilha

6.a Introducao

Como ja discutido e apresentado no Relatério Parcial 2, o controle de dopagem
no esporte € um campo da toxicologia forense dedicado a investigar o uso de substancias
proibidas no contexto do esporte.

O resultado de cada analise pode ser discutido no ambito judicial, e se alguma
violacdo ao controle de dopagem € demonstrada, um atleta pode ser impedido
preventivamente de participar de competi¢cées por anos, com Obvio impacto em sua vida
pessoal. Sendo assim, existe uma preocupacdo constante sobre a ocorréncia de
violagédo, ou seja, casos de dopagem, de forma acidental. Alguns argumentos, usados
frequentemente nos tribunais, como tentativa de justificar a presenca de substancias
proibidas nas amostras dos atletas, sdo o uso de medicamento inadvertidamente, de
suplementos ou alimentos contaminados com agentes dopantes.

Graviola (Annona muricata L.) € uma espécie da familia Annonaceae que tem sido
muito estudada nas ultimas décadas, em funcao de seu potencial terapéutico. A annona
muricata ou graviola tem como caracteristicas seu sabor azedo e a0 mesmo tempo doce.

As graviolas sdo comuns nos trépicos e subtropicos livres de geadas e séo
encontradas nas indias Ocidentais, América do Norte e do Sul, planicies da Africa, ilhas
do Pacifico e Sudeste Asiatico. Diferentes partes de A. muricata sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional de varios paises para curar varias doenc¢as. Sucos de
frutas e infusGes de folhas ou galhos tém sido usados para tratar febre, dor, doencas
respiratérias e de pele, parasitas internos e externos, infec¢des bacterianas, hipertensao,
inflamacéo, diabetes e cancer. Folhas e sementes sdo 0s principais 6rgdos vegetais
estudados, provavelmente por serem 0s mais tradicionalmente utilizados. S&o
necessarios mais estudos com extratos e polpas de frutas utilizadas para consumo
humano.

Leboeuf et. al. em 1981 isolou a coclaurina, metabolito da higenamina, de A.

muricata. Coclaurina é um alcal6ide natural presente em varias plantas como precursor
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na biossintese de alcaldides benzilisoquinolinicos. A higenamina, também conhecida

como norcoclaurina (1-[(4-hidroxifenil)metil]-1,2,3,4 tetrahidroisoquinolina-6,7-diol), foi
inicialmente isolada como componente cardiotonico ativo do Aconitum japonicum por
Kosuge em 1976. Estudos recentes tém revelado varias propriedades farmacoldgicas e
usos médicos, como doencas cardiovasculares, lesbes na medula espinhal, artrite,
doencas broncoconstritivas e outras. A higenamina foi listada pela Agéncia Mundial
Antidoping (AMA) como agente dopante e, desde dezembro de 2016, um resultado
analitico adverso para essa substancia deve ser relatado apenas se a concentracao
estimada na amostra do atleta for superior a 10 ng/mL, ou seja, 50% do Nivel de
Desempenho Minimo Requerido (MRPL) estabelecido, pela AMA, para classe dos (32-
agonistas. Essa estratégia foi adotada para evitar a sancédo de um atleta devido ao uso
de alimentos contendo higenamina.

A luz das regras atuais da AMA, os limites especificados para a higenamina
aplicam-se apenas a determinacdo do composto original em sua forma livre. Portanto,
nenhum metabolito de fase Il excretado na urina deve ser considerado. Varios estudos
foram realizados para avaliar a presenca de higenamina em plantas, alimentos, produtos
cosmeticos, de modo a avaliar sobre a possibilidade de dopagem né&o intencional.
Makoto et. al. investigaram o0s niveis de higenamina na urina humana apos a
administragcdo de uma pastilha para a garganta contendo a fruta Nandina domestica.
Nandina domestica € um dos ingredientes da pastilha para a garganta Nanten-nodo-ame
encontrada no mercado japonés. E um produto farmacéutico de venda livre e facil de
comprar para atletas japoneses. Foi realizado um estudo populacional (n = 246) com
individuos japoneses e um estudo de excrecdo (n = 4) de individuos que usaram a
pastilha para a garganta. A partir do estudo de excre¢do, a concentragdo maxima de
higenamina observada na urina estava muito abaixo do critério de positividade
estabelecido pela AMA. Curiosamente, nenhuma higenamina pode ser detectada nos
individuos japoneses. Yan et.al. avaliaram o risco de resultados analiticos adversos de
higenamina ap6s a administracdo oral de capsulas de plumula nelumbinis. Plumula
nelumbinis € uma parte da semente de l6tus, sendo comumente usada como ingrediente
em cozinhas, medicamentos fitoterapicos e suplementos nutricionais na China e em
outros paises do Leste Asiatico. Segundo os autores, a concentracdo de higenamina na

urina pode exceder o limite estabelecido pela AMA. Por outro lado, Yen et al. investigou
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0 mesmo risco usando produtos de extrato de Lotus Plumule. Os autores relataram

concentragbes de higenamina acima do limite relatado. No entanto, a concentragéo
estimada foi inferida considerando a soma da fracao livre e glicoconjugada, o que foge
das regras da AMA. Gruza et. al. lidera um estudo de excre¢éo de higenamina ap6s dose
oral Unica de suplemento dietético contaminado.

Os resultados destacaram o potencial impacto dos metabdlitos de fase Il na
interpretacéo dos resultados em casos de dopagem. Recentemente, a ingestao de suco
de graviola foi usada para justificar em tribunal a presenca de higenamina acima do limite
atual de relato da WADA em uma amostra de urina de atleta. Apesar da abundante
guantidade de estudos envolvendo a graviola, também. devido a alta disseminacdo do
fruto pelo mundo, nenhum estudo envolvendo a ingestdo de graviola e possiveis
impactos no sistema antidoping foi encontrado na literatura. O objetivo do presente
trabalho é relatar o achado de um estudo piloto onde foram estimadas as concentracdes
de higenamina apds a ingestdo da fruta in natura.

6.b. Justificativa

Em 2019, o LBCD declarou dois resultados analiticos adversos para Higenamina.
Em um dos casos, a hipétese para justificar a presenca de Higenamina na urina do atleta,
foi 0 consumo de suco de graviola. Diversos laboratérios de controle de dopagem tém
conduzido estudos para avaliar a presenca de Higenamina em plantas, comida,
cosmeéticos, com o intuito de avaliar se 0 uso dos mesmos pode acarretar na
contaminacdo nao intencional dos atletas. Resultados preliminares, obtidos pelo
laboratério, indicam que é possivel encontrar Higenamina na forma livre, em
concentragao inferior a 10 ng/mL, na urina de voluntarios que consumiram cerca de 200
gramas de graviola. As analises dos dados obtidos pelo LBCD demonstram que a maior

guantidade de Higenamina é elimina na forma glicoconjugada.
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6.c. Objetivos

O objetivo do projeto é investigar a concentracdo de Higenamina livre e conjugada
na urina de voluntarios, apos o consumo de graviola.
Para isso, procedimentos iniciais de andlise e procedimentos de confirmacao

serdo empregados nos experimentos realizados pelo LBCD.

6.d. Experimental

6.d.1. Estudo de excrecao

Nove voluntarios saudaveis do sexo masculino, entre 25 e 45 anos, com altura
compreendida entre 175 e 180 cm e peso entre 70 e 117 kg. Trés voluntarias saudaveis
do sexo feminino, com idade entre 30 e 35 anos, altura e peso variando entre 155 e 165
cm, 55 e 75 kg, respectivamente.

Nenhum voluntério estava fazendo uso de medicamentos e / ou suplementos
nutricionais. Um branco de urina foi coletado, antes da administracdo de 200 gramas de
polpa de graviola.

Todas as amostras de urina foram coletadas até cerca de 80 horas apds a

ingestao da polpa da fruta. Todas as urinas foram congeladas antes da analise.

6.d.2. Procedimento de preparo de amostra

6.d.2.a. GC-EI-MS/MS (Procedimentos Iniciais de Analise)

O processo de preparo da amostra envolve a hidrolise enzimética e extracao
liquido-liquido com solvente orgéanico. Aliquotas de 2 mL de cada amostra de urina foram
fortificadas com 40 pL de solucdo de padréo interno. O pH é ajustado com 750 uL de
tampao fosfato 0,8M e 50 uL de B-glicuronidase de E. coli. As amostras foram incubadas
por 1 hora, seguindo da adicdo de 500 pL de tampé&o K2COs / KHCO3 20% (p/p) e 4 mL

de metil-terc-butil-éter (MTBE). As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 3000
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rpm por 5 min, em seguida, foi realizada a separacéo de fases e a evaporacao da fase

organica sob fluxo de nitrogénio. Finalmente o residuo seco é derivatizado com 100 pL
da mistura (MSTFA:NH4l:2-mercaptoetanol) na proporgéo 500:3:6 (v:m:v) a 60°C por 20
minutos. Aliquotas de 2 pL foram injetadas em cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo (CG-TQ).

6.d.2.b. GC-EI-MS/MS (Anélise de Confirmacao)

As amostras foram preparadas sem hidrélise e utilizou-se a extracdo por fase
sélida para tratamento da amostra. Dois ml de amostra foram aplicadas a cartuchos
Strata X-CW, Phenomenex. Os cartuchos foram lavados com agua e eluidos com
metanol:acido formico 95:5 (v:v). O eluato foi submetido a fluxo de nitrogénio para

secagem da amostra e derivatizados conforme descrito anteriormente.

6.d.2.c. LC-HRMS

O preparo de amostra é baseado na extracdo por fase sdlida, com cartuchos
Strata X-CW e hidrdlise enzimética, a partir de 2,5 mL de urina. Apds a extracdo 10 pL
de amostra foi transferida para vials e injetadas em cromatégrafo a liquido acoplado a

espectrometria de massas de alta resolucao.

6.d.2.d. LC-HRMS (confirmacéo)

A mesma abordagem da etapa de triagem é usada com excecao da hidrélise

enzimatica.

6.d.2.e. Condicbes instrumentais

GC-EI-MS/MS

Coluna: Ultra 1-ms, 100% metilpolisiloxano, 17m X 0,25 mm X 0,11um

Programa de temperatura do forno: 140°C — 40°C/min — 230°C — 3°C/min — 280°C
— 300°C (3min).

Temperatura da linha de transferéncia: 300°C
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Temperatura da fonte: 320°C

Modo de ionizagdo: lonizagéo eletronica, 70eV

LC-HRMS

Coluna: Syncronis C18, 2,1 mm X 50 mm X 1,7 um)

Fase movel: Agua contendo 0,1% de &cido férmico e 5 mM de formiato de aménia

(eluente A) e metanol contendo 0,1% de acido férmico (eluente B).

Gradiente: 5% de eluente B até 0,3 minutos, 10% em 0,5 min, 25% em 1min, chegando

a 90% em 6 min e 100% em 8 min. Essa condicdo é mantida até 9,0 minutos. Nos dois

minutos finais a concentragao retorna para a inicial. Fluxo de 400 puL/min e temperatura

da coluna igual a 40°C.

Temperatura do capilar: 380°C

Voltagem do spray: 3,9 KV, modo positivo e 2,9 KV, modo negativo

Tabela 6.1. fons diagndstico (m/z) e tempo de retenc&o (min), triagem.

Triagem: GC-EI-MS/MS com hidrélise

Alvos Extracdo tr (min) | Aquisicao Transicdes
Higenamine 15,4 MRM m/z 380 — m/z 308
LLE m/z 380 — m/z 220.

Coclaurine / 14.9/ MRM m/z 322 — m/z 250

isoclocaurine 15.1 m/z 322 — m/z 220

Triagem — LC-HRMS com hidrélise

Higenamine 3.8 Full Scan (+) | m/z 272.12722
mode

Coclaurine SPE + DS 4.0 ;L:)”de Scan (+) | m/z 286.14377

Higenamine-SO4 4.2 Full  Scan (-) | m/z 350.07038
mode

Tabela 6.2. ions diagnéstico (m/z) e tempo de retencdo (min),

confirmacéo.

Procedimento de confirmacdo de higenamina — Sem hidrélise

Equipamento Estratégia de tR (min) Modo de aquisicéo lon diagnoéstico
extracao

m/z 380 — m/z 308
GC-MS-MS SPE 15.3 MRM m/z 380 — m/z 220
m/z 380 —» m/z 193

LC-HRMS SPE + DS m/z 107.001

6.5 Full/MS? m/z 161.001

m/z 143.001
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Os dados foram adquiridos usando o TraceFinder™ 3.2.512.0, Thermo Fisher
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

6.f. Resultados e discussao

A estratégia analitica normalmente empregava pelos laboratérios credenciados
pela AMA, divide-se em triagem e confirmacdao. Tal estratégia baseia-se em uma primeira
analise usando procedimentos abrangentes cujo obrjetivo € a minimizacdo de falsos
negativos e, posteriormente, procedimentos de confirmacdo (CP), com o foco na
minimizacao de falsos positivos. O presente relatério avaliou a presenca de metabdlitos
de fase Il nas urinas dos voluntarios participanetes do estudo de excrecéo.

A abordagem LC permite a deteccao de sulfato de higenamina, com um pico de
3,5 ng/mL observado no sujeito 3. O voluntério 5 apresentou 4,0 ng/mL de sulfato de
higenamina e o voluntario 10 apresentou 3,2 ng/mL. Devido a falta de material de
referéncia para esses metabdlitos de fase Il, todas as concentracdes foram estimadas

usando o pico de higenamina como referéncia.

Controle negativo urina de excreg&o

RT: 2.50-500 SM: 9G

RT 250-500 SM 9G RT 369 NL: 7.72E6
RT 441 NL: 9.10E4 AA 41481792 miz=
00— AA 585412 miz= 1007 352.08282.352.08704 F
] 352 08282-352 08704 F: ] FTMS + p ESI Full ms
] (+) FTMS + p ESI Full ms 50 (+) [100.0000-800.0000] MS
50 [100.0000-800.0000] MS bl ICIS 5
J ICIST_bu ]
1 0 o =
0-1 RT: 3.69 NL: 4.14E7
NL: 0 100 AA 213371080 miz=
100— miz= ] 350.06718-350.07138 F
] 350 06718-350 07138 F ] FTMS - p ESI Full ms
] (-) FTMS - p ESI Full ms 50 (_) [100.0000-650.0000] MS
5071 [100.0000-650.0000] MS Ei ICIS 5
| ICIST_bu ]
] L B e B B B S O A e
e A e e e e e B 25 30 35 40 45 50
25 30 35 40 45 50 Time (min)

Time (min)
Figura 6.1: Cromatogramas extraidos para Higenamina sulfato no modo de ionizacao
positivo m/z 353,08493 e negativo m/z 350,06928.

Com base nesses resultados, pode-se inferir que a higenamina também esta

sendo eliminada na forma de sulfoconjugado.
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6.9. Conclusao

Com base nos resultados deste estudo piloto, a higenamina € observada na urina
apo0s a ingestdo de polpa de graviola. No entanto, apenas pequenas quantidades de
higenamina ndo conjugada estdo presentes na urina apos a ingestdo de 200 gramas
(média) da fruta. Nenhum voluntario atingiu o limite de notificacdo estabelecido pela
AMA, gquando apenas a fracao livre de higenamina € medida. Por LC-MS é possivel
avaliar a presenca de metabdlitos de fase Il no extrato final.

O presente trabalho atingiu o objetivo proposto inicalmente.
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SUBPROJETO 7. Estudo de metabolismo de agentes dopantes — Modelo in vivo
Zebrafish

Coordenacao executiva: Prof. Dr. Henrique Marcelo Gualberto Pereira
Dra. Isabelle Karine da Costa Nunes

Dra. Carina de Souza Anselmo

7.a Introducao

Como introduzido no Relatério Parcial 02, o metabolismo € o principal mecanismo
de manutencdo da homeostase apds a exposicdo do organismo a uma substancia
exogena ((KLAASSEN, 2007; KIRCHMAIR et al., 2015). A identificac&o e caracterizagdo
de metabdlitos e suas respectivas vias metabdlicas tornou-se uma parte indispensavel
do estudo de metabolismo e da toxicologia, uma vez que esses resultados estabelecem
a base cientifica para a compreensao de mecanismos moleculares de efeitos benéficos
ou toxicos induzidos por agentes quimicos (WEN; ZHU, 2015). O uso indevido de
medicamentos — sejam novos candidatos ou aqueles ja existentes no mercado — pode
ser considerado uma das vertentes do controle de dopagem no esporte (THEVIS;
SCHANZER, 2014).

O uso de substancias e métodos que melhoram o desempenho atlético tem sido
um dos maiores desafios no esporte profissional (MAZZEO; RAIOLA, 2018; THEVIS;
KUURANNE; GEYER, 2019). Na andlise de controle de dopagem, o estudo do
metabolismo de uma substancia € uma ferramenta empregada para aumentar a janela
de deteccdo do farmaco, considerando o seu perfil de excrecdo. Os metabdlitos
identificados nessa investigacdo podem ser utilizados como marcadores do abuso da
substancia, somando evidéncias ao resultado, mesmo algum tempo depois da
administracdo da mesma (ZVEREVA et. al., 2016).

(i) Anabolizantes: Historicamente, os agentes anabolizantes representam a classe
de agentes dopantes com maior nimero de resultados analiticos adversos, sendo
responsaveis por 44% dos casos em 2018 (WADA, 2019). Essa alta prevaléncia, bem

como o surgimento de novas substancias estruturalmente relacionadas, cria a
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necessidade da realizacdo de estudos de metabolismo para estas substancias (HAND

et al., 2020). Neste trabalho sera avaliado o metabolismo da metiltestosterona. No que
tange os dois primeiros, destacam-se as modificacfes estruturais nos anéis A e D,
comum a todos os esteroides. Como regra, 0 metabolismo de fase | geralmente converte
0 esteroide através de catalise enzimatica (oxidacdo, reducdo e hidroxilagcdo, por
exemplo) em substancias mais polares, inativando-as. O aumento da polaridade,
consequentemente, facilita a excregéo via sistema urinario (SCHANZER et al., 1996).

A metiltestosterona (MT) (Figura 7.1) estimula o crescimento muscular, e o
desenvolvimento de caracteristicas sexuais. A MT tem sido utilizada, assim como outros
derivados sintéticos da testosterona, como suplementos hormonais. Em homens, o uso
tem por objetivo suprir a deficiéncia de testosterona. JA em mulheres, a MT é usada no
tratamento do cancer de mama e nos sintomas da menopausa em associacdo com
estrogénio (MUSHARRAF et al., 2017).

M1 M2

OH OH OH
% { ;CH'j CH3 L=CH3
HO3;8—0" : HO35—0"' HO3s—0""
3 ¥ 3 H 3 H
s2 s1 s3

Figura 7.1. Metiltestosterona e seus principais metabdlitos monitorados na urina humana
(SCHANZER et al., 1996 e POZO et al., 2013).

(i) Moduladores seletivos de receptores de estrogénios: Os moduladores seletivos
de receptores de estrogénios (ou do inglés, Selective Estrogen Receptor Modulators,
SERMSs) sdo uma familia de farmacos os quais interagem inibindo ou estimulando
seletivamente a acdo do estrogénio (SALVADOR et al., 2018). O tamoxifeno (TMX), o
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gual possui uma estrutura de trifeniletileno, representa o primeiro farmaco a ser utilizado

como um modulador seletivo do receptor de estrogénio e seu uso terapéutico inclui a
prevencdo e tratamento de cancer de mama, osteoporose pos-menopausa e doengas
cardiovasculares em mulheres desde 1973 (LU et al., 2014; SANCHEZ-SPITMAN et al.,
2019). No contexto do esporte, o0 TMX, assim como 0s outros SERMs, séo utilizados, na
maioria das vezes por homens, como medicamentos na melhora da performance devido
a sua acao antiestrogénica (HACKNEY, 2018). Logo, o abuso do TMX foi proibido
“dentro” e “fora” de competicdo desde 2005 pela WADA, a qual incluiu esta substancia
na secdo S4 (hormonios e moduladores metabdlicos) da lista de substancias proibidas
(KWOK et al., 2017). Apesar da inclusdo dos SERMs na Lista, o nimero de atletas com
resultados analiticos adversos para esta classe de substancias triplicou e, para o TMX,
dobrou de 2012 a 2019 (WADA, 2012, 2019). O tamoxifeno (TMX) requer uma ativacao
metabodlica complexa para desempenhar sua atividade farmacologica projetada. No
inicio, as enzimas do citocromo P-450 s&o as principais responsaveis pelo metabolismo
do TMX em seus metabdlitos primarios (Figura 7.2) (SANCHEZ-SPITMAN et al., 2019).

CH3 N

o _/_H‘cm of CH,
: CYP2D6 Q O
Q O ——
_ CYP2B6 .
HiC O CYP2C9/19 ) O
CYP3A4 o
Tamoxifeno 4-hidroxitamoxifeno

CYP2C9
cvpsm/lcypl pt CYP3A4/5

N CYP286
o/ W cyp2c9/19
Q O CYP3A4
HaC
Y CYP2D6

N-desmetiltamoxifeno

Endoxifeno

Figura 7.2. Principais vias metabdlicas do tamoxifeno. Adaptado de: YONG et al., 2020.

Apesar dos metabdlitos apresentados na Figura 7.2 serem considerados 0s
principais formados pelos humanos, o metabolismo do TMX apresenta-se com uma

maior complexidade (SANCHEZ-SPITMAN et al., 2019). Diferentes vias metabdlicas de
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fase | foram descritas para o TMX, incluindo biotransformacdes como N-desmetilacéo,

N,N-didesmetilacdo, hidroxilacéo, carboxilacdo, metoxilacdo, N-oxidacdo, epoxidacao e
combinagdes entre elas. Além disso, uma parte dos produtos de fase | sdo metabolizados
pelas enzimas sulfotransferases (SULTs) e uridina-5’-difosfoglucuronosil-transferases
(UGTs), formando metabdlitos de fase IlI, sulfo e glico conjugados, respectivamente
(KWOK 2017, LU et al., 2014, MAZZARINO et al., 2013).

(iii) Narcoticos: Os narcéticos sdo substancias proibidas pela WADA durante as
competicdes. Apesar da etilmorfina ainda ndo ser uma substancia listada, diferente da
morfina (WADA, 2021), cerca de 15% desta é metabolizada em morfina (HELLAND et
al.,, 2010), através de uma O-deetilacdo promovida pela enzima CYP2D6
(AASMUNDSTAD et al., 1995; XU et al., 1997). O outro metabalito direto formado, agora
por uma N-demetilagdo, € a noretilmorfina, a qual, segundo a literatura, € promovida
pelas enzimas CYP3A4 (AASMUNDSTAD et al., 1995; XU et al., 1997). Este ultimo
metabdlito € um importante marcador utilizado na diferenciacdo do consumo de morfina,
a qual é proibida, e etilmorfina (WADA Technical Letter TL22). As estruturas moleculares
da etilmorfina e da morfina sdo muito semelhantes, diferindo apenas por um grupo etil
adicional na posi¢ao 3 (HELLAND et al., 2010; COLOMB et al., 2017), Figura 7.3. Apesar
da grande semelhanca estrutural, a afinidade da etiimorfina corresponde a apenas 1/300
da afinidade da morfina para com seu receptor, portanto acredita-se que grande parte
do efeito farmacoldgico desta seja devido a sua conversdo em morfina (HELLAND et al.,
2010). A etilmorfina é um potente analgésico narcético e antitussigeno, usado no
tratamento de dores intensas, como em canceres e lesdes 0sseas (ELMESHAD et al.,
2020).
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Figura 7.3. Principais vias metabdlicas da etilmorfina. Adaptado de: AASMUNDSTAD et
al., 1995; HELLAND et al., 2010; COLOMB et al., 2017.

(iv) Zebrafish: por ser um organismo vertebrado que apresenta muitos 6rgdos e
tipos celulares similares aos mamiferos, esse pequeno teledsteo € amplamente
utilizando em estudos farmacoldgicos e toxicologicos (RUBINSTEIN, 2003). Além disso,
o zebrafish compartilha uma quantidade consideravel de identidade genética com
humanos, com quase 70% de genes humanos em pelo menos um ortélogo (HOWE et.
al., 2013). Essa espécie de peixe foi utilizada como modelo in vivo para estudo do perfil
metabdlico de sibutramina e demonstrou resultados semelhantes ao publicado para
humanos. (ANSELMO et. al., 2017). Comparado a outros modelos utilizados para
investigacdo de novos farmacos in vivo, como ratos, camundongos, cachorros e porcos,
0 zebrafish vem sendo utilizado por ser um modelo com maior custo-beneficio, mais

barato e de facil implementacdo (ZON et. al., 2005).
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7.b. Objetivo geral

Estudar o metabolismo de fase | e fase Il de diferentes xenobioticos tipicamente
empregados como agentes dopantes no contexto esportivo utilizando o modelo Zebrafish
Water Tank (ZWT). As substancias estudadas serdo: Etilmorfina, Metiltestosterona,

Tamoxifeno.

7.b.1. Objetivos especificos

- Realizar estudos do metabolismo de substancias dopantes utilizando um modelo in vivo
nao-humano;

- Compreender vantagens e limitacbes do modelo ZWT frente a diferentes classes de
substéancias dopantes;

- Otimizar a producdo de metabdlitos no modelo ZWT através de desenho experimental,
respeitando o bem-estar dos animais;

- Identificar os metabdlitos produzidos no modelo ZWT bem como sua correlacdo com o
modelo humano, propondo marcadores do uso dessas substancias, além de comparar
com o proprio sangue dos peixes;

- Obter colecdes de referéncia dos metabolitos encontrados a partir de suas
concentracfes na 4gua do tanque, para futura utilizacdo em analises do controle de

dopagem.

7.c. Justificativa

A Agéncia Mundial Antidopagem (WADA, do inglés World Anti-Doping Agency)
tem como um de seus compromissos principais 0 monitoramento do Cdodigo Mundial
Antidopagem, o qual traduz-se em um documento central que padroniza as politicas
antidopagem em todas as nacles. Dentre as violacbes das regras antidopagem
estabelecidas por este documento e que caracterizam a definicdo de dopagem, ha a
presenca de uma substancia proibida na amostra do atleta, assim como seus metabolitos
e marcadores (WADA, 2022a). Com isso, a WADA apresenta anualmente uma lista com

mais de duzentas substancias e métodos proibidos dentro e/ou fora de competicao.
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Neste projeto serdo consideradas substancias citadas nesta lista, incluindo agentes

anabolizantes, moduladores de metabolismo e narcoticos (WADA, 2022b).

O zebrafish (Danio rerio) possui diversos genes ortélogos aos humanos, e por
isso, vem se destacando nos ultimos anos como um modelo in vivo utilizado em vérios
trabalhos, incluindo estudos do metabolismo de xenobidticos. Na toxicologia o zebrafish
€ utilizado como uma estratégia para contornar a limitacdo ética da exposicdo de
humanos a agentes potencialmente danosos a saude (ZHANG et al., 2016; XU et al.,
2020; GARCIA et al., 2020). Por conseguinte, o0 modelo denominado Zebrafish Water
Tank (ZWT) tem demonstrado éxito em reproduzir, qualitativamente, o metabolismo de
xenobiodticos de diferentes classes de substancias, inclusive para fins de controle
antidopagem, como no estudo de esterdides anabolizantes androgenos, estimulantes,
canabindides e glicocorticéides (ANSELMO et al., 2017; MATOS et al., 2020; SARDELA
etal., 2018; SARDELA et al., 2020; ARAUJO et al., 2021). Como uma vantagem adicional
do modelo esta o fato de que a 4gua do tanque (ZWT) € uma matriz extremamente limpa
guando comparada a aquelas de origem biolégica, como a urina ou o sangue, facilitando
a identificacdo de metabdlitos (ANSELMO et al., 2017).

7.d. Relevancia do estudo

A descoberta de novos metabdlitos pode alterar o paradigma de deteccdo de
substancias proibidas no controle de dopagem no esporte, permitindo uma melhor
compreensdo dos processos metabolicos de agentes dopantes. Além disso, ao
investigar e avaliar as condicdes experimentais do ZWT, novas ferramentas e
caracteristicas do modelo tornam-se acessiveis aos pesquisadores da area, contribuindo
para a consolidacdo do proprio modelo como uma alternativa aqueles que envolvem

mamiferos.
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7.e. Procedimentos metodoldgicos:

7.e.1. Aclimatacdo dos peixes

Os peixes foram adquiridos e ambientados por 5 dias antes do experimento em
aguarios alojamentos de 4 litros com bombas circulatérias, a uma temperatura de 28 +
1°C, em fotoperiodo de 12:12 h e alimentacéo 3 vezes ao dia (PRADO et al., 2020).

7.e.2. Setup experimental

Apos esse periodo de ambientacéo e, para o estudo do metabolismo (i) e das
condicbes ambientais do modelo (ii), foram realizados experimentos com dois grupos
distintos:

(i) Experimento 1: 8 peixes mantidos em um tanque de 200 mL a 32 + 1°C. A
alimentacdo neste grupo cessou 1 dia antes para o0 experimento. A duracdo do
experimento variou de 8 a 12h, pois foi avaliada individualmente para cada substancia
levando em consideracdo possiveis mudan¢as comportamentais dos peixes que possam
indicar algum tipo de dor ou estresse decorrente do ensaio. Ademais, ndo foi utilizado
um sistema de bombeamento de agua, devido a incompatibilidade do tanque com
bombas convencionais de aquério e o curto periodo de experimentacdo. As substancias
utilizadas foram diluidas para uma concentragao final de 1 ug/mL nos tanques. Para cada
um dos experimentos foram feitos: um controle de estabilidade, que consiste em tanque
com presenca de substancia diluida, mas sem peixe; um controle negativo, que consiste
em tanque contendo peixe, mas sem a substancia, e o tanque teste, que contém peixe
e a substancia, esta ultima foi realizada em triplicata. As aliquotas foram coletadas a
cada hora do experimento até o fim deste. Ao final do experimento, a agua restante foi
coletada e armazenada para obter a colecdo de referéncia. Os animais foram
eutanasiados por hipoxia, ou seja, por imersdo em agua com gelo (0° a 4°C) por 10 min
até a perda de movimentos operculares (Resolucdo Normativa n°® 37/2018 — CONCEA).
ApOs garantia da eutanasia dos animais, ao transferi-los para uma 4gua a temperatura
ambiente e nenhum movimento ser observado, a retirada do sangue foi executada,
seguindo um método adaptado de Babaei et al. (2013). Ou seja, foi realizado um corte

ao fim do canal anal do peixe, o qual foi transferido para um eppendorf vasado e

151



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

centrifugado (a 60 g por 5 mina 11°C). Em seguida, um outro corte, removendo o coagulo

formado, e uma nova etapa de centrifugacéo foram realizados. O sangue coletado de
todos os peixes de um tanque em especifico foi reunido em um pool, adicionado em 9x
0 volume em metanol e o padréo interno e centrifugado (a 13700g, 15min, 4°C), para
separacdo do plasma. O sobrenadante foi retirado, evaporado em fluxo de N2 e
reconstituido em fase movel para analise por UHPLC-HRMS.

(i) Experimento 2: 18 peixes mantidos em aquérios de 4 L, com recirculacdo de
agua, a 28 £ 2 °C, com um ciclo de luz de 12 h de dia/ 12 h noite e alimentados 1 vez ao
dia. O experimento foi realizado em triplicata e as condicbes ambientais monitoradas
consistiram em: temperatura, salinidade, pH, aménia, nitrito e nitrato. O experimento foi
desenvolvido sem a adicdo de substancias e por um periodo de 21 dias, tempo maximo
avaliado até o momento para o modelo ZWT. A eutanasia dos peixes adultos foi induzida
por decapitacdo, apds anestesia por meio da imersao dos peixes em solucao de tricaina
sulfonato de metano (168 mg.L?), tamponada em pH 7,0 (Resolucdo Normativa n°
37/2018 — CONCEA).

7.e.3. Preparo de amostras

7.e.3.a. Metiltestosterona

(i) CG-EM:

Em aliguotas de 3 mL foram adicionados 40 uL de padré&o interno (Testosterona-
Dz3), 750 uL de tampéo fosfato de sodio pH 7,0, 30 uL de enzima 3-glicuronidase (E. coli)
e colocados na estufa a 50°C por 1 hora. Apés a hidrélise, foram adicionados 500 uL de
tampéo carbonato de potassio pH 9,0 e 5 mL de éter terc-metil-butilico. As amostras
foram misturadas por 5 minutos e levadas a centrifuga a 3000 rpm por, também, 5
minutos. A parte volatil foi transferida para novos tubos e levados a um fluxo de nitrogénio
a 40°C até a secura. Apos esse procedimento, as amostras foram guardadas na camara
de vacuo por, no minimo, 30 minutos. Posteriormente, foram derivatizadas com 50 uL de

MSTFA:NHal:2-mercaptoetanol (500:3:6; v:m:v), a 60°C por 20 minutos. Depois da etapa
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de derivatizacdo, as amostras foram transferidas para vials contendo inserts e injetadas

no equipamento CG-EM.

(i) CLUE-EMAR:

Em aliquotas de 3 mL foram adicionados 40 uL de padréo interno (Testosterona-
Dzs). Condicionou-se cartuchos C18 com 2 mL de metanol e dgua ultrapura, adicionou-
se as amostras e lavou-se com 2 mL de agua ultrapura e 2 mL de uma solucao
agua:metanol (80:20; v:v). As amostras retidas nos cartuchos foram eluidas em novos
tubos com 3 mL de uma solugédo de metanol:acido férmico (95:5; v:v), em seguida, foram
levadas a secura em um fluxo de nitrogénio a 40°C. A reconstituicdo das amostras foi
feita adicionando 100 uL de uma solucéo de fase movel A:fase movel B (70:30; v:v), onde
a fase moével consistiu de agua ultra pura, 0,1% de acido formico e 0,1% de formiato de

amonio, e a fase moével B consistiu de metanol e 0,1% de acido férmico.

7.e.3.b. Tamoxifeno

Em aliquotas de 90 uL da agua do tanque (Dilute and Shoot) foram adicionados
10 pL de uma solucdo do padrao interno (17a-metiltestosteronaa 1 pg.mL™* em metanol
com 0,1% de acido férmico). Por fim, foi feita a agitacdo com auxilio de vortex e a injecéo
da amostra no equipamento. Em aliquotas de 3 mL da agua do tanque, utilizou-se o
preparo de amostra de Extracdo Liquido-Liquido (ELL), adaptado de Mazzarino et al.
(2013) e foi dividido em trés etapas. Na primeira etapa, foram adicionados 1,5 mL de
tampao fosfato (pH 7,4) e 50 pyL de padrado interno (solugdo de 17a-metiltestosterona
com 6 uyg.mL* em metanol) a uma aliquota de 3 mL da &gua do tanque em tubo de vidro
de 15 mL. A primeira extracao liquido-liquido (ELL) foi feita adicionando 5 mL de éter
metil-terc-butilico ou MTBE (do inglés, methyl tert-butyl ether), seguido de 6 min no
agitador (300 rpm) e 5 min na centrifuga (3000 rpm). A fase organica foi separada e
transferida para um tubo de vidro de 10 mL, evaporada sob fluxo de N2 a 40°C por 20
min. A fase aquosa, foram repetidos os passos partindo da ELL, reunindo as duas fases
organicas retiradas desta etapa no mesmo tubo. Na segunda etapa, foram adicionados
50 yL da enzima B-glicoronidase (E. Coli) e 50 pyL de padrédo interno a fase aquosa da
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etapa anterior. A amostra foi incubada por 1 ha 55°C e foram realizadas duas ELL assim

como na etapa anterior, juntando as fases organicas em outro tubo. Finalmente, na
terceira etapa, foram adicionados 1 mL de tampao acetato (0,8 M, pH 5,2), 50 yL da
enzima [(3-glicoronidase/arilsulfatase (H. Pomatia) e 50 pL de padrdo interno a fase
aguosa da etapa anterior. A amostra foi incubada por 2 h a 55°C e, ap0s a hidrdlise, 2
mL de tampao fosfato foram adicionados e foram realizadas duas ELL assim como na
etapa anterior, reunindo as duas fases organicas em outro tubo. No final, aos trés tubos
de 10 mL, apds o segundo passo de evaporacéo, foi feita a reconstituicdo ao adicionar
100 pyL de fase movel (agua ultrapurificada Milli-Q 0,1% em &acido férmico e formiato:
metanol 0,1% acido formico — 70: 30) em cada um dos trés tubos obtidos para cada
amostra coletada. Apés agitacdo com auxilio de vortex, as amostras foram transferidas

para trés vials, separadamente, e injetadas no equipamento de CLUE-EMAR.

7.e.3.c. Etilmorfina

Em aliquotas de 90 pL da agua do tanque (Dilute and Shoot) foram adicionados
10 pL de uma solugdo do padréo interno (Etilmorfina-D5, Morfina-D3 e Morfina-383-
Glicuronideo-D3 a 50 ng/mL em fase movel A).

Em aliquotas de 3 mL foram adicionados 150 ng de padréo interno (Etilmorfina-
D5, Morfina-D3 e Morfina-3B-Glicuronideo-D3) para uma concentracao final de 50 ng/mL.
O preparo de amostras foi feito por Extracdo em Fase Sdélida (EFS) inicialmente
condicionando-se cartuchos Strata-X-CW com 2 mL de metanol, seguido de 2 mL agua
ultrapura, lavou-se 1 mL de uma solucdo agua:metanol (1:1; v:v). O conteudo retido nos
cartuchos foram eluidas em novos tubos com 3 mL de uma solucdo de metanol:acido
férmico (95:5; v:v), em seguida, foram levadas a secura em um fluxo de nitrogénio a 40°C.
A reconstituicdo das amostras foi feita adicionando 100 uL de uma solucédo de fase movel
A.
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7.f. Andlise Instrumental

7.f.a. Metiltestosterona

(i) CG-EM:

As amostras foram analisadas em um cromatégrafo de gas Agilent Technologies
6890 N acoplado a um espectrometro de massas Agilent Technologies modelo 5973
(Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, EUA). Uma coluna capilar HP-ULTRA 1
(100% dimetilpolisiloxano, 17 m x 0,22 mm, 0,11 pm; J&W Scientific, Agilent
Technologies Inc., Califéornia, EUA). O modo de inje¢cdo consistiu nos seguintes
parametros: o gas de arraste sera o hélio ultra puro com fluxo constante de 1,0 mL/min,
o0 injetor sera mantido a 280°C, o volume de injegao sera de 3 pL com split de 1:10, purga
do septo 50 psi/0,80 min. O programa de temperatura foi definido como: temperatura do
forno comeca a 140°C e vai até 180°C (40°C/min), depois de 180°C para 230°C
(3°C/min), e de 230°C até 300°C (40°C/min) e mantendo 3 minutos na temperatura final.
O espectrometro de massas foi operado no modo de ioniza¢do por impacto de elétrons
(IE) a 70 eV, em um modo de varredura total (full scan) na faixa de m/z 50 a 700, e em
um modo de Monitoramento de Reacdes Selecionadas (SRM, do inglés Selected
Reaction Monitoring) onde as seguintes transicbes foram monitoradas: 435,3—255,3
(M1); 270,3—199,0 (M2); 435,0—209,2 (PI); 318,0—127,0 (Mestanolona).

