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RESUMO

Este trabalho envolveu a otimizagdo e validacdo de trés métodos multirresiduos para
andlise de substancias de acdo anabolizante em musculo, pelo e soro bovino por LC-
MS/MS. As duas Ultimas matrizes também foram avaliadas por meio de um
procedimento de experimentacdo animal envolvendo a administracdo de formulacbes
comerciais de anabolizantes em animais bovinos. O desenvolvimento do método para
musculo bovino contemplou um total de 39 analitos, pertencentes as classes dos
esteroides, estilbenos e laconas do &cido resorcilico. O método foi aplicado neste
trabalho para a analise exploratoria de 80 amostras de musculo bovino provenientes do
Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes Animal do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil e de programas especificos de
importacdo de carnes, em que foram reportadas as faixas de concentracGes obtidas para
os anabolizantes detectados. Um total de 25 esteroides e ésteres de esteroides foi
validado para a matriz pelo bovino e 30 para soro bovino. Oito animais foram
submetidos a tratamento com inje¢Oes intramusculares de formulacGes comerciais
contendo propionato de testosterona e undecilenato de boldenona. Amostras de pelo,
soro e urina foram coletadas desses animais, sendo que outros quatro foram mantidos
sem tratamento hormonal durante a execucdo do experimento. A urina, matriz
tradicionalmente empregada nos programas de monitoramento de anabolizantes, foi
comparada com as demais. Detectaram-se os analitos administrados apenas em amostras
de pelo coletadas préximo ao local de aplicacdo das injecGes. Na matriz soro, as formas
parentais esterificadas foram detectadas por um periodo de até 11 dias ap6s o inicio do
tratamento. Os metabdlitos desses compostos foram detectados em soro e urina, sendo
que os derivados da boldenona apresentaram maiores janelas de detecgdo em soro, que

provou ser uma matriz adequada para inclusdo no monitoramento de anabolizantes.

Palavras Chave: residuos de anabolizantes; animais bovinos; mdsculo; pelo; soro;

LC-MS/MS; fiscalizacdo agropecuaria.



ABSTRACT

This work involved the optimization and validation of three multi-residue methods for
the analysis of anabolic substances in muscle, hair and bovine serum by LC-MS/MS.
The last two matrices were also evaluated by an animal experimentation procedure
involving the administration of commercial anabolic formulations in bovine animals.
The development of the bovine muscle method comprised a total of 39 analytes
belonging to the resorcylic acid lactone, steroid and stilbene classes. The method was
applied in this work in the exploratory analysis of 80 bovine muscle samples from the
National Plan of Residues and Contaminants Control of Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply of Brazil and specific meat import programs, where the
concentration ranges obtained for the detected anabolic steroids were reported. A total
of 25 steroids and steroid esters were validated for bovine hair and 30 for bovine serum.
Eight animals underwent treatment with intramuscular injections of commercial
formulations containing testosterone propionate and boldenone undecylenate. Hair,
serum and urine samples were collected from these animals, and four others were kept
without hormonal treatment during the experiment. This latter matrix, traditionally used
in anabolic monitoring programs, was compared with the others. The detection of the
studied analytes in hair was observed only in hair samples collected near the injection
site. The serum matrix was able to detect esterified parental forms for up to 11 days
after initiation of treatment. The metabolites of these compounds were detected in
serum and urine, where boldenone metabolites presented larger detection windows in
serum, which proved to be a matrix suitable for implementation in monitoring programs

regarding to anabolic substances.

Keywords: residues of anabolic substances; bovine animals; muscle; hair; serum;

LC-MS/MS; agricultural inspection.
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Capitulo 1

Monitoramento de Residuos de Medicamentos

Veterinarios



1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Residuos de Medicamentos Veterinarios

A constante intensificacdo dos processos de globalizacdo do comércio
agropecuario tem levado ao aumento da criacdo de animais destinados a producdo de
alimentos, juntamente com o objetivo de se maximizar o rendimento com menores
custos. Para essa finalidade, destacam-se praticas como a selecdo genética de
determinadas linhagens de animais, a selecéo das dietas alimentares dos mesmos e das
pastagens, o0 uso de aditivos a ragdo animal, tais como vitaminas e oligoelementos, e 0
uso de medicamentos veterinarios (KOOLE, 1998, RONQUILLO, 2017). Além disso,
0s animais também podem ser expostos a outras classes de substancias, tais como
pesticidas e contaminantes ambientais, como 0s compostos organohalogenados,
micotoxinas, dioxinas e bifenilas policloradas (PCBs), que podem ter sua origem no ar,

no solo, na 4gua ou na alimentacdo (IRELAND, 2015).