(i) CLUE-EMAR:

Os ensaios foram realizados em um cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucdo Q-Exactive™ hibrido
quadupolo-orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com uma
fonte de ionizacdo por electrospray (do inglés, Electrospray lonization, ESI). As
condicbes cromatogréficas utilizadas foram: coluna de fase reversa Syncronis Thermo
(EUA, C18, 1,7 pm x 50 mm x 2,1 mm), mantida em um forno a 50°C; fase movel
composta por agua com 0,1% de acido férmico e 5 mM de formiato de amonio (A) e
metanol com 0,1% de acido férmico (B), eluidos no modo gradiente. A eluicdo foi

conduzida a um fluxo de 170 yL/min em 22 minutos de corrida cromatografica. O
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programa de eluicdo seguird os seguintes parametros: 0 min, 30% B; 0,0-3,0 min, 30-
75% B, 3,0-16,0 min, 75-90% B, 16,0-17,0 min, 90-100% B, 17,0-19,0 min, 100% B; 19,0-
19,1 min, 100-30% B, 19,1-22,0 min, 30% B (equilibrio da coluna para a condi¢ao inicial);
0 espectrometro de massas operou em “full scan” de m/z 100 a 800 e resolucao de

70.000 na largura a meia altura (do inglés, full width at half maximum, FWHM), em modo
positivo e negativo. Os metabdlitos da metiltestosterona serdo fragmentados em uma
célula de colisdo e analisados em um segundo estagio no Monitoramento de Reacbes
Paralelas (PRM, do inglés Paralel Reaction Monitoring) monitorando o m/z 385 no modo

negativo, em uma energia de colisdo normalizada (NCE) de 50.

7.f.2. Tamoxifeno

As amostras do experimento e o material de referéncia foram analisados no
mesmo equipamento de CLUE-EMAR utllizado para a linha de pesquisa com
Metiltestosterona. As condigcbes cromatograficas utilizadas foram retiradas de um
método utilizado na rotina do laboratério: coluna de fase reversa (SyncronisThermo,
EUA, C18, 1,7um, 50 mm X 2,1 mm), mantida em um forno a 40 °C; fase mével composta
por agua com 0,1% de &cido férmico e 5 mM de formiato de amonio (A) e metanol com
0,1% de &cido férmico (B). Os solventes foram eluidos no modo gradiente o qual
constitui-se em: 0 & 0,3 min, 5% B; 0,3 — 0,5 min, 5% - 10% B; 0,5 a 10 min, 10% - 25%
B; 1,0 & 6,0 min, 25% - 90% B; 6,0 a 8,0 min, 90% - 100% B; 8,0 a 9,0 min, 100% B
(lavagem da coluna); 9,0 & 9,1 min, 100% - 5% B; 9,1 a 11,0 min, 5% B (para equilibrar
a coluna as condigOes iniciais). A eluigdo foi conduzida a um fluxo de 400 uL min** em
11 minutos de corrida cromatografica. O espectrémetro de massas foi operado no modo
positivo com uma solugdo de calibracdo padrdo (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha). O equipamento foi operado em modo full scan de m/z 100 a m/z 800 e
resolucédo de 70.000 na largura a meia altura (do inglés, Full Width at Half Maximum,
FWHM). Além disso, o farmaco tamoxifeno, assim como seus metabdlitos, foram
fragmentados em uma célula de colisdo e analisados em uma segunda etapa de
espectrometria de massa em tandem (Full-Scan/MS?). Os ions precursores para estes
experimentos de fragmentacéo foram selecionados por meio de uma lista de inclusdo

com suas massas exatas e uma janela de £ 1,5 minutos do tempo de retencao esperado
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de acordo com o obtido para o material de referéncia disponivel de cada substancia nas

mesmas condicbes cromatograficas. Para essas andlises, os parametros utilizados
foram resolucao de 17.500 FWHM, contagem de loops de 5, contagem de multiplexag&o
(MSX) de 1, janela de isolamento de m/z 2,0 e as energias de colisdo (NCE) foram
adaptadas para cada substancia e metabdlito. Todos os dados foram avaliados usando
o software TraceFinder 3.2.512.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

7.f.3. Etilmorfina

O CLUE-EMAR utilizado foi o mesmo mencionado para Metiltestoterona. As
condi¢cbdes cromatogréficas utilizadas foram: coluna de fase reversa Syncronis Thermo
(EUA, C18, 1,7 uym x 50 mm x 2,1 mm), mantida em um forno a 40°C; fase movel
composta por &gua com 1% acetonitrila a 25 mM de acido férmico (A) e acetonitrila com
10% de agua a 25 mM de é&cido férmico (B), eluidos no modo gradiente. A eluigéo foi
conduzida a um fluxo de 300 pyL/min em 15 minutos de corrida cromatografica. O
programa de eluicdo segue o0s seguintes parametros: 0 min, 0% B; 0 a 5.0 min, 0%—23%
B; 5.0 a 7.0 min, 23%—-100% B; 7.0 a 8.0 min, 100% B (etapa de lavagem); 8.0 a 8.1 min,
100%-0% B; 8.1 a 15.1 min, 5% B (etapa de reequilibrio da coluna); e a fonte de
eletronspray operando em modo positivo. O equipamento operou no modo “Full-MS” de
m/z 200 a 600 e resolucao de 70.000 na largura a meia altura (do inglés, full width at half
maximum, FWHM). Os analitos foram fragmentados em uma célula de colisdo e
analisados em um segundo estagio em 3 diferentes métodos de aquisi¢cao: (i) PRM, com
resolucéo de 35,000 FWHM, Isolation window: m/z 4.0 e energia de colisdo normalizada
de 65 para metabdlitos de fase 1 e 35 para metabdlitos de fase 2; (ii) DDA; com resolucao
de 17,700 FWHM, Isolation window: m/z 4.0, Loop count: 5, Multiplexing count: 2 e
energia de colisdo normalizada de 65 ; (ii) SWATH-type DIA, com 0sS mesmos

parametros do DDA, diferindo apenas do Isolation window de m/z 100.0.
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7.9. Resultados

7.9.1. Metiltestosterona

(i) CG-EM:

As amostras foram analisadas em um cromatografo de gas Agilent Technologies
6890 N acoplado a um espectrometro de massas Agilent Technologies modelo 5973
(Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, EUA). Uma coluna capilar HP-ULTRA 1
(100% dimetilpolisiloxano, 17 m x 0,22 mm, 0,11 pm; J&W Scientific, Agilent
Technologies Inc., Califéornia, EUA). O modo de inje¢cdo consistiu nos seguintes
parametros: o gas de arraste sera o hélio ultra puro com fluxo constante de 1,0 mL/min,
o0 injetor sera mantido a 280°C, o volume de injegao sera de 3 pL com split de 1:10, purga
do septo 50 psi/0,80 min. O programa de temperatura foi definido como: temperatura do
forno comeca a 140°C e vai até 180°C (40°C/min), depois de 180°C para 230°C
(3°C/min), e de 230°C até 300°C (40°C/min) e mantendo 3 minutos na temperatura final.
O espectrometro de massas foi operado no modo de ioniza¢do por impacto de elétrons
(IE) a 70 eV, em um modo de varredura total (full scan) na faixa de m/z 50 a 700, e em
um modo de Monitoramento de Reacdes Selecionadas (SRM, do inglés Selected
Reaction Monitoring) onde as seguintes transicbes foram monitoradas: 435,3—255,3
(M1); 270,3—199,0 (M2); 435,0—209,2 (PI); 318,0—~127,0 (Mestanolona).

(i) CLUE-EMAR:

Os ensaios foram realizados em um cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
acoplado a um espectrometro de massas de alta resolucdo Q-Exactive™ hibrido
quadupolo-orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), equipado com uma
fonte de ionizacdo por electrospray (do inglés, Electrospray lonization, ESI). As
condi¢cbes cromatogréficas utilizadas foram: coluna de fase reversa Syncronis Thermo
(EUA, C18, 1,7 pm x 50 mm x 2,1 mm), mantida em um forno a 50°C; fase movel
composta por agua com 0,1% de acido férmico e 5 mM de formiato de aménio (A) e
metanol com 0,1% de acido férmico (B), eluidos no modo gradiente. A eluicdo foi

conduzida a um fluxo de 170 yL/min em 22 minutos de corrida cromatografica. O
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programa de eluicdo seguird os seguintes parametros: 0 min, 30% B; 0,0-3,0 min, 30-
75% B, 3,0-16,0 min, 75-90% B, 16,0-17,0 min, 90-100% B, 17,0-19,0 min, 100% B; 19,0-
19,1 min, 100-30% B, 19,1-22,0 min, 30% B (equilibrio da coluna para a condi¢ao inicial);
0 espectrometro de massas operou em “full scan” de m/z 100 a 800 e resolucao de

70.000 na largura a meia altura (do inglés, full width at half maximum, FWHM), em modo
positivo e negativo. Os metabdlitos da metiltestosterona serdo fragmentados em uma
célula de colisdo e analisados em um segundo estagio no Monitoramento de Reacbes
Paralelas (PRM, do inglés Paralel Reaction Monitoring) monitorando o m/z 385 no modo

negativo, em uma energia de colisdo normalizada (NCE) de 50.

7.f.2. Tamoxifeno

As amostras do experimento e o material de referéncia foram analisados no
mesmo equipamento de CLUE-EMAR utllizado para a linha de pesquisa com
Metiltestosterona. As condigcbes cromatograficas utilizadas foram retiradas de um
método utilizado na rotina do laboratério: coluna de fase reversa (SyncronisThermo,
EUA, C18, 1,7um, 50 mm X 2,1 mm), mantida em um forno a 40 °C; fase movel composta
por agua com 0,1% de &cido férmico e 5 mM de formiato de amonio (A) e metanol com
0,1% de &cido férmico (B). Os solventes foram eluidos no modo gradiente o qual
constitui-se em: 0 & 0,3 min, 5% B; 0,3 — 0,5 min, 5% - 10% B; 0,5 a 10 min, 10% - 25%
B; 1,0 & 6,0 min, 25% - 90% B; 6,0 a 8,0 min, 90% - 100% B; 8,0 a 9,0 min, 100% B
(lavagem da coluna); 9,0 & 9,1 min, 100% - 5% B; 9,1 a 11,0 min, 5% B (para equilibrar
a coluna as condigGes iniciais). A eluigdo foi conduzida a um fluxo de 400 yL min** em
11 minutos de corrida cromatogréfica. O espectrobmetro de massas foi operado no modo
positivo com uma solugdo de calibracdo padrdo (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha). O equipamento foi operado em modo full scan de m/z 100 a m/z 800 e
resolucédo de 70.000 na largura a meia altura (do inglés, Full Width at Half Maximum,
FWHM). Além disso, o farmaco tamoxifeno, assim como seus metabdlitos, foram
fragmentados em uma célula de colisdo e analisados em uma segunda etapa de
espectrometria de massa em tandem (Full-Scan/MS?). Os ions precursores para estes
experimentos de fragmentacéo foram selecionados por meio de uma lista de inclusdo

com suas massas exatas e uma janela de £ 1,5 minutos do tempo de retencéo esperado
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de acordo com o obtido para o material de referéncia disponivel de cada substancia nas

mesmas condicbes cromatograficas. Para essas andlises, os parametros utilizados
foram resolucao de 17.500 FWHM, contagem de loops de 5, contagem de multiplexag&o
(MSX) de 1, janela de isolamento de m/z 2,0 e as energias de colisdo (NCE) foram
adaptadas para cada substancia e metabdlito. Todos os dados foram avaliados usando
o software TraceFinder 3.2.512.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

7.f.3. Etilmorfina

O CLUE-EMAR utilizado foi o mesmo mencionado para Metiltestoterona. As
condi¢cbdes cromatogréficas utilizadas foram: coluna de fase reversa Syncronis Thermo
(EUA, C18, 1,7 uym x 50 mm x 2,1 mm), mantida em um forno a 40°C; fase movel
composta por &gua com 1% acetonitrila a 25 mM de acido formico (A) e acetonitrila com
10% de agua a 25 mM de acido formico (B), eluidos no modo gradiente. A eluicdo foi
conduzida a um fluxo de 300 pyL/min em 15 minutos de corrida cromatografica. O
programa de eluicdo segue o0s seguintes parametros: 0 min, 0% B; 0 a 5.0 min, 0%—23%
B; 5.0 a 7.0 min, 23%—-100% B; 7.0 a 8.0 min, 100% B (etapa de lavagem); 8.0 a 8.1 min,
100%-0% B; 8.1 a 15.1 min, 5% B (etapa de reequilibrio da coluna); e a fonte de
eletronspray operando em modo positivo. O equipamento operou no modo “Full-MS” de
m/z 200 a 600 e resolucao de 70.000 na largura a meia altura (do inglés, full width at half
maximum, FWHM). Os analitos foram fragmentados em uma célula de colisdo e
analisados em um segundo estagio em 3 diferentes métodos de aquisicao: (i) PRM, com
resolucéo de 35,000 FWHM, Isolation window: m/z 4.0 e energia de colisdo normalizada
de 65 para metabdlitos de fase 1 e 35 para metabdlitos de fase 2; (ii) DDA; com resolucao
de 17,700 FWHM, Isolation window: m/z 4.0, Loop count: 5, Multiplexing count: 2 e
energia de colisdo normalizada de 65 ; (ii) SWATH-type DIA, com 0S mesmos

parametros do DDA, diferindo apenas do Isolation window de m/z 100.0.
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7.f.3.a. Testes de rendimento de extracdo e hidrdélise indireta da etilmorfina

7.f.3.a.1. Rendimento de extracdo

Para a realizacdo do teste de rendimento de extracdo dois grupos de amostras
foram preparados, em triplicata. A extracdo em fase sélida (SPE) utilizada foi a mesma
descrita no item 7.e.3.c. As amostras do grupo A e grupo B foram preparadas usando
branco da agua de aquario fortificado com um mix dos padrdes de referéncia dos analitos
(Etilmorfina,  Noretiimorfina, = Morfina, Etilmorfina-6B-Glicuronideo,  Morfina-33-
Glicuronideo e Morfina-6B-Glicuronideo) para uma concentracdo final de 50ng/mL.
Inicialmente, todas as 6 amostras (grupo A e grupo B) foram fortificadas para uma
concentracao final de 50 ng/mL de padrdo interno (Etiimorfina-D5 e Morfina-3[3-
Glicuronideo-D3) diretamente no branco de agua de aquario. Entretanto, as fortificacdes
com os padrdes dos analitos se deram em momentos diferentes. As amostras do grupo
A foram fortificadas diretamente nos 3 mL de branco de agua de aquario, antes de
gualquer etapa extracdo, enquanto o grupo B foi fortificado nos 3 mL da solucdo de
metanol:acido férmico (95:5; v:v), ao final de toda a etapa de extracdo. Dessa forma, a
razao area do analito pela area do padrao interno foi obtida para cada uma das amostras
e a média das raz6es do grupo A e grupo B foram determinadas para cada analito. Para
obter o rendimento de extracdo dos analitos, determinou-se a razdo do grupo A pelo

grupo B.

7.f.3.a.2. Rendimento de hidrolise

Os testes de rendimento de hidrdlise foram realizados utilizando dois grupos de
amostras em triplicata, para cada um dos procedimentos experimentais. A extragcao em
fase solida (SPE) utilizada foi a mesma descrita no item 7.e.3.c. As amostras do grupo A
e grupo B foram preparadas usando branco da agua de aquério fortificado com diferentes
mix dos padrdes de referéncia dos analitos para uma concentracéo final de 50ng/mL.
Inicialmente, todas as amostras de todos os procedimentos experimentais foram
fortificadas para uma concentracéo final de 50 ng/mL de padré&o interno (Etilmorfina-D5)

diretamente no branco de agua de aquario. O mix utilizado para as amostras do grupo
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A foi composto pelos analitos glicoconjugados (Etilmorfina-63-Glicuronideo e Morfina-

3B-Glicuronideo), enquanto o mix utilizado para o grupo B foi composto pelos analitos
livres (Etilmorfina e Morfina). A condicdo de hidrdlise utilizada para a hidrolise com a
enzima de E. coli foi a adicdo de 1125 uL de tampé&o fosfato 0,8M, pH 7, 30 uL de solugéo
B-glicuronidase de E. coli, temperatura de 50°C e por um periodo overnight; ja as
condicdes para hidrélise com a enzima de H. pomatia foi avaliada pela adicdo de 600 uL
de tampéo acetato de sodio 0,2M, pH 5, e 30 uL de solugédo B-glucuronidase de H.
pomatia, a temperatura de 38°C e por um periodo overnight. As areas referentes a
etilmorfina e a morfina, além do padréo interno, foram determinadas para cada uma das
amostras de ambos 0s grupos em cada procedimento experimental. Determinou-se a
razao da area do analito pela area do padrao interno para cada uma das amostras, dessa
forma sendo possivel determinar a razdo média de cada um dos analitos para 0s grupos
A e B, consequentemente ao obter a razdo entre as razdes médias do grupo A pela razédo
média do grupo B foi possivel determinar o rendimento de hidrélise.

7.f.3.a.3. Hidrdlise Indireta

Para a avaliacdo da hidrélise indireta, a extracdo em fase sélida (SPE) utilizada
foi a mesma descrita no item 7.e.3.c. As amostras utilizadas foram aliquotas de ZWT
tratado com etilmorfina, em triplicata para cada procedimento experimental. Além disso,
para cada procedimento experimental foi preparado uma triplicata de CQP usando
branco da agua de aquario fortificado com um mix dos padrdes de referéncia dos analitos
(Etilmorfina, Noretilmorfina e Morfina) para uma concentracdo final de 50ng/mL.
Inicialmente, todas as amostras foram fortificadas para uma concentracao final de 50
ng/mL de padréo interno (Etiimorfina-D5). A condicdo de hidrdlise utilizada no
experimento com a enzima de E. coli foi estabelecida com a adicdo de 1125 uL de
tampao fosfato 0,8M, pH 7, 30 uL de solugao B-glucuronidase de E. coli, em temperatura
de 50° overnight. Para os experimentos com de H. pomatia as condi¢cdes de hidrolise
estabelecidas com a adi¢do de 600 uL de tampéao acetato de sodio 0,2M, pH 5, 30 uL de
solugdo B-glicuronidase de H. pomatia, a temperatura de 38°C overnight. As areas
referentes aos analitos, além do padréo interno, foram determinadas para cada uma das

amostras de cada procedimento experimental. Determinou-se a razdo area do analito
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pela area do padréo interno, dessa forma sendo possivel determinar a razdo média de

cada um dos analitos para as amostras e para 0s controles positivos, e
consequentemente obter a razdo média para cada um deles. As concentracdes
estimadas de cada analito para cada procedimento de hidrélise utilizado, foram obtidas

a partir da relacdo com as razdes calculadas para os controles positivos.

7.f.3.b. Metabolbmica targeted e untargeted da etilmorfina

Os dados de LC-HRMS adquiridos para amostras tratadas com ZWT e CQN foram
analisados usando o programa MS-DIAL versao 4.70 disponivel gratuitamente no site da
RIKEN PRIMe. Os arquivos de MS brutos foram convertidos em ABF (formato de arquivo
de base de andlise) usando o conversor de arquivos gratuito Reifycs. Os arquivos foram
importados para o MS-DIAL com as seguintes condi¢des: tolerancia de precisao de
massa = 0,001 Da para MS1 e 0,025 Da para MS2; inicio do tempo de retencao = 0,5
min; fim do tempo de retenc&o = 8 min; inicio da faixa de massa = 200 Da; final da faixa
de massa = 600 Da; altura minima do pico = 10000; largura da fracdo de massa = 0,05
Da; método de suavizacdo = média movel ponderada linear; nivel de suavizacdo = 5
scans; largura minima do pico = 8 scans; valor da janela sigma = 0,6; Corte de
abundancia MS/MS = 10 amplitude.

Para uma avaliacdo adequada dos metabdlitos da etilmorfina, utilizou-se um
banco de dados interno contendo a massa exata de metabalitos classicos e putativos da
etilmorfina. Este banco de dados foi carregado com 0s seguintes parametros: tolerancia
de tempo de retencdo = 100 min; tolerancia de massa precisa = 0,01 Da e pontuacao de
corte de identificacdo = 0,9%. As pesquisas de aduto da deteccdo de massa incluiram
[M+H]* e [M+Na]*, bem como a exclusdo do ion precursor de etimorfina de m/z
314,1751. Por fim, os sinais foram alinhados para corrigir as diferencas de tempo e
massas entre as amostras que produziram parametros de alinhamento de: tolerancia de
tempo de retencao = 0,05 min; tolerancia MS1 = 0,015 Da; filtro de contagem de pico =
5% e N% detectado em pelo menos um grupo = 10%.

O processamento dos dados resultantes foi submetido a andlise estatistica
multivariada (MSA). A diferenca entre as amostras foi determinada por uma analise de

componentes principais (PCA). Em seguida, os metabdlitos responsaveis pelas
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diferencas entre os agrupamentos de amostras foram identificados por uma analise

discriminante de minimos quadrados ortogonal parcial (OPLS-DA). Os score plots dos
modelos PCA e OPLS-DA foram utilizados para avaliar a separacéo entre os clusters e
os loading plots foram realizados para identificar os metabdlitos que contribuiram para a
separacao daqueles clusters que se formaram no score plot. A qualidade dos modelos
OPLS-DA foi avaliada pelos valores Q2.

Além disso, o OPLS-DA forneceu variaveis importantes para predicdo (VIP) em
cada modelo. As variaveis estatisticamente significativas para discriminar o ZWT tratado
(R1, R2 e R3 as 8h, 9h, 10h, 11h, 12h) em relacdo ao CQN (CN de Oh as 12h) foram
identificadas por VIP maior que 1; Valores de p < 0,05 obtidos da ANOVA e fold change
maior que 2. Para atribuicdes de metabdlitos, procedemos a uma pesquisa no banco de

dados interno, bem como pesquisas em bancos de dados publicos.

7.9. Resultados

7.9.1. Metiltestosterona

7.9.1.a. Investigacdo da presenca de metabdlitos monitorados por CG-EM

Como esperado, a metiltestosterona foi metabolizada em 17a-metil-5a-
androstano-3a,17B-diol (M1) pelo zebrafish (Figura 7.4, A), porém, ndo foi visto o
metabdlito 17a-metil-5B-androstano-3a,17p-diol (M2) (Figura 7.4, B). A avaliacdo das
informagoes coletadas pelo banco de dados da National Center for Biotechnology
Information e comparando essas informagdes com o banco de dados do The Zebrafisfth
Information Network, foi possivel observar que o zebrafish ndo possui uma das enzimas

ortélogas ao dos humanos a qual produz o metabdlito M2.
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Figura 7.4. Cromatogramas de SRM dos metabdlitos M1 (A) e M2 (B) (Branco: sem a
presenca da substancia e da matriz; CQP: controle de qualidade positivo; CN: controle
de qualidade negativo; R1 a R3 cromatogramas obtidos das amostras). A cor azul dos
picos cromatograficos demonstra um resultado positivo para a presenca das

substancias.

Todavia, foi possivel observar metabdlitos que nao sdo usualmente monitorados
na urina humana apo6s a administragdo de metiltestosterona, como a mestanolona
(Figura 7.5) e um candidato a isbmero de M1 e M2 indicado pelo cromatogramano modo

full scan no tempo de retencéo de 14,40 minutos (Figura 7.6).

Abund e Fsdatha

Abundirc Fedatia

Abundiec felativa

Figura 7.5. Cromatogramas em SRM do metabdlito Mestanolona (Branco: sem a
presenca da substancia e da matriz; CQP: controle de qualidade positivo; CN: controle
de qualidade negativo; R1 a R3 cromatogramas obtidos das amostras). A cor azul dos
picos cromatograficos demonstra um resultado positivo para a presenca das

substancias.
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Figura 7.6. Cromatograma no modo full scan de Branco (Br), Controle de Qualidade
Positivo (CQP), CN, CE, R1, R2 E R3 (ap0s 8 horas de experimento) entre os tempos de
retencdo 13,1 min e 16,0 min.

Comparando os espectros de massas do controle de qualidade positivo (CQP)
para o metabolito M1 (tempo de retencédo de 12,52 minutos) e das replicatas R1, R2 e
R3 obtidas dos experimentos no ZWT no tempo de retencéo de 14,40 minutos (tempo
de retencao dos picos cromatograficos mostrados na figura 6) € possivel inferir que o
metabdlito encontrado em 14,40 minutos seja um metabdlito isbmero de M1 (Figura 7.7),
para o qual as possibilidades estruturais seriam as modificagdes nas posicoes 17 e 3
gerando 17a-metil-5a-androstano-3[3,173-diol, 17B-metil-5a-androstano-3f3,17a-diol ou

17B-metil-5a-androstano-3a,17a-diol.
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Figura 7.7. Espectro de Massas do CQP (M1, em 12,52 minutos), R1, R2 e R3 em
14,40 minutos.

Além da analise qualitativa desses metabolitos, também foi possivel estimar uma

curva de concentracao dos mesmos ao longo das 8 horas de experimento, Gréficos 7.1
e7.2.

Concentracdo de M1 x Hora

Concentracgéo (ng/mL)
ey w [=)] ~ o]
o (=] o (=] o
\>

30 ——
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10 |
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Grafico 7.1. Concentracdo de M1 ao longo das 8 horas de experimento
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Grafico 7.2. Concentracdo de Mestanolona corrigida (apds subtracdo dos valores

irrisérios encontrados no CE) ao longo das 8 horas de experimento.

Para alguns candidatos a metabolitos propostos havia uma dificuldade de

identificacdo estrutural com base no ion molecular, devido a falta de material de

referéncia. Entretanto, a utilizacdo do modo full scan utilizando energias mais baixas

permitiu sua identificacdo (Figura 7.8). Para esses metabdlitos, duas abordagens foram

feitas, a primeira foi concentrar as amostras e a segunda foi diminuir a energia de colisao
da fonte de 70 eV para 10 eV, 15 eV, 20 eV e 25 eV.

100 3 A Branco
0
100 3 1830 1859 cap
17.12 17.38 1765 1780 1787 1801 1816 18.37 1867  18.81 19.02
. N\
100 18.30 18.66 18.94 19.47
31__?.}:; 1734 1741 769 1794 1so7 1824 O 1ese N 1887 A THIL
0
8
5 100 18.94 CE
E 313.12 1737 1747 1775 1792 1800 1316 1230 1g3g 18.66  18.76 19.04
2
g
E 100 1334 18.04 R1
= 31715 17.43 1765 178 4509 T\ 1848 1861 1866 . 19.02
0 N e
18.34
100 18.29 R2
. 317.14 1727 1745 1mes 17 1816 1823 \_ 1848 1861 g7z 18 4904
18.34
100 17.82 v AVARREYT 18.94 R
31710 17.43 1764 OS5 agoo 1s17 /7N TN 1861 1866 4 19.21
0 === T 7777 rrrrr+rrrrr o+ rr+r+rrr71r rrrrr -+ T
172 17.4 1756 178 18.0 182 18.4 126 188 19.0 192
Time (min)

Figura 7.8. Cromatograma full scan dos controles e replicatas.
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Para o primeiro pico, no tempo de retencéo de 17,44 minutos, tem-se um espectro

de massas onde o ion com 100% de abundancia relativa € o m/z 231, indicando a quebra
do anel D da estrutura caracteristica dos 17-metil esteréides quando h&d uma hidroxila
ligada ao carbono na posicdo C-15. O espectro de massas da amostra concentrada
mostrou alguns ions diagnosticos que poderiam auxiliar a estabelecer a proposta
estrutural do ion precursor. Por exemplo, o ion m/z 523, pode caracterizar a perda de 15
Da ([M* — 15]), referente a uma metila, se o ion precursor fosse o m/z 538. E possivel
ver um ion m/z 433, que pode ser a perda de 90 Da, e estaria associado a perda de um
O-TMS ([M* - 15 - 90]). Logo, é possivel propor que esse metabdlito seja 17-metil-5a-
androstan-3,15,17-triol (Figura 7.9).
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Figura 7.9. Espectro de massas e proposta estrutural do candidato a metabdlito no tempo

de retencao de 17,44 minutos para as 3 replicatas concentradas.

O segundo pico cromatogréfico identificado no tempo de retencdo de 17,65
minutos, mostrou, no espectro de massas, um ion fragmento de m/z 143 de abundancia

relativa de 100%. Este ion fragmento, também indica a quebra no anel D para os 17-
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metil esteroides, com a hidroxila conhecida apenas no carbono 17. Ao observar o

espectro de massas ap0s 6 horas do inicio do experimento, identificou-se um ion com
m/z 538 podendo ser o ion precursor do metabdlito, também foi possivel observar um
fon com m/z 448, referente a perda de massa de 90 Da, relativa ao O-TMS ([M* - 90]). O
ion m/z 358 aponta a perda do segundo O-TMS ([M* - 90 — 90]) e o0 ion m/z 268, a perda
do terceiro O-TMS ([M* -90 -90 -90]). Assim, € possivel inferir que esse metabdlito seja
17-metil-5a-androstan-2,3,17-triol ou 17-metil-5a-androstan-3,6,17-triol ou 17-metil-50-
androstan-3,11,17-triol (Figura 7.10). Foi levantada a hipdtese da hidroxila estar na
ligada ao carbono na posicdo 4, a observacdao e confirmacédo da identidade dessa
metabdlito indicaria que o zebrafish teria metabolizado a metiltestosterona em um outro
AAS, a 4-hidroxi-metiltestosterona, conhecida como oximesterona. Entretanto, ndo se
confirmou essa hipétese, uma vez que essa substancia foi monitorada utilizando o modo

SRM e nao foi observada.
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Figura 7.10. Espectro de massas e propostas estruturais do candidato a metabdlito no

tempo de retencao de 17,65 minutos na hora 6 do experimento para as 3 replicatas.

O terceiro pico cromatografico, no tempo de retencdo de 17,83 minutos, observou
uma abundancia relativa de 100% para o ion fragmento m/z 143. Como dito
anteriormente, este ion diagndstico é relativo a quebra do anel D da estrutura. Alguns
ions fragmento, como m/z 448 e 358, podem ser caracteristicos das perdas de O-TMS,
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cuja massa € 90 Da. Logo, levantou-se a possibilidade desse candidato a metabdlito ter

um ion precursor de m/z 538. Com o0 experimento de baixa energia de colisdo da fonte
(15 eV), pdde-se ver o ion m/z 538 com uma abundéancia relativa maior, em torno de
20%, o que corrobora para ser o ion precursor. O ion fragmento m/z 448 aparece com
uma abundancia relativa de 100%, e é possivel ver os ions m/z 358 e m/z 268, esses 3
ions fragmentos séo caracteristicos de perdas de O-TMS (90 Da). Esta massa seria um
indicio dos seguintes candidatos a metabdlitos: 17-metil-5a-androstan-2,3,17-triol, 17-
metil-5a-androstan-3,6,17-triol e 17-metil-5a-androstan-3,11,17-triol, todos eles O-tris-
TMS (Figura 7.11).
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Figura 7.11. Espectro de massas com energia de colisdo de 15 eV do candidato a

metabdlito no tempo de retencdo de 17,83 minutos para as 3 replicatas.

O gquarto pico cromatografico observado, no tempo de retencao de 18,22 minutos,
apresentou uma coeluicdo com 0s picos nos tempos de retencdo de 18,29 e 18,34
minutos. Seu espectro de massas tem abundancia relativa de 100% referente ao ion m/z
536, indicando ser o ion precursor, quando a amostra foi concentrada. Sabe-se que esse
€ um metabdlito, pela presenca do ion fragmento diagnostico m/z 143, caracteristico da
guebra do anel D. O ion m/z 521 é caracteristico da perda de uma metila cuja massa €
de 15 Da ([M* - 15]), j4 o ion m/z 446, da perda de um O-TMS, massa de 90 Da ([M* -

90]). Isso pbde ser verificado pelo espectro de massas das amostras concentradas.
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Sendo o ion precursor sendo m/z 536, podemos inferir que esse metabdlito seja

hidroxilado nas posicbes 2, 6 ou 11 e tenha sofrido reducéo da dupla ligacdo entre o
carbono 4 e 5, C-5a. Face a isto, as estruturas possiveis seriam: 17-metil-5a-androstan-
2,17-diol-3-ona, 17-metil-5a-androstan-6,17-diol-3-ona e 17-metil-5a-androstan-11,17-
diol-3-ona (Figura 7.12).
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Figura 7.12. Espectro de massas no tempo de retencdo de 18,22 minutos para as

replicatas R1, R2 e R3 nas amostras concentradas.

O quinto pico cromatogréfico, no tempo de retencao de 18,29 minutos, apresentou
um espectro de massas onde a abundancia relativa de 100% é de um ion fragmento de
m/z 143, mais uma vez caracterizando a quebra do anel D. O experimento de baixa
energia de colisdo da fonte (15 eV) foi feito, e o ion de maior abundancia foi 0 m/z 534.
Os ions fragmentos m/z 492 e m/z 389 foram vistos. De acordo com o trabalho publicado
por Matinez-Brito e colaboradores (2020), essas massas foram utilizadas em um
experimento por transicdo de massa para 0 metabdlito 6-hidroxi-metiltestosterona, em
que essas transicdes foram: 534—492 e 534—389. De acordo com esses dados, o
metabdlito identificado poderia ser a 6-hidroxi-metiltestosterona, com a hidroxilacdo na
posicdo C-6a ou C-6f (Figura 7.13).
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Figura 7.13. Espectro de massas com energia de colisdo de 15 eV do candidato a
metabdlito no tempo de retencdo de 18,29 minutos para as 3 replicatas.

No sexto pico cromatografico cujo tempo de retencado é 18,34 minutos, o espectro
de massas mostra um ion fragmento m/z 143, condizente com a quebra do anel D. Mais
uma vez, o experimento de baixa energia de colisdo da fonte foi feito (15 eV) e verificou-
se a presenca de um ion precursor de m/z 534, cuja abundancia relativa esta cerca de
50% para as 3 replicatas. Ao examinar 0s possiveis ions fragmentos, percebeu-se 0s
fons m/z 492 e m/z 389, bem como aconteceu no metabdlito supracitado, o que indica
esses metabdlitos serem isdbmeros entre si, sendo um deles 6a-hidroxi-metiltestosterona

e o outro, 6B-hidroxi-metiltestosterona (Figura 7.14).
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Figura 7.14. Espectro de massas com energia de colisdo de 15 eV do candidato a

metabdlito no tempo de retencdo de 18,34 minutos para as 3 replicatas.

O sétimo pico cromatografico, no tempo de retencdo de 18,48 minutos, apresentou
um espectro de massas onde dois ions fragmento m/z 218 e 231 foram observados.
Esses ions sdo caracteristicos da quebra do anel D quando h& uma hidroxila ligada ao
carbono 16. Também pode-se considerar o ion precursor m/z 538 mostrado no espectro
de massas, e outro ion fragmento m/z 448 indicando a perda de uma massa de 90 Da,
caracteristico de um O-TMS ([M* - 90]). O mesmo acontece para o0 ion m/z 358 cuja
perda de 90 Da ¢ identificada pela saida de um segundo O-TMS ([M* - 90 — 90]). Pode-
se pressupor o metabdlito identificado seja 17-metil-5a-androstan-3,16,17-triol (Figura
7.15).
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Figura 7.15. Espectro de massas do candidato a metabdlito 17-metil-5a-androstan-

3,16,17-triol no tempo de retencao de 18,48 minutos para as 3 replicatas.

Para o oitavo e ultimo pico cromatografico observado, no tempo de retencédo de
18,61 minutos, o espectro de massas apresentou uma similaridade ao anterior
(comparacédo com o observado no tempo de retencéo de 18,48 minutos), o que pode ser
um indicativo de isomeria entre esses metabolitos. Novamente, os ions fragmentos m/z
218 e 231 inferem a quebra do anel D quando uma hidroxila esta ligada ao carbono 16.
Deduz-se que esses dois metabdlitos possuem uma isomeria na posicdo C-16, sendo
um deles 17-metil-5a-androstan-3,16a,17-triol e o outro 17-metil-5a-androstan-3,163,17-
triol, principalmente pelos ions fragmentos caracteristicos identificados, m/z 448 (perda
de um O-TMS) e 358 (perda do segundo O-TMS), se repetirem para os dois espectros

de massas nos diferentes tempos de retencéo (Figura 7.16).
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Figura 7.16. Espectro de massas do candidato a metabdlito 17-metil-5a-androstan-

3,16,17-triol no tempo de retencao de 18,61 minutos para as 3 replicatas.

Os candidatos a metabdlitos encontrados através dessas abordagens foram: 17-
metil-5a-androstan-3,15,17-triol; 6a-hidroxi-metiltestosterona; 6[3-hidroxi-
metiltestosterona; 17-metil-5a-androstan-3,16a,17-triol; 17-metil-5a-androstan-3,163,17-
triol; 17-metil-5a-androstan-2,17-diol-3-ona ou 17-metil-5a-androstan-6,17-diol-3-ona ou
17-metil-5a-androstan-11,17-diol-3-ona; 17-metil-5a-androstan-2,3,17-triol ou 17-metil-

5a-androstan-3,6,17-triol ou 17-metil-5a-androstan-3,11,17-triol.

7.9.1.b. Investigacdo da presenca de metabdlitos monitorados por CLUE-EMAR

Nas andlises por cromatografia liquida foi possivel observar a presenca de alguns
metabdlitos de fase 2. Os metabdlitos de fase 2 esperados sao o 173-metil-5a-androstan-
3a,17a-diol 3a-sulfato (S2) e 17B-metil-53-androstan-3a,17a-diol 3a-sulfato (S3). Ambos
0s metabdlitos possuem uma razdo massa-carga 385 (m/z 385), visto em modo negativo

([M-H]). Porém, conforme observado para os experimentos anteriores através da
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cromatografia gasosa, o zebrafish ndo foi capaz de formar o metabdlito M2 e, por

consequéncia, pode-se dizer que S2 e S3 também n&o foram formados. Entretanto, dois

picos cromatograficos foram observados para m/z 385 (Figura 7.17).
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Figura 7.17. Cromatogramas em modo full scan entre 8,0 minutos e 10,0 minutos.