No caso especifico dos medicamentos veterinarios, o uso dos mesmos esta
relacionado a trés finalidades principais: terapia, prevencdo de doencas e promocao de
crescimento. Entretanto, os consumidores podem ser potencialmente expostos aos
residuos dessas substancias através do consumo de alimentos derivados de animais
tratados. Isto inclui carne e produtos a base de carne das principais espécies alimentares
(bovinos, ovinos, caprinos, suinos, peixes e aves), bem como leite, ovos e mel. No caso
dos medicamentos veterinarios licenciados, as condi¢des de dose, periodo de tratamento
e de retencdo especificados antes do abate, devem ser respeitadas, de acordo com as
recomendacdes de uso aprovadas, para que 0S seus residuos estejam presentes nos

alimentos em niveis seguros aos consumidores (IRELAND, 2015).

1.1.2 Substancias de A¢ao Anabolizante

As substéncias de acdo anabolizante sdo aquelas que aumentam a retencdo de
nitrogénio proteico e ndo proteico (ureia) presentes nos alimentos, diminuindo a fragdo
desses compostos eliminados nas fezes e urina. Dessa forma, 0 processo de sintese
proteica nos musculos esqueléticos € aprimorado, com consequente ganho de massa
muscular e peso (HAF, 2006).



Os esteroides sdo compostos que apresentam como estrutura fundamental o
nucleo ciclopentanofenantreno, sendo derivados da 17f-testosterona (BTE) (Figura 1.1),
que por sua vez e sintetizada naturalmente a partir do colesterol. Esse grupo pode ainda
ser subdividido em esteroides naturais, como andrdgenos, estrogenos, progestagenos e
corticoesteroides, e esteroides sintéticos ou xenobidticos, como etinilestradiol (ETE),
trembolona, metiltestosterona (MTT), metenolona (MTN), dentre outros (HAF, 2006,
GONZALEZ, 2017).

OH

Tl

Figura 1.1: Estruturas do anel ciclopentanofenantreno e da 17-testosterona.

De forma geral, o0 mecanismo de acdo de todos 0s hormdnios ocorre por meio da
ligacdo especifica dos mesmos a receptores presentes nas células alvo. Esses receptores
sdo proteinas que desencadeiam reacBes modificadoras do metabolismo celular, por
meio de mudancas conformacionais relacionadas a essa ligagdo. A maioria dos
esteroides atravessa as membranas plasmaticas e tem seus receptores localizados no
nacleo celular. O complexo ativado horménio-receptor se une a regides especificas do
DNA para ativar ou inativar determinados genes, afetando seletivamente o processo de
transcricdo celular e a producdo do RNAm (RNA mensageiro) respectivo, que é entao
traduzido nos ribossomos relacionados a sintese proteica especifica da célula em
questdo (GONZALEZ, 2017).

O metabolismo dos esteroides envolve principalmente as reacOes de fase I e II.
As reacOes de fase | geralmente convertem o esteroide em compostos mais polares,
através de reacgdes catalisadas enzimaticamente (oxidacdo, reducdo ou hidroxilacdo),
para inativar o farmaco e facilitar a sua eliminagdo do corpo. A principal reacdo desse

grupo engloba os esteroides 3-ceto-4-eno, como a testosterona, envolvendo a redugéo da



ligacdo dupla C-4,5. As enzimas que catalisam essas reagdes, Sa-redutase e 5p-redutase,
estdo localizadas principalmente no figado, sendo a 5a-redutase no reticulo
endoplasmatico e a 5p-redutase no citoplasma (KOOLE, 1998; GONZALEZ, 2017).

As reacdes de fase I, que também sdo chamadas de reacbes de conjugacéo,
atuam para acoplar o esteroide ou seu metabdlito com o acido glucurdnico ou com um
grupo sulfato (glucuronacéo ou sulfatacdo). A conjugacgéo ajuda a eliminar o esteroide
do organismo, principalmente por via renal ou pelos acidos biliares. Ambas as reagdes
de conjugacdo sdo controladas enzimaticamente, a glucuronidagédo envolvendo o acido
UDP-glucurdnico como um substrato, e a coenzima 3'-fosfoadenosina-5'-fosforosulfato
(PAPS) atuando na fosfatacdo (GONZALEZ, 2017, SCHANZER, 1996).

1.1.2.1 Estrogenos e Progestagenos

Os estrogenos e progestagenos regulam o ciclo menstrual em mulheres adultas,
onde os primeiros sdo mais importantes na primeira metade do ciclo e 0s segundos na
segunda fase, sendo responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas femininas
(KOOLE, 1998). Os estrogenos possuem em sua estrutura um grupo fendlico, ao passo
que para 0s progestagenos esse grupo € substituido por uma cetona. Os estrogénios
naturais sdo 17a-estradiol (aES) e 17B-estradiol (BES), estrona, estriol e equilin. A
forma do estradiol predominante no organismo humano ¢ a 3, sendo cerca de 40 vezes
mais ativa que a a (KOOLE, 1998). Devido ao fato de fazerem parte do processo
reprodutivo em animais e seres humanos, 0s estrogénios sao amplamente empregados
como contraceptivos (inibidores do processo de ovulacdo) em terapias de reposicdo
hormonal, tratamentos de céanceres de préstata e de mama, e em tratamentos para
calvicie masculina (NETO, 1998).

O mecanismo de a¢ao anabolizante dos estrogenos naturais como o BES, e dos
semissintéticos como o dietilestilbestrol (DES) e zeranol (ZER), envolve processos
multiplos ainda ndo totalmente esclarecidos, como 0 aumento de proteinas plasmaticas,
aumento da secre¢do do hormonio do crescimento e da insulina, redugdo na sintese de
corticoesteroides, estimulacdo da glandula pituitaria para producdo de somatotropina
(horménio do crescimento), além da ligacdo especifica a receptores estrogenos nas
células alvo (KOOLE, 1998; NETO, 1998).



Os hormonios progestagenos sdo amplamente usados em programas de
sincronizacdo da ovulagcdo em animais desde a década de 1940, quando eram aplicados
na forma de injegdes (SAVIO, 1998). Atualmente, esses hormonios sdo administrados
sob as formas de implantes subcutaneos de progesterona e por meio de dispositivos
liberadores de progesterona intravaginal. A partir da década de 1950, varios
progestagenos, ativos por via oral foram sintetizados, como o0s acetatos de melengestrol
(AME) e de medroxiprogesterona (MPR), o 6-metil-17-acetoxi-progesterona e o acetato
de clormadinona (ACC). Outros exemplos de progestagenos empregados incluem o
acetato de megestrol (MEG), norgestrel, noretisterona e fluorogesterona
(MADUREIRA, 2001).

Além de atuarem nos processos reprodutivos animais, 0Ss progestagenos
apresentam também um efeito anabdlico, porém, normalmente bem menos pronunciado
que o das outras classes de esteroides. Além de se ligarem a receptores progestagenos
especificos, sabe-se que também possuem a habilidade de ligarem-se a receptores
androgénicos e estrogénicos, aumentando, por exemplo, a biodisponibilidade de

androgenos e estrogenos usados em combinacdo com os mesmos (PETTES, 2014).

Deve-se considerar que progestagenos recentemente sintetizados, como o ACC e
0 MPR, possuem, além do efeito anabdlico, acdo antiandrogénica e antiestrogénica.
Esses dois ultimos mecanismos resultam do bloqueio dos receptores androgénicos e
estrogénicos, e¢ da redu¢do da atividade da enzima So-redutase, envolvida no
metabolismo dos esteroides, como, por exemplo, na conversio da PTE na
dehidrotestosterona (DHT), um esteroide androgénico mais potente. Dessa forma,
pode-se conseguir um aumento de massa muscular na criagdo animal, combinado a um
efeito contraceptivo ou de sincronizacdo de estro, sem os efeitos colaterais indesejaveis

relacionados a masculinizacdo animal ou a feminilizacao de fetos (RAUDRANT, 2003).