Acredita-se que um dos picos seja referente ao 17a-metil-5a-androstano-3a,173-
diol 3a-sulfato e o outro pico, a outro metabdlito sulfoconjugado encontrado na
cromatografia gasosa, isbmero de 17a-metil-5a-androstano-3a,17(3-diol, de acordo com
as relacdes estruturais as possibilidades seriam: 17a-metil-5a-androstan-33,173-diol 33-
sulfato ou 17B-metil-5a-androstan-3[3,17a-diol 33-sulfato ou 17p-metil-5a-androstan-
3a,17a-diol 3a-sulfato. A confirmacao estrutural pode se dar pela comparacao direta com
um material de referéncia, entretanto a indisponibilidade desse material ndo permitiu
confirmar quais séao eles de fato (sua configuragdo absoluta), mas p6de-se comparar
seus espectros de massas com os ja referenciados na literatura e confirmar que os

mesmos sao realmente metabdlitos sulfoconjugados (Figura 7.18).
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Figura 7.18. Espectros de massas nos tempos de retencao de 8,85 minutos (A) e 9,33

minutos (B).

7.9.2. Tamoxifeno

7.9.2.a. Dilute and Shoot

Na Figura 7.19, encontram-se 0s cromatogramas extraidos para m/z 372,23219
correspondendo a massa exata do TMX nas aliquotas restiradas no inicio (0h) e fim (8h)
do experimento em uma das replicatas dos tanques (ZWT) tratados com TMX na
presenca de peixes, e do material de referéncia (Figura 7.19 A-C). Além disso, foi plotada

uma curva da razao da area pico do analito TMX sobre a area do padrao interno (PI),
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construida com as médias das respostas das replicatas e o desvio padrao, obtidos das

amostras, dos CPs (controles positivos) e do CN (controles negativos), Figura 7.19 D.
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Figura 7.19. Cromatogramas extraidos por CLUE-EMAR com uma tolerancia de 5 ppm
de massa para o0 analito TMX m/z 372,23219 a partir da solucao padrdao (A) e das
amostras coletadas dos tanques do modelo ZWT nos tempos Oh (B) e 8h (C) de
experimento. Curva obtida da razdo area do TMX/area do Pl ao longo do tempo

experimental (D).

A presenca de um Unico pico intenso (na ordem de grandeza de 10° nos
cromatogramas da amostra (Figura 7.19 B), atendendo aos critérios de identificacdo
cromatogréaficos em relacdo ao material de referéncia (Figura 7.19 B) indicaram que o
pico com tempo de retencéo (tr) em 7,20 min, se refere ao TMX.

Além disso, verificou-se que a razdo das areas entre o analito e padrao interno
obtida para a amostra no inicio do experimento (Figura 7.19 B) é cerca de 14 vezes maior
gue a obtida para a mesma amostra apos 8h de experimento (Figura 7.19 C). Tal fato,
aliado a comparacao da magnitude dos picos, representa o consumo de parte da dose
administrada do TMX pelo zebrafish e sua possivel conversdo em produtos de
metabolismo. O mesmo comportamento foi observado na curva do TMX ao longo tempo
(Figura 7.19 D). Em 2h de experimento é observada uma queda na intensidade do analito
nas amostras, sendo mais um indicio da biotransformacéo do TMX em seus metabdlitos.
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Além disso, foi possivel observar um comportamento, em geral, constante da dose

administrada para o CP e a auséncia do TMX no CN.

7.9.2.b Deteccéo de metabdlitos de fase | e |1l por Dilute and Shoot

As vias metabdlicas de fase | descritas na literatura para o tamoxifeno incluem
hidroxilacdo em diferentes posicdes da molécula, dihidroxilagdo, N-desmetilacéo,
metoxilacdo, carboxilacdo, N-oxidagcédo, epoxidacdo e a combinacdo entre estas vias
(MAZZARINO et al., 2013; KWOK et al., 2017; SANCHEZ-SPITMAN et al., 2019). Na
Tabela 7.1, encontra-se as biotransformacdes e as possiveis combina¢cdes mencionadas
na literatura acompanhadas da composicéo elementar e da massa teodrica associadas

ao ion precursor ([M-H]*) do metabdlito (M) gerado.
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Tabela 7.1. Biotransformagdes mencionadas na literatura para o TMX, composi¢ao

elementar e massa tedrica [M-H]*

Composicéo Massa tedrica
Biotransformacdes
elementar (M) [M-H]*

- * C26H20NO 372,23219
1 Hidroxilagé&o, C26H20NO2 388,22710
2 N-desmetilacéo CasH27NO 358,21654
3 Carboxilagao C26H27NO3 402,20637
4 Dihidroxilagéo C26H20NO3 404,22202
5 Dihidroxilagao** C26H31NOs3 406,23767
6 N,N-desmetilagédo C24H2sNO 344,20089
7 N-oxidacéo Ca26H29NO2 388,22710
8 Epoxidacao C26H20NO2 388,22710
9 Reducéo C26Ha1NO 374,24784
10 Hidroxilagdo +Metoxilacdo C27H31NO3 418,23767
11 Hidroxilacdo + N-desmetilacdo C25H27NO2 374,21145
12 Hidroxilagdo +N-oxidacéo C26H20NO3 404,22202
13 N-desmetilagédo + Carboxilacdo C25H25NO3 388,19072
14 N-desmetilacdo + Dihidroxilacédo Ca25H27NOs3 390,20637
15 N,N-didesmetilacdo + Hidroxilagéo C24H25NO2 360,19580
16 Carboxilagdo + Redugéo C26H20NO3 404,22202
17 N-oxidag&o + Metoxilagdo C27H31NOs 418,23767
18 N-oxidagdo + Epoxidacao Ca6H29NO2 388,22710
19 Dihidroxilagédo + Metoxilagdo C27H31NO4 434,23258
20 N-desmetilacéo + Hidroxilagcdo + N-oxidacao C25H27NOs 390,20637
21 N-desmetilagéo + Carboxilagédo + Reducao C25H27NOs 390,20637
22 N-desmetilagédo + Metoxilagc&o + Hidroxilagdo C26H20NO3 404,22202
23 N-oxidacéo + Hidroxilacdo + Metoxilacdo C27H31NO4 434,23258

* A primeira linha da tabela corresponde ao tamoxifeno sem biotransformacéo.

** Adigdo de um grupo hidroxila para cada carbono nas posicdes 1 e 2.

Ao considerar todas as biotransformacgdes descritas na Tabela 7.1 e as posicoes
nas quais estas podem ocorrer tém-se os 37 metabdlitos do TMX reportados na literatura
para estudos em humanos (MAZZARINO et al.,, 2013; LU et al.,, 2014; SANCHEZ-
SPITMAN et al., 2019). Na Figura 7.20 encontram-se 0s cromatogramas extraidos de
uma das replicatas dos tanques com peixes e tratados com TMX apo6s 8 horas de
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experimento para massas exatas correspondendo aos metabolitos 40H-TMX (4-

hidroxitamoxifeno), END (Endoxifeno) e NDM-TMX (N-desmetiltamoxifeno). Isto é, os
cromatogramas dos ions precursores m/z 388,22710 (A), m/z 374,21145 (B) e m/z
358,21654 (C). Os cromatogramas para estas biotransformacdes rederentes aos CN e
CP ndo apresentaram nenhum interferente frente aos resultados observados nas
amostras, o que demonstra que o modelo ZWT teve éxito na producdo de metabdlitos
do TMX. A presenca de picos (destacados em azul) nos cromatogramas das amostras
com o tr atendendo a todos os critérios cromatograficos de confirmacdo para os
metabdlitos NDM-TMX, 40H-TMX e END (Figura 7.20 A, B e C) indicam da presenca

destes metabdlitos.

(A) (8)

m/z388,22710 m/2374,21145

00 F T T T T T T T T T P T T T R T T T P T T T T T T T T T

Figura 7.20. Cromatogramas extraidos por CLUE-EMAR com uma tolerancia de 5 ppm
de massa para metabdlitos com m/z 388,22710 (A), m/z 374,21145 (B) e m/z 358,21654

(C) para amostras do ZWT ap6s 8h nos tanques com peixes tratados com TMX

Cabe destacar que em humanos, os metabdlitos NDM-TMX e 40H-TMX séo
convertidos, principalmente, através da enzima CYP2D6, no END (metabdlito
secundario), o qual é considerado o metabdlito mais relevante do TMX (SANCHEZ-
SPITMAN et al., 2019). No zebrafish, um ortélogo da enzima CYP2D6 ainda nao foi
identificado (ANSELMO et al., 2018).
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Na Figura 7.21 encontram-se as curvas de acumulacdo para cada um destes

metabdlitos e seus resultados obtidos por Dilute and Shoot com o intuito de analisar seu

comportamento ao longo do experimento frente aos controles.
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Figura 7.21. Curvas de acumulacédo ao longo do experimento para os metabdlitos 40H-
TMX (A), NDM-TMX (B) e END (C) e os respectivos controles CP e CN.

Nas curvas da Figura 7.21, observa-se que o comportamento da curva associada
ao CP para os metabdlitos manteve-se estavel e abaixo, em geral, do que foi obtido para
amostras ao longo de todo o experimento. Assim sendo, a producdo de metabdlitos pelo
modelo ZWT ocorreu a despeito da presenca destes no medicamento utilizado para a
administragdao do TMX. Os comportamentos observados indicam a conversdo dos
metabolitos 40H-TMX (Figura 7.21 A) e NDM-TMX (Figura 7.21 B) no END (Figura 7.21
C) o que se encontra de acordo com o observado em humanos, apesar da falta de um
ortologo da enzima CYP2D6 no zebrafish.

A Figura 7.22 apresenta 0os cromatogramas gerados extraindo-se os m/z dos
ions precursores correspondentes aos metabdlitos dihidroxilados e produtos das
combinacfes das biotransformacgdes 12, 16 e 22 (A) e produtos de metoxilagdo com
hidroxilacdo ou N-oxidacao (B) e dihidroxilados na ligagédo dupla central da molécula (C).

Os cromatogramas para estas biotransformacées do CN e CP também néo
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apresentaram nenhum interferente frente aos resultados observados nas amostras, 0

gue demonstra que o modelo ZWT teve éxito na producdo de metabolitos do TMX.

100 m/z 404,22203 100 6.87 m/z 406,23767
NL: 1.70E8

80 NL: 2.50E5

518 523 531 547 851 579 582 ) \ 008 618 623 641 658 665 675 097
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54 se 58 00 82 04 L] es
in
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NL: 1.70E8

NL: 2.00E4
6o s m/z 418,23767

20 752

Figura 7.22. Cromatogramas extraidos por CLUE-EMAR com uma tolerancia de 5 ppm
de massa para metabdlitos com m/z 404,22203 (A), m/z 418,23767 (B) e m/z 406,23767
(C) para a amostra e CP do ZWT apoés 8h

A auséncia de picos nos cromatogramas correspondentes as outras
biotransformacdes indicadas na Tabela 1 nas aliqguotas de Dilute and Shoot para
metabdlitos de fase | indica trés possiveis causas: (1) o uso de uma aliquota com um
volume pequeno (90 pL) ndo é adequado para detectar esses metabdlitos, (2) esses
metabdlitos, no zebrafish, sdo observados apenas em sua forma conjugada e (3) ndo ha
a producédo destes metabdlitos pelo zebrafish. Tais suposicdes foram investigadas nas
proximas etapas.

Tanto o farmaco quanto os metabdlitos de fase | do TMX podem passar por um
processo de conjugacdo pelas enzimas sulfotransferases (SULTs) e uridina-5'-
difosfoglucuronosil-transferases (UGTs), formando metabdlitos de fase Il, sulfo e glico
conjugados, respectivamente. No que tange ao zebrafish, um total de 45 genes foram
identificados para as enzimas UGTs, os quais foram divididos em trés familias UGT1s,

UGT2s e UGT5s, sendo as duas primeiras aguelas que apresentam maior similaridade
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com mamiferos. A maioria das SULTs no zebrafish que foram clonados pertencem a

familia SULT1, a qual corresponde a maior familia de SULTs em humanos (ANSELMO
et al., 2018; COLEMAN, 2020).

Na Figura 7.23 encontram-se 0s cromatogramas extraidos de uma das replicatas
dos tanques com zebrafish e tratados com TMX apds 8 horas de experimento para m/z
esperadas para os metabolitos, apdés a conjugacdo com um grupamento acido
glicucurdnico, correspondente aos N-desmetilados e hidroxilados (A), hidroxilados e
produtos das biotransformacdes 7, 8, 13 e 18 da Tabela 1 (B), dihidroxilados e produtos
das combinacgdes das biotransformactes 12, 16 e 22, (C) dihidroxilados na ligacao dupla
central da molécula (D) e N-desmetilados e dihidroxilados e produtos das
biotransformacdes 20 e 21 (E). Nenhum pico foi observado no CN e CP na busca por
metabdlitos de fase II. Além disso, a verificacdo de picos referentes ao metabdlitos de
fase Il ratificou a necessidade de um preparo de amostras para as aliquotas de 3 mL que
incluisse etapas de hidrélise de forma a possibilitar a confirmagdo dos metabdlitos de

acordo com os critérios da espectrometria de massas.
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Figura 7.23. Cromatogramas extraidos por CLUE-EMAR com uma tolerancia de 5 ppm
de massa para metabdlitos de fase Il com m/z 550,24354 (A), m/z 564,25919 (B) e m/z
580,25410 (C), m/z 582,26975 e m/z 566,23845 (E) para a amostra do ZWT apdés 8h.
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Esses resultados demonstram um perfil de metabolizagdo extensivo para TMX,

semelhante entre os humanos e o modelo ZWT.

7.9.3 Confirmacao dos principais metabdlitos do TMX

Apbs a andlise preliminar, utilizando as amostras Dilute and Shoot no modo Full
Scan, foram observados picos cromatogréaficos correspondentes as m/z e tempos de
retencdo de metabolitos cujos materiais de referéncia estavam disponiveis. Dessa forma,
com intuito de confirmar a presenca destes metabdlitos de acordo com critérios,
estabelecidos pela WADA, relacionados com a cromatografia e espectrometria de
massas, foram realizadas uma segunda etapa de fragmentacéo (Full-Scan/MS?). A lista
de inclusdo para a realizacdo desses experimentos foi construida fornecendo as massas
protonadas dos metabdlitos e as energias colisdo determinadas ap0s a analise do

material de referéncia disponivel, resultando na Tabela 7.2.

Tabela 7.2. Composicdo elementar, massa exata ([M-H]*) e energia de colisdo

normalizada obtida na andlise do material de referéncia do TMX e seus metabdlitos.

Energiade | Tempo de

o Substéancia/ Composicéo m/z o .
Cdbdigo . colisédo retencao
Metabdlito elementar (M) (IM-H]"

(eV) (tr)*

TMX Tamoxifeno C26H29NO 372,23219 30 7,35

M1 N-desmetiltamoxifeno C2sH27NO 358,21654 25 7,36
M2a e M2b (E/Z)-4-hidroxitamoxifeno C26H29NO2 388,22710 30 6,61 e 6,77

(E/Z)-N-desmetil-4-

M3a e M3b C2s5H27NO2 374,21145 25 594 e 6,94

hidroxitamoxifeno

(E/2)-3-hidroxi-
M4a e M4b ) ) C27H31NO3 418,23767 30 6,22 e 7,00
4metoxitamoxifeno

(E/Z)-4,4-dihidroxi-N-

M5a e M5b ] ) C25H27NOs 390,20637 25 5,60 e 6,06
desmetiltamoxifeno
M6a e M6b | (E/Z)-4,4-dihidroxitamoxifeno C26H29NOs3 404,22203 30 5,48 e 5,95
(E/2)-N,N-didesmetil-4-
M7a e M7b C24H25NO 360,19580 25 6,62 e 6,77

hidroxitamoxifeno

A busca por estes metabdlitos foi feita nas trés fracdes obtidas ap0s o preparo
envolvendo ELL (livre, glico conjugada e sulfo conjugada). Na Figura 7.24 encontra-se a
imagem da planilha utilizada para comparar os resultados obtidos no material de
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referéncia e das amostras de acordo com os critérios relacionados a cromatografia e a

espectrometria de massas definidos pelo documento técnico IDCR.

Residue confirmation (by Relative lon Intensities and RT) |
CONTROLE POSITIVO / POSITIVE CONIROL AMOSTRA [ SAMPLE
lons (miz) RT Mean lons (m/z), RT Mean
RT {min} RT (min}
Area FWHM (min) Area | |
Rel. Int. 100,00 0.00 0.00 1,000 Rel. It 100 0.00 0.00
MAXIMUM TOLERANCE WINDOW S FOR RELATIVE ION INTENSITIES AND RT (+ X%) CONFORMITY CRITERIA
Rel. Abund. (% of reference diagnostic ion) EILGCIMS; CI.GC/MS; GC/MS"; LC/IMS; LC/MS" lons (m/z) Ref - X% Amostra | Sample Ref + X% Conformity™
> 50% to 100% +- 10 (absolute} [ 90.00 100,00 110,00 OK
»25% to 50%"" +- 20% (relative) [ <1% 0.00 <1% <1%, NOT OK
1% to 25%" +- 5 (absolute) [ <1% 0.00 <1% <1%, NOT OK
RT (%) or {min) <& 1,0% or 0.1 RT
! The diagnostic ions must always be detected in the Sample (SIN = 3:1) “ Only If all the conformity criteria are OK, the analite is confirmed
2 The retention time RT(%) and RT(min). The greater one shall be used in the diagnostic WADA Technical Decument - TD20211DCR
= 4 maximum ART is set at the FWHM of the reference peak in the positive control

Figura 7.24. Planilha utilizada para confirmacéo de metabdlitos do TMX em comparacao

com o material de referéncia e de acordo com os critérios estabelecidos pela WADA.

Como foram realizados experimentos de fragmentacdo (Full-Scan/MS?), 3 ions
produtos diagnésticos de cada metabdlito/substancia foram utilizados para o
preenchimento da planilha (células verdes da planilha). Sendo possivel confirmar a
presenca do TMX e 9 metabdlitos nas amostras de agua do ZWT. O TMX e seus
metabdlitos M1, M2a-b foram confirmados nas trés fracdes (fracdo livre, fracdo glico
conjugada e fracdo sulfo conjugada). JA os metabodlitos M3a-b, M5a-b e M6b foram
confirmados apenas na fracdo glico conjugada. Na Figura 7.25, encontram-se 0S
espectros de fragmentacdo e a proposta de fragmentacdo e ions diagnéstico para os

metabolitos identificados e confirmados nas amostras do modelo ZWT.
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Figura 7.25. Espectros de massas obtidos por experimentos de fragmentacdo MS? para
as substancias/metabdlitos: (A) Tamoxifeno, (B) N-desmetitamoxifeno, (C) 4-
hidroxitamoxifeno, (D) Endoxifeno, (E) 4,4’-dihidroxi-N-desmetiltamoxifeno e (F) 4,4'-

dihidroxitamoxifeno nas amostras do modelo ZWT ap0s 8h de experimento.

Apesar da falta de material de referéncia, o exame de outros potenciais
metabdlitos do TMX baseou-se na busca de vias tipicas de biotransformacéo, que
tenham associada uma alteragdo na formula molecular e seu correspondente
deslocamento de massa em relagdo ao TMX (Tabela 3). Assim, além dos 9 metabdlitos
identificados com material de referéncia, 26 metabalitos foram encontrados nas amostras
apos 8h de experimento. Este grande nimero esta alinhado com o que foi relatado na
literatura para outros modelos, como humanos (23 metabdlitos) e ratos (38 metabdlitos)
(DOMINGUEZ-ROMERO et al., 2015; MAZZARINO et al., 2013). Algumas das reacdes

guimicas propostas para as vias de biotransformacdo do TMX incluem hidroxilacdo em
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diferentes posicdes, carboxilacdo, N-desmetilacdo, N-oxidagcdo, metoxilagdo e

combinacdes delas. Padrdes primarios seriam necessarios para confirmacao adicional

da estrutura do metabdlito.

Tabela 7.3. Metabdlitos putativos do TMX encontrados nas amostras apds 8h de

experimento.

m/z tedrico N° de Modificacdo na | Composicédo tr (Min) Erro (ppm)
(IM-H]" metabdlitos formula elementar R PP
374.21145 4 +0 -CHz CosHaNO, | 40 56';%; 6.45 1 < 5ppm
5.70; 5.76; 5.89;
388.22710 6 +0 Ca26H29NO2 6.81 7.42 7.44 < 5ppm
390.20637 3 +02 -CH2 Ca2sH27NOs 4.62;5.17; 5.92 < 5ppm
402.20637 3 +02 -H2 C26H27NOs 5.39; 5.47; 6.41 < 5ppm
4.62; 5.17; 5.62;
5.72; 5.79; 5.84;
404.22203 10 +02 C26H290NOs3 6.03 6.31 6.39 < 5ppm
7.00

7.9.4 Etilmorfina

7.9.4.a. Investigacdo da presenca de metabdlitos no padréo de referéncia de etilmorfina

Apesar da elevada pureza (99,5%) do padrao utilizado, a presenca de possiveis
metabdlitos provenientes do padrdo foi investigada. Preparou-se uma solucdo de 1
png/mL em fase mével A utilizando o padrdo de referéncia da etilmorfina. Essa solucéo
foi utilizada em uma infuséo direta no espectrometro de massas de alta resolucéo, sob 5
diferentes parametros da fonte. O espectro obtido indicou a presenca do m/z
correspondente aos metabolitos noretilmorfina e morfina em todas as 5 condi¢des. Os
sinais identificados no espectro apresentaram intensidades 1000 vezes mais baixas que

a Etilmorfina, Figura 7.26.

189



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA
LABORATORIO DE APOIO AO )
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

417434

NL:4.34E8 | NL:1.26E6 ] NL: 2.34E5
A 50 &0 50
ol 1417455 S 1 00 =1 ! 286 14435

@3 7] NLe421e8 ]| NL:86sEe  ®] | NL:2.395
B s0] soé s0]
o 523 ‘N: 200.15935 0- 255, 14462

s 51504 ppm
1003 ' NL:4.19E8
3: 314.17520

007 “T T N 1.70E5

Relative Abundance
&
!

Relative Abundance
n
f

Relative Abundance
&S
!

e NL:3.59E8 ] - NL: 1.76E5
D 505 ECE sos
o Ll

1004 0.32077 ppm
] L:3.47E8

N
3142
mz

Figura 7.26. Sinais dos espectros obtidos nas infusdes diretas do padrdo de ETM sob 5

condi¢cbes de injecao diferentes. Os m/z correspondem a ETM, MOR e nor-ETM.

7.9.4.b. Rendimento de extracao

Para compreende melhor o comportamento de cada um dos analitos frente ao
procedimento de preparo de amostra, foi realizado um teste de rendimento de extracao
usando padrdes de referéncia. Os analitos de fase 1 tiveram uma recuperacédo entre 80
e 90%, enquanto os analitos da fase 2 tiveram recuperagdes mais baixas (Figura 7.26).
Os metabdlitos de fase 2 sdo conjugados com o acido glicurénico, 0 que aumenta a
polaridade das moléculas, isso proporciona uma maior afinidade com os solventes de
extracdo e consequentemente uma menor recuperacao destes glicoconjugados. A
etilmorfina-63-glicuronideo apresentou uma recuperacdo de 50% enquanto o0s
glicuronideos da morfina apresentaram uma recuperacao consideravelmente menor, de
2% e 3%. Essa diferenca de recuperacdo pode ser justificada pela auséncia do
grupamento etila nos glicoconjugados da morfina, uma vez que a hidroxila livre na
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posicdo 3 ou 6 permite que mais ligacbes de hidrogénio possam ser feitas entre a

molécula e o solvente de extragcdo, tornando-a menos recuperavel. A etiimorfina-63-
glicuronideo, por ter a posicdo 3 ocupada pelo grupamento etila, interage menos com o
solvente, sendo recuperado em maiores quantidades.

Com o intuito de evitar perdas de analitos importantes de maior polaridade como
os glicuronideos, o uso do Dilute and Shoot em paralelo com o método de extracdo em

fase sodlida é justificado.

88% 84% 90%

48%
2% 3%

Ethylmorphine Norethylmorphine Mor phine Ethylmorphine-6-Gluc. Morphine-3B-Gluc. Morphine-6B-Gluc.

Figura 7.26. Rendimentos de extracdo dos padrbes de referéncia analitos de fase 1 e

fase 2 utilizando o procedimento de extracdo de fase solida.

7.9.4.c. Avaliacdo da hidrélise indireta

Com intuito de verificar se o procedimento de hidrélise das amostras seria uma
etapa necesséria para a avaliacdo dos metabdlitos nas amostras de ZWT, foi realizada
uma investigacdo através da avaliacdo indireta dos metabdlitos. Essa investigacao
abordou duas diferentes enzimas amplamente utilizadas em procedimentos de hidrélise,
a enzima B-glucuronidase de E. coli e a enzima B-glucuronidase de H. pomatia.

Primeiramente, foi realizado um teste de rendimento de hidrélise utilizando
padrdes de referéncia para avaliar se as condi¢cdes de hidrélise seriam suficientes. Os
padrdes utilizados para este teste foram etilmorfina-6p3-glicuronideo e morfina-383-
glicuronideo. Os resultados apresentados na Figura 7.27 demonstram que as condicdes
utilizadas para ambas as enzimas apresentaram condi¢des de hidrélise suficientes para

promover a hidrélise dos analitos glicoconjugados.
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® Without hydrolysis 64,34%
B Hydrolysis: E. coli B-Glucuronidase 34,54%
B Hydrolysis: H. pomatia B-Glucuronidase
20,11% 16,23%
—

Etilmorfina Morfina

Figura 7.27. Rendimento de hidrélise das solugbes preparadas a partir do padrédo de
referéncia de etilmorfina-63-glicuronideo e morfina-3f3-glicuronideo para as diferentes
condi¢cbes. Sem hidrolise (cinza); hidrdlise utilizando B-glucuronidase de E. coli (laranja);

hidrdlise utilizando B-glucuronidase de H. pomatia (azul).

A partir dos resultados obtidos no rendimento de hidrélise, ambos os
procedimentos de hidrolise foram utilizados em paralelo para a avaliacdo indireta dos
analitos nas amostras de ZWT. Optou-se por utilizar ambas as enzimas, uma vez que a
B-glucuronidase de E. coli € uma enzima mais especifica que a B-glucuronidase de H.
pomatia. Na Figura 7.28 é possivel observar a concentracao média estimada obtida para
etimofina e seus metabolitos classicos de fase 1 apods aplicagdo dos diferentes
procedimentos.

. 4,07
Morphin
e 4,24 ® Without hydrolysis
3,37
B Hydrolysis: E. coli B-Glucuronidase
Norethyl 37,81

morphin 59,37 B Hydrolysis: H. pomatia B-Glucuronidase

e 30,73

Ethylmor
phine

Concentragdo (ng/mL)

Figura 7.28. Comparacéo entre a concentracdo estimada dos analitos em relagcdo aos
diferentes procedimentos utilizados. Sem hidrdlise (cinza); hidrélise utilizando -

glucuronidase de E. coli (laranja); hidrolise utilizando B-glicuronidase de H. pomatia (azul)
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AP

Um teste ANOVA foi realizado para comparar se ha diferenca significativa entre

os 3 procedimentos experimentais (Tabela 4). No que se refere a comparacgao entre os
métodos utilizados, o resultado do valor-p no teste ANOVA foi de 0,812, o valor de F
obtido foi de 0,210 e o valor de F critico foi de 3,554 (Tabela 5). Portanto, ao comparar
os 3 procedimentos, uma vez que o valor de F € menor que o valor de F critico, o teste
ANOVA indica que ndo héa diferenca significativa entre os métodos com uma confianca
de 95%. Além disso, como o valor-p obtido foi de 0,812, que € maior que o nivel de
significancia estabelecido de 0,05. Dessa forma, entendeu-se que a etapa de hidrélise

nNAo seria uma etapa necessaria para a analise dos metabdlitos nas amostras de ZWT.

Tabela 7.4. Tabela base contendo as concentracdes estimadas das réplicas obtidas nos

diferentes métodos experimentais. Tabela utilizada para o teste ANOVA

Réplica| Tratamento |Sem Hidrolise|Hidrolise: E. coli| Hidrdlise: H. pomatia

1 Etilmorfina 320,6412228 305,2686751 274,3098186

2 Etilmorfina 463,8375601 A28,6124432 401,872912

3 Etilmaorfina 7104713022 629,5891302 5779802967

1 Moretilmorfina| 32,0428153 44,00265613 23,53068493

2 Moretilmorfina| 50,040876 88,91070531 44,19619651

3 MNoretilmorfina| 31,34736479 45,18749912 24 A5754772

1 Maorfina 1,583753096 2,835847646 1,673408145

2 Morfina 3,184631239 3,134920337 3,584801296

3 Morfina 7436322206 6, 753749644 4, 856802804

Tabela 7.5. Tabela resultante do teste ANOVA
ANOVA
Fonte da variacdo sQ gl MQ F valor-P  F critico

Amostra 1135270,463 567635,2316 56,85703145 1,66E-08 3,554557
Colunas 4195,384877 2097,942439 0,210139844 0,812431 3,554557
Interagbes 6830,788328 1707,697082 0,171051022 0,950372 2,927744
Dentro 179703,9681 18 9983,553785
Total 1326001,105 26
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7.9.4.d. Triagem dos metabdlitos por Full-MS

Para a investigacdo dos metabdlitos, estes foram racionalizados com base nos
metabdlitos encontrados em outros modelos, incluindo humanos (VAN 'T KLOOSTER et
al., 1992; XU et al., 1993, XU et al., 1995; AASMUNDSTAD et al., 1995; XU et al., 1997,
JAKOBSSON et al., 2020; Cottril et al. 2021). A massa exata de metabdlitos classicos e
metabolitos candidatos foi obtida usando o software Xcalibur 3.0 (Thermo Fisher
Scientific). Os cromatogramas de ions de massa exata do modo full-scan (erro <5 ppm)
foram analisados evidenciando a presenca, ou ndo, dos metabdlitos. A extracdo de
cromatogramas usando a massa exata de analitos minimiza a interferéncia e aumenta a
sensibilidade. A Tabela 6 mostra os picos cromatograficos encontrados para possiveis

metabolitos de etiimorfina.

Tabela 7.6. Composicao elementar, Massa tedrica, Tempo de retencdo e intensidade

dos picos cromatograficos de metabdlitos classicos extraidos da aquisicdo Full-Scan.

Reacéo Composigao Massa tedrica Tempo de Intensidade do
elementar ([M+H]+) retencao pico
(min) (SPE/DS/sangue)
Etilmorfina C19H23NOs3 314.17507 6.10 10E8 /10E8 /10E5
Glicoconjugagéo C25H31NOg9 490.20716 - -
N-desmetilag&o C18H21NO3 300.15942 4.82 10E6 /10ES5 / -
(Noretilmorfina) 5.93 10E7 /10E5 /-
N-desmetilagéo + C24H29NO9 476.19151 - -
Glicoconjugagao
O-deetilagé@o C17H19NOs3 286.14377 2.20 10E6 /10E4 /10E5
(Morfina)
O-deetilagdo + C23H27NOo 462.17586 141 10E4 /10E4 /10E4
Glicoconjugacao
N-desmetilagéo + O- Ci16H17NO3 272.12812 1.59 -/-/10E3
deetilagdo
(Normorfina)
N-desmetilagéo + O- C22H25NOg9 448.16021 - -
deetilagdo +
Glicoconjugagéo
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7.9.4.e. |dentificacdo dos metabolitos classicos da Etilmorfina

Apbs a triagem, Full-MS mostrou picos cromatograficos correspondentes as
massas teoricas de 4 metabdlitos encontrados em humanos (Noretilmorfina, Morfina,
Morfina-3B-Glucuronideo e Normorfina). O critério escolhido para identificar os
metabdlitos com padréo de referéncia foi o critério IDCR emitido pelo documento técnico
da WADA. (TD2021IDCR). O pico cromatogréafico correspondente & massa teorica da
Normorfina foi encontrado apenas em amostras de sangue, com concentracdo muito
baixa, ndo sendo possivel proceder a sua identificacdo através dos critérios IDRC. Para
a identificacdo dos demais metabdlitos, além da comparagcdo com o tempo de retencéo
do padréo de referéncia, é necessaria a utilizacdo do método CL-EM/EM para maior
informacéao estrutural.

Os cromatogramas obtidos indicam a presenca de 4 possiveis metabdlitos (M1,
M2, M3 e M4), além da substéancia original (m/z 314,17507 - Figura 29.A). Os picos dos
padrées internos MOR-D3 e MOR-3-glicuronideo-D3 (m/z 289,16260 e m/z 465,19469
- Figuras 29.C e 29.E) indicam através do tempo de retencdo que M3 e M4 (m/z
286,14377 e m/ z 462.17586 - Figuras 29.D e 29.F) sdo MOR e MOR-3B-glicuronideo,
respectivamente. M1 e M2 tém 0 mesmo m/z da nor-ETM (m/z 300,15942 - Figura 29.B).
Morfina-6B-glicuronideo e qualquer outro metabdlito caracteristico ndo foram

encontrados nos cromatogramas de ZWT.
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Figura 7.29. Cromatograma de amostras DS ZWT de m/z de metabdlitos ja descritos na
literatura. Etilmorfina (A); M1 e M2 (B); IS: Morfina-D3 (C); M3 (D); IS: Morfina-3f3-
Glucuronida-D3 (E); M4 (F).

A auséncia de sinal no controle de qualidade negativo (Figura 7.30 A) indica que
as substancias detectadas ndo eram enddgenas do animal. O controle de estabilidade
indicou a presenca de M1 (Figura 7.30 B). A amostra (Figura 7.30 C) contém M1 e M2
(pico principal). Os padrbes de referéncia COD (Figura 7.30 D) e nor-ETM (Figura 7.30
E) mostram 0 mesmo tempo de retencdo que M1 e M2, respectivamente. Esses dados
indicam que M2 é nor-ETM e é produzido pelo metabolismo do zebrafish. Os tempos de
retencdo de nor-ETM, MOR, MOR-3B-Glic corresponderam aos tempos de retencao de
seus respectivos padrdes de referéncia, de acordo com os critérios do IDCR. Este
estabelece que o tempo de retengdo do pico cromatografico do analito ndo pode variar
mais de 0,1 min de uma amostra de referéncia. Aléem disso, os espectros de PRM
(EM/EM?) obtidos dos picos da amostra correspondem aos espectros obtidos dos

padrdes de referéncia (Figura 7.31).
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Figura 7.30. Comparagé&o do tempo de retencdo de M1 e M2 com controles negativos e
com padrdes de referéncia. NQC com peixe/sem substéncia (A); Controle negativo sem
peixe/com ETM (B); amostra ZWT (C); padrdo de referéncia COD (D); padrdo de

referéncia nor-ETM (E).
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Figura 7.31. Espectros obtidos dos padrdes de referéncia para ETM (A), nor-ETM (B),
MOR (C) e MOR-33-glic (D).
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A Tabela 7.7 indica os principais fragmentos descritos na literatura foram

identificados para cada analito, e uma proposta de fragmentacao foi estabelecida para
0s espectros de cada analito. Como esperado, o0 pico de base encontrado no EM/EM2 de
ETM foi o fragmento m/z 165,0701, além deste, outros fragmentos caracteristicos foram
m/z 257,1175; m/z 229,1225; m/z 183,0808 e m/z 155,0857. Para nor-ETM, obteve-se
como pico base o fragmento m/z 165,0701, além dos fragmentos caracteristicos m/z
239,1071; m/z 211,0758; m/z 201,0915 e m/z 181,0651. MOR EM/EM2 também
apresentou o fragmento m/z 165,0702 como pico de base, além de fragmentos
caracteristicos como m/z 229,0863; m/z 211,0758; m/z 201,0913; m/z 181,0651. MOR-
3B-glicuronideo apresentou um espectro de fragmentacdo com um pico de base de m/z
286,1441; alem dos fragmentos caracteristicos m/z 268,1335; m/z 229,0863; e m/z
201,0913. Apesar de ser descrito na literatura para MOR-3[3-glicuronideo, o fragmento
m/z 165,0702 ndo pdde ser observado, devido ao uso de uma energia de colisédo
normalizada menor.

Tabela 7.7. Fragmentos caracteristicos descritos pela literatura para cada analito

fon precursor Fragmento 1 Fragmento 2 Fr 3 Fr 4 Fragmento 5
(Tedrico) (Experi n (Experi 1) (Experi )} (Experi 1) (Experi 1)

Etilmorfina 314.17507 165.0691 22912213 257.11703 183.0797 155.0554
Noretilmorfina 300.15942 165.0697 229.1221 239.1064 181.0646 211.0752
Morfina 286.14377 165.00 229.0861 201.09094 181.0638 211
Morfina3-Glic 462.17586 165.10 286.15 268 201

Etilmorfina-D5 319.20645
Morfina-D3 289.16260 165.05 201
Morf 3-Glic-D3 462.17586 289.15
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Figura 7.32. Propostas de fragmentacao para ETM, nor-ETM, MOR. MOR-3-glic.
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Como pode ser observado na Figura 7.32, os analitos compartilham fragmentos

comuns entre si, uma vez que seu esqueleto de carbono permanece 0 mesmo, com a
perda de seus diferentes grupos periféricos principalmente.

O critério IDCR estabelece que, ao utilizar técnicas multiestagio, pelo menos 2
ions diagnosticos devem ser utilizados; a relacdo sinal-ruido deve ser maior que 3:1; a
abundancia de ions diagnosticos deve ser calculada integrando a area do pico no
cromatograma filtrado pelo ion diagndstico; o ion diagndstico mais abundante deve ser
o ion de referéncia para calcular a abundancia relativa (AR); o ion diagndstico de
referéncia do controle positivo deve ser 0 mesmo para a amostra, mesmo que nao seja
o ion mais abundante da amostra; a AR deve ser calculado pela razdo entre o ion
diagnostico com o ion diagndéstico de referéncia; a AR ndo deve diferir dos intervalos
determinados no documento (TD2021IDCR).

Para nor-ETM, os ions diagndsticos escolhidos para caracterizagdo foram m/z
165,0701 como ions diagndsticos de referéncia, m/z 181,0651 e m/z 252,1021. Embora
0 ion m/z 252,1021 ndo seja um dos principais ions descritos para nor-ETM, este € um
ion diferente entre o espectro desta molécula e o da codeina, seu isdbmero (dados nao
mostrados). As AR obtidas de cada fragmento para o controle positivo foram 100%,
78,56% e 29,64%, respectivamente, enquanto para a amostra foram 100%, 78,88% e
29,25%, respectivamente, concordando com os valores de aceitacdo para IDCR. Os
mesmos critérios foram aplicados para MOR, MOR-3B-Glic e codeina, todos

preencheram os critérios.
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Figura 7.33. Comparacao dos espectros MS/MS? de nor-ETM (A) com seu respectivo

padréo de referéncia (B).

Tabela 7.8. Informacgdes obtidas para cada um dos analitos.

Etilmorfina Etilmorfina-D5

Nozetilmorfina Etilmorfina-D5
Morfina Morfina-D3
Morfina-3B- Morfina-3B-

Glucuronideo Glucuronideo-D3

Etilmorfina-D5 -

Morfina-D3 -

Morfina-38-
Glucuronideo-D3

257.1175 1.17566
229.1225 0.76810
314.17507 65 183.0808 1.93225
165.0701 1.25249
155.0857 1.17153
239.1071 1.86189
211.0758 2.12973
300.15942 65 201.0915 2.49025
181.0651 1.67080
165.0701 1.62224
229.0863 1.87134
211.0758 1.91286
286.14377 65 201.0913 1.65557
181.0651 1.92362
165.0702 1.71468
286.1441 1.06061
268.1335 1.60791
462.17586 35 229.0863 1.07205
201.0913 1.42793
262.1493 2.73832
319.20645 65 234.1539 0.96238
165.0701 1.43736
271.1524 1.36158
289.16260 65 201.0912 1.12441
165.0701 1.25249
289.1627 0.51872
465.19469 35 2711523 1.13648
201.0911 0.36561

C16H1603 + H+

C15H1602 + H+

C13H100+ H+
C13H8+ H+
C12H10+ H+

C16H1402+H+

C14H1002 + H+

C13H1202+H+
C13H80 + H+
C13H8+ H+

C14H1203+H+

C14H1002 +H+

C13H1202+H+
C13H8O + H+
C13H8+ H+

C17H19NO3 +H+
C17H17NO2 +H+
C14H1203+H+
C13H1202+H+

C16H11D503 + H+
C15H11DS02 + H+
C13H8+ H+

C17H14D3NO2 + H+
C13H1202+H+
C13H8+ H+

C17H16D3NO3 + H+
C17H14D3NO2+H+
C13H1202 +H+

6.10

5.93

2.20

1.41

6.10

217

1.42
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7.9.4.f Perfil metabdlico de Etilmorfina

Uma forma de avaliar a cinética de formacgéo e excrecdo de metabdlitos ao longo
do tempo é através das curvas de bioacumulagdo. A curva de bioacumulagéo é obtida
tracando a concentracdo dos metabdlitos em relagdo ao tempo do experimento. A
concentracdo dos metabolitos € obtida pela relagcdo entre a razdo do analito com o
padrdo interno de um controle positivo desse metabdlito e a razdo do analito para o
padrdo interno da amostra.

As curvas de bioacumulacdo para os metabdlitos classicos identificados foram
feitas para aliguotas extraidas de DS e SPE (Figura 7.22). Uma vez que o experimento
foi realizado em triplicata, a concentracdo utilizada para preparar a curva de
bioacumulacdo foi a concentracdo média das réplicas. Os metabdlitos encontrados no
tanque tratado ndo foram encontrados no NQC, indicando que n&o s&o substancias
enddgenas do peixe. No entanto, alguns desses metabdlitos foram encontrados em SC
em intensidades constantes do ponto O até o final do experimento (dados néo
mostrados), o que indica uma impureza do padrao de referéncia de etilmorfina utilizado
na administragdo. Dessa forma, a curva de bioacumulagéo foi elaborada descontando-

se a area obtida no ponto 0 do experimento, descontando-se assim estes interferentes.

Norethylmorphine Norethylmorphine
Morphine | Morphine

Morphine-3p-Gluc X Morphine-3-Gluc N

Figura 7.34. (A) curva de bioacumulacdo para aliguotas de DS; (B) curva de

bioacumulacdo para aliquotas de SPE.

Através da curva de bioacumulacédo do DS, é possivel visualizar a presenca de
metabdlitos de fase 1 apds 3 horas de experimento, enquanto o MOR-3[B-glicuronideo

pode ser visualizado apds 7 horas. Na curva de bioacumulacdo de SPE, é possivel

202



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

identificar mais precocemente os metabdlitos da fase 1, devido a capacidade de

concentracdo do processo de extracdo e, assim, permitir a identificacdo dos picos
cromatograficos dos analitos. O MOR-3-glicuronideo € visualizado novamente apés 7
horas de experimento. Ambas as curvas de bioacumulagdo mostraram uma tendéncia
de aumento da concentracdo de metabdlitos até o final do periodo de 12h do
experimento, indicando que experimentos mais longos permitiriam o acumulo de ainda
mais metabalitos.

Curiosamente, apesar da alta similaridade nas vias metabdlicas com humanos, a
literatura ainda nao identificou um ortélogo para a subfamilia enzimatica humana CYP2D
para o zebrafish (ANSELMO et al., 2018; LOERRACHER; BRAUNBECK, 2021). CYP
2D6 € uma importante enzima humana para O-deetilacdo de ETM para MOR. Uma
limitacdo do modelo ZWT levantada por Sardela et al. € a falta de um ort6logo humano
CYP2 no zebrafish, portanto este estudo trard esclarecimentos sobre esta limitagdo
(SARDELA et al., 2018). Apesar dessas limitagdes levantadas para o modelo zebrafish,
MOR foi um dos principais metabdlitos produzidos pelo modelo ZWT. Esse resultado
indica que, apesar da falta de um homologo para a familia CYP2D, o modelo é capaz de
produzir metabdlitos dessa via metabdlica. E possivel que enzimas de outras familias
CYP atuem para promover a O-deetilacao.

Em humanos, a glicoconjugagdo da etilmorfina é a principal via metabdlica,
consistindo em 28 a 53% da dose, enquanto a segunda via metabdlica mais importante
€ a producdo de morfina e seus glicuronideos, compreendendo cerca de 15% da dose.
A rota metabdlica para a producdo de noretilmorfina e seu glicuronideo correspondeu a
9%. Finalmente, a formacdo de Normorfina apés N-desmetilacdo e O-desetilacao
correspondeu a 2-5% da dose (AASMUNDSTAD et al., 1995). Por outro lado, um estudo
in vitro realizado com hepatocitos em ratos mostrou uma maior tendéncia de
metabolizacéo pela via da N-desmetilagdo em comparacdo com a via da O-desetilagao.
Neste estudo, cerca de 45% da dose de ETM foi convertida em nor-ETM, enquanto
aproximadamente 10% foram convertidos em MOR e 7% em MOR-33-Glic, no ponto de
maior concentragao desses analitos (XU et al., 1993).

A Figura 7.38 mostra uma comparac¢do da producdo de cada metabdlito entre as
diferentes matrizes obtidas ao final do experimento. Assim como no modelo de

hepatocitos em ratos, ndo foram encontrados 6-glicuronideos para MOR, nem-ETM ou
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ETM, embora o ETM-6B-glicuronideo seja um dos principais metabolitos descritos na

literatura. Este resultado sugere que, assim como 0s ratos, o zebrafish pode ter
limitagbes de glicuronidagdo nesta posicdo. Comparando as diferentes matrizes do
modelo ZWT, observa-se uma maior predominancia da via metabdlica via N-
desmetilacdo, sendo a nor-ETM mais comumente encontrada na agua do aquario. Os
niveis de morfina encontrados no sangue e os obtidos por ZWT sé&o equivalentes, bem
como para morfina-3B-glicuronideo. Esse maior destaque para a producdo de nor-ETM
pelo zebrafish € semelhante ao perfil do modelo usando ratos, porém é possivel que
essa menor producdo de MOR seja devido a falta de um CYP especializado em O-

deetilacdo como o CYP2D presente em ratos e humanos.

12

10

WZWT-SPE

W Sangue

a
. [ ] m

Noretilmorfina Morfina Morfina-3B-Gluc.

ng/mL
[=a]

Figura 7.38. Concentracéo dos diferentes metabdlitos classicos (nor-ETM, MOR e MOR-
3B-Gluc.) em cada uma das matrizes utilizadas ao final do experimento pelo modelo
ZWT.

7.9.4.9 Andlise comparativa entre DDA e SWATH-type DIA

A aquisicdo sem alvo especifico (untargeted) é uma ferramenta interessante para
a investigacdo metabolémica. Por esta razdo, foram comparados dois experimentos de
espectrometria de massa de alto uso para aquisicdo untargeted. A Data dependent
analysis (DDA) sofre de baixa reprodutibilidade e favorece a selecdo de ions mais
abundantes que podem ser biologicamente irrelevantes (HILAIRE et al., 2020). A Data
independent analysis for sequential window acquisition of all theoretical fragment-ion
spectra (SWATH-type DIA) € um experimento alternativo ao DDA. SWATH-type DIA
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utiliza janelas de isolamento amplas e consecutivas, geralmente entre 10 e 50 Da, mas

isso pode levar a perda da relacdo entre o ion precursor e os fragmentos pelas bandas
largas (HILAIRE et al.,, 2020). PRM (analise com alvo especifico) foi usado como
espectro de referéncia para comparacgao de experimentos nao direcionados.

Para realizar a comparacédo entre os métodos de aquisicdo, as amostras do ZWT
foram injetadas no LC-HRMS e adquiridas nos trés diferentes modos de aquisicdo. Os
analitos usados para esta comparacdo foram os dois metabdlitos previamente
identificados, nor-ETM e MOR. Como nor-ETM esta presente em maior concentracao na
amostra, enquanto MOR esta presente em menor concentracdo, a comparagédo dos
métodos de aquisi¢cdo abrange ambos os niveis.

A avaliacdo do MOR (Figura 7.39) demonstrou que todos os trés meétodos de
aquisicao foram capazes de identificar os 5 fragmentos caracteristicos da MOR. N&o foi
possivel observar o ion pseudomolecular (IPM) no SWATH-type DIA (Figura 7.39 C). A
intensidade dos fragmentos obtidos no SWATH-type DIA foi ainda maior do que 0s
obtidos pelo PRM (Figura 7.39 A), porém, como a fragmentacdo desse método é feita
em blocos e um dos padrdes internos € o MOR-D3, que possui um TR muito semelhante,
os fragmentos obtidos podem vir tanto da MOR quanto do MOR-D3. Por outro lado, o
DDA (Figura 7.39 B) apresentou niveis semelhantes ao PRM e até mesmo o IPM.

Novamente, os trés métodos de aquisicdo foram capazes de identificar os 5
fragmentos caracteristicos, agora para nor-ETM (Figura 7.40). Embora novamente o IPM
nao tenha sido observado, as intensidades dos fragmentos obtidos no SWATH-type DIA
(Figura 7.40 C) foram maiores quando comparadas ao DDA (Figura 7.40 B), indicando
uma maior sensibilidade deste método. As intensidades do SWATH-type DIA e do PRM
(Figura 7.40 A) foram semelhantes entre si, uma vez que ndo ha coeluicdo com uma
substancia de estrutura semelhante como no caso da MOR. Apesar da menor
sensibilidade, o DDA apresentou novamente o IPM e menos fragmentos interferentes,

indicando maior seletividade.
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Figura 7.39. Comparacao entre espectros obtidos com PRM, DDA e SWATH-type DIA
para Morfina em amostras de ZWT. (A) PMR; (B) DDA; (C) DIA.
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Figura 7.40. Comparagéo entre espectros obtidos com PRM, DDA e SWATH-type DIA
para Noretilmorfina em amostras de ZWT. (A) PMR; (B) DDA; (C) DIA.

Além das questdes mencionadas anteriormente, € possivel observar as diferencas

de sensibilidade do método SWATH-type DIA em relacdo ao DDA para as condi¢des

utilizadas neste trabalho, ao observarmos a diferenca no nimero de pontos de aquisi¢cao

entre os métodos. Nas Figuras 7.41 e 7.42 é possivel observar o numero de pontos de
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aquisicdo dos determinados m/z filtrados para o tempo de retencdo da MOR nos

cromatogramas dos 3 diferentes métodos de aquisi¢ao utilizados no trabalho.

Na Figura 7.41, os cromatogramas estao sendo filtrados pelo m/z de 286.14377,
0 qual é correspondente a massa tedrica do ion pseudomolecular da MOR. Pode-se
observar uma maioridade de pontos de aquisicdo (Figura 7.41 A; 14 pontos) para o
SWATH-type DIA frente ao DDA (Figura 7.41 B; 2 pontos), além da maior intensidade
dos sinais. Isto se deve ao fato do SWATH-type DIA realizar fragmentacdes em blocos
de faixas de massa, sendo mais rapido, enquanto o DDA realiza um primeiro scan para
determinar os ions que serédo selecionados e levados para fragmentacéo, entdo sé apos
um segundo scan esses ions sao levados para a célula de colisdo para fragmentar e ser
adquirido. Considerando que os parametros dos métodos estdo pareados para que seja
feita essa comparacao de forma nivelada, ou seja os métodos ndo estéao otimizados para
0 seu maximo desempenho, € possivel observar uma grande discrepancia no tempo de
aquisicdo dos ions, de forma que o DDA leva aproximadamente 0.2 min. Quando
comparado ao PRM (Figura 7.41 C; 7 pontos), o SWATH-type DIA também apresentou
maior nimero de pontos de aquisicdo, porém a intensidade dos sinais foi menor que o
PRM.

Agora, ao observar a Ffigura 7.42, onde os cromatogramas estao sendo filtrados
pelo m/z de 165.0702, o qual € um dos fragmentos caracteristicos mais abundantes
obtidos na fragmentacédo da MOR, observa-se um nimero ainda maior de aquisi¢cdes por
parte do SWATH-type DIA (Figura 7.42 A; 25 pontos) quando comparado ao DDA (Figura
7.42 B; 2 pontos) e ao PRM (Figura 7.42 C; 7 pontos). Neste caso, até mesmo a
intensidade dos sinais é maior para o0 SWATH-type DIA. Estes resultados reforcam a
maior sensibilidade por parte do SWATH-type DIA, este que € um parametro fundamental
para as analises de metaboldémica, uma vez que moléculas investigadas por esta

abordagem podem estar em baixissimas concentracoes.
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Figura 7.41. Pontos de aquisicdo dos cromatogramas dos 3 diferentes métodos de
aquisicao filtrado para o m/z de 286.14377. (A) SWATH-type DIA; (B) DDA, (C) PRM.
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Figura 7.42. Pontos de aquisicdo dos cromatogramas dos 3 diferentes métodos de
aquisicao filtrado para o m/z de 165.0702. (A) SWATH-type DIA; (B) DDA, (C) PRM.
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7.9.4.h Andlise por metaboldmica

A abordagem metabolémica foi escolhida para determinar possiveis novos
metabdlitos candidatos e novos alvos analiticos capazes de sugerir o uso de etiimorfina.
Para isso, foram utilizadas duas abordagens diferentes, uma analise supervisionada e
outra ndo supervisionada. Para a realizacdo das analises metabolémicas, optou-se por
utilizar os arquivos das amostras de ZWT obtidos a partir do método de aquisicdo
SWATH-type DIA uma vez que, devido a maior sensibilidade deste método, estes
arquivos possivelmente preservariam maiores informacdes que o DDA. Apesar disto 0
DDA foi utilizado de forma complementar devido sua maior seletividade, como uma
segunda andlise.

O PCA permitiu avaliar uma diferenciacdo entre as amostras de ZWT tratadas e
as amostras do CQN, apresentando um modelo que representa 78,5% (componente
principal 1 + componente principal 2) da informag&o do conjunto de dados. O gréfico de
pontuacdo PCA (Figura 7.43) permitiu uma observacdo visual da distribuicdo das
amostras, em que amostras proximas umas das outras podem ser quimicamente
semelhantes e amostras distantes umas das outras podem ser diferentes. Portanto, as
amostras de ZWT tratadas foram agrupadas no mesmo grupo, enquanto as amostras do
COQON foram agrupadas em um grupo distinto. O grafico de pontua¢cdo mostrou 1 amostra
atipica pertencente as amostras tratadas com ZWT, que foi removida da analise

subsequente.
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cHBsoMIN
@sH
- ?g;,m—« °
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Figura 7.43. Grafico de pontuacéo da andlise de componentes principais (PCA) para as

amostras de ZWT tratadas e as amostras de CQN.
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7.9.4.h.1 Andlise supervisionada

Para andlise supervisionada, varios metabolitos putativos foram racionalizados
com base nas reacdes CYP cléassicas para cada um dos analitos classicos previamente
identificados. Dessa forma, seria possivel determinar a presenca desses possiveis
candidatos.

A identificacdo dos metabdlitos responsaveis por este agrupamento deve ser
realizada para uma compreensao satisfatoria do metabolismo da etilmorfina. Para isso,
0 método OPLS-DA foi utilizado para maximizar o agrupamento e agrupar amostras de
acordo com a ocorréncia de metabdlitos de etiimorfina. O modelo OPLS-DA demonstrou
capacidade preditiva cumulativa suficiente (Q2 = 0,42). Além disso, o OPLS-DA gerou
os VIPs e o0 modelo também forneceu o valor p e a mudanca de dobra para cada
metabdlito. Portanto, foi possivel atribuir a identidade de 5 metabdlitos de etilmorfina alvo
(Tabela 7.9).

Tabela 7.9. Metabdlitos putativos da etiimorfina obtidos através da analise

supervisionada, responsaveis por discriminar amostras de ZWT e CQN.

ID TR (min) m/z aduto p-valor fold change Reacao metabdlica
1036 6.380956 | 300.1593 [M+H]+ 7.35E-15 59.90886 N-desmetilagdo
1165 6.091979 | 312.1593 | [M+H]+ | 5.84E-10 | 7136.062 Oxidacéo
1266 6.152807 | 316.1905 | [M+H]+ | 2.48E-09 94.63036 Reducéo
855 6.047325 | 284.1281 [M+H]+ 3.59E-10 22.65885 O-deetilagdo + Oxidacao
1726 5.846876 | 348.1447 | [M+H]+ | 3.66E-08 4.136545 N-desmetilagdo + Trihidroxilagao

Uma vez definido quais metabdlitos estavam participando da diferenciacdo das
amostras tratadas de ZWT do CQN, buscou-se comparar a proporcdo dessas
substancias frente ao controle de estabilidade (CP). Dentre os metabdlitos obtidos,
apenas o ID 1036 referente a Noretiimorfina, a qual ja havia sido identificada nos
metabdlitos classicos, demonstrou aumento ao longo do tempo (Figura 7.44), enquanto
0s outros (ex: ID 855) ndo demonstravam diferenca ao longo do tempo e estavam
presentes em niveis proximos ou abaixo do nivel do CP (Figura 7.45), desta forma néo
sinalizando participagéo do peixe. Portanto nédo foi possivel identificar nenhum metabdlito

putativo através da andlise supervisionada.
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Figura 7.44. Comportamento das amostras tratadas e do CP ao longo do tempo para o
ID 1036 (Noretilmorfina).

855

Oh 8h 9h 10h 11h 12h

CP R1 R2 R3

Figura 7.45: Comportamento das amostras tratadas e do CP ao longo do tempo para o
ID 855.

7.9.4.h.1 Analise nao-supervisionada

Esta andlise abrange qualquer marcador, endégeno ou metabdlito, responsavel
por diferenciar o CQN e as amostras de ZWT tratadas. Desta forma, uma lista contendo
aproximadamente 30 candidatos foi gerada e os candidatos foram investigados em
comparacao ao CP. Destes, diversos candidatos tiveram problemas com a integracao de
suas areas devido problemas de coeluicdo e baixa intensidade, resultando no né&o
prosseguimento da andlise destas substancias. Das amostras que seguiram com a
investigagao, foram divididas em 3 grupos referente ao seu comportamento ao longo do
tempo e em relacdo ao CP. O grupo que diminuiu ao longo tempo foi composto por
apenas um integrante, o ID 1917; o grupo que se manteve ao longo do tempo foi o grupo
com mais integrantes, estes sédo: ID 1128, 1448, 906, 1764, 855, 1164, 1266, 1522, 1521
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e 1719; ja o grupo que aumentou ao longo do tempo, sendo 0 mais promissor, foi
composto pelos integrantes: ID 1036 (noretilmorfina), 679, 1399, 1034, 2452 e 1765. A

diferenca do comportamento ao longo do tempo de cada representante dos grupos pode
ser observada na Figura 7.46.

1917 1128 1399
0Oh 8h 9h 10h 11h 12h Oh 8h 9h 10h 11h 12h
CcP R1 R2 R3 oh 8h 9h 10h 11h 12h CP R1 R2 R3

Figura 7.46. Comparacdo do comportamento de cada um dos grupos ao longo do tempo
e em relacdo ao CP. ID 1917, representante do grupo que diminuiu; ID 1128,
representante do grupo que se manteve; ID 1399, representante do grupo que aumentou.

A investigacdo do ID 1917 é interessante, uma vez que sua diminuicdo poderia
estar sendo resultante de alguma alteracdo metabdlica devido a presenca da etilmorfina,
sendo este um enddgeno. Para auxilio na elucidacdo das formulas moleculares, utilizou-
se o software MS-Finder, uma vez que este software sugere formulas moleculares
relacionadas a bases de dados referente ao m/z indicado. Porém SWATH-type DIA e
DDA apresentaram fragmentos muito diferentes entre si, além dos fragmentos presentes
serem diferentes dos fragmentos classicos do grupo de moléculas da etilmorfina. Além
disso, todas as formulas moleculares sugeridas ndo eram plausiveis. Portanto a

investigacao desta molécula foi descontinuada.
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Figura 7.47. Espectros de MS? obtidos para o m/z 362.1514 (ID 1917) nos métodos de
aquisicdo SWATH-type DIA e DDA

Dentro do grupo das substancias que aumentaram ao longo do tempo e tiveram
comportamento diferente do CP, dois candidatos se destacaram, o ID 1034 e o ID 1399.

Para o ID 1034, o qual possui m/z 300.1241, utilizando o MS-Finder como guia
para a proposta de uma féormula molecular, obteve-se a férmula molecular C17H17NO4
(errode 3.5 ppm, aceitavel). Criou-se a hipétese de que a etilmorfina poderia formar esta
substancia a partir da combinacdo das seguintes reacbes O-deetilagdo, Oxidacao e
Hidroxilagdo. Portanto, a investigacdo dos espectros se fez necessaria (Figura 43) e
através dela pode-se observar que: tanto o SWATH-type DIA quanto o DDA
apresentaram os fragmentos 169 e 197, com erros aceitaveis para as composicoes
elementares de C12HsO e C13HeO2 respectivamente; a morfina (um derivado O-deetilado
da etiimorfina) apresenta os fragmentos 153 e 181, com erros aceitaveis para as
composicoes elementares de Ci2Hg e CisHeO respectivamente; dois dos principais
fragmentos da MOR apresentaram uma diferenca de massa de 16, além de um O na
composicao elementar, indicando uma possivel hidroxilacdo nestes fragmentos; como a
variacdo de m/z referente a oxidacdo ndo pdde ser observada, acredita-se que esta

instauracao esteja presente numa regiao facilmente perdida pela fragmentacéao.
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Figura 7.48. Comparacao dos espectros de MS? obtidos para o m/z 300,1241 (ID 1034)
nos metodos de aquisicdo SWATH-type DIA (TR: 1,06-1,15 min) e DDA (TR: 1,06 min)

com o espectro de PRM da morfina (TR: 2,20 min).

Através do raciocinio levantado com a analise dos espectros e da hipétese de
reacdo para obtencdo do ID 1034, uma estrutura para esta substancia foi proposta
(Figura 7.49). Nesta estrutura a hidroxila esta inserida no anel aromatico, o qual é a
regido que mais se manteve estavel durante as fragmentacfes propostas para a
substancias classicas, e a instauracao esté presente no anel piperidinico, que por sua
vez € o0 primeiro grupamento a ser perdido durante a fragmentagcdo das substancias
classicas da etilmorfina. Portanto a estrutura proposta, € condizente com o raciocinio e

a hipétese levantados anteriormente.

Figura 7.49. Férmula estrutural proposta para o ID 1034.
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J& para o ID 1399, que possui m/z 326.1399, realizou-se uma abordagem

diferente. Incialmente, obteve-se através do MS-Finder a formula molecular C19H19NO4
(erro de -3.7 ppm, aceitavel). Esta formula molecular permite a elaboracédo da hipétese
de que a etilmorfina possa sofrer a combinacdo de uma hidroxilacdo e duas oxidacoes,
resultando no ID 1399. Ao investigar os espéctros obtidos pelo SWATH-type DIA e pelo
DDA (Figura 7.50) para essa substancia, observa-se grande semelhanga entre os
fragmentos obtidos por ambos. Dentre os fragmentos de maior destaque nestes
espectros estdo: 310.14326; 295.12053; 280.09721; 268.13349; 252.10203; 239.09407;
197.06013. Uma vez definidos os fragmentos de interesse, fez-se uso do software Mass
Frontier®, mesmo software utilizado para auxiliar na proposta de fragmentacao, para
tentar obter uma estrutura com as modificacdes estruturais racionalizadas e com a

fragmentacg&o correspondente ao espectro.
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Figura 7.50. Espectros de MS? obtidos através da aquisicao por SWATH-type DIA e DDA.

As estruturas racionalizadas para a hidroxilacdo com duas oxidacbes foram
modificadas a partir da estrutura original da etilmorfina, tendo a hidroxila fixada no anel
aromético, assim como para a estrutura proposta do ID 1034, e diversas combinagdes
de oxidagdes foram racionalizadas conforme a estrutura permitiu (Figura 7.49). Dentre

as moléculas propostas, a Unica que obteve fragmentos propostos para todos os 9
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fragmentos observados no espectro foi a formula estrutural sugerida para o ID 1399
(Figura 7.51).

OH

Figura 7.51. Estrutura base da etilmorfina com um hidroxilagdo no anel aromatico e

possiveis sitios de oxidac&o (setas vermelhas)
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Figura 7.52. (A) Férmula estrutural tedrica sugerida para o ID 1399. (B) Fragmentos

tedricos obtidos a partir da estrutura sugerida para o ID 1399, utilizando Mass Frontier.
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7.9.5. Condicbes ambientais do modelo ZWT

A temperatura da dgua dos aquarios, a qual tem um papel importante em diversos
processos biologicos do zebrafish, incluindo o metabolismo (LOPEZ-OLMEDA &
SANCHEZ-VAZQUEZ, 2011; DREIER et al., 2021; LIN et al., 2022), foi controlada por
um aguecedor situado na sala. O instrumento utilizado no monitoramento deste
parametro consistiu em um sensor no medidor multipara@metros. As andlises foram feitas
com uma maior frequéncia no primeiro dia (Oh, 1h, 3h, 6h, 12h) e com intervalo de 24h

até o fim do experimento, gerando o grafico da Figura 7.53.

Temperatura

34 .
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.:_
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Figura 7.53. Gréfico da temperatura da 4gua dos aquarios ao longo do experimento.

A manutencdo de temperaturas elevadas € capaz de induzir um aumento na taxa
metabdlica do zebrafish (LOPEZ-OLMEDA, 2011; BENNOIT & CRAIG, 2020), o que
poderia favorecer o metabolismo de agentes dopantes em experimentos posteriores.
Entretanto, com o0 aumento da temperatura h4 uma maior demanda por oxigénio pelos
peixes e, em contraste, ha uma diminuicdo da solubilidade do oxigénio na agua do
aquario (NOGA, 2010; HAMMER, 2019). Neste cenéario, hd a possibilidade do
desenvolvimento de um quadro de hipoxia ambiental aguda ou cronica, resultando em
sintomas como letargia, estresse e, em ultimo caso, alta mortalidade (NOGA, 2010).
Assim como a temperatura, o pH da agua em sistemas aquaticos exerce um papel
importante nos processos bioldgicos dos peixes, bem como na microbiota do aquario
(HAPPER & LAWRENCE, 2011). O pH no experimento referéncia foi monitorado com a
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mesma frequéncia que a temperatura, através de um eletrodo de pH acoplado no

medidor multipardmetros, gerando o grafico da Figura 7.54.
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Figura 7.54. Grafico do pH ao longo experimento.

O decaimento de pH enfrentado pelos trés aquarios esta de acordo com o
comportamento descrito pela literatura. Ou seja, em sistemas fechados, como o aquario,
processos incluindo a respiracédo dos peixes, a decomposi¢do de residuos organicos e o
metabolismo de residuos nitrogenados, resultam na producdo continua de acidos,
reduzindo gradualmente o pH do meio (NOGA, 2010; HAPPER & LAWRENCE, 2011,
HAMMER, 2019). Os 6bitos, por sua vez, ocorreram em uma faixa de pH de 5,81 a 6,15,
no aquario 2, e com o pH igual a 6,32 para o aquario 3. Tais eventos aconteceram ao
longo do processo de diminuicdo de pH, sendo mais um indicio de que a vida aquética
apresenta dificuldades em se ajustar a mudanca repentina e manter a regulacdo acido-
base e ibnica e a excrecdo de amoénia (ZAHANGIR et al., 2015). Isto posto, para
experimentos com uma duracdo superior a 7 dias, pode ser considerada a adi¢do, de
forma cautelosa, de condicionantes como bicarbonato de sdédio (para valores de pH
baixos) e uma solucéo diluida de acido cloridrico ou acido acético (para valores de pH
altos) (HAMMER, 2019).

Um outro processo que pode ser influenciado pelo pH é a prevaléncia da forma
da amoénia néo ionizada (NHs) no sistema, a qual é toxica para os peixes (HAMMER,
2019; ARANDA-MORALES et al.,, 2021). Uma forma de eliminacdo deste residuo

nitrogenado, consiste no processo de oxidacao, por bactérias nitrificantes e com o ion
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nitrito (NO2) como produto intermediario, até o ion nitrato (NO3’), espécie menos toxica
aos peixes (NOGA, 2010; HAMMER, 2019). Com base nos dados de concentracéo de

amoOnia n&o ionizada (NHs), concentragcdo de nitrogénio amoniacal total, pH e

temperatura obtidos no experimento, foram gerados os graficos da Figura 7.53.
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Figura 7.55. Graficos das concentra¢cdes de residuos nitrogenados ao longo do tempo:
A — NHs, B—NO2 e C — NOs.
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Um comportamento inicial observado nos trés aquarios, consistiu em um acumulo

de amonia ndo ionizada no meio seguido por um decaimento. Logo em seguida, no inicio
deste declinio de NHs no meio, ocorreu um crescimento na concentragdo de nitrito,
indicando a primeira etapa de oxidacdo da amoénia ao ion nitrito pelas bactérias
nitrificantes. Os aquarios 1 e 3 iniciaram o processo de decaimento apds atingirem seus
maximos em 0,16 mg.L? (96h - 4 dias) e em 0,13 mg.L? (120h - 5 dias) de amoénia,
respectivamente. J4, para o aquario 2, o maximo foi alcancado apenas em 288h (12
dias), com 0,40 mg.L? de NHas, indicando um maior acimulo desta espécie. Os 6bitos,
por sua vez, ocorreram ao longo deste processo do aumento do ion NO2, indicando que
este parametro pode ter um impacto negativo no estado dos peixes. Outro ponto
importante a ser destacado consiste que os mesmos comportamentos informados para
os valores de amonia no meio foram observados para o parametro pH. Diante desse
cenario, pode-se confirmar a correlacdo entre o pH e o0s residuos nitrogenados,
principalmente, a NHs, reafirmando a indispensabilidade do seu controle e
monitoramento em experimentos de longa duracdo. Além disso, um estudo crénico no
gual inclua a variagcdo do pH e temperatura, em paralelo com o monitoramento dos
residuos nitrogenados, faz-se necessario para verificar a possibilidade de um controle
na producdo de espécies toxicas aos peixes no meio, permitindo, assim, experimentos
com uma maior duracdo. As variaveis salinidade, dureza total e cloro livre n&o
apresentaram uma variacao significativa ao longo do experimento visto que nenhum

condicionante foi adicionado ao experimento que impactasse nesses parametros.

7.h. Conclusdes

7.h.1. Metiltestosterona

Através dos dados relacionados a metiltestosterona, foi possivel verificar que o
ZWT é uma boa ferramenta para estudo de metabolismo de agentes esterbides
anabolizantes e a solubilidade desse tipo de substancia na agua nao afeta a
disponibilidade para o zebrafish, além de abrir novas perspectivas para novos projetos
envolvendo outros esteréides. Também foi possivel utilizar o CG-MS com uma energia
de colisdo da fonte mais baixa do que é usualmente utilizado, o que ajuda em projetos

futuros relacionados ao questionamento do ion molecular das substancias quando nao
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se tem material de referéncia a fim de comparacdo. Apesar da metiltestosterona ser um

AAS conhecido ha décadas, apenas em 2013 seus LTM’s (Long Term Metabolites),
substancias sulfoconjugadas monitoradas pelo CLUE-EMAR, foram apresentados como
tal na comunidade antidopagem, por isso a importancia de continuar estudando

substéancias ja conhecidas através dos diferentes modelos e métodos.

7.h.2. Tamoxifeno

De acordo com os resultados obtidos, um total de 35 metabodlitos foram
observados nas amostras do ZWT. Ademais, o modelo foi capaz de reproduzir o
metabolismo humano do tamoxifeno, sendo o0s principais metabdlitos de fase |
observados em humanos, confirmados nas amostras do modelo ZWT. Foi possivel
observar indicios da conversdo dos metabdlitos N-desmetiltamoxifen e 4-
hidroxitamoxifeno no metabdlito Endoxifeno, demonstrando que este metabdlito foi
produzido apesar da falta de um értologo da enzima CYP2D6 no zebrafish. Portanto, o
modelo ZWT representa uma ferramenta interessante para investigacao outros agentes

dopantes com estrutura semelhante.

7.h.3. Etilmorfina

No presente estudo, foi possivel determinar, através da investigacdo do
metabolismo, que o zebrafish € capaz de metabolizar ETM nos metabdlitos de fase 1
nor-ETM (N-desmetilacdo) e MOR (O-deetilacdo), mesmo ndo possuindo um ortélogo
humano CYP 2D descrito pela literatura. No que diz respeito ao metabolismo de fase 2,
0 peixe foi capaz de metabolizar MOR em MOR-3B-Glicuronideo, evidenciando sua
capacidade de glicoconjugacdo destas moléculas na posicdo 3. A ndo observagéo da
formacdo do metabdlito MOR-6B-Glicuronideo € um indicativo de que, assim como o
modelo de ratos, o zebrafish tende a ndo glicoconjugar nesta posicdo. Apesar de, nas
condicdes utilizadas, o DDA se mostrar mais seletivo, 0 SWATH-type DIA foi o0 método
utilizado para a analise de metabolémica devido a maior sensibilidade e mais pontos de
aquisicao, preservando mais informacdes para a analise de metaboldmica. Através da

analise nao-supervisionada da metabolémica, dentre as diversas substancias
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investigadas, foi possivel sugerir a presenca de dois metabdlitos putativos o ID 1034 e o

ID 1399 como substancias provenientes do consumo de etilmorfina, além de sugerir uma

possivel estrutura para estas substancias.

7.h.4. Condicbes ambientais do modelo ZWT

Ao todo, foram observadas 14 mortes nos tanques, 12 no aquério 2 e 2 no aquério
3. As mortes foram observadas principalmente durante o processo de diminuicdo do pH
e concentracdo de amodnia e aumento da concentracao de nitrato e nitrito, sendo este
ltimo o residuo de nitrogénio mais toxico para peixes. Alguns sinais foram identificados
durante o experimento que indicam deterioracdo na qualidade da agua do aquario. A
realizacdo de experimentos com duracéo superior a 7 dias requer algumas adaptacoes,
como a adicdo de condicionadores para controle do pH (acidos e/ou bases) e o
monitoramento das condicdes ambientais em experimentos de longa duragéao.
Finalmente, um estudo sistematico que inclua a variacédo e controle do pH, em paralelo
com o monitoramento dos residuos de nitrogénio, é necessario para verificar a
possibilidade de controlar a producéo de espécies toxicas (NHs e NO2) ao zebrafish no

meio, permitindo experimentos com maior duracao.
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SUBPROJETO 8. Implementacéo de novos alvos para analise por espectrometria
de massas por razao isotopica - Il. Confirmacdo de prednisolona, prednisona e
cortisol por IRMS.

Coordenacao executiva: Drdo. Fabio Azamor de Oliveira

8.a Introducao

A determinacéo da razéao isotépica de carbono por cromatografia gasosa acoplada
a forno de combustéo e a espectrometria de massas por razao isotépica (CG/C/EMRI) é
a técnica requerida pela Agéncia Mundial Antidopagem (World Anti-Doping Agency,
Wada) para a confirmacéo do abuso de esteroides endégenos em amostras de atletas.
O uso desses esteroides € proibido a atletas, dada a sua reconhecida a¢ao anabdlica ou
inibidora de aromatase (OLIVEIRA et al., 2019; WADA, 2022; WADA, 2023).

A inferéncia quanto a origem dos esteroides encontrados em amostras de urina
por CG/C/EMRI se d& com base na composicdo dos isétopos de carbono nessas
moléculas. Esteroides produzidos pelo metabolismo enddégeno tém o colesterol como
precursor e sua composicao isotdpica é relativamente abundante em **C (resultando em
uma razéo 3C/*?C relativamente elevada, portanto, maiores valores de d*3C, superiores
a -25 %), enquanto os homologos desses esteroides, obtidos via sintese quimica a partir
de substancias extraidas de plantas chamadas C3, sédo caracterizados pela composicéo
empobrecida em 3C (menor razéo 3C/*2C e, portanto, menor 3*3C) (PIPER et al., 2008;
SOTTAS et al., 2010; WADA, 2022).

Como o &'3C do colesterol endégeno esta relacionado a dieta do individuo e,
consequentemente, a cultura alimentar das diferentes regides e paises, ha uma variacao
nos valores de 5'3C dos esteroides enddgenos analisados em amostras de diferentes
individuos. O valor de 3*C caracteristico do metabolismo endégeno em uma amostra é
determinado a partir de analise de outros esteroides, formados pelo organismo humano
pela metabolizacdo do colesterol, chamados de referéncias enddgenas (RE). Essas

substancias mantém a razao isotopica proveniente do colesterol e ndo sédo afetadas pela
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administracdo de pré-horménios dopantes de origem sintética (PIPER et al., 2008;
OUELLET et al., 2013).

Para conclusdo sobre resultados da analise confirmatoria por CG/C/EMRI,
calculam-se os valores de A8'3C, ou seja, a diferenga entre o 3**C da RE e o d'°C da
substancia alvo (A3*C = 8"Cre —0'3Csa) (de la TORRE et al., 2012; PIPER et al., 2013).