1.1.2.2 Androgenos

Os andrégenos, ou androgénios, exercem o0s seus efeitos em tecidos
reprodutivos, mausculos, ossos, foliculos capilares, figado, rins e nos sistemas
imunitarios e nervosos centrais (MOORADIAN, 1987). Os efeitos androgénicos destes

hormonios podem ser considerados como aqueles associados & masculanizagdo, e 0s



anabdlicos como aqueles associados a sintese proteica nos musculos esqueléticos e

0SS0sS.

O andrégeno secretado em maior quantidade ¢ a BTE, que no homem ¢
produzida principalmente nas células de Leydig dos testiculos. Os ovarios e as
glandulas suprarrenais, em ambos os sexos, produzem uma pequena quantidade de BTE,
mas secretam androgenos mais fracos, como a desidroepiandrosterona (DHEA) e a
androstenodiona, que tém importancia fisiolégica nas mulheres, ao sofrerem uma
conversdo em androgenos mais potentes, como a BTE e a Sa-dihidrotestosterona (DHT)
(KICMAN, 2008).

Em termos de tratamento animal, e em humanos, a BTE ¢é considerada um
anabolizante fraco, pois quando ingerido por via oral é rapidamente degradado no
figado e nas paredes do intestino, sendo que apenas pequenas quantidades atingem a
circulagdo sistémica. Adicionalmente, quando a BTE € usada em preparacoes injetaveis,
o0s niveis eficazes deste farmaco ndo sdo sustentados por um longo prazo (WILSON,
1988). A fim de maximizar a eficacia anabolizante, sobrepondo-se a atividade anabolica
aos demais efeitos androgénicos, a estrutura quimica de base da testosterona é
geralmente modificada por: 1) esterificagdo no grupo 17B-hidroxila; 2) alquilagdo na
posi¢do 17a ou 3f; 3) modificacdo nos carbonos 1, 2, 9 ou 11 da estrutura em anel do

esteroide (WILSON, 1988, KICMAN, 2008).

A atividade oral pode ser conferida por substituicdo do hidrogénio na posicdo
170 por um grupo metila ou etila, para a sintese dos esteroides anabodlicos 17a-
alquilados (ex. 17a-metiltestosterona (MTT) e metildrostanolona). A substituicdo do
grupo alquila previne a desativacdo do esteroide pelo metabolismo de fase I, impedindo

estericamente a oxidac¢ao ou redugao da hidroxila na posi¢do 17p (KICMAN, 2008).

1.1.2.3 Origem Endogena x Exogena

Com relacdo a origem enddgena ou exdgena de esteroides, deve-se notar que 0s
anabolizantes 17p-boldenona (BBO), 17B-nandrolona (BNAN) e ZER (incluindo seu
isdbmero taleranol -TAL), antes tidos como esteroides exdgenos, também podem ser
encontrados em animais ndo tratados com os respectivos medicamentos veterinarios. O

principal metabdlito da PNAN, 17a-nortestosterona (aNAN), foi detectado na maioria



das amostras de urina tomadas durante a ultima metade da gravidez em vacas, e em
novilhos recém nascidos em um trabalho publicado por DE BRABANDER e
colaboradores (1994). Além disso, ambos os isdmeros também foram identificados em
amostras de bovinos machos e fémeas ndo prenhas, além de equinos (KENNEDY, 2009
e HOUGHTON, 2007). No caso de porcinos, apenas o isomero BNAN ¢ encontrado,

devido a auséncia da enzima isomerase correspondente (SCARTH, 2009).