A Wada estabelece que pregnanodiol (PD) € a principal RE a ser empregada na
andlise de esteroides enddgenos por CG/C/EMRI, e que uma segunda RE deve ser
usada para confirmar a conclusdo sobre um resultado analitico adverso. O escopo do
LBCD conta atualmente com duas RE validadas, PD e 11-cetoetiocolanolona (11K).
Outras RE reportadas na literatura sédo pregnanotriol (PT), 16-androstenol (16EN) e 11(3-
hidroxiandrosterona (110HA) (PIPER et al., 2011; de la TORRE et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2019; WADA, 2022).

A andlise das RE presentes em uma amostrade urina podem ser prejudicada pela
administracdo pelo atleta de precursores sintéticos dessas RE. A administragdo de
preparagbes farmacéuticas de pregnenolona ou progesterona afeta os valores de 5°C
de PD e 16EN, enquanto o uso de cortisol ou cortisona de origem sintética afeta o 5°C
de 11K e 110HA. Valores de d'C menores ou iguais a -25 %. s&do considerados
incompativeis com producdo enddgena, e RE apresentando tais valores de 3'3C sdo
consideradas invalidas (PIPER et al., 2011; de la TORRE et al., 2019; WADA, 2022).

Caso o laboratério ndo tenha validado duas RE que possam ser consideradas
validas para avaliacdo de uma dada amostra, esta deve ser encaminhada a outro

laboratério com capacidade analitica para concluir sobre a amostra (WADA, 2022).

8.b. Objetivo

O presente projeto visa a validacdo para inclusdo de PT e 16EN no escopo
analitico do LBCD como referéncias enddgenas para a analise de esteroides enddgenos
por CG/C/EMRI em amostras de urina. Para tanto, serdo avaliados todos os parametros

de validacéo estabelecidos pela Wada.
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8.C. Solucoes e Padrdes de Trabalho

A Tabela 8.1 apresenta os codigos internos dos padrées e solu¢cdes dos esteroides
usados no presente trabalho.

Tabela 8.1. Lista das solucGes e padrbes de referéncia utilizados nesse estudo.

Substancia Solucéo (SI) Padréo
5B-Pregnano-3a,17,20a-triol (Pregnanotriol; PT) 21S1079-11542 20P079-12450
5a-Androst-16-en-3a-ol (16-Androstenol; 16EN) 21S11075-10695 15P1075-6221

8.d. Métodos e condicdes de andlise

8.d.1. Preparo da amostra

O preparo de amostras para determinacdo da origem sintética de substancias
proibidas por CG/C/EMRI hifenado a espectrometria de massas com analisador
guadrupolo simples (CG-EMg/C/EMRI) é descrito na literatura (OLIVEIRA et al., 2019) e
€ aqui apresentado de forma resumida: purificacdo das amostras empregando a extracao
em fase solida (EFS) contendo a fase estacionaria octadecilsilano (Cis), seguida da
extracdo liquido-liquido com TBME em pH neutro, hidrélise enzimatica dos derivados
glicuronideos, nova extracdo liquido-liquido com TBME em pH alcalino. A fracdo
glicuronideo hidrolisada dos esteroides € extraida pelo solvente TBME. O solvente
organico é evaporado, e o extrato seco € fortificado com acetato de trembolona
(Trem_Ac) como padréo interno e purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) preparativa.
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8.d.2. Cromatografia Liquida Preparativa

8.d.2.a. Primeira etapa de purificacdo de amostras por CLAE (CLAE1)

8.d.2.a.1. Condicoes da andlise

Coluna analitica XBridge™ Shield RP18 da Waters, fase estacionaria (Cis, 25 cm,
4,6 mm, 5 um) protegida por pré-coluna XBridge™ Shield RP18 (2 cm, 4,6 mm, 5 um).
Temperatura da coluna: 25 °C; fase mével A: agua; fase mével B: acetonitrila (ACN);
volume de injecdo: 125 pL; padréo interno: Trem_Ac. O gradiente de eluigdo para a
purificacdo dos esteroides em CLAEL € apresentado na Tabela 8.2. Os comprimentos

de onda do detector por arranjo de diodos (DAD) foram de 195 nm e 345 nm.

Tabela 8.2. Gradiente de fase mével para purificacdo dos esteroides em CLAEL.

Tempo (min) % A % B Vazao (mL/min)
0 60 40 1,0
18,00 40 60 1,0
19,00 2 98 1,0
30,00 2 98 1,0
30,01 60 40 1,0
35,00 60 40 1,0

8.d.2.a.2 Resultados

Misturas de padrdes sé@o usadas para determinar os tr dos esteroides nas etapas
de purificacdo por CLAE e os intervalos de coleta das fragbes das amostras. Para
purificagdo das duas RE adicionais em CLAE1, a mistura de padrbes de esteroides
STDMIX1 usada em rotina foram acrescentados padrées de PT e 16EN as respectivas
concentracfes de 400 ng/pL e 40 ng/uL. A composicdo original do STDMIX1 é descrita

por Oliveira e colaboradores (2019). A Figura 8.1 mostra um cromatograma tipico da
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injecdo do STDMIX1 acrescido de PT e 16EN, identificando a ordem de eluicdo dos
analitos em CLAE1.

O intervalo de coleta foi definido estabelecendo um tempo de coleta
suficientemente largo para recuperar os analitos com minimo de interferentes da matriz.
O alargamento do intervalo de coleta da fracédo FIIIA permitiu a coleta de PT junto com
epitestosterona (E). Apds o fracionamento das amostras, as fracdes FIIIA e FIIIB (esta
contendo 5B-androstano-3a,173-diol, 5B-diol) de cada amostra sdo misturadas para dar
continuidade ao seu preparo. 16EN foi coletado em uma fragdo separada.

] mAL
- 16EN

500 -

450 4

Tremb_Ac

-804 ! !

11K
150 | |
I
1004 Fll FINIA FIV ‘:\
1o
| PN
504 P .,
/\ /U\ FIlIIB !A'_’L lll ;'? / S
\ — LN I I
o ll— ) ] | | ' ATJ . T T

F T T T T T T T T T
75 80 10.0 12.0 140 16.0 18.0 20.0 22,0 240 26.0

Figura 8.1. Cromatograma do STDMIX1 acrescido de PT e 16EN para determinacdo dos
tempos de coleta das fracdes em CLAEL. Por ordem de eluicédo, sao observados os picos
de 11K, testosterona (T), PT, E, 5B-diol, etiocolanolona (Etio), androsterona (A), PD e
16EN. O esteroide 5a-androstano-3a,173-diol (5a-diol) coelui com Etio e € coletado na

mesma fracao.

232




@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Apoés coleta das fracdes obtidas, a fase movel é evaporada. Todas as fracdes

obtidas séo derivatizadas por reagdo com anidrido acético e piridina conforme descrito
por Oliveira e colaboradores (2019). ApGs esta etapa de acetilacdo, 0s extratos secos
das fragbes FI (11K), FV (A), FVI (PD) e FVII (16EN) sao reconstituidos em volumes
adequados de acetato de etila e analisados por CG/C/EMRI. As fracdes FII (T), FllI (E,
PT e 5B-diol) e FIV (Etio e 5a-diol) sdo submetidas a segunda etapa de purificacdo por
CLAE preparativa (CLAE?2).

8.d.2.b. Sequnda etapa de purificacdo de amostras por CLAE (CLAE2)

8.d.2.b.1 condicdes da analise

Coluna analitica XBridge™ Shield RP18 da Waters, fase estacionaria (Cis, 25 cm,
4,6 mm, 5 um) protegida por pré-coluna XBridge™ Shield RP18 (2 cm, 4,6 mm, 5 um).
Temperatura da coluna: 25 °C; fase moével A: 4gua; fase moével B: acetonitrila (ACN);
volume de injecdo: 125 uL; padrdo interno: Trem_Ac. O gradiente de eluicdo para a
purificacdo dos esteroides em CLAE2 é apresentado na Tabela 8.3. Os comprimentos

de onda do detector por arranjo de diodos (DAD) foram de 195 nm e 345 nm.

Tabela 8.3. Gradiente de fase mével para purificacdo dos esteroides em CLAE2.

Tempo (min) % A % B Vazao (mL/min)
0 40 60 1,0
16,00 2 98 1,0
25,00 2 98 1,0
25,50 40 60 1,0
30,50 40 60 1,0
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8.d.2.b.2 Resultados

Para purificacdo de PT em CLAEZ2, acrescentou-se padrdo de PT a 400 ng/uL a

mistura de esteroides STDMIX2 usada em rotina. A composicao original do STDMIX2 é

descrita por Oliveira e colaboradores (2019). O padrédo de PT foi previamente acetilado.

A Figura 8.2 apresenta o cromatograma tipico da injecdo do STDMIX2 acrescido de
diacetato de PT (PT_Ac) identificando a ordem de eluicdo dos analitos em CLAEZ2.

1875

| | |
| |I kl |I II| |
\ I
d-v-\u}_ _I'L.r_ L ,2— de——

e

Sb-diel_Ac Sa-diol_Ac

e

Figura 8.2. Cromatograma do STDMIX2 para determinacdo dos tempos de coleta das

fracbes em CLAE2. Sao representados os intervalos de coleta referentes a segunda
etapa de purificagao da fragao FllI, que contém E_Ac, PT_Ac e 5B-diol _Ac.
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8.e. Anéalise por CG-EMdg/C/EMRI

8.e.1. Condicdes da analise

Coluna capilar VF-17ms J&W (50 % fenil, 50 % metilsiloxana, 30 m, 0,25 mm D.I.,
espessura de filme 0,25 um). Gas de arraste He 6.0, fluxo constante de 1,4 mL/min.
Temperatura do injetor: 280 °C. Modo de injecdo: 1 a 3 pL, sem divisdo de fluxo; purga
do septo, 5 mL/min. Um método de injecao dupla foi usado parainjecao de 0,2 pL acetato
de 5a-androstan-3f-ol (3-OH_Ac) como padrao interno. Septo de baixo sangramento.
Encamisamento de vidro inerte, sem divisdo de fluxo, com duas restricdes, 105 mm, 5
mm D.l. Programacédo de temperatura: temperatura inicial do forno, 100 °C (2 min), em
seguida programada para aquecimento a 270 °C a 25 °C/min, depois a 290 °C a 2 °C/min

e 300 °C a 30 °C/min (2 min). Temperatura do reator de oxidag&o: 950 °C.

Condicdes de operacao do espectrometro de massas: temperatura da interface, 280
°C; temperatura da fonte idnica, 230 °C; temperatura do quadrupolo, 150 °C; energia de

lonizacao, 70 eV. Espectros de massas obtidos no modo de varredura de m/z 40 a 500.

8.e.2. Resultados

As Figuras 8.3 e 8.4 apresentam 0s picos cromatograficos e os espectros de
massas de PT_Ac e 16EN_Ac obtidos a partir da injecdo de solugcbes dos respectivos
padrdes acetilados.
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Figura 8.3. Cromatograma e espectro de massas obtidos a partir da analise de solucéo

padréo de PT previamente acetilado.

236



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA
LABORATORIO DE APOIO AO )
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

ATraceFinderdata\...\Data\LBCDO00SS7S3 11128122 21:30:25 MR 16EN_Ac

RT: 9.75 - 10.56 @
RT: 10.17 NL:
SN: 1097 1.26E8
1007 mc Ms
E LBCD00059
905 753
804

703

50

Relative Abundance
o
=
1

978 983 989 991 998 1007 1011 10.26 10.30 10.36 10.40 10.46 10.52

e o s B i ot

9.8 9.9 10.0 10.1 10.2 10.3 10.4 10.5
Time (min)

LBCDO00059753 #3557 RT: 10.17 AV: 1 NL: 1.09E7 A
T: + ¢ El Full ms [50.00-500.00]

100+ 24121

90
80

703

503 79.07 91 g
3 93 11

E 148 16

Relative Abundance
o
=
1

256.24

301.24
201.18

213.20
e W SRR | 33062 376.95 393.07  455.04 47343
relly—]

50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

Figura 8.4. Cromatograma e espectro de massas obtidos a partir da analise de solucéo
padrdo de 16EN previamente acetilado.

8.f. Pardmetros de validacao

Todos os parametros aqui informados foram avaliados tendo em vista as
determinacdes da Wada, atendendo aos preceitos do Detection of Synthetic Forms of
Prohibited Substances by GC/C/IRMS, TD2022IRMS.

8.f.1. Linearidade do instrumento

Faixa de intensidades de pico (em mV) dos analitos injetados que produz um valor

de 3'3C consistente e repetitivo a partir da andlise de padrées dos esteroides.
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8.f.1.a. Procedimento de determinacdo utilizado

A faixa linear do instrumento foi determinada pela analise de solugdes com
diferentes concentracdes dos materiais de referéncia em triplicata. A faixa linear para

cada analito foi determinada contemplando entre 6 e 10 pontos.

Os critérios de aceitacdo dos resultados incluiram desvios-padréao (DP) menores
ou iguais a 0,5 %o na triplicata em cada concentragéo e variagdes menores ou iguais a

0,5 %o para a média da triplicata em cada concentragdo em relagao a média geral.

8.f.1.b. Resultados

Os resultados dos experimentos sao apresentados nas Tabelas 8.4 a 8.7 e nas
Figuras 8.5 a 8.8 que apresentam os graficos de 5'3C (%0) x amplitude (mV). A Tabela
8.8 resume os resultados obtidos para determinacdo da linearidade dos instrumentos
15E1406 e 15E1412.

Tabela 8.4. Linearidade do instrumento 15E1406 para PT.

_ 813C (%o)

7omo | Massa injetada (ng) “’:\g‘qui);n(lrjnd\?) Curval | Curva?2 | Curva3 DP Média
P1 20 503 -31,07 -30,20 -30,48 -30,58 0,45
P2 40 937 -30,69 -31,01 -30,79 -30,83 0,16
P3 80 2110 -30,48 -30,26 -30,34 -30,36 0,11
P4 120 3057 -30,26 -30,23 -30,20 -30,23 0,03
P5 160 3757 -30,23 -30,26 -30,39 -30,29 0,08
P6 250 4870 -30,19 -30,31 -30,31 -30,27 0,07
P7 400 7881 -30,73 -30,30 -30,51 -30,51 0,22
Média -30,44

Média — 0,5 %o -30,94

Média + 0,5 %o -29,94
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Figura 8.5. Avaliacéo grafica da linearidade do instrumento 15E1406 para PT.

Tabela 8.5. Linearidade do instrumento 15E1406 para 16EN.

Ponto | Massa injetada| Amplitude 3¢ (%)
(ng) meédia (mV) |curval |Curva2 |[Curva3 DP Média
P1 1132 1132 -32,43 -32,03 -32,16 -32,21 0,20
P2 2570 2570 -32,10 -32,00 -32,14 -32,08 0,07
P3 3084 3084 -31,96 -32,15 -32,20 -32,10 0,12
P4 4534 4534 -32,05 -32,31 -31,98 -32,11 0,18
P5 7858 7858 -32,05 -32,03 -31,92 -32,00 0,07
P6 10356 10356 -31,93 -32,10 -31,96 -32,00 0,09
P7 12770 12770 -31,96 -31,88 -31,94 -31,92 0,04
P8 19118 19118 -31,89 -31,92 -31,71 -31,84 0,11
P9 28388 28388 -31,72 -31,86 -31,59 -31,72 0,13
Média -32,00
Média — 0,5 %o -32,50
Média + 0,5 %o -31,50
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Figura 8.6. Avaliacéo gréafica da linearidade do instrumento 15E1406 para 16EN.

Tabela 8.6. Linearidade do instrumento 15E1412 para PT.

Ponto Massa Amplitude 87°C (o)
injetada (ng) | média (mV) |cuyrval |Curva2 [Curva3 DP Média

P1 10 215 -31,91 -31,80 -31,68 -31,80 0,12
P2 20 608 -31,85 -31,43 -31,46 -31,58 0,23
P3 40 834 -31,71 -31,60 -31,66 -31,66 0,05
P4 80 1643 -31,58 -31,44 -31,48 -31,50 0,07
P5 120 2393 -31,49 -31,42 -31,50 -31,47 0,04
P6 250 4365 -31,33 -31,42 -31,45 -31,40 0,06
P7 400 5962 -31,45 -31,49 -31,54 -31,49 0,05

Média -31,56

Média — 0,5 %o -32,06

Média + 0,5 %o -32,56
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Figura 8.7. Avaliacéo grafica da linearidade do instrumento 15E1412 para PT.
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Tabela 8.7. Linearidade do instrumento 15E1412 para 16EN.

- . 613C (%o)
Ponto | Massainjetada| Amplitude
(ng) meédia(mV) Icurval |Curva2 |Curva3 | DP Média
P1 10 699 -32,19 -31,93 -31,90 -32,01 0,16
P2 20 1629 -32,09 -31,62 -31,71 -31,81 0,25
P3 40 2974 -32,04 -31,44 -31,82 -31,77 0,30
P4 80 7166 -32,02 -32,14 -31,99 -32,05 0,08
P5 120 8643 -32,08 -31,92 -32,00 -32,00 0,08
P6 160 14677 -31,93 -31,93 -31,90 -31,92 0,02
P7 250 20924 -31,91 -32,02 -31,86 -31,93 0,08
P8 400 30321 -31,87 -31,89 -31,86 -31,87 0,01
Média -31,92
Média — 0,5 %o -32,42
Média + 0,5 %o -31,42
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Figura 8.8. Avaliacao gréfica da linearidade do instrumento 15E1412 para 16EN.

Tabela 8.8. Faixas lineares do instrumento para PT e 16EN.

, Faixa linear (mV)
Analito
15E1406 15E1412
PT 503 — 7881 215 — 5962
16EN 1132 — 28388 699 — 30321

O instrumento apresentou linearidade adequada para a analise dos dois
esteroides. Picos com intensidade fora da respectiva faixa linear devem ser

desconsiderados durante a analise de amostras de atletas.

8.f.2. Preciséo intermediaria

Variacado dos resultados observados quando um ou mais fatores, como tempo,
equipamento e analista, mudam no laboratério. A precisdo intermediaria € expressa
como o DP do valor de 33C (%o) entre as replicatas reais de andlise de uma dada

amostra.
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8.f.2.a Procedimento de determinacao utilizado

A precisao intermediaria (precisdo interensaio) foi obtida através da analise de
vinte (n = 20) aliquotas do Controle da Qualidade Negativo (CQN, urina 19U0002454-
01). Trés (3) analistas diferentes estiveram envolvidos no preparo das aliquotas,

realizados em dias diferentes.

8.f.2.b Resultados

Os DP obtidos pela avaliacdo de PT e 16EN no CQN sdo apresentados nas

Tabelas 8.9 e 8.10, respectivamente.

Tabela 8.9. Determinacédo da precisédo intermediaria para PT.

n 513C (%o) Amplitude (mV)
1 -21,80 2635
2 -21,74 2241
3 -21,76 2173
4 -21,81 2404
5 -21,76 3491
6 -21,27 1542
7 -21,25 1586
8 -21,45 1581
9 -21,28 1302
10 -21,44 1562
11 -21,49 866
12 -21,04 2182
13 -20,81 2360
14 -20,84 2073
15 -20,80 2239
16 -20,79 2444
17 -20,85 2458
18 -20,74 2427
19 -20,83 2352
20 -20,78 2585
DP 0,41
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Tabela 8.10. Determinacéo da precisao intermediaria para 16EN.

n 53C (%o) Amplitude (mV)
1 -20,42 3272
2 -20,29 4822
3 -20,21 3354
4 -20,14 3601
5 -20,06 1655
6 -20,38 1645
7 -20,70 1300
8 -20,21 1687
9 -20,70 911
10 -20,46 1298
11 -20,35 2757
12 -20,42 2115
13 -20,49 2236
14 -20,53 2014
15 -20,37 2290
16 -20,62 1723
17 -20,19 1771
18 -20,53 1535
19 -20,53 1291
20 -20,64 1582
DP 0,19

Os valores de precisao intermediaria obtidos para PT (0,41 %o.) € 16EN (0,19 %o)

sdo considerados satisfatoérios.

8.f.3 Exatidao

O desvio da exatidao é estimado através da comparagéo entre os valores de 5°C
obtidos pela andlise direta de solu¢des de padrées dos analitos em solvente puro (ap6s
acetilagcao) e os valores de 5'3C obtido ap6s a fortificacédo de aliquotas de urina com os

mesmos padrdes e 0 subsequente processamento dessas aliquotas por todo o
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procedimento de extracdo, derivatizacdo e analise de esteroides enddgenos por

CG/C/EMRI. Valores baixos de desvio da exatidao indicam a auséncia de fracionamento
isotopico relacionado as etapas de purificacdo e derivatizacdo de amostras, assim como
de qualquer interferéncia de matriz. O propdésito do experimento € comparar os valores
de 8'3C dos padrbées de esteroides quando analisados diretamente e apés serem

fortificados em urina e submetidos a todo o procedimento analitico.

8.f.3.a Procedimento de determinacao utilizado

A exatiddo do método foi determinada através do experimento de adicéo padréo,
ja amplamente descrito na literatura para a analise de esteroides por CG/C/EMRI. Aqui

‘exatidao” € relacionada a confirmacdo da falta de fracionamento isotopico em

decorréncia do método.

A adigéo padrao compara os valores de 8'3C obtidos através da andlise direta dos
materiais de referéncia dos esteroides diluidos em solvente com os valores de 3'3C
obtidos para as mesmas substéancias fortificadas em urina a diferentes concentracdes e
processadas através de todo o método de analise (incluindo as etapas de preparo de
amostra, derivatizagdo e analise necessarios a determinacdo do 3'3C dos esteroides
enddgenos). A coincidéncia desses valores de 5'3C garante a exatiddo do método devido
a auséncia de fracionamento isotdpico relacionado aos procedimentos de preparo de
amostra e derivatizacdo, assim como de interferéncia da matriz. O propdsito desse
experimento € comparar os valores experimentais obtidos para 5'3C dos materiais de
referéncia, quando diretamente analisados versus a andlise apos fortificagdo em urina e

processamento da amostra por todo o método analitico.

A comparacdo com a equacao linear (y = ax + b) mostra que a equagéao
correspondente a regressdo linear representa a diferenca entre o 8'3C do esteroide
enddgeno presente na urina (3%Ce) e do padrdo adicionado (3*Ca), ou seja, d°Ce —
O13Ca, como coeficiente angular. O valor absoluto de *3Ca é obtido por extrapolacéo da
curva até o eixo y, ou seja, corresponde ao coeficiente linear da equacéo. Portanto, a

equacao pode ser reescrita conforme a Equacéo 8.1.
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5"°Cpy = (8'°C, - 3'°C,) x

c
— +3"c, Equacdo 8.1
Crm

Onde:

ce = Concentragdo do esteroide enddgeno presente na urina;
ca = Concentragéo do padrao adicionado;

cm = Concentracdo da mistura, ou seja, Ca + Ce.

Foram preparadas trés curvas com seis niveis correspondendo a seis valores de
Ce/cm. Foram preparadas aliquotas do CQN de 10 mL para andlise de PT e 16EN. As
aliquotas foram fortificadas com concentra¢cfes adequadas dos padrdes dos respectivos
esteroides. As curvas foram preparadas em dias diferentes e por analistas diferentes.

8.f.3.b Resultados

Os valores médios de 5'3C referentes aos materiais de referéncia analisados a
partir das solu¢des puras sao apresentados na Tabela 8.11. Cada média foi estabelecida
a partir de n determinagcbes do d°C das solugdes padrdo usadas no experimento,

previamente acetiladas.

Tabela 8.11. Valores médios de &'3C referentes aos padrdes acetilados e analisados
diretamente a partir das solucdes puras.

PT 16EN
n 24 24
013Cmedio (%o0) -31,65 -32,07

As Tabelas 8.12 e 8.13 apresentam os resultados das curvas de adicdo padréo.
As avaliagcBes graficas dos resultados obtidos sdo apresentadas nas Figuras 8.9 e 8.10.
A Tabela 8.14 resume os valores de 8'3Cresrico (€Sperado, correspondente ao valor médio
determinado pela andlise direta dos padres acetilados) e 8'3Cgyrasico (0btido, igual ao
coeficiente linear da equacéo obtida no experimento de adicdo padrao), assim como 0s

valores de exatiddo obtidos.
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Tabela 8.12. Valores de 5'3C obtidos para a curva de adicdo padrdo de PT_Ac.
513C (%)
Ponto Ce/Cm
Curval Curva 2 Curva 3 Média
PO 1,00 -21,63 -21,78 -21,08 -21,49
P1 0,62 -25,60 -26,00 -24,55 -25,38
P2 0,45 -27,03 -27,66 -26,26 -26,98
P3 0,36 -28,43 -28,23 -27,94 -28,20
P4 0,29 -29,15 -28,94 -28,13 -28,74
P5 0,25 -29,44 -29,51 -28,75 -29,23
-19,00 T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
2400 /
£ y=10,30x-31,78
:.") R?2=1,00
e}
-29,00
5
-34,00
Ce/Cm

Figura 8.9. Avaliacéo grafica do experimento de adicdo padrédo para PT_Ac.
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Tabela 8.13. Valores de 5'3C obtidos para a curva de adi¢do padrdo de 16EN_Ac.

813C (%o)
Ponto CelCm .
Curval Curva 2 Curva 3 Média
PO 1,00 -20,27 -19,76 -20,44 -20,15
P1 0,63 -25,55 -24.81 -25,58 -25,31
P2 0,46 -27,36 -26,92 -27,47 -27,25
P3 0,36 -28,42 -28,06 -28,51 -28,33
P4 0,30 -28,92 -28,62 -29,30 -28,94
P5 0,25 -29,15 -29,15 -29,63 -29,31
-19,00 ‘ : :
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80
-24,00
§ y=12,30x-32,69
s R2=0,99
[%e)
-29,00
o
-34,00
Ce/Cm

Figura 8.10. Avaliacao gréfica do experimento de adi¢cdo padrdo para 16EN_Ac.
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Tabela 8.14. Exatidao para PT e 16EN.

Analito 813Cesperado (%o)?! 813Cyrafico (%0)* Exatidao (%o)
PT -31,65 -31,78 0,13
16EN -32,07 -32,69 0,61

1 813Ctesrico cOrresponde ao valor esperado, ou seja, ao valor médio determinado pela analise direta dos
padrdes acetilados, e 813Cgraiico € igual ao coeficiente linear da equagéo obtida no experimento de adigéo
padréo.

O método apresentou boa exatiddo para PT e 16EN, caracterizada pela auséncia
de desvios significativos na comparagéo entre os valores de &'3C obtidos pela andlise
direta das solucdes dos padrbes acetilados e a andlise dos esteroides apos fortificacao
em matriz e tratamento das amostras por todo o procedimento de analise. Isso confirma
gue ndo ha fracionamento isotépico dos analitos durante as etapas de purificacéo,

derivatizacao e analise em presenca da matriz urinaria.

8.f.4. Incerteza combinada

Considera as contribuicdes de incerteza de todo o método analitico.

8.f.4. Procedimento de determinacdo utilizado

A incerteza combinada (uc) € determinada pela combinagdo dos resultados de

precisao intermediaria e exatidao, conforme descrito na Equacao 8.2.
u. =+/P2 + E?2 Equacéo 8.2

Onde:

Uc = Incerteza combinada;

P = Precisao intermediaria;

E = Exatidao.

A uc do método ndo deve exceder o valor maximo estabelecido pela Wada para os analitos, conforme

apresentado na Tabela 8.15.
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Tabela 8.15. Incerteza combinada maxima estabelecida para os esteroides.

Analito Uc,méax (%0)
PT 0,7
16EN 0,7

8.f.4.a Resultados

A Tabela 8.16 apresenta os calculos de uc a partir dos valores de precisao

intermediaria (P) e exatiddo (E) determinados para PT e 16EN.

Tabela 8.16. Incerteza combinada do método para cada PT e 16EN.

Analito P (%o) E (%) Ue = (P2 + E2)V2 (%)
PT 0,41 0,13 0,4
16EN 0,19 0,61 0,6

1 uc arredondada para uma casa decimal.

Todas as uc determinadas foram menores ou iguais aos respectivos valores

maximos estipulados pela WADA.

8.f.5. Limite de Quantificacdo

Menor concentracdo (ng/mL) de cada esteroide em urina que produz um sinal
mensuravel dentro da faixa linear do instrumento. O Limite de Quantificacdo (LQ) foi
determinado em triplicata e, por definicdo, o DP entre as replicatas ndo pode exceder a
Uc estimada para o respectivo esteroide. Devem ser usadas aliquotas de urina menores

ou iguais a 25 mL.
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8.f.5.a Procedimento de determinacao utilizado

O Controle da Qualidade Negativo (CQN) usado na rotina do LBCD foi usado para

determinacao do LQ.

A faixa de trabalho do método foi determinada a partir de diluicbes progressivas
do CQN em &gua, com fatores de diluicdo de 2 a 40 vezes, resultando em 25 mL de
aliquota em cada ponto testado. Uma aliquota do CQN sem diluicdo também foi
analisada. A faixa de trabalho foi estabelecida como aquela capaz de produzir picos com
amplitudes dentro da faixa linear do instrumento e valores de 3*3C iguais ao d*Cmedio *

3 DP. A Tabela 8.17 apresenta as concentracOes avaliadas para PT e 16EN.

Tabela 8.17. Concentragdes (ng/mL) em diferentes diluicdes do CQN para determinacao
da faixa de trabalho do método.

Concentracéo (ng/mL)

Analito PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

s/ dil. Dil. 2x Dil. 3x Dil. 4x Dil. 6x Dil. 8x Dil. 10x Dil. 15x Dil. 20x Dil. 40x

PT 524,2  262,1 174,7 131,1 874 65,5 52,4 - 6,2 13,1

16EN 6235 311,7 2078 1559 1039 77,9 62,3 41,6 31,2 15,6

O ponto de menor concentracéo da faixa de trabalho do método foi analisado em
triplicata para determinacao do LQ. A Wada estabelece valores maximos de LQ para 0s
esteroides a serem analisados por CG/C/EMRI (WADA, 2022).
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8.f.5.b. Resultados

A Tabela 8.18 apresenta a avaliacdo da faixa de trabalho para PT e 16EN, e a

Tabela 8.19 apresenta a avaliacdo do LQ para os dois esteroides.

Tabela 8.18. Avaliacao da faixa de trabalho do método.

PT 16EN
Faixa de concentragdes 131 a 524,2 15,6 a 623,5
(ng/mL)
O 3Cmedio (%o) -21,02 -20,35
DP (%o) 0,09 0,14

Tabela 8.19. Avaliacao do LQ selecionado para 16EN.

PT 16EN

LQmaximo permitido (ng/mL) 50 50
LQ (ng/mL) 13,1 15,6

R1 -21,21 -20,34

R2 -20,91 -20,37
O13C (%)

R3 -20,72 -20,51

DP 0,20 0,07

Os DP obtidos durante a analise do LQ para PT e 16EN, iguais a 0,20 %. e 0,07
%o respectivamente, sao inferiores as respectivas uc estimadas para analise dessas RE,
iguais a 0,4 %o e 0,6 %o. O LQ para PT foi definido a 13,1 ng/mL e para 16EN, a 15,6
ng/mL.
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8.f.6. Adequacao do método — Populacao de referéncia

Determinagao dos valores de A3**C para todos os pares de referéncia endégena
e analito alvo em amostras negativas de uma populagédo de voluntarios ou atletas a fim

de demonstrar que o método validado é adequado ao propésito do controle de dopagem.

Pelos critérios estabelecidos no TD2022IRMS da Wada:

o | A613C| medio + 2 DP para cada combinagao contendo A como alvo tem que ser
< 2,0 %o;

o | A8®C| médio + 2 DP para cada combinagdo contendo T, 5a-diol, 58-diol ou Etio

como alvo tem que ser < 3,0 %o;

o | A8®C| médio + 2 DP para cada combinag&o contendo E como alvo tem que ser
< 4,5 %o;

e Para as combinacdes contendo T, 5a-diol, 5B-diol, A ou Etio como alvo, o DP de
todos os valores de | A3'*C| tem que ser < 1,0 %o;

e Para as combinacbes contendo E como alvo, o DP de todos os valores de
| AC| tem que ser < 1,2 %o.

8.f.6.a Procedimento de determinacao utilizado

Para estabelecer uma populacéo de referéncia, serdo coletadas amostras de urina
negativas de voluntarios masculinos e femininos até que sejam obtidas no minimo 40
medicGes de valores de Ad'C para cada par de alvo analitico e as referéncias
endogenas PT e 16EN, devendo ser 20 resultados provenientes de amostras de
voluntérios do sexo masculino e 20 do sexo feminino. No caso dos pares envolvendo os
alvos analiticos T e E, ndo é necessario que o laboratorio obtenha 20 resultados para
amostras de voluntarios do sexo feminino, mas ainda assim o total deve ser de pelo

menos 40 resultados.
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8.f.6.b Resultados

Foram analisadas 72 amostras de urina negativas, sendo 35 de voluntarios do

sexo masculino e 37 de voluntarios do sexo feminino. A Tabela 8.20 apresenta o sexo e

os valores de densidade e pH referentes a cada urina testada e codificada. As Tabelas

8.21 e 8.22 apresentam os valores de A3'C calculados para os alvos T, E, 5a-diol, 58-

diol, A e Etio usando PT e 16EN como referéncias enddgenas.

Tabela 8.20. Sexo, densidade e pH das urinas da populacao de referéncia.

Densidade

Amostra Cadigo Sexo (g/mL) pH
1 0591UH F 1,010 6,50
2 0592UH M 1,012 5,52
3 0594UH F 1,015 5,84
4 0595UH M 1,017 6,82
5 0596UH M 1,025 5,59
6 0597UH F 1,013 6,28
7 0598UH M 1,025 5,96
8 0599UH M 1,019 5,86
9 0600UH F 1,010 6,32
10 0601UH M 1,022 6,17
11 0602UH F 1,020 5,87
12 0603UH F 1,014 6,02
13 0604UH F 1,015 6,00
14 0605UH F 1,016 5,81
15 0606UH F 1,015 7,15
16 0607UH M 1,028 5,99
17 0608UH M 1,024 6,10
18 0609UH F 1,011 6,08
19 0610UH F 1,015 6,11
20 0611UH F 1,025 5,91
21 0612UH M 1,022 5,69
22 0614UH F 1,009 6,16
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Tabela 8.20. Sexo, densidade e pH das urinas da populacdo de referéncia (Cont).

Amostra Cadigo Sexo (Q?STiidade pH
23 0615UH F 1,009 5,75
24 0616UH F 1,028 5,93
25 0617UH F 1,022 5,88
26 0618UH M 1,017 5,73
27 0619UH F 1,005 6,63
28 0620UH M 1,024 6,85
29 0621UH F 1,028 5,77
30 0622UH F 1,017 6,05
31 0623UH M 1,013 6,88
32 0624UH F 1,015 5,39
33 0629UH M 1,017 5,85
34 0630UH M 1,031 5,51
35 0631UH M 1,015 5,72
36 0632UH F 1,028 6,78
37 0633UH M 1,012 7,21
38 0634UH F 1,014 7,20
39 0635UH F 1,029 5,77
40 0636UH F 1,012 6,30
41 0637UH M 1,025 5,58
42 0638UH F 1,013 6,65
43 0639UH M 1,014 5,63
44 0640UH F 1,028 5,58
45 0641UH M 1,014 5,85
46 0642UH F 1,017 5,83
47 0699UH M 1,010 6,30
48 0700UH M 1,011 5,27
49 0702UH M 1,028 5,80
50 0703UH M 1,016 5,70
51 0704UH F 1,015 6,35
52 0708UH M 1,018 6,59
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Tabela 8.20. Sexo, densidade e pH das urinas da populacao de referéncia.
Amostra Cadigo Sexo (g[/)squjidade pH
53 0709UH F 1,018 6,06
54 0713UH M 1,009 5,72
55 0753UH M 1,018 5,68
56 0754UH F 1,027 5,67
57 0755UH M 1,018 571
58 0756UH M 1,014 5,94
59 0757UH F 1,020 5,68
60 0758UH F 1,013 5,93
61 0759UH F 1,022 5,80
62 0760UH F 1,012 6,06
63 0761UH M 1,023 5,44
64 0788UH M 1,014 5,21
65 0790UH F 1,026 6,87
66 0735UH M 1,016 6,28
67 0736UH M 1,024 5,27
68 0737UH F 1,024 5,33
69 0738UH M 1,034 5,37
70 0739UH M 1,008 5,73
71 0740UH F 1,024 5,63
72 0741UH M 1,010 5,49

256



AP

UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA

LABORATORIO DE APOIO AO

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

| LECD o

Tabela 8.21. Ad13C da populagao de referéncia usando PT como referéncia endogena.

Amostra Cdadigo Sexo 5B8-diol  5a-diol A Etio T E
2 0592UH M 15 1,7 1,0 1,8 1,7 3,6
3 0594UH F 2,0 2,1 1,0 1,7

4 0595UH M 1,6 1,4 0,7 1,4 1,3 2,0
5 0596UH M 1,2 1,2 0,4 0,9 0,9 2,0
6 0597UH F 2,0 1,5 0,2 1,3

7 0598UH M 2,0 2,6 1,2 2,1 2,1 4,1
8 0599UH M 1,6 1,6 0,9 0,8 15 2,0
9 0600UH F 2,4 2,2 1,3 1,8

10 0601UH M 15 1,3 0,4 1,6 1,6 2,7
12 0603UH F 1,9 1,8 0,8 1,5

13 0604UH F 1,9 0,9 2,2

14 0605UH F 1,3 1,6 0,6 1,9 4,2
15 0606UH F 2,4 1,7 0,3 1 1,7 3,8
16 0607UH M 0,9 0,7 0,4 0,3 0,4 1,3
17 0608UH M 0,9 14 0,6 0,5 1,7 2,4
18 0609UH F 2,2 2,1 0,8 15

19 0610UH F 2,9 2,3 0,8 1,7

20 0611UH F 1,6 1,7 0,7 1,2

21 0612UH M 1,4 2,3 1,3 1,8 2,4 3,3
22 0614UH F 2,2 2,4 1,0 14

23 0615UH F 0,9 15

24 0616UH F 2,0 2,0 0,7 1,4 2,3 2,0
25 0617UH F 2,5 2,5 1,0 2,0

26 0618UH M 0,6 0,9 0,2 0,9 1,8 1,8
27 0619UH F 1,6 1,0 1,4

28 0620UH M 2,1 2,6 0,9 1,8 2,6 2,3
29 0621UH F 14 14 0,7 1,3 2,7 2,8
30 0622UH F 1,3 2,5 1,7 2,2 2,7 3,5
31 0623UH M 1,6 15 0,4 1,7 1,9 4,0
32 0624UH F 1,4 2,3 0,6 1,7 3,5
33 0629UH M 0,5 15 0,9 0,7 1,1 1,5
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Tabela 8.21. Ad13C da populagédo de referéncia usando PT como referéncia enddgena

(cont.).

Amostra Cadigo Sexo 5B8-diol 5a-diol A Etio T E
34 0630UH M 0,8 2,1 1,0 0,6 1,7 2,2
35 0631UH M 0,8 1,6 0,9 0,8 14 1,6
36 0632UH F 1,0 2,0 0,7 0,6 2,7 2,5
37 0633UH M 1,0 1,4 0,1 1,2 1,3 3,0
38 0634UH F 2,2 1,8 0,4 1,4 3,3
39 0635UH F 1,6 1,7 0,8 1,7 2,2 3,9
40 0636UH F 2,8 1,8 0,5 1,8 3,6
41 0637UH M 15 1,7 0,1 1,0 1,0 2,1
42 0638UH F 0,8 1,3

43 0639UH M 11 1,4 0,2 15 1,1 2,3
44 0640UH F 1,1 1,4 0,2 1,2 2,6 2,7
45 0641UH M 1,2 1,6 0,7 1,4 1,4 4,1
46 0642UH F 0,5 1,7 0,3 1,9 2,6 3,4
47 0699UH M 1,4 14 0,9 2,9 1,8 3,0
48 0700UH M 1,3 1,7 1,0 2,6 3,1
49 0702UH M 1,2 1,6 0,7 1,5 2,1 2,1
50 0703UH M 1,7 1,6 0,8 14 2,5 2,0
51 0704UH F 2,5 1,9 0,5 1,9 2,7 1,7
52 0708UH M 1,1 2,3 1,8 1,9 2,1 2,9
53 0709UH F 1,9 2,1 0,5 1,8 2,4 2,6
54 0713UH M 1,7 2,4 1,3 2,4 1,8 3,2
55 0753UH M 1,2 2,0 0,3 1,1 1,2 2,2
56 0754UH F 1,1 2,5 0,6 1,7 2,2

57 0755UH M 2,0 2,5 0,8 2,3 2,0 2,6
58 0756UH M 1,5 2,1 0,5 1,3 15 2,2
59 0757UH F 1,9 2,5 0,2 14 1,7 2,5
60 0758UH F 0,4 1,8 0,4 1,1 1,3 1,8
61 0759UH F 2,4 2,7 0,6 1,3 2,1 1,8
62 0760UH F 0,9 1,7 0,3 0,7 2,4
63 0761UH M 0,5 2,4 0,1 2,1 2,3 2,6
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Tabela 8.21. Ad13C da populagéo de referéncia usando PT como referéncia enddégena

(cont.).
Amostra Cadigo Sexo 5B8-diol 5a-diol A Etio T E

64 0788UH M 15 2,5 0,4 1,9 1,8 3,4

65 0790UH F 2,3 1,8 0,3 2,1 0,7 2,2

66 0735UH M 1,1 1,1 0,7 0,4 0,8 1,4

67 0736UH M 0,9 1,7 0,2 0,7 15 2,2

68 0737UH F 1,3 1,2 0,3 0,5 1,6 2,1

69 0738UH M 2,4 2,0 0,3 1,2 2,3 1,6

70 0739UH M 0,5 1,5 0,4 0,2 1,6 1,8

71 0740UH F 1,6 2,1 0,1 0,5 1,3 3,1

72 0741UH M 0,8 2,0 0,1 0,5 2,6 2,5
n°M/F 35/32 35/32 35/35 34/35 35/17 35/21

Média 1,5 1,8 0,6 1,4 1,8 2,6

DP 0,6 0,5 0,4 0,6 0,6 0,8

A3'3C+2DP 2,7 2,8 1,4 2,5 3,0 4,1
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Tabela 8.22. A3*C da populacéo de referéncia usando 16EN como referéncia endogena.

Amostra Cdadigo Sexo 5B8-diol 5a-diol A Etio T E
1 0591UH F 0,8 2,1 0,0 1,8 1,3
2 0592UH M 0,9 0,7 14 0,7 0,8 1,2
4 0595UH M 1,6 1,4 0,7 1,4 1,2 1,9
5 0596UH M 0,1 0,1 0,7 0,2 0,2 0,9
6 0597UH F 1,5 1,0 0,3 0,9

7 0598UH M 1,1 1,7 0,3 1,1 1,2 3,1
8 0599UH M 0,7 0,8 0,0 0,0 0,6 1,2
9 0600UH F 2,0 1,8 0,8 14

10 0601UH M 0,4 0,2 0,7 0,5 0,5 1,6
11 0602UH F 2,7 2,3 0,6 2,3 3,5
12 0603UH F 1,1 1,0 0,1 0,7

13 0604UH F 1,2 0,1 14

14 0605UH F 0,3 0,0 1,0 0,3 2,6
15 0606UH F 1,5 0,8 0,6 0,5 0,8 2,9
16 0607UH M 1,1 0,9 0,2 0,5 0,7 1,5
17 0608UH M 0,1 0,6 0,2 0,2 0,9 1,7
18 609UH F 1,7 1,5 0,2 0,9

19 0610UH F 2,1 1,5 0,1 1,0

20 0611UH F 0,8 0,8 0,1 0,3

21 0612UH M 0,0 1,0 0,1 0,4 1,0 1,9
22 0614UH F 1,3 14 0,0 0,5

23 0615UH F 0,5 1,0

24 0616UH F 14 14 0,1 0,8 1,7 14
25 0617UH F 1,8 1,7 0,3 1,2

26 0618UH M 0,1 0,4 0,3 0,5 14 1,4
27 0619UH F 1,3 0,6 1,1

28 0620UH M 1,7 2,2 0,5 15 2,2 1,9
29 0621UH F 1,0 1,0 0,3 0,9 2,3 2,4
30 0622UH F 0,3 1,5 0,7 1,2 1,7 2,5
31 0623UH M 1,1 1,0 0,1 1,3 14 3,5
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Tabela 8.22. A3*3C da populacéo de referéncia usando 16EN como referéncia endégena

(cont.).

Amostra Cédigo Sexo 5B8-diol 5a-diol A Etio T E
32 0624UH F 0,4 1,2 0,4 0,7 2,5
33 0629UH M 0,7 1,3 0,7 0,5 0,9 1,3
34 0630UH M 0,5 1,7 0,6 0,2 14 1,9
35 0631UH M 0,5 1,3 0,6 0,5 1,1 1,3
36 0632UH F 0,4 1,3 0,1 0,0 2,0 1,9
37 0633UH M 0,0 0,4 0,9 0,1 0,2 1,9
38 0634UH F 15 1,1 0,3 0,7 2,6
39 0635UH F 0,7 0,8 0,1 0,8 1,3 3,0
40 0636UH F 2,2 1,2 0,1 1,2 3,0
41 0637UH M 0,9 1,1 0,7 0,4 0,4 1,5
42 0638UH F 0,4 1,0

44 0640UH F 1,0 1,3 0,2 1,2 2,5 2,7
45 0641UH M 0,4 0,1 0,8 0,1 0,1 2,5
46 0642UH F 0,2 1,4 0,0 1,6 2,3 3,1
47 0699UH M 1,3 1,2 0,7 2,8 1,6 2,8
48 0700UH M 0,5 0,9 0,2 1,8 2,3
49 0702UH M 0,8 1,2 0,3 1,1 1,7 1,7
50 0703UH M 1,0 0,9 0,1 0,7 1,8 1,3
51 0704UH F 1,9 1,2 0,2 1,2 2,1 1,1
52 0708UH M 0,5 0,7 0,2 0,3 0,6 1,3
53 0709UH F 1,6 1,8 0,2 1,5 2,1 2,3
54 0713UH M 0,0 0,7 0,4 0,7 0,1 1,4
55 0753UH M 0,3 0,4 1,2 0,5 0,4 0,6
56 0754UH F 0,0 1,5 0,5 0,6 1,1

57 0755UH M 0,8 1,2 0,4 1,1 0,8 1,3
58 0756UH M 0,2 0,8 1,7 0,0 0,3 1,0
59 0757UH F 0,7 1,3 1,1 0,1 0,5 1,2
60 0758UH F 1,2 0,2 1,9 0,5 0,3 0,2
61 0759UH F 1,6 2,0 0,1 0,6 1,3 1,0
62 0760UH F 0,5 1,3 0,1 0,3 2,0
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Tabela 8.22. A3*3C da populacéo de referéncia usando 16EN como referéncia endégena
(cont.).

Amostra Cédigo Sexo 5B8-diol 5a-diol A Etio T E
63 0761UH M 0,3 2,2 0,2 1,8 2,1 2,3
64 0788UH M 0,7 0,4 1,7 0,2 0,3 1,3
65 0790UH F 1,7 1,2 1,0 1,5 0,1 1,6
66 0735UH M 0,9 0,9 0,9 0,2 0,6 1,2
67 0736UH M 0,5 14 0,5 0,3 1,1 1,8
68 0737UH F 1,7 1,6 0,1 0,9 2,0 2,5
69 0738UH M 2,1 1,6 0,6 0,8 2,0 1,3
70 0739UH M 0,8 1,8 0,1 0,5 19 2,1
71 0740UH F 1,8 2,3 0,3 0,7 15 3,3
72 0741UH M 0,5 1,6 0,5 0,1 2,2 2,1

n°M/F 34/33 34/33 34/36 33/36 34/17 34/23

Média 0,9 1,2 0,5 0,8 1,2 1,9
DP 0,6 0,5 0,4 0,6 0,7 0,8
A3*C+2DP 2,2 2,3 1,3 1,9 2,6 3,4

Para cada par de referéncia enddégena e alvo analitico, foram obtidos valores de
ABC de pelo menos 33 amostras de voluntarios do sexo masculino e 32 do sexo
feminino, perfazendo um minimo de 67 resultados, exceto para T e E. Para os pares
envolvendo T e E como alvos, o numero de amostras de voluntarias (sexo feminino)
capazes de produzir um resultado dentro da faixa linear do equipamento e com a pureza
de pico adequada a analise foi inferior ao observado para os demais analitos, conforme
esperado em decorréncia da sua concentragcdo mais baixa que a dos demais esteroides
na urina. Ainda assim, para avaliar PT como RE foram obtidos 52 resultados para T e 56

para E, e para avaliar 16EN como RE foram obtidos 51 resultados para T e 57 para E.

Os critérios de avaliacdo da adequacdo do método ao propédsito do controle de
dopagem foram atendidos. O maior DP obtido em todo o experimento foi igual a 0,8 %o,

observado para os pares envolvendo E como alvo.
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O maior resultado de Ad**C+2DP obtido para E foi igual a 4,1 %o, observado para
o par PT-E.

Para A, o maior resultado de A5*C+2DP obtido foi igual a 1,4 %o, observado para
o par PT-A.

Para os demais alvos, o maior resultado de AS*3C+2DP obtido foi igual a 3,0 %o,

observado para o par PT-T.

8.9. Conclusédo

Os resultados obtidos apontam que o método € adequado para a analise de PT e
16EN por CG-EMg/C/EMRI.

O uso de CLAE preparativa como etapa de purificagdo de amostras permitiu uma
separacdo adequada dos analitos a partir da analise de misturas de padrbes e de
amostras reais, sem prejuizo para a purificacdo dos demais analitos ja validados nesse

método.

O sistema CG-EMg/C/EMRI apresentou boa linearidade para a andlise de PT e
16EN. O método apresentou boas precisdo e exatidao para analise dessas duas RE,
resultando em uma uc adequada para a analise conforme os requisitos da Wada. Os LQ
determinados para a analise de PT e 16EN também atenderam aos critérios

estabelecidos pela Wada.

Avaliagdo da populagdo de referéncia demonstra que o método é adequado ao
propésito do controle de dopagem.
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SUBPROJETO 9. Estabelecimento do intervalo de referéncia urinario do agente
dopante Cobalto na populacédo brasileira por espectrometria de massas

Coordenacgao executiva: Drda. Vanessa Farelo

9.a. Introducao

Como apresentado no Relatério Parcial 2, o cobalto foi incorporado, em 2015, a
Lista de Substancias e Métodos Proibidos da Agéncia Mundial Antidopagem (do inglés,
World Anti-Doping Agency, WADA) (WADA, 2015), apesar do uso de cianocobalamina
(vitamina B12) ser permitido (WADA, 2014). A suplementac&o com sais de cobalto tem
efeito no estimulo da eritropoiese através da estabilizagdo do fator induzivel por hipdxia
(do inglés, Hipoxia Inducible Factor, HIF) (LIPPI et al., 2005; THEVIS & SCHANZER,
2014). A exposicdo a 120 ou 150 mg/dia de cloreto de cobalto resulta no
desenvolvimento de policitemia, com um aumento substancial de hematocrito e
hemoglobina até 20% acima dos niveis de pré-tratamento (LIPPI et al., 2006). Este
aumento de hemoglobina, a principal proteina nos eritrocitos, aumenta a oxigenacao, ja
gue é majoritariamente através dela que o oxigénio é carreado no sangue (apenas
aproximadamente 3% do oxigénio transportado é dissolvido no plasma). Isto permite que
0S musculos se tornem mais resistentes, o que promove o aumento de desempenho
fisico dos atletas (LIPPI et al., 2005). Além de seu efeito na eritropoiese, a
suplementacdo com cloreto de cobalto exibe efeitos benéficos na biossintese de
proteinas (KRUG et al., 2014), na modificacdo de parametros do metabolismo de lipidios
e glicose, em particular no aumento da oxidacdo de &cidos graxos no musculo
esquelético (SIMONSEN et al., 2011), e previne o estresse oxidativo induzido por
altitudes elevadas (SIMONSEN et al., 2012). Em 2015, Thevis et al. reportou, através de
analises por Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (do inglés,
Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry, ICP-MS), quantidades significativas de
cobalto e niquel ndo declarados em produtos vendidos como agentes estimuladores de
eritropoiese (THEVIS et al., 2015). Niquel, assim como o cobalto, também é conhecido
por induzir hipoxia, mas ndo esta presente na Lista Proibida da WADA (MAXWELL &
SALNIKOW, 2004).
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No relatorio parcial referente ao primeiro semestre de 2022, foram apresentadas

e discutidas as etapas descritas na Tabela 1. Para fins de simplificacdo, as etapas

concluidas nao serdo abordadas novamente neste documento.

Tabela 9.1. Etapas concluidas e apresentadas no relatério referente ao primeiro
semestre de 2022.

Sintese do complexo tris(dietilditiocarbamato)cobalto(lll) [Co(DDC)s] e
caracterizacao por Espectrofotometria na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis),
Teoria do Funcional de Densidade (DFT), Teoria do Funcional de Densidade
Dependente do Tempo (TD-DFT) e MS;

Otimizagéao das condi¢Oes de (a) fonte de electrospray (ESI), (b) MS, (c) Extragao

Liquido-Liquido (ELL), (d) sintese do complexo em urina humana e (e) LC;

Selecdo dos padrfes internos para a analise;

Estudo sistematico do efeito do pH na sintese do complexo de cobalto com o

ligante proposto;

Ajustes finais do método;

Validagéo qualitativa para deteccdo de cobalto em urina por LC-MS empregando

hidrélise acida em banho seco.

ApGs a validagdo qualitativa para deteccao de cobalto por LC-MS empregando
hidrélise acida em banho seco, elevados Coeficientes de Varia¢do (CV%) foram obtidos
tanto no calculo de precisdo quanto no de preciséo intermediaria. Portanto, no presente
relatorio referente ao segundo semestre de 2022, a digestéo acida assistida por radiacao
micro-ondas foi proposta como uma alternativa para eliminagcdo da matriz, etapa
necessaria para que a validacdo quantitativa de cobalto por LC-MS atenda aos requisitos
de validagdo da WADA.
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9.b. Justificativa / Relevancia do Estudo

A deteccdo e a quantificacdo de cobalto em urina humana é ainda um desafio
devido a sua incompatibilidade com as estratégias analiticas classicas disponiveis em
laboratorios antidopagem acreditados pelo mundo. Para atingir tais objetivos, através da
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (do inglés, Liquid
Chromatography coupled with Mass Spectrometry, LC-MS), técnica analitica
amplamente utilizada e disponivel na area, é necessdaria sua complexacdo a partir da
matriz com um ligante. Desta forma, a ionizacéo por eletrospray (do inglés, Electrospray
lonization, ESI) de complexos de dietilditiocarbamato (DDC, (C2Hs)2NCSS’) com ions
metalicos € conhecida ha mais de vinte anos (SCHOENER et al., 1999; ROSS et al.,
2000). Minakata et al. relatou, pela primeira vez, um método empregando essa estratégia
de complexacdo para a quantificacdo de cobalto na urina sem a inclusdo de uma
separacao cromatografica (MINAKATA et al., 2008). Ho et al. introduziu a separacdo
cromatogréafica no método de confirmacao de cobalto em urina e plasma equinos (HO et
al., 2015). No entanto, ambos métodos analiticos mencionados apresentam gargalos, os
quais dificulta a correta quantificacdo do analito na matriz: a auséncia (1) de padrao
interno, (2) de correcédo do pH da amostra com um tampéao antes da sintese do complexo
e (3) de hidrdlise da urina. Por isso, previamente a analise de amostras de urina de
usuérios de cianocobalamina (vitamina B12), é necessaria a elaboracao e validacdo de
um meétodo analitico por LC-MS buscando estratégias capazes de superar os desafios

encontrados nos métodos anteriores disponiveis na literatura.

9.c. Objetivos Gerais

Desenvolver e validar, de acordo com o “WADA International Standard for
Laboratories (ISL)”, um método analitico por LC-MS para deteccéo e quantificacdo de

cobalto em urina humana para o controle antidopagem no esporte.

9.c.1 Objetivos Especificos

e Sintetizar o complexo de cobalto com o ligante DDC e caracteriza-lo por
espectrofotometria na regido do Ultravioleta-Visivel, Teoria do Funcional de
Densidade e Espectrometria de Massas.
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e Otimizar as condi¢cdes experimentais de método de preparo de amostras e analise

instrumental através de Planejamento de Experimentos.

e Propor padrdes internos para a analise.

e Estudar sistematicamente o efeito do pH na sintese do complexo de cobalto com
o ligante proposto.

e Aplicar o método validado para a analise de cobalto em urina de usuérios de
vitamina B12.

9.d. Procedimento Experimental

9.d.1. Avaliacdo do efeito de matriz empregando hidrélise &cida em banho seco

Para a avaliacdo do efeito de matriz, comparou-se o CV% obtido para sete
replicatas de agua ultrapura e sete replicatas de amostras de trés voluntéarios diferentes
com urinas de gravidade especifica classificadas em baixa (<1,013), média (1,013-1,021)
e alta (>1,021), segundo o Laboratory Technical Note on Analytical Method Validation for
Doping Control (WADA, 2020).

Para o preparo de cada amostra, adicionou-se, a um tubo de polipropileno, 40 pL
de uma solucéo diluida a 50 ng mL* do Material de Referéncia Certificado (do inglés,
Certified Reference Material, CRM) de cobalto (Sigma-Aldrich, Brasil), a qual foi
submetida a evaporacdo em banho a 40°C sob fluxo de nitrogénio. Ao residuo seco,
adicionou-se 200 pL de amostra e fortificou-se 10 pL de uma solucéo diluida a 2 pug mL"
! do CRM de paladio (Sigma-Aldrich, Brasil), proposto como padréo interno (Pl) da
andlise, seguido por agitacdo em vértex. 50 pL de HCI 37% foi adicionado a fim de
realizar hidrélise acida em banho seco a 98 °C — 100 °C por 1 hora. Ap6s a hidrdlise, a
amostra foi neutralizada com 40 pL de NaOH 10 mol L e o pH foi ajustado com 1,00 mL
de tampdo acetato pH 6 2 mol L. 50 uL de NaDDC.3H20 0,2 mol L e 80 pL de &cido
citrico 0,2 mol L foram adicionados e a amostra foi agitada por 1 minuto. Para a ELL,
1,00 mL de tert-butil metil éter (TBME) foi adicionado, seguido de nova agitacdo em
vértex por 1 minuto. Apés centrifugacao a 3000 rpm por 10 minutos, a fase orgéanica foi
transferida para novo tubo de polipropileno, no qual foi fortificado 10 puL da solucédo diluida
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a2 ug mL* do CRM de rédio (Sigma-Aldrich, Brasil). A amostra foi evaporada a secura

em banho a 40°C sob fluxo de nitrogénio, o residuo seco foi reconstituido com 50 pL de
fase movel (30% fase movel aquosa pH 4 e 70% acetonitrila) e submetido a analise
instrumental por LC-MS.

A separacdao foi realizada em uma coluna de fase reversa (Syncronis — Thermo,
EUA, C18, 1,7 um, 50 mm x 2,1 mm) a 40°C em uma corrida cromatografica isocrética
de cinco minutos (30% de fase movel aquosa pH 4 e 70% de acetonitrila), a um fluxo
constante de 300 uL min?. O efluente do cromatdgrafo liquido proveniente do sistema
Dionex (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany) foi bombeado para o espectrometro
de massas QExactive hibrido quadrupolo-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Bremen,
Germany) operado em modo ESI positivo, calibrado diariamente com uma solugcao de
calibracdo do fabricante. Foram empregadas voltagem de 4,0 kV, voltagem na S-lens de
70 V e temperatura do capilar de 250°C. Sheath gas, auxiliary gas e sweep gas foram
definidos em 40, 10 e 1 unidades arbitrarias, respectivamente. Os dados de varredura
total (do inglés, Full Scan) foram adquiridos em uma faixa de m/z 70-1000 em uma
resolucéo de 70.000 largura a meia altura (do inglés, Full Width at Half Maximum, FWHM)
com Automatic Gain Control (AGC) de 3 x 10° e Injection Time (IT) de 100 ms. Os dados
de Monitoramento Paralelo de Reacao (do inglés, Parallel Reaction Monitoring, PRM)
foram adquiridos com uma resolucdo de 17.500 FWHM, com AGC de 1 x 10, IT de 20
ms, Loop Count 2 e Isolation Window de m/z 0,4. Os ions precursores de [Co(DDC)2*]
(m/z 354,98358), [Pd(DDC)2 + H]* (m/z 402,96279) e [Rh(DDC3s) + H]* (m/z 547,98918)
foram fragmentados em uma célula de colisdo HCD (do inglés, Higher-energy Collisional

Dissociation) com energias (N)CE de 45, 25 e 15, respectivamente.

9.d.2 Avaliacado do efeito de matriz empregando digestdo acida assistida por radiacéo de

micro-ondas

Para a avaliacdo do efeito de matriz empregando digestdo acida assistida por
radiacdo de micro-ondas, foram utilizadas sete replicadas das mesmas amostras de
urina do item 1 da presente secéo, assim como sete replicatas de agua ultrapura. A um

tubo de polipropileno, adicionou-se 2,00 mL de amostra, 20 pL de CRM de cobalto 1.004
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ng mL? e 100 pL de solucdo diluida a 2 ug mL* de CRM de paladio. 1,00 mL de HNO3
65% bidestilado a subebulicdo foi adicionado, separadamente em duas aliquotas de 500

pL, para completa transferéncia da amostra para o tubo de quartzo alocado na porta
amostra do micro-ondas SpeedWave (Berghof, Alemanha). A Tabela 9.2 resume as

condicdes aplicadas ao forno para digestao.

Tabela 9.2. Condi¢des aplicadas ao forno de micro-ondas SpeedWave para digestao de

amostras de urina e agua.

Etapa | Temperatura (°C) | Presséo (bar) | Rampa | Tempo (min) | Poténcia
1 120 80 2 0 100
2 150 80 2 0 100
3 200 80 2 15 100
4 50 0 0
5 50 0 0

O conteudo digerido foi transferido para novo tubo de polipropileno, o qual foi
avolumado a4 mL com &gua ultrapura. A 400 pL da amostra digerida, foram adicionados
102 pL de NaOH 10 mol L para neutralizacéo parcial e 1,00 mL de tampéo acetato pH
6 2 mol L. O procedimento experimental de preparo de amostras e andlise instrumental
subsequente seguiu o descrito no item 1 da presente secdo. O esquema 1 resume todos

0S processos descritos.
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Esquema 9.1. Esquema representativo do procedimento experimental utilizado para

avaliacdo do efeito de matriz para cobalto por LC-MS, empregando digestdo assistida

por micro-ondas.

3. Correcdode pH C

) 4. Complexacdo com DDC ) )

5. ELL com TBME

7. Evaporacéo
(N2a 40°C)

9.d.3. Quantificacdo de cobalto por Espectrometria de Massas com Plasma

Indutivamente Acoplado (do inglés, Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry,

ICP-MS)

Previamente a validacdo por LC-MS, aliquotas das amostras de urina de doze
voluntarios foram submetidas a analise por ICP-MS para a quantificacdo do cobalto
enddgeno, assim como para o estudo das fracfes liquida e de sedimentos da urina
(Esquema 2).
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Esquema 9.2. Representacdo das aliquotas submetidas as andlises por ICP-MS

(quantificacdo de cobalto enddgeno). A validacdo por LC-MS para quantificacdo de
cobalto ocorreu apés o estabelecimento do intervalo de concentragdo de cobalto

endogeno dos voluntarios.

Dia 1 I Dia 2
|
o000 00 : 00000
TeRRRY | TTTRRY
L T J : L Y ]
oy | A
|
L 2 4 : L 2 4
J X6 U X6 I U X6 U X6
|
|
v/ g | A v/
|
ICP-MS LC-MS I ICP-MS LC-MS
(quantificacdode (quantificacdode : (quantificacdode (quantificagdode
Co endogeno) Co fortificado) I Co endoégeno) Co fortificado)

9.d.3.a. Quantificacdo de cobalto total enddgeno

Imediatamente apds a homogeneizacdo das amostras de urina de cada voluntario,
uma aliquota de 4,00 mL foi transferida para frascos de polipropileno, estéreis e livres de
contaminacgao por metais, para quantificacdo de cobalto total enddégeno. A esse volume,
foi adicionado 1,00 mL de HNO3s 65% e o conteudo foi agitado em vortex. Deste, uma
aliquota de 1,00 mL foi retirada e diluida 10x com H20 ultrapura em novo tubo de
polipropileno estéril. A amostra diluida foi submetida a andlise instrumental descrita no
item 3.5.

9.d.3.b. Quantificacdo de cobalto na fracdo liquida da urina

Uma aliquota de 4,00 mL foi retirada de cada uma das urinas dos voluntarios e
centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos. A fracéo liquida foi separada para um frasco de
polipropileno estéril e uma aliquota de 1,00 mL desta fragdo foi diluida 10x com HNO3

2%. A amostra foi submetida a analise instrumental descrita no item 3.5.
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9.d.3.c. Quantificacdo de cobalto nos sedimentos da urina e em suas respectivas fracoes

liquidas

Cinco amostras de urina foram selecionadas para quantificacdo de cobalto
endogeno presente nos sedimentos e em suas respectivas fracdes liquidas. Os frascos
utilizados foram pesados vazios (m1) em balanca analitica. Ap6s homogeneizacdo das
amostras, uma aliquota de 4,00 mL foi retirada e acondicionada em cada frasco
previamente pesado. Uma nova pesagem na mesma balanca analitica foi realizada (m.).
Apbs centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos, a fracdo liquida foi separada para novo
frasco estéril e a fracéo solida foi novamente pesada (ms). A massa de sélido proveniente
da aliquota original foi dada pela diferenca entre a ms e a m1. Ao sdlido resultante foi
adicionado 1,00 mL de HNOs 65%, o qual foi agitado em vortex até solubilizacao
completa. Uma aliquota de 200 pL da solugéo resultante foi retirada e avolumada a 10,00
mL com H:0 ultrapura. A amostra foi submetida a analise instrumental descrita no item
3.5.

9.d.3.d. Quantificacdo de cobalto nos sedimentos da urina e em suas respectivas fracoes

liquidas: fortificacio de CRM de cobalto 500 ng mL™? e cianocobalamina comprimido e

injetavel

Para estes ensaios, foram utilizadas aliquotas das amostras dos mesmos cinco

voluntérios escolhidos para o item 3.3.

9.d.3.e. Ensaio com fortificacdo de CRM de cobalto 500 ng mL™?

O CRM de cobalto foi fortificado em aliquota de 4,00 mL das amostras de urina
em uma concentracdo de 500 ng mL™. Anteriormente a separacéo das fracdes soélida e
liqguida, as amostras foram armazenadas em geladeira por 5 dias. Todos os demais

processos de pesagem e diluicdo descritos no item 3.3 foram mantidos.
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9.d.3.f. Ensaio com fortificacdo de cianocobalamina comprimido

Um comprimido de cianocobalamina 500 pug (FDC) foi macerado com gral e pistilo
de polipropileno, o qual foi solubilizado com 5,00 mL de metanol grau HPLC. Apoés
centrifugacéo a 3500 rpm por 10 minutos, 9,20 pL do sobrenadante foram fortificados a
uma aliquota de 4,00 mL das amostras de urina. Todos os demais processos foram
mantidos em relacdo ao descrito no item 3.4.1.

9.d.3.g. Ensaio com fortificacdo de cianocobalamina injetavel

Uma aliquota de 147 puL da solucdo de cianocobalamina injetavel contida na
ampola do medicamento Cianotrat 5000 (5000 pg/2 mL) foi diluida em metanol a
concentragdo de 1,6 pg/mL. Da solucéo intermediaria resultante, 25 pL foram fortificados
em nova aliquota de 4,00 mL das amostras de urina. Todos os demais processos foram

mantidos em relacdo ao descrito no item 3.4.1.

9.d.3.h. Andlise instrumental por ICP-MS

Para a determinacao das concentragoes de cobalto nas amostras preparadas nos
itens 3.1 a 3.4, foi utilizado um ICP-MS Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemanha),
modelo iICAP Qc, equipado com célula de colisédo e/ou reacdo, cones de amostragem
(“sample cone”) e escuma (“skimmer”) de niquel, caAmara de nebulizacao refrigerada
ciclonica de duplo passo (“baffled”) de quartzo, nebulizador concéntrico de Teflon® (FPA-
ST), Peltier, injetor de quartzo de 2,5 mm de diametro interno, amostrador automaético
marca CETAC, modelo ASX 520 (CETAC Technologies, Omaha, Nebraska, USA) e
software operacional Qtegra (versao 2.5) para a aquisicdo dos dados. As condi¢cbes de
operacdo do equipamento foram: 1550 W de poténcia incidente (RF), 14 L min** de vazao
de géas no plasma, 0,80 L min' de vazéo de gas auxiliar, 1,08 L min* de vazdo de gas
do nebulizador, tempo de aquisicdo por massa (“dwell time”) de 10 ms e 1 canal por
unidade de massa. A razdo m/z 59, utilizada para quantificacédo, foi monitorada em modo
normal (STD — “Standard mode”).

As determinagfes do analito foram realizadas utilizando curvas analiticas com

seis solu¢des-padréo para a calibracéo e a quantificacao foi realizada por interpolacao.
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As solucdes foram preparadas a partir de diluicdo de solucdo-padrao estoque

monoelementar SpecSol de concentragdo igual a 1.000 mg L (Quimlab Quimica &
Metrologia®, Jardim Califérnia, Jacarei, S&o Paulo, Brasil), até obtencdo das
concentragfes desejadas utilizando &gua ultrapura.

9.d.3.i. Validacdo guantitativa para cobalto em urina humana por LC-MS

O procedimento experimental de preparo de amostras e analise instrumental
adotado para a validacdo do método de confirmacgéo qualitativo para substancias sem
threshold seguiu o explicado no item 2 da secé&o. A validagcéo foi proposta com base no
documento Laboratory Technical Note on Analytical Method Validation for Doping Control
(WADA, 2020). Os parametros avaliados incluiram: (1) Seletividade, (2) Limite de
Identificacdo (do inglés, Limit of Identification, LOI), (3) Preciséo, (4) Precisao

Intermediaria, (5) Arraste, (6) Robustez e (7) Estabilidade no amostrador automatico.

Seletividade: Doze amostras de urina diferentes foram analisadas em dois dias, sendo
seis amostras em cada. Nao houve fortificacdo da solucdo CRM de cobalto, porém houve

a fortificacédo do PI de paladio e rédio a uma concentracéo de 100 ng mL™.

LOI: foram utilizadas doze amostras de urina diferentes, divididos igualmente em dois
dias de validacdo para cada um dos cinco niveis de concentracdo de CRM de cobalto

fortificado descritos na Tabela 9.3.

Tabela 9.3. Volumes adicionados do CRM de cobalto 1.004 ng mL™* as amostras de urina
para validacgao.

Concentragdo em 2,00 mL de urina Volume a ser adicionado (uL) do CRM de cobalto
0 ng mL-! - Seletividade 0
2,5ng mL1? 4,98
5,0 ng mL? 9,96
7,5 ng mL? 14,94
10 ng mL? 19,92
25 ng mL? 49,80
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Precisdo: calculada a partir das amostras fortificadas na concentracéo de 10 ng mL* em

cada um dos dois dias de validagéao.

Precisdo Intermediaria: calculada a partir de todas as doze amostras fortificadas na

concentracdo de 10 ng mL* consideradas na validacéo.

Arraste: uma amostra de urina foi fortificada com 199,20 pL de CRM de cobalto 1.004 ng
mL™. Para verificar se houve arraste, dois brancos foram injetados apds a injecédo da

amostra concentrada no LC-MS.

Robustez: uma amostra de um unico voluntario foi preparada em sete replicatas segundo
0 procedimento convencional de preparo de amostras (item 2 da secdo). Outras sete
replicatas da mesma amostra foram submetidas a modificagdes nos parametros de (1)
volume de ligante NaDDC.3H20 0,2 mol L (40 uL), (2) volume do oxidante &cido citrico
0,2 mol Lt (60 pL), (3) tempo de agitacdo para a ELL (30 segundos em vértex) e (4)
tempo no evaporador em banho a 40°C sob fluxo de nitrogénio (10 minutos a mais que

0 tempo necessario para secura).

Estabilidade no Amostrador Automatico: as amostras preparadas no dia 1 foram
mantidas no amostrador automatico do LC-MS a 20°C, as quais foram reinjetadas apés

24 horas e 48 horas do preparo.

O Esquema 9.3 resume o procedimento de validagdo descrito acima.

Para a avaliagdo quantitativa, uma curva analitica foi preparada com amostras de
urina de um anico voluntario fortificadas nas concentracdes apresentadas na Tabela 3.
Todas as amostras foram submetidas a digestdo &acida assistida por radiagdo micro-
ondas em uma unica batelada. Para avaliacdo da precisao, trés replicatas de 2,00 mL
de uma mesma urina foram fortificadas a 10 ng mL™* com um padrdo de cobalto de
diferente fornecedor (LGC Standards, Inglaterra) (Amostras Controle de Qualidade, CQ).
Para avaliacdo do bias, trés replicadas de uma amostra de referéncia certificada para

elementos traco de urina humana liofiizada (RECIPE, Alemanha) foi utilizada, cuja

277



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA
LABORATORIO DE APOIO AO )
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

concentracao de cobalto e seu intervalo de confianca séo conhecidos e rastreaveis. Os

Esquemas 9.3 e 9.4 resumem o procedimento experimental adotado.

Esquema 9.3. Representacgao do procedimento de validagao adotado para a confirmacéo

gualitativa de cobalto em urina por LC-MS.

Dia 1 : Dia 2

P I J i

1 Y : T 1

DOOU00O  Ooogoo!

o

2. Limite de Identificagdo (LOI) 6. Robustez
i Concentragdo (ng mL™) :i i
: Dia 1 , Dia 2 n Modificagéo em: :
! _———— 1 P———— 1! |mTE s s T |:
| P ! P . ' 1. Volumede i
| T . | 1 N N | . || I . . hy
TODDD 00000 ¥y 7 Lemeeowee |
i [ : ! ! ! ! L, : ! :: :'::::::::::::::::.‘:
R AL R R R R U i 2TempodeELL
! 25 50 75110125 1 25 50 7511025 ! | 3.Tempode I
! L';“‘ ' L';"‘ ! X7 ! evaporagéo (40°C) ;|
i 3. Precis3o Dia 1 3. Precis3o Dia 2 ii Tt !
L e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e 1
E H i 7. Estabilidade no amostrador i
! 4. Precisao Intermediaria " automatico (20°C, 48h) i

Esquema 9.4. Representacédo das amostras CQ fortificadas a 10 ng mL™* com CRM de
cobalto e urina de referéncia certificada (RECIPE). Nao houve fortificacéo de cobalto nas

replicatas da urina comercial.

RECIPE, /2
2 Alemanha LJ
] 0 O
x3 X3

Concentragao: 9,79 ng mL""
Intervalo de confianca: (7,84 — 11,8) ng mL""

Fortificagcdo de Co (10 ng mL"")
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9.d.3.j. Quantificacdo de cobalto em amostras de urina de usuaria de metilcobalamina

(vitamina B12) através do método validado por LC-MS

Apés a validacdo do método para quantificacdo de cobalto em urina humana, um
estudo de excrecdo com uma voluntaria usuéria de vitamina B12 foi realizado a fim de
avaliar o impacto de seu uso na concentracao de cobalto urinario. O estudo foi aprovado
previamente pelo Comité de Etica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho —
UFRJ (CAAE: 20152719.6.0000.5257). A voluntaria fez uso de metilcobalamina
sublingual 900 microgramas/cada, com administracéo duas vezes ao dia por dois meses,
sob prescricdo médica. Uma amostra foi coletada previamente ao inicio da administracéo
(Controle Negativo). Apos o inicio do tratamento, a primeira urina da manha foi coletada
nos dias 1, 4 e 7, seguido de uma coleta por semana da 22 a 82 semana. Apds a
suspensédo da medicacéo, uma amostra de urina foi coletada nos dias 1, 4, 7 e uma vez
por semana por um més. O Esquema 9.5 resume a sistemética de coleta das amostras

de urina descrito.

Esquema 9.5. Representacao da sistematica de coleta de amostras de urina realizada
pela voluntaria durante o tratamento com metilcobalamina sublingual.

Inicio |ngestdo de metilcobalamina sublingual Final

E (2 x ao dia por 60 dias) @
@D

1 1

Oy U o o )y v I o wuy

—t— | | | — | | >

: Dia 1 Dia4 Dia7 22 a 82 semana: Dia 1 Dia4 12a4?semana:

| coleta 1 x por coleta 1 x por

v semana semana
Controle | ] L ]
Negativo ! !