No caso do BBO, esteroide androgénico que difere da BTE apenas pela presenca
de uma ligagdo dupla na posi¢ao 1, tanto as formas o quanto P ja foram detectadas em
diversas espécies de animais controle ndo tratados, incluindo bovinos e suinos, sendo
que no caso destes apenas a forma [ ¢ encontrada devido a auséncia da enzima
isomerase em suinos (DE BRABANDER, 2004). Destaca-se que essa deteccdo de
ambos isdbmeros da boldenona em urina de bovinos ja foi relacionada a uma possivel
contaminacdo fecal resultante do processo de coleta amostral, por um processo de
conversdo de outros esteroides enddgenos nesse composto pela microbiota presente no
meio. Além desse mecanismo, processos de biotransformacao resultantes da ingestdo de
fitoesteroides presentes em gorduras vegetais ja foram relacionados a presenca de
alguns esteroides em animais nao tratados (AFSCA, 2013; VILJANTO, 2019).

Outro caso é o apresentado pelo ZER e seu metabdlito TAL, que sdo compostos
a principio sintéticos, mas que também fazem parte de uma rota metabdlica envolvendo
a micotoxina zearalenona (ZEA) e seus metabdlitos alfa-zearalenol (aZE) e beta-
zearalenol (BZE), produzidos, principalmente, em silagens e ragdes mal armazenadas.
De uma forma geral, a detecgdo dos anabolizantes na auséncia de micotoxinas é um
forte indicativo da utilizacdo dos mesmos a partir de medicamentos veterinarios. Caso
as micotoxinas estejam presentes em concentracdes consideraveis, deve-se avaliar a
conversdo das mesmas em ZER/TAL (AFSCA, 2013).

1.1.3 Formulagbes de Substéncias de Agdo Anabolizante e seus Residuos em
Animais Tratados

Para atender principalmente as exigéncias da Unido Europeia, o Brasil proibiu
pela primeira vez o uso de anabolizantes na pecuaria em 1961. Atualmente, através da

Instrucdo Normativa n°® 55 de 01 de dezembro de 2011 do Ministério da Agricultura,



Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a importacdo, a produgédo, a comercializacdo e o
uso de substancias naturais ou artificiais com atividade anabolizante, ou mesmo outras
substancias dotadas dessa atividade, mas desprovidas de carater hormonal, € proibida.
Essa instrucdo normativa permite o uso de anabolizantes, exclusivamente, para fins
terapéuticos, sincronizacao do estro, transferéncia de embriées, melhoramento genético
e pesquisa experimental em medicina veterinaria. No entanto, a utilizacdo dessas
substancias como promotores de crescimento € permitida em paises como Estados
Unidos da América (EUA), Canada, Argentina, Australia, Nova Zelandia e Colémbia.
Nesses paises, os hormonios BTE, BES, PRG, ATR, ZER e AME podem ser usados em
preparacgoes registadas (DE SOUZA, 2000).

A fim de se potencializar o crescimento animal, as concentragfes dos compostos
estrogénios, em um periodo pré-abate, devem ser semelhantes as de uma fémea jovem e,
de forma correspondente, a concentracdo dos androgénios deve ser equivalente ao de
um macho jovem. Sabe-se hoje que a suplementacdo androgénica, usualmente com
ésteres de testosterona ou acetato de trembolona, é mais Util para fémeas, e a
suplementacdo de estrogénios, com ésteres de estradiol ou zeranol, para 0os machos.
Normalmente sdo empregadas combinacdes de androgenos com estrogenos, ou

androgenos com progestagenos (KOOLE, 1998).

As preparacdes comerciais dos esteroides possuem usualmente o grupo 17f3-
hidroxila esterificado com uma porc¢do &cida, para evitar a rapida absorcdo do veiculo
oleoso, no caso de solugbes injetaveis, normalmente constituidas de um éleo vegetal
acrescido de uma pequena quantidade de alcool benzilico. Entretanto, a forma mais
comum de administracdo de anabolizantes em animais em larga escala sdo os implantes
subcutaneos, normalmente aplicados com uma pistola de pressdao na orelha animal.
Esses implantes representam dispositivos de liberacdo lenta, contendo quantidades
relativamente grandes de hormonios, que s&o liberadas ao longo de alguns meses
(EFSA, 2007; KOOLE, 1998).

O Anexo | desta tese apresenta um levantamento realizado por PARIS e
colaboradores (2006), contendo as principais formulagGes comerciais de anabolizantes

para tratamento animal.