Durante tratamento Pés-tratamento

O procedimento de preparo de amostras e analise instrumental seguiu o explicado
no item 2 da presente secdo. Para a construgdo da curva analitica, as mesmas

concentragOes utilizadas durante a validagcdo foram empregadas (item 4 da sec¢ao).
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9.e. Resultados e Discussao

9.e.l. Avaliacdo do efeito de matriz empregando hidrélise acida em banho seco e

digestao assistida por radiacdo de micro-ondas

Como evidenciado por Sobolevsky e Ahrens (SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021),
0 cobalto (e outros ions metalicos) podem ficar agregados por moléculas endogenas
presentes na urina que possam doar elétrons. Baseados nesta evidéncia e, apds a
validacao qualitativa para deteccdo de cobalto por LC-MS empregando hidrélise acida
em banho seco apresentada no relatorio referente ao primeiro semestre de 2022, as
hipoteses apresentadas abaixo foram formuladas para justificar os elevados CV%

obtidos no calculo de precisédo e precisdo intermediaria.

(1) A hidrélise é&cida em banho seco, adaptada de Sobolevsky e Ahrens
(SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021), ndo foi suficiente para eliminar a matriz. Além
disso, paladio e cobalto ndo responderam de forma semelhante ao efeito de matriz

observado;

(2) A sintese do complexo néo é reprodutivel e/ou ndo ocorre de forma completa;

(3) O elevado CV% observado resulta de variacbes decorrentes dos procedimentos

de preparo de amostra e/ou analise instrumental.

A Figura 9.1 representa os cromatogramas de ion extraido para as transicoes
monitoradas do complexo de [Co(DDC)}] (m/z 354,98358), [Pd(DDC), + H]* (m/z
402,96279) e [Rh(DDC); + H]* (m/z 547,98918). A Figura 9.2 representa os resultados
obtidos para as amostras de agua e de urina com diferentes gravidades especificas dos
voluntarios selecionados. A razao utilizada para o calculo do CV% foi “Area cobalto (m/z
354,98358 — m/z 207,96594) / Area paladio (m/z 402,96279 — m/z 339,01755)". Pode-
se observar que o CV% obtido com o procedimento de digestéo assistida por radiacéo

de micro-ondas apresentou-se suficientemente mais baixo (cerca de 6% - 16% inferior
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ao procedimento de hidrolise em banho seco) para atender aos critérios de validagdo da

WADA. Além disso, observa-se que a digestao por micro-ondas foi mais eficiente em
eliminar a matriz urina e que os CV% obtidos mesmo com este preparo devem decorrer
de outras variacdes inerentes ao preparo de amostra/analise instrumental. Para a
avaliacdo da hipotese 2 levantada, observou-se a complexacdo do rodio adicionado a
fase organica apés a ELL. Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que ligante
livre suficiente passa para a fase organica para que ocorra a complexacao deste ion
metdlico, o que corrobora o fato de que a complexacdao do analito tenha ocorrido de

forma completa na etapa inicial.

Co Pd Rh
4 0E+06 6.0E+05 3.0E+06 -
! tz 3.59 tz 2.87 tz 3.67
- 5.0E+05
©  3.0E+06 4
= 4.0E+05 A 2.0E+06 A
% 2.0E+06 4 3.0E+05
o 2 0E+05 4 1.0E+06 A
2 1.0E+06 A
ko 1.0E+05 A
£ 0.0E+00 1 0.0E+00 r 7 1 0.0E+00 T 1
3.00 4.00 2.00 2.50 3.00 3.50 3.00 3.50 4.00
m/z 291.03944 — m/z339.01755 —— miz 398.95589
- — — miz 207.96594
--------- miz 173.97822

Tempo de retengéo (min)

Figura 9.1. Cromatogramas de ion extraido para as transicdes monitoradas de [Co(DDC)3]
(m/z 354,98358), [Pd(DDC), + H]* (Mm/z 402,96279) e [Rh(DDC), + H]* (m/z 547,98918).

AMOSTRA | GRAVIDADE ESPECIFICA | CV(%) : CV(%)
| 1 |
O Agua () | : 7.4% : 3,0 %
i i 19 9 i 13 9
. .
¥ Vountarios | Interm::il::icf<(11§11:-)‘l 021) I 25 / | 140/2
g heedbn Alto (>1,021) | : 25 % | 9,0 %
| ' [ | '
1 1

Figura 9.2. Resultados de CV% obtidos para replicatas de amostras de agua e urina com
diferentes gravidades especificas utilizando hidrélise acida em banho seco e digestao
assistida por radiacdo micro-ondas.
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9.e.2. Quantificacdo de cobalto por Espectrometria de Massas com Plasma

Indutivamente Acoplado (do inglés, Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry,

ICP-MS)

9.e.2.a Quantificacdo de cobalto endégeno: total e fracao liquida

Cobalto é um elemento traco constituinte dos humanos, cuja principal fonte € a
dieta. De acordo com a variacdo geografica e dos habitos alimentares culturais da
populacdo, a concentracdo enddgena de cobalto pode variar tipicamente entre 0,2 e 3
ng/mL, com a mediana estimada entre 0,2 e 1 ng/mL (SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021).
Para as amostras dos voluntarios selecionadas para a etapa posterior de validacado do
método por LC-MS, a concentracao de cobalto total (fracdo liquida e sedimentos) variou
entre 0,23 — 2,72 ng/mL, o que corrobora os dados apresentados na literatura. Ao avaliar
somente a fracdo liquida das amostras, a concentracao variou de forma semelhante:
0,23 — 2,88 ng/mL. No entanto, para duas amostras, o cobalto quantificado na fracdo
total e liquida diferiu consideravelmente: 1,98 ng/mL (total) contra 0,86 ng/mL (liquida) e
2,72 ng/mL (total) contra 1,75 ng/mL (liquida). Este resultado levou a proposta do estudo

dos sedimentos da urina.

9.e.2.b. Quantificacdo de cobalto nos sedimentos da urina € em suas respectivas fracoes

liquidas: enddgeno, fortificacdo de CRM de cobalto 500 ng mL™? e cianocobalamina

comprimido e injetavel

Novas aliguotas das amostras de cinco voluntarios foram separadas para 0s
ensaios de quantificacdo de cobalto nas fracdes liquida e de sedimentos. As massas
pesadas de sedimentos das amostras para cada procedimento experimental descrito
encontram-se na Tabela 9.4. Os resultados obtidos para a quantificacdo de cobalto total
enddgeno e na fragdo liquida (item 2.1), assim como na nova aliquota, separada em

sedimentos e fracado liquida, encontram-se na Tabela 9.5.
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Tabela 9.4. Massas pesadas de sedimentos das amostras dos voluntarios selecionados

para os estudos de cobalto enddgeno, fortificacdo de (1) CRM de cobalto 500 ng mL™,

(2) cianocobalamina comprimido e (3) cianocobalamina injetavel.

Massa de sedimentos na urina (g) em 1,00 mL de urina

Experimentos com fortificacdo

Amostra | Endégeno Cianocobalamina | Cianocobalamina
CRM 500 ng mL* o o

Comprimido Injetavel
1 0,04964 0,03336 0,02801 0,01576
2 0,01207 0,01388 0,01814 0,00994
3 0,00809 0,00971 0,01025 0,00970
4 0,01081 0,00967 0,00811 0,00897
5 0,01477 0,01360 0,01139 0,01005

Tabela 9.5. Resultados obtidos na quantificacdo de cobalto endégeno em cada fracdo

considerada (liquida e sedimentos), sendo o “Total” o somatério das concentragdes nas

fragbes. Os resultados do item 2.1 foram incluidos para fins de comparacéo.

Concentracdo (ng mL™) de cobalto endégeno na urina
Resultados do item 2.1 Resultados do item 2.2

Amostra Fracao Fracao Sedimentos Fracao Total
total liguida (1) Liquida (2) | (1+2)

1 2,72 1,75 1,58 1,44 3,01

2 2,23 2,38 <LOQ 2,00 2,00

3 1,13 1,08 <LOQ 0,96 0,96

4 1,84 1,75 <LOQ 1,45 1,45

5 0,85 0,85 <LOQ 0,62 0,62

Pode-se observar que a amostra do voluntario 1 apresenta a maior quantidade de

sedimentos em relacéo aos demais analisados. A quantificacdo de cobalto desta amostra

também indicou que 52,49% do cobalto enddgeno fica agregado no sedimento, fato ndo

observado para os demais voluntarios. A hipotese formulada para a variabilidade

intrinseca observada na concentracédo da amostra, quando analisados o total endégeno

e as fracdes separadas, € que esta pode estar relacionada a quantidade de sedimentos
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em cada aliquota e a sua composicdo. Este resultado corrobora a evidéncia de
Sobolevsky e Ahrens (SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021) de que moléculas enddgenas

da urina podem agregar cobalto e ions metalicos, sendo, portanto, necessaria uma etapa

de digestdo prévia para eliminacdo da matriz. A fim de mimetizar possiveis
administracdes exdgenas de cobalto e de cianocobalamina (vitamina B12) comprimido e
injetavel, os ensaios de fortificacdo foram realizados, cujos resultados estdo resumidos
na Tabela 9.6. Vale ressaltar que nao ocorreram administracdes reais pelos voluntarios
e que os dados apresentados podem ser afetados quando analisados casos de abuso
de cobalto. Novamente, observa-se que uma fracdo pequena (< 8%) ficou retida pelos
sedimentos da amostra 1 em cada caso. Para os demais voluntarios, a porcentagem
retida se apresentou consideravelmente menor (< 1,5%), com a maioria dos resultados
ficando abaixo do Limite de Quantificacdo (LOQ) do método para a fortificacdo com
cianocobalamina. Dessa forma, pode-se concluir que a fracdo de sedimentos ndo pode
ser desprezada no procedimento experimental e que a amostra deve ser corretamente

homogeneizada previamente a retirada da aliquota para andlise.
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Tabela 9.6. Concentracdes obtidas para cobalto nas fragdes liquida e de sedimentos da

urina apos fortificagdo de CRM de cobalto 500 ng mL™, cianocobalamina comprimido e

injetavel (as duas dltimas na concentracédo de 10 ng mL™).

Fortificagcdo de CRM de cobalto 500 ng mL™*
Concentracdo de cobalto (ng mL™) % Cobalto
Amostra Sedimentos | Fracdo Liquida | Total agregado nos

Q) (2) (1+2) sedimentos

1 17.9 515 532 3,36%

2 6.90 515 522 1,32%

3 5.25 530 535 0,98%

4 5.07 552 557 0,91%

5 6.34 537 543 1,17%

Fortificacdo de cianocobalamina comprimido 10 ng mL™*

Concentracdo de cobalto (ng mL?) % Cobalto
Amostra Sedimentos | Fracdo Liquida Total agregado nos
(1) (2) (1+2) sedimentos
1 0,55 6,84 7,39 7,44%
2 <LOQ 7,17 7,17 -
3 <LOQ 6,62 6,62 -
4 <LOQ 7,27 7,27 -
5 <LOQ 6,85 6,85 -

Fortificacdo de cianocobalamina injetavel 10 ng mL™*

Concentracdo de cobalto (ng mL?)

% Cobalto

Amostra Sedimentos | Fracdo Liquida | Total agregado nos
(1) (2) (1+2) sedimentos
1 0,22 10,57 10,79 2,04%
2 0,0043 11,72 11,72 0,04%
3 <LOQ 9,28 9,28 -
4 <LOQ 10,21 10,21 -
5 <LOQ 9,97 9,97 -
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9.e.2.c. Validacdo gualitativa para confirmacdo de cobalto em urina humana por LC-MS:

comparacao de métodos

A validacdo qualitativa para confirmacao de cobalto em urina humana por LC-MS
foi proposta baseada nos documentos “Laboratory Technical Note on Analytical Method
Validation for Doping Control” (WADA, 2020), “WADA International Standard for
Laboratories (ISL)” (WADA, 2021) e “WADA Technical Document — TD2021IDCR”
(WADA, 2021). Foram empregadas amostras de urina representativas de voluntarios de
ambos 0s sexos, com variacdo em gravidade especifica (do inglés, Specific Gravity, SG)
[e.g. baixa (SG <1,013), média (SG: 1,013 — 1,021) e alta (SG > 1,021)] e pH (entre 5,17
e 7,29).

9.e.2.c.1. Seletividade

Seletividade é a habilidade do método de diferenciar o analito de interferentes
endégenos da matriz ou outras substancias presentes na amostra. Todas as
transicdes/ions diagnésticos devem ser avaliados e todas as amostras devem ser
concluidas como “Negativas”. Como o cobalto € um analito endégeno [esta presente em
niveis traco na populacdo, com variacdo entre 0,2 ng mL' e 3 ng mL? na urina
(SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021)], foi observada a primeira transicdo de massa para o
complexo [Co(DDC)s] (m/z 354,98358 — m/z 291,03944) para todos os voluntarios
guando empregada a hidrdlise acida em banho seco. As duas transicbes subsequentes
(m/z 354,98358 — m/z 207,96594 e m/z 354,98358 — m/z 173,97822) se apresentaram
mais especificas e ndo foram identificadas. Para a digestao assistida por radiacdo de
micro-ondas, todas as trés transicdes monitoradas foram observadas, porém a razao
“Area cobalto (m/z 354,98358 — m/z 207,96594) / Area paladio (m/z 402,96279 — m/z
339,01755)” se mostrou igual ou proxima a razao referente ao branco de reagentes (i.e.,
todos os reagentes, exceto cobalto, em agua ultrapura). Dessa forma, concluiu-se que
0s métodos séo seletivos para cobalto.
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9.e.2.c.2. Limite de Identificacido

O Limite de Identificacdo (LOI) é a concentracdo mais baixa do analito, que
obedece aos critérios do TD IDCR?! (WADA, 2021) em 95% das amostras representativas
(i.e. 95% de taxa de identificacéo ou 5% de taxa de falso negativo) por avaliacdo grafica
ou atraveés de funcéo (e.g., ajuste sigmoide). Para substancias sem threshold definido e
sem Minimum Reporting Levels (MRL), pelo menos seis amostras de urina
representativas devem ser analisadas em dois dias diferentes, com o analito presente
em pelo menos quatro concentracfes. Pela auséncia também de Minimum Required
Performance Levels (MRPL) para o cobalto, as concentragbes de 2,5, 5,0, 10 e 25 ng
mL? foram escolhidas para fins de validacdo do método com hidrélise acida em banho
seco. O LOI estimado por ajuste sigmoide foi de 6,27 ng mL™* considerando os dois dias
de ensaio.

Para a digestdo assistida por micro-ondas, entretanto, foi incluido mais um nivel
de concentracdo de 7,5 ng mL?! além dos ja& mencionados acima. Como todas as
transicdes do analito foram identificadas inclusive nas amostras de seletividade, o critério
do LOI utilizado anteriormente (ajuste sigmoide) ndo pode ser utilizado. Dessa forma, o
LOI foi estabelecido como a concentracdo que fornece uma razédo “Area cobalto (m/z
354,98358 — m/z 207,96594) / Area paladio (m/z 402,96279 — m/z 339,01755)" de 3 x a
razdo observada para o branco de reagentes. O valor de concentracdo estimado

segundo este critério foi de 2,5 ng mL™.
1 Tempo de retengdo (min) e abundancias relativas dos ions nas amostras, preparadas em concentragdes

gue permitem a identificagdo completa do analito.

9.e.2.c.3. Precisdo

Para avaliar a precisao do método proposto, calculos de CV% (Equacéo 1) foram
realizados considerando as médias e desvios padrdes das razdes “Area do cobalto/Area
do paladio” das amostras diferentes preparadas na concentragéo de 10 ng mL* em cada
um dos dois dias de validacdo. Para o método com hidrolise acida em banho seco, no
primeiro dia, 0 CV% se apresentou em 35% e, no segundo dia, em 15%, mostrando que
um consideravel efeito de matriz € observado. Para o método com digestéo assistida por
micro-ondas, no dia 1, o CV% se apresentou em 7% e, no dia 2, em 13%, indicando que
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a reducdo da matriz proporciona uma melhora significativa para a reprodutibilidade do

método.

Desvio padrao

Coeficiente de variacao (%) = i

x 100% (Equagéo 1)

9.e.2.c.4. Precisdo Intermediaria

De modo semelhante ao item 3.3, o calculo de precisédo intermediaria levou em
consideracdo o CV% de todo o conjunto de doze amostras preparadas nos dois dias de
validacdo. Para preciséo intermediaria, o0 CV% se apresentou em 29% quando utilizada

a hidrélise em banho seco e 11% com a digestéo assistida por micro-ondas.

9.e.2.c.5. Arraste

N&o foi observado arraste para a transicdo m/z 354,98358 — m/z 207,96594 na
concentracdo de 100 ng mL™? de cobalto fortificado em urina para nenhum dos dois

métodos desenvolvidos.

9.e.2.c.6. Estabilidade no amostrador automaéatico

A estabilidade das amostras no amostrador automatico, mantido a 20 °C, foi
avaliada através da reinjecdo, apos 24 e 48 horas, das amostras preparadas no primeiro
dia de validacdo. A comparacdo das médias das razdes “Area do cobalto/Area do
paladio” para todas as amostras na concentragdo de 10 ng mL* mostrou que as amostras
sao estaveis por 48 horas considerando ambos os procedimentos de hidrdlise acida em

banho seco e digestéo assistida por micro-ondas, conforme apresentado na Tabela 7.

288



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Tabela 9.7. Média das razdes “Area do cobalto/Area do Paladio” para as amostras

preparadas com hidrolise acida em banho seco e digestéo assistida por micro-ondas, na

concentracédo de 10 ng mL?, mantidas no amostrador automatico a 20 °C por 48 horas.

Média das razées “Area do | Média das razées “Area do
Injecédo das amostras | cobalto/Area do paladio” — | cobalto/Area do paladio” —
al0ng mL? hidrolise &cida em banho digestdo assistida por
seco micro-ondas
No momento do 0,39
0,37
preparo
Apés 24 ha20°C 0,40 0,39
Apbs 48 ha 20 °C 0,40 0,41

A Tabela 9.8 compara, de forma resumida, os resultados obtidos para os
parametros de validacdo de confirmacdo qualitativo para os dois procedimentos
experimentais desenvolvidos: o primeiro com hidrélise &cida em banho seco
(apresentado no relatério referente ao primeiro semestre de 2022) e o segundo com

digestéo assistida por micro-ondas.

Tabela 9.8. Comparacgéo dos parametros de validacdo de confirmacao qualitativo para

0s métodos desenvolvidos no projeto.

Hidrélise acida em banho seco | Digestédo assistida por microondas

Parametro Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Sim (transi¢cao monitorada: ] s ]
o Sim (transi¢cao monitorada:
Seletividade m/z 354,98358 — m/z
m/z 354,98358 — m/z 291,03944)
291,03944)
LOI 6,3 ng mL1 2,5ng mL?
Precisédo (CV%) 35% 15% 7% 13%
Preciséo intermediaria
29% 11%
(CV%)
Arraste Nao Nao
Estabilidade no
" . N&o ) ~ .
amostrador automatico Sim , Sim N&o avaliado
avaliado
(20°C, 48h)
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9.e.2.d. Validacdo guantitativa para cobalto em urina humana empregando digestao

assistida por micro-ondas

O procedimento experimental com a digestdo assistida por micro-ondas se
apresentou promissor para seguir para a validacdo quantitativa devido ao baixo CV%
apresentado em ambas precisdo e precisao intermediaria. A Figura 3 representa a curva
analitica obtida considerando a raz&o “Area cobalto (m/z 354,98358 — m/z 207,96594) /
Area paladio (m/z 402,96279 — m/z 339,01755)” como eixo y e concentracdo (ng mL™1)
como eixo X. As concentracdes das amostras CQ e da urina de referéncia certificada
comercial, ambas preparadas em triplicata, foram dadas pela substituicdo das razdes
“Area cobalto/Area paladio” obtidas em cada caso na equacéo da reta. Pode-se observar
na Figura 3 que a concentracdo da urina comercial ficou dentro do intervalo esperado de
(7,84 — 11,8) ng mL? e que as amostras CQ fortificadas se apresentaram préximas a
concentracéo teorica de 10 ng mL. O CV% obtido para a triplicata das amostras CQ
ficou em 6,22% e para as aliquotas da urina comercial, em 4,66%. Isso mostra que o
meétodo apresenta exatidao e precisao dentro do esperado para um método quantitativo

validado de acordo com os parametros estabelecidos pela WADA.
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s 04 4 P e
$ 031 : .............
§ 027 o y = 0.0215x + 0.0374
<01 e R® = 0.9967

0
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Concentragéo (ng mL™")

O > 8,52 ng mL™"

Figura 9.3. Curva analitica para quantificacdo de cobalto em urina humana por LC-MS.
As concentracbes das amostras CQ e urina de referéncia foram fornecidas por
substituicdo da raz&o “Area cobalto/Area paladio” obtidas em cada caso na equagéo da

reta.
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9.e.2.e. Quantificacdo de cobalto em amostras de urina de usuaria de metilcobalamina

(vitamina B12) através do método validado por LC-MS

O cobalto (Co) € um elemento traco essencial necessario como centro metalico
ativo na vitamina B12 (Figura 9.4) e em enzimas (i.e., anidrases carbdnicas e fosfatases
alcalinas) (BAARS & CROOT, 2011). A ingestdo recomendada de vitamina B12 para
adultos é de 2,4 pg/dia, o que corresponde a 0,1 pg de cobalto (LEYSSENS et al., 2017).
No entanto, de acordo com o “2015 Prohibited List Summary of Major Modifications and
Explanatory Notes” (WADA, 2014), a cianocobalamina é permitida. Dessa forma, o
objetivo de conduzir um estudo com uma voluntaria usuaria deste suplemente foi verificar
se as concentracdes de cobalto em suas amostras de urina poderiam ser confundidas

com resultados de uma administracao de cobalto para fins de dopagem.
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Figura 9.4. Representacao da estrutura da metilcobalamina (vitamina B12) (Adaptado de
Chemspider) (CHEMSPIDER, 2023).

A quantificagdo de cobalto nas amostras coletadas de acordo com o procedimento
experimental descrito forneceu resultados abaixo do LOI do método validado, o que
representa uma vantagem do método analitico ja que a vitamina B12 néo é proibida pela
WADA.
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9.f. Conclusdes

O complexo de [Co(DDC)3] sintetizado e caracterizado por espectrofotometria na
regido do UV-Vis, DFT, TD-DFT e MS foi utilizado para a otimizacéo da (1) fonte de ESI,
(2) parametros do MS e (3) ELL através de Planejamento de Experimentos (do inglés,
Design of Experiments, DoE). A otimizacdo da sintese do complexo in situ, o estudo de
pH de sintese e de composicdo das fases moveis A e B (aguosa e organica,
respectivamente) foram as etapas finais para o desenvolvimento do método analitico.
Vale mencionar que a analise estatistica multivariada empregada reduziu
consideravelmente o tempo e 0 gasto com o desenvolvimento analitico e que regides
mais robustas de trabalho foram atingidas com esta abordagem. Devido a problemas de
contaminagdo com cobalto proveniente dos reagentes utilizados durante o preparo de
amostras, foi necessaria a reducdo de volume de amostra e, consequentemente, de
reagentes, sem a necessidade de re-otimizacdo de todo o método desenvolvido. Com
iss0, 0 objetivo inicial do subtema de estabelecimento de intervalo de referéncia urinario
da populacao brasileira por espectrometria de massas foi parcialmente prejudicado.

Como foi apresentado e discutido no presente relatério, através do ICP-MS foi
possivel constatar que o cobalto pode ficar agregado a fracdo sélida (sedimentos)
presente na urina e que esta ndo pode ser desprezada para a correta quantificacdo do
agente dopante em questdo. Este resultado corrobora a evidéncia de Sobolevsky e
Ahrens (SOBOLEVSKY & AHRENS, 2021) de que moléculas endégenas da urina podem
agregar cobalto e ions metalicos, sendo, portanto, necessaria uma etapa de
hidrélise/digestao prévia para eliminacdo da matriz. Ao considerar a fortificacdo de CRM
de cobalto e cianocobalamina comprimido e injetavel, a porcentagem de acumulo nesta
fracdo é desprezivel. Cabe ressaltar que este resultado pode ser afetado quando do
abuso de cobalto para fins de dopagem dependendo da composicdo dos sedimentos, ja
gue o ensaio foi realizado apenas com fortificacdo e ndo com administracdo real por
voluntérios.

Dessa forma, duas estratégias para eliminacdo da matriz foram desenvolvidas:
hidrélise acida em banho seco, adaptada de Sobolevsky e Ahrens (SOBOLEVSKY &
AHRENS, 2021), e digestédo acida assistida por radiagcdo de micro-ondas. A validagcéo
dos métodos analiticos, entretanto, mostrou que o efeito de matriz quando empregada a
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hidrélise acida causava um elevado CV% entre as amostras dos voluntarios e que o Pl

proposto néo respondia de forma semelhante ao analito frente a este efeito. Por isso, a
completa remocédo da matriz utilizando o forno de micro-ondas foi necessaria para a
obtencdo de um CV% menor que 20%. Além da diferenca em termos da preciséo e
precisao intermediaria, o LOI também se apresentou menor para a digestdo com micro-
ondas (2,5 ng mL?t) em relacdo a hidrélise em banho seco (6,3 ng mL™?). Assim, a
guantificacao foi realizada apenas com o preparo de amostras com digestao por micro-
ondas, a qual forneceu resultados com elevada precisdo e exatidao para as amostras
CQ e urina de referéncia certificada comercial para elementos traco. Por fim,
empregando o método desenvolvido e validado por LC-MS, um estudo de excre¢cado com
amostras de uma usuaria de metilcobalamina (vitamina B12) forneceram resultados
abaixo do LOI, o que representa uma vantagem do método analitico ja que esta néo é
proibida pela WADA.

Conclui-se, assim, que, apesar da incompatibilidade da analise de cobalto por
técnicas analiticas classicas disponiveis em laboratoérios antidopagem pelo mundo e da
auséncia de ICP-MS nestes, foi possivel desenvolver e validar por LC-MS um método
para quantificagcdo de cobalto em urina humana através de sua complexacao com DDC.
Dessa forma, sera possivel a inclusédo deste analito em futuras analises de rotina, propor
novos estudos para a descoberta de marcadores de longa excreg¢do, assim como
fornecer resultados para auxiliar o estabelecimento de MRPL, MRL e threshold para este

analito.
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ama.org/sites/default/files/resources/files/td2021idcr_final_eng_0.pdf. 2021.
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SUBPROJETO 10. Aumento da sensibilidade de métodos de deteccéo. lonizacéo
por elétrons avancada, como estratégia analitica para o aumento da sensibilidade
na analise de esteroides anabdlicos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas

Coordenacao Executiva: Profa. Dra. Monica Padilha

10.a. Introducédo

Projeto 100% executado, deste o Relatorio Parcial 2.

Entretanto, novos experimentos foram realizados a luz do estado da arte da
estimativa dos Limites de Identificagcdo. Deste modo, os resultados do projeto ficam
alinhados com os métodos acreditados pela norma 1SO17025, o que é mandatorio para
uso no LBCD.

Para detalhamento quando a objetivos e justificativas, vide Relatério Parcial 02.

10.b. Experimental

10.b.1. Preparo de amostras

O processo de preparo da amostra envolve a hidrolise enzimatica e extracao
liquido-liquido com solvente orgéanico. Aliquotas de 2 mL de cada amostra de urina foram
fortificadas com 40 pL de solucdo de padréo interno. O pH € ajustado com 750 pL de
tampao fosfato 0,8M e 50 uL de B-glicuronidase de E. coli. As amostras foram incubadas
por 1 hora, seguindo da adicdo de 500 pL de tampé&o K2CO3s / KHCO3 20% (p/p) € 4 mL
de metil-terc-butil-éter (MTBE). As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 3000
rpm por 5 min, em seguida, foi realizada a separacdo de fases e a evaporacéo da fase
organica sob fluxo de nitrogénio. Finalmente o residuo seco é derivatizado com 100 pL
da mistura (MSTFA:NH4l:2-mercaptoetanol) na proporgao 500:3:6 (v:m:v) a 60°C por 20
minutos. Aliquotas de 2 pL foram injetadas em cromatografo a gas acoplado a

espectrometro de massas com analisador do tipo triplo quadrupolo (CG-TQ).
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10.b2. Condicdes instrumentais

10.b.2.a. GC-EI-MS/MS

Coluna: Ultra 1-ms, 100% metilpolisiloxano, 17m X 0,25 mm X 0,11um

Programa de temperatura do forno: 140°C — 40°C/min — 230°C — 3°C/min — 280°C
— 300°C (3min).

Temperatura da linha de transferéncia: 300°C

Temperatura da fonte: 320°C

Modo de ionizacao: lonizagao eletronica, 70eV

10.b.2.b. Limite de identificacéo

A estimativa da concentracdo do limite de identificacdo (LOI) foi determinada pela

curva sigmoide, calculada pela interpolacdo no grafico da resposta de deteccdo do analito
em relacdo a concentracdo, considerando 95% da taxa de detecc¢éo. A taxa de detec¢do dos
analitos foi avaliada através da comparacdo entre a intensidade relativa referente aos ions
diagnosticos e a variagdo no tempo de retencéo dos analitos nos controles positivos. Através
das amostras para estimativa do LOI também € possivel avaliar a interferéncia da matriz e
robustez do método validado.

Para avaliacdo do LOI foram avaliados 6 brancos de urina de origens e caracteristicas
diferentes, fortificados em 6 niveis de concentracéo de analitos: 100, 50, 20, 10, 2 e 0,02%
do MRPL/MRL. As amostras fortificadas em 100% do MRPL/MRL foram nomeadas LOI1-1
a LOI1-6. As amostras fortificadas em 50% do MRPL/MRL foram nomeadas LOI2-1 a LOI2-
6, e assim sucessivamente. Essas amostras foram divididas em dois lotes, preparados em
momentos diferentes e por analistas diferentes, conforme definido no planejamento
experimental.

Os analitos para os quais o laboratério ndo dispde de material de referéncia tiveram seus
LOI avaliados através de diluicdes seriadas de urinas de referéncia. Analisaram-se no
minimo trés aliquotas em diferentes volumes da urina de referéncia, de forma a avaliar a
aceitacdo dos parametros de identificacdo. A aliquota com maior concentracdo do analito foi
comparada com as diluicbes seguintes até os critérios de identificacdo ndo serem mais
atendidos. A Ultima diluicho em que os parametros foram atendidos foi considerada para

estimar a concentracdo do analito. Sua concentracao foi estimada utilizando-se um controle
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positivo fortificado com um analito estruturalmente semelhante no MRPL, por comparacao

da razdo de areas analito/PlI.

10.c. Resultados e discussao

Na Tabela 10.1 encontram-se os LOI alcancados para cada analito avaliado atraves de

curva sigmoide. Todas as substancias listadas apresentaram valor de LOI inferior ao MRPL.

Foram observados em determinados analitos alguns interferentes de menor intensidade,
com razao entre ions diferente, o que afetou a avaliacdo dos critérios de identificacdo (razéo
entre ions) destes analitos e consequentemente os valores de LOI. Ainda assim estes
ficaram abaixo do MRPL. Esse foi 0 caso de metasterona (Figura 10.2), metasterona M2,
arimistano, metandriol, metil-1-testosterona, 5a-THMT, nandrolona, OXM MI, calusterona e
3a-hydroxy-7a-methyl-estr-4-en-17-one (MENT-7 M1). Os oito primeiros somente foram
testados utilizando-se ELL com TBME, h& a possibilidade de testa-los com pentano para
tentar a eliminacdo dos pequenos interferentes e diminuicdo do LOI. Os dois ultimos ja foram

testados com os dois solventes e obteve-se melhor resultado com pentano.

LOI 1-5 LBCD000010609 LOI 25 LBCD000010615  LOI 3-5 LBCD000010621 LOI4-5 LBCD000010627

SIN: 562 289 106 SIN: 346 190 61 SIN: 187 ] 43 SIN: 75 39 31

LOI 5.5 LBCD000010633  LOJ 6-5 LBCD000010B33  CN 5 LBCD000010645
SIN: m & « SIN: 70 5 3 SIN: 60 & 38

Figura 10.9. Cromatogramas de ions extraidos do analito metasterona em uma das 6
urinas utilizadas nos experimentos de LOI. Os critérios de identificacado foram alcancados
até a concentracao de 20% do MRPL (LOI 3-5). A partir dai a raz&o entre ions foi afetada

pela presenca de um interferente.
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A Figura 10.2 ilustra a planilha EX.198 utilizada para avaliacdo do LOI da

metasterona. Na planilha ha uma tabela que apresenta a avaliacdo dos 6 niveis de
concentragao nas 6 urinas utilizadas (colunas 2 a 7). O valor “1” representa as amostras
cujos critérios de identificacao foram cumpridos e o valor “0” as que nao foram. A coluna
6 da tabela contém os resultados das amostras exibidas na Figura 10.2, cujos critérios
de identificacdo foram cumpridos até 20% do MRPL. Abaixo, a direita, a representacao
gréfica da curva sigmoide obtida a partir dos dados da tabela e a esquerda o valor de
LOI 0,89 ng/mL calculado pela equacgéo da curva.

LOGREGRESSION WORKSHEET

Cell Color Code: Identification
Data Entry
Calculations Metasterona P |
Results
Concentration (% MRPL) Detected? 10 replicate analyses - fill in only with 1 (detected) or 0 (not detected)
100 1 1 1 1 1 1
50 1 1 1 1 1 1
20 0 0 1 1 1 1
10 0 0 [+] 1 0 0
5 1 0 0 o 0 ]
2,5 1 0 [+] o 0 0
Log . . e
Likelihood: | -12,27323939 S'gmo'd Fit
Desired Probability of Detection for LOD/LOI %: 95 1,000 099 & il -
Units used for Concentration: % MRPL 0,500 r 1
MRPL (ng/mL) 25 /
0,500
Logistic Regression: 50,700 | /
, olb0+b1ex) g 0,600
= bo+bI~ 2 ,
1+ elbothio) s 0500 ====Fitted Function
F-d
LOD/LOI at 95 % 5
Mathematically determined LOD - Logistic ‘fbah"la' - LOD/LOI £ 0400 / T T T © bata
p——— ety | () £ 0300 =—Selected level of Probability
MRPL) &
Mathematically determined LOD - Sigmoid Fit 35,55 0,200 -
Logistic Coefficients: bo -2,493801289 0,100 |
b1 0,152955089 -
0,000- 4B O-—®
-10 10 30 50 70 90 110 130 150
Concentration (% MRPL)

Figura 10.10. Planilha EX.198 utilizada para a avaliacdo do LOI da metasterona através

de curva sigmoide.

Para seis analitos, foi possivel atender os critérios de identificacdo em todas as
urinas de todas as concentracdes testadas. Quando todos os valores da tabela da
planilha EX.198 s&o iguais a 1 ndo é possivel calcular uma funcdo sigmoide. Como
recurso o Ultimo nivel da tabela da planilha EX.198 foi inserido como zero. Para tais
analitos, a funcdo sigmoide obtida calculou um valor de LOI igual a 2,69% do MRPL, a
saber: drostanolona (Figura 10.4 e anexo 5), bromantano-60H, norboletona,
androstenona-2 (delta-2), probenecida e tamoxifeno-40H. A avaliacdo da probenecida

foi realizada sem hidrélise, conforme indicado no TD vigente.
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A menor concentracdo para a qual os critérios de identificacdo foram cumpridos

nas 7 urinas de origens diferentes testadas foi considerada como o LOI. A avaliagéo por

curva sigmoide esta pendente.

LOGREGRESSION WORKSHEET
Cell Color Code: Identification
Data Entry
Calculations Analyte: Drostanclona-P [
Results
Concentration (% MRPL) Detected? 10 replicate analyses - fill in only with 1 {detected) or 0 {not detected)
100 1 1 1 1 1 1
50 1 1 1 1 1 1
20 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1
0 0 0 0 ] 0 ]
Log - id Fi
Likelihood: #NUM! Sigmoid Fit
Desired Probability of Detection for LOD/LOI %: 1 —9-
Units used for Concentration:
0,900
MRPL (ng/mL) +
0,308
Logistic Regression: _E 0,700+
o (BUb1s) £ 0600
- o ’
1 4 plbbsblax) Boses-Hf | 4 4 e Fitted Function
LOD/LOI at 95 % =
Mathematically determined LOD - Logistic pm‘;ahi:w = LOD/LOI 0,360 © pats
Regression ] {ng/mL) Eospa | | | =—salected level of Probability
Mathematically determined LOD - Sigmoid Fit | a,2p8—H4
Logistic Coefficients: 50 -16,65806405 o1bd
b1 7,290351175 ’
0,000-4

-10 10 30 50 70 20 110 130 150
concentration (% MRPL)

Figura 10.11. Planilha EX.198 utilizada para a avaliacdo do LOI da drostanolona atravées

de curva sigmoide.

Para alguns analitos que s&o potencialmente endégenos ou formados a partir de
degradacdo microbiana, observou-se, em alguns dos brancos de urina analisados
durante a seletividade, a presenca das transicdes monitoradas. Quando essas urinas
foram fortificadas nos diferentes niveis de concentracdo para avaliacdo do LOI,
observou-se um decréscimo da intensidade das transicbes até um valor constante,
equivalente a intensidade das mesmas nos brancos de urina. Para céalculo do LOI pela
funcéo sigmoide, as amostras de urina que atingiram um valor constante na intensidade
das transicoes foram consideradas como nao detectadas. Este foi o caso do formestano,
boldenona, boldiona, 1-epiandrosterona, 40OH-testosterona, 4-androstenodiona e 6aOH-
androstenodiona. Oportunamente o LOI destes analitos sera reavaliado utilizando a
mesma abordagem dos analitos validados por urina de referéncia, ou seja, diluicdo em
série de uma urina contendo o analito e padronizacdo externa para estimativa da

concentragao.
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Na Tabela 10.2 encontram-se os LOI alcancados para cada analito avaliado

através de diluicbes em série da urina de referéncia. O padréo interno utilizado para o

célculo foi testosterona-d3. As concentracdes do LOI estimadas através da padronizacdo

externa foram inferiores ao MRPL para todos, exceto oximetolona Ml e clostebol M3

(LTM). Em ambos se utilizou ELL com TBME e ha a possibilidade de testar ELL com

pentano para melhorar a sensibilidade. Entretanto a deteccdo de oximetolona e clostebol

no MRPL esta coberta pelos seus outros metabdlitos (oximetolona LTM M2, oximetolona-

6bOH, clostebol M1) e pelo préprio clostebol (parent compound). A Figura 10.5 apresenta

0s cromatogramas de ions extraidos obtidos para a metasterona M3. A diluicdo de 0,5

mL foi considerada como o LOI e a concentragao foi calculada por padronizagao externa

comparando-se a area de seu pico (area 903203) com a area da metasterona M1 (area
1564449) obtida no CQA, que foi fortificado em 2,5 ng/mL. Este célculo foi realizado

utilizando-se a planilha EX.164, incluiu area do padréo interno testosterona-d3 e a

concentragéo do LOI de metasterona M3 foi estimada em 1,6 ng/mL.