O orgao regulamentar European Food Safety Authority publicou em 2007
(EFSA, 2007), um documento oficial contendo uma compilacdo de dados de
experimentacgdo animal envolvendo os principais anabolizantes comerciais, contendo as
concentracdes dos residuos desses compostos em diversos tecidos animais. Observa-se,
por exemplo, um aumento na concentracdo media, antes e ap0s o tratamento com
implantes, de BES de 0,005 para 0,025 pg kg, e de uma concentragio maxima BTE de
0,029 para 0,360 pg kg em musculo. Entretanto, esses valores sdo inferiores aos
observados em vacas prenhas, 0,156 ug kg™, e touros 0,54 ug kg, respectivamente. O
mesmo ocorre para a PRG na comparagdo com vacas prenhas. Um argumento usado
pelos defensores do uso de horménios anabolizantes na producdo animal é o de que até
mesmo criangas secretam diariamente quantidades dessas substancias em concentracfes
bem maiores do que as dos residuos encontrados em produtos de origem animal
(COMISSAO EUROPEIA, 1999; KOOLE, 1998).

Por outro lado, o fato de as formulacGes comerciais serem distribuidas sem
receita em paises onde sdo autorizadas para uso em animais de corte aumenta a
probabilidade de uso indevido destas, 0 que pode resultar em niveis de residuos mais
elevados, ou mesmo na ingestdo de produtos de origem animal contendo os cortes de
carne correspondentes aos sitios de implantacdo ou de injecdo. Nesse caso, deve-se
considerar que cerca de 10 a 20% da quantidade aplicada permanece no local de
implantacdo ap6s a remocdo do implante, podendo ser encontradas até mesmo
guantidades de miligramas dos medicamentos nesses locais (EFSA, 2007; KOOLE,
1998; PARIS, 2006).

1.1.4 Monitoramento de Residuos de Medicamentos Veterinarios

Tendo-se em vista 0s potenciais riscos a satde dos consumidores dos produtos
de origem animal, niveis de seguranca tém sido estabelecidos para residuos de
medicamentos veterindrios. No Brasil, o estabelecimento desses niveis é de
responsabilidade do Ministerio da Saude e, no caso de ndo estabelecidos pelo mesmo,
podem-se utilizar valores normatizados no MERCOSUL (Mercado Comum do Sul)
(BRASIL, 2004), recomendados pelo Codex Alimentarius (CODEX, 2017), constantes



nas Diretivas da Unido Europeia (CRLs, 2007), ou os utilizados pela Food and Drug
Administration (FDA/USA) (CFR/USFD, 2018).

O comité cientifico internacional de maior destaque, envolvido nos processos de
estabelecimento de limites de residuos de medicamentos em produtos alimentares, é
aquele formado por um conjunto de peritos da Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) em conjunto com a World Health Organization (WHO),
denominado The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA).
Normalmente esse comité se reune bianualmente desde 1956, para avaliacdo da
seguranca dos aditivos alimentares. Os pedidos de parecer cientifico sdo canalizados
através da Comissdo do Codex Alimentarius (CAC), que engloba o Comité do Codex
sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos, e o Comité sobre Residuos
de Medicamentos Veterinarios em Alimentos (JECFA, 2006).

O limite maximo de residuo (LMR) ¢ a concentragdo maxima (expressa em
mg kg!, ng kg'!, mg L' ou pg L!) que é permitida legalmente, ou que se reconheca
como admissivel, em um alimento (FDA, 2006). No caso das substancias permitidas, os
LMRs sdo calculados aplicando-se um fator se seguranca a ingestdo didria aceitavel
(IDA), que ¢ definida como a dose diaria que, durante o todo o periodo de vida de um

consumidor, aparenta ndo causar um risco apreciavel a saide do mesmo

(JECFA/66/SC).

Para os analitos banidos ou proibidos, os laboratérios devem utilizar como
referéncia o limite minimo de desempenho requerido (LMDR), estabelecido em
normativas especificas (BRASIL, 2011). A fim de se assegurar que diferentes
laboratérios possam comunicar de forma uniforme a presenca dessas substancias
proibidas, dos seus metabdlitos ou dos seus marcadores, deve ser estabelecida uma
capacidade minima de deteccdo e identificacdo para os métodos de teste. Leva-se em
conta, nesses casos, que alguns laboratérios poderdo identificar uma gama mais vasta ou
concentragdes mais baixas de substancias proibidas do que outros. Devem ser
estabelecidos, entdo, LMDRs para substancias proibidas nos quais todos os laborat6rios
participantes de uma determinada rede devem operar. Dessa forma, o LMDR € a
concentracdo de uma substancia proibida ou seu metabolito marcador que o0s

laboratorios devem ser capazes de detectar e identificar rotineiramente (WADA, 2014).



O estabelecimento desses valores também leva em conta os fatores do metabolismo,
toxicidade, farmacocinética e farmacodindmica da substancia proibida, por isso
substancias tidas como de risco, como agentes anabolizantes, possuem baixos valores de
LMDRs, quando estabelecidos (JECFA, 2006; WADA, 2014).

1.1.4.1 O Uso da Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas na

Analises de Residuos

As diversas técnicas que empregam a espectrometria de massas ocupam hoje
uma posicao de destaque como ferramenta analitica, possibilitando uma grande gama de
aplicacdes recentes tais como a elucidacdo de processos bioquimicos, analises de
proteoma, metaboloma, residuos de medicamentos veterinarios, pesticidas, e os diversos
ramos da ciéncia forense (WANG, 2012).

Historicamente, no inicio da década de 1970, a andlise de residuos de
medicamentos veterinarios se baseava no monitoramento dos antibioticos sulfonamidas
e tireostaticos de forma qualitativa e semi-quantitativa pela técnica de cromatografia em
camada delgada (thin layer chromatography, TLC) (STOLKER, 2007). A
implementacdo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (gas
chromatography/mass spectrometry, GC-MS), na década de 1980, ocorreu em primeiro
lugar no campo da anélise dos residuos hormonais e levou a uma revolugdo, no que se

refere a fiscalizacdo contra o uso indevido de compostos proibidos (LE BIZEC, 2009).

Até o final da década de 1990, as tentativas de se analisarem baixos niveis de
residuos de hormonios em matrizes animais foram restritas ao uso de GC-MS. Esta
técnica requer uma reacdo de derivatizacdo desses compostos por meio da reacdo de
sililagdo, acilagdo ou oxima/sililagdo, com o objetivo de se aumentar a estabilidade
térmica e a retencdo cromatografica dos analitos. No entanto, especificidades
relacionadas a essa reacao, tais como a formacao de multiplos produtos derivatizados, a
ocorréncia de rearranjo quimico e a elevagdo no tempo e custo de analise, estimularam
fortemente o desenvolvimento de métodos baseados na cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (liquid chromatography/mass spectrometry, LC-MS) (EFSA,
2007). Deve-se levar em conta também a ampla variedade de fases moveis e

estaciondrias disponiveis para essa ultima técnica, o que possibilita a realizacdo de
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corridas cromatograficas mais rapidas. Além do fato de a maior parte dos residuos de
medicamentos veterinarios apresentarem baixa volatilidade e polaridade moderada, o
que desfavorece o desempenho da GC-MS (BRASIL, 2011).

1.1.4.2 Estratégias para Diferenciacdo da Origem Endogena/Exdgena de
Substancias de Agdo Anabolizante

A capacidade de uma estratégia analitica detectar o abuso de esteroides é
influenciada por diversos fatores, a comecar pela coleta amostral e pelo tipo de matriz.
A coleta deve ser realizada preferencialmente pouco tempo apds a administracdo de
esteroides nos animais, antes de 0s mesmos serem completamente excretados, para que
as concentracgOes destes estejam acima dos limites de sensibilidade instrumentais. As
matrizes normalmente utilizadas nos programas de monitoramento séo a urina e figado.
Entretanto, outras matrizes onde os analitos sdo menos metabolizados, como soro,
plasma e pelo, podem ser utilizadas. Deve-se considerar também, se as amostras séo
coletadas ap6s o abate ou de animais vivos, ou provenientes de um programa de
alimentacdo especial. Além disso, destaca-se que, 0s programas de monitoramento de
produtos importados requerem normalmente a analise direta dos respectivos cortes de

carne ou produtos a serem comercializados (EFSA, 2007).