Metasterona M3 (Tetrol)

caa LBCDO00012534 CQN LBCD000012535  22U6502816-01 (2 mL) LBCDO00012536  22U6502816-01 (1 mL) LBCD000012537
RT 1932 1931 1931 - RT 1932 1932 1931 - RT 1934 1933 1933 - RT 1933 1933 1933 -

Ratio: 100.0 1013 502 - Ratio: 1000 654 547 - Ratio: 1000 536 40 - Ratio: 1000 515 45

TAE4

n

N ; 58, \
a |
[\ . I\ Al /\ S
1084 A / \ |
/ \ A\ . // \\ \ A
0083 Vo \ / \ \ N\ \ / \ e / \ aes
\ | \ % \\ J \ | I/ \
woer A \ s0e33\ / I\
VA\WAY \ || ;\:
200\ s -
T T T T T T ° T
9% o e 03 i a0 1940 1930 1938
16-01 (0.5 mL) L 16-01 (0.02 mL) LBCDO000012538  22U6502816-01 (0.001mL) LBCD000012540
RT 1934 1933 1933 - RT 1933 1933 1930 - RT 1931 1931 1930 -
Ratio: 1000 502 51 - Ratio: 1000 592 301 - Ratio: 1000 91.0 695 -
A L N {
©.0ES. /‘ 5 ‘/ \ /\ \
o | \ 25843 [\ [
‘ o] | N [
. \ 20643 [\ \ \
4 0E* | \ 3 | A \ vbﬂi\ Il' \\ \
x A 19843 [/\\ \ i\ \ /
/: \| :s?\\ iy \\ /\ \W/A\ ‘/’7\‘
I/ \\ o | A \ - soead\\ 4 I N
I/ \\ i / \ /NN \ // /
. I\ soes N / \// \\ \// \ &/
/ \ e 54
L N i .
T T T T
930 s 30 s 040 930 103 2
Metasterona M3 (Tetrol) Metasterona M1
2206502816-01 (0.5 mL) LBCO0012S% (0 ———
Fragment: PeakArea:  RT Rato: T T i Taio:
640.700->231.300 miz 903203 19.335  100.00 B .
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Figura 10.12. Cromatogramas de ions extraidos das amostras de avaliacdo do LOI da

metasterona M3.
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O arimistano apresentou interferéncia de matriz percebida como uma assimetria

do pico em algumas das urinas fortificadas para a avaliacdo do LOI. Etilefrina, oxilofrina,
brombuterol e probenecida apresentaram interferéncia de matriz percebida como
deslocamento do tempo de retencéo e utilizou-se o tempo de retencao relativo (TRR) na

avaliacdo dos critérios de identificacéo.

Os EAASs séao as principais substancias proibidas relatadas como Descobertas
Analiticas Adversas (AAFs) pelos laboratérios credenciados da WADA [26]. Sofrem um
extenso metabolismo, fase | (reacdes de hidroxilacdo, isomerizacdo, reducédo e
oxidacao) e fase Il (principalmente conjugacédo com acido glicurdnico e sulfato), e seus
metabdlitos s&o excretados na urina. Assim, os laboratorios de dopagem rastreiam esses
compostos indiretamente principalmente por seus metabdlitos homdlogos aglicona apds
hidrélise enzimatica empregando técnicas cromatograficas acopladas a plataformas MS.
Para fins de controle de dopagem, os melhores marcadores de EAAS s&o aqueles
excretados por mais tempo em vez daqueles excretados na urina em grandes
guantidades. Esses melhores marcadores (metabdlitos) sdo conhecidos como
metabdlitos de longa duracdo (LTMs) e, com certeza, esses metabdlitos devem ser
incluidos nos meétodos de aquisicdo de GC-MS/MS desenvolvidos nos laboratorios
credenciados de doping. Dependendo do periodo de lavagem, sua concentracdo pode
ser extremamente baixa em amostras de urina analisadas pelos laboratorios
credenciados pela WADA. Muitas vezes, essa situacdo desafiadora ocorre em suas

operacdes diarias de rotina e pode leva-los a relatar amostras falsas ndo conformes.

Para os procedimentos de confirmacdo de EAAS, o método deve ser capaz de
identificar de forma confiavel o(s) metabdlito(s) de EAAS suspeito(s) em sua faixa MRPL
(2 ng/mL - 5 ng/mL) ou menos em conformidade com o Documento Técnico da AMA
relativo aos critérios minimos para analise qualitativa (IDCR). Basicamente, o IDCR
consiste em parametros cromatogréaficos e MS: tempo de retencéo (tR) e janelas de
tolerancia de intensidade relativa dependendo das intensidades relativas dos ions,
respectivamente. Desde que o método analitico baseado em técnicas cromatograficas e
espectrométricas de massa seja capaz de identificar os EAAS ou seus marcadores de
forma confiavel, ndo ha limite de concentracdo para os laboratdrios de dopagem
reportarem um RAA para EAAS. Essa habilidade é conhecida como capacidade de
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identificacéo ou limite de identificacédo e € avaliada durante a validacdo do método. Por

esta razdo, o método de confirmacdo deve ser altamente sensivel para garantir a

identificagdo adequada de EAAS proibidos.

A fonte de ions AEI proporcionou uma melhoria na capacidade de identificacéo de
48% dos AAS exogenos analisados até o presente momento. Apesar de ambas as fontes
de ions terem obtido capacidades de identificacdo igual para alguns
metabdlitos/marcadores EAAS, a fonte de ions AEI identificou mais confortavelmente
esses metabdlitos do que a fonte de ions El convencional. Essa melhor capacidade de
identificacéo da fonte de ions AEI € mais evidente quando as fontes de ions e o sistema
de GC estédo contaminados com componentes da matriz. Este € um grande beneficio
para a analise GC-MS/MS no campo forense, pois reduz a reintegracdo manual de pico
e a reandlise de amostras presumidas devido a problemas de qualidade analitica. Esses
aspectos técnicos sao criticos quando o laboratorio tem pouco tempo para reportar seus
resultados analiticos como em um grande evento esportivo, como Jogos Olimpicos e
Paralimpicos. Para compostos com problema de seletividade n&o foi observada uma
melhora significativa na capacidade de deteccdo empregando fonte AEI como esperado.
Embora a relacdo sinal-ruido (s/n) tenha sido semelhante entre as duas fontes de ions
de elétrons, o ganho de intensidade de ions obtido pela fonte de ions AEI foi suficiente
para identificar adequadamente os marcadores com problemas de sensibilidade. Além
disso, vale ressaltar que a fonte de ions El ainda atende aos critérios da WADA para

confirmacgéo de EAAS (dados apresentados na tabela a seguir).
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Tabela 10.1. Resultados obtidos para cada analito monitorado (com material de

referéncia disponivel)

TBME pentano

= 5| o S <l 7| S o

- 2 |EZ| E|B|e|eSSq E|B|e 2

Substancia 3 J3] 2 |8|¢ 2 = al 2|2 g o 2

o |&E| S| |ZEQ2g S |5|E|EF

SsT| = |2 |<|T 50y = |2 <|T =

O | @ c X O | c X

| n &J 3] & )] & ()
16b-OH-Furazabol S1 2,5 - - | - - - 10,42| ok | ok -
3b-OH-Tibolona-M2 S1 2,5 ]10,29| ok | 0k |68,6/14,0]0,75| 0k | - -
3’-OH-Estanozolol S1 1 |0,87|ok|ok|50,4|245] - | -| - -
3’-OH-Prostanozol S1 25 11420k | -| - - - -] - -
4a-OH-epiandrosterona  |S1 25 11,71| ok |ok|101,[22,4] - | - | - -
4b-OH-Estanozolol S1 1 |1,12| ok |ok|56,9|18,6] - | - | - -
4-OH-Ciclofenil M S4 20 ]10,53| ok |ok|64,4| 7,5 - -] - -
4-OH-Ospemifeno S4 20 10,23 ok | -| - - - - - -
4-OH-Testosterona S1 25 ]10,59| ok |0k|87,6/21,0] - | - | - -
5a-THMT S1 25 11,26| ok | 0k|90,9| 4,6 - -] - -
5b-THMT S1 2,5 12,23| ok |0k|91,4]| 9,2 - - - -
6a-OH-androstenodiona  |S4 20 | 50 |ok |0ok|75,1{249] - | - | - -
6b-OH-DHCMT S1 25 1,42 | ok |0k[60,1/259] - | - | - -
6b-OH-MTD S1 25104 | ok |ok|83,6] 7,3]0,45/0k| - -
6-OH-bromantano S6 50 - | ok |ok|58,1| 6,1 |1,35|0k| - -
6-OX0O S4 20 |2,19| ok |0ok|109,/16,9] - | - | - -
Androstenodiol-1 S1 25 1223| ok [0k|102,]122,8] - | - | - -
Androstenodiona-1 S1 2,5 10,42]| ok |0k|100,{18,6] - | - | - -
Androstenodiona-4 S1 2,5 - | ok |ok|111,/20,9]0,07| 0k | - -
Androstenona-2 (delta 2) |S4 20 - |nok| -| - - |0,54/0k| - -
Androsterona-1 (LTM) S1 2,5 11,38| ok [0k|93,3|22,2] - | - | - -
Arimistano S4 20 |13,55| ok |ok|104,|12,2] - | - | - -
a-Zearalenol S1 1 |034|ok|ok|68,2|]13,5] - | - | - -
Bambuterol S4 20 ]2,62| ok |ok|58,1| 9,5 - -] - -
Bolandiol (19- S1 2,5 - | ok |ok|74,3]19,9]1,38|0ok| - -
Bolasterona S1 2,5 - | ok |ok|61,5/10,9]1,49| ok | ok -
Bolasterona-M1 S1 25 ] - |ok|ok|66,1]8,2]0,52 ok]|ok -
Boldenona S1 25 ]1,14| ok | 0k |106,/24,1]0,94| 0k | - -
Boldenona-M1 S1 2,5 - | ok | ok|102,{21,0]0,53| 0k | - -
Boldiona S1 2,5 - | ok |ok|117,/22,9]0,18| 0k | - -
Brombuterol S3 20 ]0,21| ok |ok|53,5/58]| - | -] - -
Buprenorfina S7 25 10,13| ok [0k|78,2|17,3] - | - | - -
b-Zearalenol S1 1 ]0,21|0k|ok|65,1/10,6] - | - | - -
Calusterona S1 2,5 - | ok |ok|85,1| 5,2 10,42| ok | ok -
Calusterona-M1 S1 2,5 - | ok | ok|56,3| 9,1 ]0,54| ok | ok -
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| LECD o

Tabela 10.1. Resultados obtidos para cada analito monitorado (com material de

referéncia disponivel) — Continuacao

TBME pentano

= 5| o S <l 7| S o

- 2 |EZ| E|B|e|eSSq E|B|e 2
Substancia 3 J3] 2 |8|¢ 2 = al 2|2 g o 2
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Carfedon S6 50 ]17,18| ok |ok|16,4| 8,1 - -] - -
Carteolol P1 50 |26,4| 0k |0k|354|119] - | -| - -
Clembuterol S1.2| 0,2 10,14 | ok |0k |89,1| 5,8 |0,06| ok | ok -
Clostebol P S1 2,5 10,27| ok |ok|64,2{158] - | - | - -
Clostebol-M1 S1 25 ]0,56| ok |0k|70,4/136] - | - | - -
Codeina (monitoramento) |S7 25 ]13,28]| ok | ok |65,8| 7,2 - - - -
Danazol-M1 S1 25 10,84 | ok |ok|73,6/10,3] - | - | - -
DHCMT S1 2,5 - | ok |ok|66,3| 7,1 ]0,07|0k| - -
DHCMT EpiM4 S1 2,5 - - - - - 10,07| ok | - -
DHCMT M3 (LTM) S1 0,4 - |ok | -1]46,4/25,0]0,04|0k| - -
DHCMT M4 S1 2,5 - ok |ok| - - 10,29|0k | - -
Dihidrotestolactona-M2 S4 20 - - - - - 10,64| ok | ok -
DMT P S1 2,5 10,42 | ok | 0k |19,2/10,8]0,19| ok | ok -
Drostanolona S1 2,5 10,57| ok | 0k|69,3]13,3]0,07| ok | - -
Drostanolona M1 S1 2,5 10,93| ok |0k |63,2/11,1]0,58| ok | - -
EMD S1 2,5 10,87 | ok |ok|74,7| 8,4 ]10,32|ok| - -
Epiandrosterona-1 S1 2,5 - | - - - - 1147/ 0k| - -
EpiMTD S1 2,5 10,5 | ok |0k|89,9/12,6]0,23| ok | - -
EpiOXD S1 25 11,92| ok |0k|61,0/22,8]0,47| 0k | - -
Estembolona S1 2,5 10,93 ok | 0k [66,2|21,5]0,71| ok | - -
Etamivan S6 50 |11,75| ok | 0k|61,6] 6,2 - -] - -
Etilefrina S6 50 |23,64| ok |0ok|26,8{12,4] - | - | - -
Etilestrenol S1 25 1052| 0k [0k|16,1|19,4] - | - | - -
Etisterona S1 25 ]10,56| ok |ok|72,3|10,5] - | - | - -
Exemestano-M S4 20 |7,46| ok |ok|58,9|14,1] - | - | - -
Fenoterol CN metileno S3 20 ]11,45| ok |ok]| - - - -] - -
Fenoterol penta-TMS S3 20 ]3,53| ok |ok|45,1(24,2] - | - | - -
Fenoterol tetra-TMS S3 20 13,78| ok |0ok|39,6{115] - | - | - -
Fluoximesterona S1 2,5 10,56| ok | ok|63,8| 6,2 - - - -
Fluoximesterona-M?2 S1 25 ]0,19| ok | 0k |65,1| 6,6 - -] - -
Fluoximesterona-M3 S1 2,5 10,68 ok | 0k |60,1| 7,7 - -] - -
Formebolona M2 S1 2,5 10,15| ok |0k [86,2] 4,2 - - - -
Formestano S4 50 10,54| ok |ok|76,3|21,0] - | - | - -
Hidrocodona S7 25 13,29| 0ok | - - - - -] - -
Hidromorfona S7 25 | 2,74| ok | ok|41,2| 8,5 - - - -
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Letrozol M S4 20 ]11,28]| ok |ok|64,5| 8,9 - -] - -
M1T S1 25 10,93 | ok |0k |92,2| 6,4 - -] - -
Mabuterol S4 20 ]1,45| ok |0k|53,6] 6,2 - -] - -
MENT-7 S1 2,5 10,57 | ok | ok |53,8/16,9]0,43| ok | ok -
MENT-7-M1 S1 2,5 - ok | 0k |55,6/18,4]0,59| ok | ok -
Mestanolona S1 2,5 ]10,29| ok | 0k |90,2| 3,3 - -] - -
Mesterolona S1 2,5 - | ok |ok|[82,8/19,2]0,18|0k| - -
Mesterolona-M1 S1 2,5 - | ok |ok|66,0[14,6]0,52| ok | - -
Mesterolona-M2 S1 2,5 - | ok |ok|70,1/14,2]0,14|0k| - -
Metadona S7 25 16,03| ok |0ok|32,3|129] - | - | - -
Metandriol S1 25 ]0,56| ok |0k|91,7| 3,8 - -] - -
Metasterona S1 25 ]10,89]| ok | 0k |63,5/| 8,3 - -] - -
Metasterona-M1 S1 2,5 10,29| ok |0k |[66,2/20,2] - | - | - -
Metenolona S1 2,5 - | ok | 0k|75,9{13,2]0,07| ok | - -
Metenolona M1 S1 2,5 - | ok |ok|71,9/12,0]0,26|0k | - -
Metilclostebol S1 2,5 10,18| ok |0k |65,0/64] - | -] - -
Metildienolona S1 2,5 - |- - - - 10,53| ok | ok -
Metilestembolona P S1 2,5 11,22 ok |0k|66,1]50] - | -] - -
Metilnortestosterona S1 2,5 - - - - - 10,59| ok | ok -
Mibolerona S1 2,5 - ok |0k |75,4|14,2]0,45| ok | ok -
Mibolerona-M1 S1 2,5 ]10,56]| ok | 0k |77,3/20,0]0,45| ok | ok -
Morfina S7 25 ]13,53| ok | ok| - - - -] - -
MTD S1 2,5 - ok |0k|91,4/11,9]0,07|ok | - -
MTD LTM S1 1 - | ok |ok| - - 10,34| ok | - -
Nandrolona S1 25112 | ok [0k|759]|13,6] - | -| - -
Norboletona S1 2,5 10,18 ok | 0k [69,4|14,6]0,07| ok | ok -
Norboletona-M2 S1 2,5 - ok | 0k |68,6/18,5]0,56| ok | ok -
Norbuprenorfina S7 25 16,17 ok |ok|69,4[16,1] - | - | - -
Norclostebol S1 2,5 10,93 | ok |0k |[60,9/20,6]1,14| ok | ok -
NorEMD (metandienona |[S1 2,5 11,77 | ok | ok |46,9/10,5]0,27| ok | - -
Noretandrolona S1 2,5 10,16 | ok |0k |73,2|15,6]0,64| ok | ok -
Noretandrolona-M1 S1 2,5 - ok | 0k |[71,4/17,0]0,28| ok | ok -
Noretandrolona-M2 S1 2,5 - ok |0k |73,1|17,2]0,75| ok | ok -
Noretandrolona-M3 S1 2,5 ]11,38| ok | 0k|78,1/23,0]0,61| ok | ok -
Noroxandrolona (NorOXD)|S1 2,5 - -l -] - - 10,070k | - -
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Octopamina S6 [1000] 209 | ok [ok| 0,16, 7] - | -| - -
Ospemifeno S4 20 10, 7| ok | -| - - - -] - -
Oxabolona S1 25 10,54| ok |ok|44,2(28,8] - | - | - -
Oxabolona-M1 S1 2,5 10,58| ok |ok|[41,2/35,0] - - - -
OXD S1 25 12,89| ok | 0k|58,7|20,4]1,43| ok | - -
OXD LTM M1 S1 25 ]10,84| ok | 0k|52,0/19,9]0,29| ok | - -
OXD LTM M2 S1 2,5 11,08| ok |ok|51,2(/16,5]0,61| ok| - -
Oxicodona S7 25 |0,75| ok |ok|43,3|15,1] - |ok| - -
Oxilofrina S6 50 |5,53| ok |0ok|10,0{155] - | -| - -
Oximesterona P S1 25 10,25| ok |0k|63,2/6,9] - | -| - -
Oximorfona S7 25 |1,38| ok |0k|33,8{15,6] - | -| - -
Oximetolona LTM-M2 [S1 2,5 - - | - - - 10,21| ok | ok -
Probenecida S5 200 |5,38| ok |ok| 1,4| 9,5 - - - -
Promagnon S1 2,5 10,18| ok |0k|60,3|13,0] - | -| - -
Taleranol S1 1 10,16| ok | 0k|69,3/10,5] - -] - -
Tamoxifeno-M1 S4 20 |0,58| ok |0k|24,7[10,0] - | - | - -
Tamoxifeno-M2 S4 20 ]1,41| ok |ok|21,5(10,2] - | -| - -
Terbutalina S4 20 ]12,09| ok |ok|11,5[53]| - | -| - -
Testolactona-M1 S4 20 - | ok |ok|47,4|21,2]12,31| ok | - -
Testolactona-M2 S4 20 - - | - - - 10,64| ok | ok -
Testosterona-1 S1 25 11,92| ok | 0k|100,|19,2] - - - -
Triantereno S5 20 |2,84| ok |0k|24,31 99| - | -| - -
Zeranol S1 1 ]0,43| ok |ok|71,0/111,5] - | -| - -
Zilpaterol S1 1 ]0.34| ok |ok|58,4] 70] - | -] - -
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Tabela 10.2. Resultados obtidos para cada analito monitorado (com urina de referéncia)

TBME
= —~ ()
. o | £33 | E | B
Substancia Anallfo de ﬁ % E % 2
referéncia = sy c 2
S |8
OXM Ml S1 2,5 4,2 ok
OXM 6bOH OXM LTM2 S1 2,5 0,1 ok
DHCMT EpiM2 S1 2,5 0,7 ok
DHCMT EpiM3 DHCMT  epi- | S1 2,5 0,5 ok
DHCMT M2 M4 S1 2,5 2,3 ok
DHCMT MI S1 2,5 0,5 ok
Fluoximesterona LTM | Fluoximestero | S1 2,5 0,1 ok
Metasterona-M?2 Metasterona S1 2,5 0,7 ok
Metasterona-M3 M1 S1 2,5 1,6 ok
Metenolona LTM Metenolona S1 2,5 0,9 ok
Mesterolona-M3 Mesterolona- S1 2,5 0,7 ok
Mesterolona-M4 (LTM) | M1 S1 2,5 0,1 ok
Clostebol M3 (LTM) Clostebol M1 S1 2,5 4.7 ok

10.d. Conclusdo

Empregando a fonte de ions AEI, foram alcancadas concentracdes de
capacidade de identificacdo mais baixas do que a fonte de ions EIl para os marcadores
mais dificeis de esterdides anabolizantes androgénicos exdgenos (AAS). Além disso,
mesmo para aqueles marcadores de AASs que apresentaram concentracdes de
capacidade de identificacdo iguais para ambas as fontes de ions, a fonte de ions AEI
permite sua identificacdo mais confortavelmente do que a fonte de EI convencional. O

objetivo do projeto foi alcancado.
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Il — A VISAO DA COORDENACAO GERAL

lla. Avaliacédo Geral do Andamento do Projeto

Como infelizmente ja é tradicdo em desenvolvimento de projetos de pesquisa no
Brasil, a aquisicdo de insumos e afins foi um desafio para a realizacéo e finalizacdo dos
subprojetos aqui apresentados.

A dinamica das aquisi¢coes de tais materiais, em se tratando do desenvolvimento
de Ciéncia é, reconhecidamente, um entrave. Entretanto, pela tramitacdo natural dos
processos, 0s materiais necessarios para concluséao dos projetos foram adquiridos.

Fica aqui registrado o agradecimento especial para a equipe administrativa do
LBCD — LADETEC pelo empenho e dedicacdo na superacdo dos entraves burocraticos
ao longo do percurso.

Este Relatério Final tem a vocacao de apresentar o alcance integral dos objetivos
propostos, com a obtencdo de varios resultados tangiveis, como artigos cientificos,
dissertacbes de mestrado, teses de Doutorado, novos meétodos e atualizacdes
metodolégicas que, hoje, sdo uma realidade.

Merece destaque os resultados de varios subprojetos viabilizados pela Autoridade
Brasileira de Controle de Dopagem apresentados em eventos cientificos nacionais e
internacionais, contribuindo para colocar a NADO brasileira na posi¢céo de vanguarda no
sistema antidopagem internacional.

Uma vez consolidados todos os resultados, e considerando a atualizacdo do
contexto técnico-cientifico-regulatério natural decorrido dois anos do inicio do projeto,
declara-se que o mesmo se encontra 100% completo.

Para os projetos que tiveram seus cursos parcialmente corrigidos ao longo do
desenvolvimento, cabe a perspectiva de que tal fato ndo deve ser interpretado com
estranheza. Em determinados casos, notadamente as discussfes regulatorias nao
evoluiram na mesma velocidade dos avancos cientificos. Neste contexto, o projeto
evoluiu até onde foi cientificamente possivel, sem prejuizo conceitual da proposta
original.

Uma avaliacdo do avanco de cada subprojeto é apresentada na Figura 1.1

312



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO )
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

Completude dos Subprojetos
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Figura II.1 Completude de cada subprojeto.

313



@ UFRJ - INSTITUTO DE QUIMICA @
LABORATORIO DE APOIO AO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

lIb. Produtos de Perspectivas em cada Subprojeto

SUBPROJETO 1. Dopagem sanguinea — |. Aprimoramentos na detec¢cdo de
transfusGes homadlogas

Visdo Geral

Observou-se o incremento do nimero de antigenos, e consequente aumento da
abrangéncia de detecc¢éo, do método de transfusdo homologa no LBCD, ja oferecido em
rotina para a Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem (ABCD).

Testes de concentracdo foram realizados com sucesso, permitindo o aumento da
abrangéncia metodoldgica observada no LBCD.

Considerando-se os casos de HBT registrados nos Jogos Olimpicos de 2020, bem
como casos ja observados no proprio LBCD em amostras de outras Autoridades de
Testes, reforca-se a recomendacao do aumento progressivo do niumero de requisicdes
de analises para HBT.

A inclusdo de mais antigenos reduz significativamente a chance de resultados
falso negativos.

Como resultado prético da realizacdo do projeto, afirma-se que o LBCD encontra-

se na vanguarda da detecc¢éo da transfusdo homologa.

Produtos derivados da realizacdo do subprojeto

Produto 1: Método de HBT com 13 antigenos, mais abrangente, capaz de impactar

positivamente no Sistema Antidopagem Brasileiro.

Produto 2: Artigo Cientifico. Titulo: “Minor Red Blood Cells Antigens Phenotyping of
Athletes Sampled in International Competitions” Situag&o: Ja submetido a avaliagdo dos
pares. Jornal: Drug, Teste and Analysis.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 2. Dopagem sanguinea — Il. Desenvolvimento de estratégia para

deteccéao de Transfuséo autéloga
Viséo Geral

A dopagem via Transfusdo Autbéloga é um dos grandes desafios da ciéncia
antidopagem. No projeto, adotou-se a estratégia da busca por biomarcadores da
imunomodulacdo desencadeada pelo armazenamento de sangue. Tal estratégia tem
potencial concreto na deteccdo da Transfusdo Autdloga. Notadamento, o subprojeto
apresenta vies fortemente académico.
Produtos derivados da realizacdo do subprojeto
Produto 1: Artigo cientifico ja publicado. Titulo: “Extracellular vesicles from stored red
blood cells convey heme and induce Spic expression on human monocytes”. Jornal:
Frontiers in Immunology, 2022. doi: 10.3389/fimmu.2022.833286

Nota: O LBCD financia desdobramento do Subprojeto 2 com recursos proprios.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 3. Amostragem tipo Dried Blood Spot - I. Uma alternativa de
amostragem de amostras visando a detec¢cao de dopagem genética

Viséo Geral

Notadamento, o subprojeto apresenta vies fortemente académico, considerando
a falta de diretriz efetiva da WADA na utilizacdo de DBS para tal fim. Entretanto, uma vez
incorporado, o DBS pode abrir perspectivas interessantes como ferramenta de colega de
amostras destinados a andlises visando a deteccao de dopagem genética.

Produtos derivados da realizacdo do subprojeto

Produto 1: Acimulo de informacg6es académicas relacionados a abrangéncia do método
e estabilidade dos potenciais analitos.

Nota: Antes da consideracdo de novas iniciativas, € importante que a Agéncia Mundial
Antidopagem estabeleca claramente a aplicabilidade das matrizes poliméricas secas

em meétodos de biologia molecular, aplicadas ao controle de dopagem no esporte.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 4. Amostragem tipo Dried Blood Spot - Il - Deteccdo de agentes
dopantes proibidos em competicao

Viséo Geral

O projeto teve como foco as substancias proibidas Em Competicdo, com Minimum
Reporting Limit definido. Isso agrega ao projeto um vies académico, considerando que
atualmente ndo existe um critério definido pela WADA para a configuracdo de um
Resultado Analitico Adverso para tais empregando DBS. EM alinhamento com a desicdo
estratégica da ABCD, o suporte Mitra foi avaliado nesta etapa do projeto.

Ressalta-se que o0s resultados do subprojeto tem potencial para agragar
conhecimento na geracao dos critérios supracitados.

O Amostrador sera avaliado na préxima etapa do projeto.

Produtos derivados da realizacdo do subprojeto

Produto 1: Desenvolvimento de método em matriz DBS polimérica a ser oferecido como
produto a Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem.

Produto 2: Participacdo discente em evento divulgacao cientifica.

Produto 3: Apresentacdo sendo preparada para o Manfred Donike Workshop 2024.

Nota: O LBCD desenvolve projeto de desdobramento com recursos proprios.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 5. Amostragem tipo Dried Blood Spot - Ill. Comparacéo das janelas
de deteccéo entre amostragem do tipo DBS e DPS

Visdo Geral

A rapida coleta e o baixo custo de transporte das amostras de DBS quando
comparada com as coletas tradicionais de urina e sangue podem proporcionar uma maior
frequéncia de amostragem no controle de dopagem para a analise de ésteres de
testosterona. Essa estratégia em conjunto com as informacdes obtidas pelo passaporte
esteroidal potencializam a probabilidade de detectar o abuso de testosterona no ambito
do esporte.

A validacdo completa do método foi concluida. Apds avaliagdo de ésteres de
testosterona, o0 método desenvolvido no LBCD apresenta abragéncia comparavel aos
hora descritos na literatura.

A injecdo de um volume maior de amostra usando o injetor Programmable
Temperature Vaporizing (PTV) assim como a utilizacdo do LC-HRMS “by passing” a
etapa de derivatizagdo foram avaliados com relacdo ao potencial aumento nos limites de
deteccdo (LODs) dos métodos analiticos empregados para analise dos ésteres de
testosterona. O projeto ja tem aprovacdo do comite de ética em pesquisa (CEP) para

obtencdo de amostras reais.

Produtos derivados da realizacdo do subprojeto

Produto 1: Desenvolvimento de método em matriz DBS polimérica a ser oferecido como

produto a Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 6. Investigacdo da possibilidade de dopagem acidental por
higenamine como resultado da dieta

Visdo Geral

Cerca de 50% dos frutos (Graviola) ndo apresentaram higenamina. Os outros 50%
apresentaram concentracdes que ndo resultaram em um Resultados Analitico Adverso,
considerando os critérios atuais estabelecidos pela WADA.

O estudo foi ampliado para outros frutos geneticamente relacionados a graviola
(Fruta do Conde). Foi estabelecido colaboragdo com o Laboratério de Colénia, também
acreditado pela WADA.

Mesmo ampliando-se 0 numero de voluntario, bem como a diversidade genética
do grupo, os estudos de excrecéo resultado do projeto ndo geraram resultados analiticos
adverso.

O objetivo principal do projeto, ou seja, responder a hipétese de razoabilidade de
geracdo de um resultado analitico adverso pelo consumo de graviola foi atingido,

colaborando com o Tribunal do Esporte em situagcéo de casos futuros.

Produtos derivados da realizagdo do subprojeto

Produto 1: Apresentacao oral no Manfred Donike Workshop 2022.

Produto 2: Publicacdo de artigo cientifico. Titulo: Investigations into Annona fruit

consumption as a potential source of dietary higenamine intake in the context of sports.

DOI: 10.1002/dta.3558. Drug Testing and Analysis

Produto 3: Segundo informacdes, os resultados foram utilizados para dirimir dividas em

relacdo ao caso de um atleta cuja Autoridade de Teste foi a ABCD.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 7. Estudo de metabolismo de agentes dopantes — Modelo in vivo
Zebrafish

Visdo Geral

O projeto contribuiu na validagcdo de uma ferramenta para estudo do metabolismo
e agentes dopantes. O modelo em questéo gera colecbes de referéncia, passiveis de
utilizacdo como controle de qualidade metodoldgicos em analises de amostras onde a
ABCD é Autoridade de Teste. Uma vantagem adicional é a velocidade de geracédo da
informacéo metabdlica, a baixo custo e sem exposicdo de voluntario humanos a

substancias com toxicidade nao estudada.

Produtos derivados da realizagdo do subprojeto

Produto 1: Artigo Cientifico. Titulo: “Phase Il stanozolol metabolism study using the
zebrafish water tank (ZWT) model”. Jornal: Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113886

Produto 2: Apresentacéao Oral em evento internacional. Manfred Dokine Workshop 2022.
Titulo: Diving into the study of metabolism of SARMs through Zebrafish Water Tank

(ZWT) — A proof-of-concept comparing water tank and blood analysis.

Produto 3: Artigo Cientifico ja submetido. Titulo: How to Study the Metabolism of SARMs
through Zebrafish Water Tank (ZWT)? —A proof-of-concept comparing water tank and
blood.

Produto 4: Apresentacédo do projeto em formato poster: "Zebrafish Water Tank model as
tool to evaluate phase | and Il metabolites of Methyltestosterone" - 3rd Iberoamerican
Conference on Mass Spectrometry - 3rd IBERO, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,

dezembro de 2022. Contemplado com o premido de melhor trabalho na categoria poster.
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Produto 5: Apresentacgao do projeto em formato de poster: “Metabolism study of selective

estrogen receptor modulator Tamoxifen through the Zebrafish Water Tank Model” — 35°
Congresso Latinoamericano de Quimica/61° Congresso Brasileiro de Quimica —
35°CLAQ/61°CBQ — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Novembro de 2022.

Produto 6: Apresentacao do projeto em formato de poster: Zebrafish Water Tank Model
for the study of xenobiont metabolism: systematic analysis of environmental parameters
— 35° Congresso Latinoamericano de Quimica/61° Congresso Brasileiro de Quimica —

35°CLAQ/61°CBQ — Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Novembro de 2022.

Produto 7: Dissertacdo de Mestrado. Programa de POs-Graduagdo em Quimica —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Discente: Laryssa Santos.

Produto 8: Dissertacdo de Mestrado. Programa de PéOs-Graduacdo em Quimica —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Discente: Renan Aquino.

Produto 9: Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduacdo em Quimica —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Discente: Beatriz Hoffman.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 8. Implementacédo de novos alvos para analise por espectrometria
de massas por razao isotopica - Il. Confirmacdo de prednisolona, prednisona e
cortisol por IRMS.

Viséo Geral

O projeto contribuiu na validagdo de uma ferramenta de aprimoramento de
diagnodstico para administracéo de testosterona e precursores.

O projeto oferece ainda solucdo cientifica para o uso de substancias que
potencialmente impedem o diagndstico da analise por IRMS por impactar os valores de
delta de C13 do prednanodiol.

Produtos derivados da realizagdo do subprojeto

Produto 1: Ampliacdo da abrangéncia do método de IRMS aplicado a amostras onde a
ABCD é Autoridade de Teste.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 9. Estabelecimento do intervalo de referéncia urinario do agente

dopante Cobalto na populacédo brasileira por espectrometria de massas

Visdo Geral

O Cobalto é reconhecidamente um indutor da producéo de fatores que estimulam
a eritropoiese, com claro potencial como agente dopante e, por isso, incluido na lista da
WADA. A comunidade ainda carece de regulacdo apropriada para interpretacéo do
resultado adversos pelo abuso de Cobalto.

Com o desenvolvimento do subprojeto, o LBCD fica vanguarda da comunidade
cientifica antidopagem, sendo capaz de oferecer a ABCD andalises de cobalto em urina,

de forma eficiente e observando a necessaria economicidade.

Produtos derivados da realizagdo do subprojeto

Produto 1: Apresentacado do projeto em formato poster: “Detection of cobalt in human
urine by liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry for anti-
doping control purposes” - XXII Brazilian Congress of Toxicology — CBTox, Balneario

Camboril, Santa Catarina, Maio de 2022.

Produto 2: Apresentacdo do projeto em formato poster: "Cobalt(lll) 1,1-dithiolate
complexes: a DFT study of their spectroscopic and structural properties” — 452 Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica — 452 RASBQ, Maceio, Alagoas, Junho de
2022.

Produto 3: Apresentacao do projeto em formato poster: “Structural and spectroscopic
properties of nickel(ll) and palladium(I1) diethyldithiocarbamates complexes: a DFT study”
— XX Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry, XX BMIC, Bento Goncalves, Rio Grande
do Sul, Setembro de 2022.

Produto 4: Apresentacao do projeto em formato poster: “Validation of an analytical

method to confirm the presence of cobalt in human urine by LC-MS for anti-doping
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purposes” — 20° Encontro Nacional de Quimica Analitica, 20° ENQA, Bento Goncalves,

Rio Grande do Sul, Setembro de 2022. Contemplado com o premido de melhor trabalho

na categoria “Sample Preparation”.

Produto 5: Apresentacdo do projeto em formato oral: Deteccdo de Cobalto em urina
humana na forma de complexos dietilditiocarbamato por espectrometria de massas de

alta resolucédo” — | Encontro de Pesquisadores Antidopagem, virtual, Novembro de 2022.

Produto 6: Apresentacgao do projeto em formato poster: “How can Design of Experiments
help in the development of analytical methods? An application for detection of cobalt in
urine by liquid chromatography-mass spectrometry” — 35° Congresso Latinoamericano

de Quimica e 61° Congresso Brasileiro de Quimica, Rio de Janeiro, Novembro de 2022.

Produto 7: Apresentagao do projeto em formato poster: “Density Functional Theory as a
powerful tool for predicting structures and properties of inorganic complexes: application
to tris(diethyldithiocarbamate)rhodium(l11)” — 35° Congresso Latinoamericano de Quimica
e 61° Congresso Brasileiro de Quimica, Rio de Janeiro, Novembro de 2022.

Produto 8: Apresentagao do projeto em formato poster: “Digestdo assistida por micro-
ondas aplicada a quantificacdo de cobalto em urina humana por CL-EM com enfoque no
controle de dopagem” — | Encontro do Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, Rio de

Janeiro, Dezembro de 2022.

Produto 9: Apresentacédo do projeto em formato poster: “Microwave-assisted digestion
for cobalt quantification as diethyldithiocarbamate derivatives in human urine by LC-MS:
an application in doping control” — 3™ Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry,

Rio de Janeiro, Dezembro de 2022.

Produto 10: 41" Cologne Workshop on Dope Analysis — Colonia, Alemanha> Planejado:
Fevereiro de 2023.
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Produto 11: Desenvolvimento de tese de Doutorado — Programa de Pds-Graduagao em
Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Discente:

Vanessa Santos Farelo.

Status: Concluido.
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SUBPROJETO 10. Aumento da sensibilidade de métodos de deteccéo. lonizacéo
por elétrons avancada, como estratégia analitica para o aumento da sensibilidade
na analise de esteroides anabdlicos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas

Produtos derivados da realizacdo do subprojeto
Produto 1: Método com maior sensibilidade jaimplementado, validado e acreditado para
uso no LBCD. Agrada-se o recebimento de outras fontes de ionizacao para que todos 0s

sistemas de CG-EM-EM do LBCD sejam contemplados com o método.

Status: Concluido.

A Coordenacdo Geral estd a disposi¢cdo, caso alguma informacdo adicional seja

necessaria.

Prof. Henrigue Marcelo Gualberto Pereira, DSc.
Coordenador Geral do Projeto
Diretor — Laboratorio Brasileiro de Controle de Dopagem
Universidade Federal do Rio de Janeiro
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