As sensibilidades analiticas para a deteccdo de esteroides aumentaram
significativamente ao longo dos anos, o que resultou em um nimero cada vez maior de
compostos suspeitos como metabdlitos exdgenos presentes em amostras analisadas em
baixas concentracdes. Sistemas de LC-MS capazes de fornecer resultados com alta
exatiddo de massa e resolucdo tornaram-se comercialmente disponiveis, e comegaram a
ganhar popularidade para a triagem e pesquisa de vigilancia de drogas desportivas e
residuos de medicamentos. Como esses dados adquiridos sdo andlises de varredura
completa de porcdes ndo fragmentadas [M-H]* ou [M-H], um nimero grande de
analitos pode ser monitorado simultaneamente em tempo real, ou retrospectivamente
(VANHAECKE, 2011; SCARTH, 2012).

Embora ainda ndo haja uma Unica técnica que seja capaz de detectar o uso de
todos os esteroides enddgenos em todas as espécies de animais e matrizes, houve um

progresso significativo nessa area, e ja estdo disponiveis algumas estratégias, a maioria

11



em fase exploratdria. Dentre essas, destacam-se: 0 uso de metabolitos marcadores, de
limites de corte (threshold), o monitoramento de ésteres de esteroides intactos em pelo
ou soro animal, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de razéo
isotopica (Gas chromatography combustion isotope ratio mass spectrometry, GC-C-
IRMS), e o desenvolvimento das estratégias 6micas de perfis de biomarcadores, como

no caso da metabolémica, protedmica e transcriptomica (SCARTH, 2012).

1.2 PROPOSICAO

Nos proximos capitulos serdo apresentadas estratégias que visam a fortalecer o
monitoramento de residuos de anabolizantes no ambito do Plano Nacional de Controle
de Residuos e Contaminantes (PNCRC) Animal (BRASIL, 2019). Tendo em vista a
proibicdo de uso desses compostos no Brasil, 0 monitoramento desses residuos deve
assegurar a producdo e o consumo de produtos livres de anabolizantes, inibindo o uso

dos mesmos para fins de promoc¢éo de crescimento de animais.

Com relagdo ao consumo de produtos carneos, sera apresentado um estudo e
validacdo de um método de ensaio para a determinacdo de anabolizantes na matriz
musculo bovino, que ainda ndo era monitorada por esse programa no inicio do
desenvolvimento deste trabalho. Destaca-se que essa matriz é consumida diretamente
pela populacgdo, dessa forma, uma metodologia analitica confirmatoria, que contemple
todas as formulacdes comerciais de anabolizantes, é necessaria para um monitoramento

eficaz dessa classe de residuos.

Nota-se também o desafio de se detectar o uso intencional de anabolizantes
enddgenos na criacdo animal, uma vez que mesmo a quantificacdo de niveis elevados
desses compostos em matrizes como urina, figado ou musculo, pode ser relacionada a
uma producdo anormal dos mesmos pelo proprio metabolismo. Como alternativa
analitica para esse problema, ésteres de esteroides foram estudados nas matrizes pelo e
soro bovino, uma vez que a deteccdo dessas formas comprova a administragdo exdgena.
Por se tratarem de matrizes ainda pouco exploradas no monitoramento de residuos, um

procedimento de experimentacdo animal foi realizado, para que as mesmas sejam
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comparadas com a matriz urina, tradicionalmente elencada para o monitoramento de

anabolizantes pelo PNCRC.
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Capitulo 2

Desenvolvimento e Validacdo de um Método para

Determinacéo de 39 Anabolizantes em Musculo Bovino



2.1 INTRODUCAO

O monitoramento de compostos de acdo anabolizante em animais €
tradicionalmente realizado em amostras de urina ou figado, devido principalmente a
facilidade de coleta, no caso da primeira, e bioacumulacdo de residuos, para a segunda
(SCARTH, 2012). Entretanto, o0 muasculo € uma matriz diretamente consumida por
grande parte da populacdo, e também se constitui na Gnica matriz disponivel para

andlise no caso de produtos importados.

No ambito do monitoramento veterinario de compostos anabolizantes no Brasil,
0 PNCRC do MAPA (BRASIL, 2019) prioriza 0 monitoramento de anabolizantes nas
matrizes urina e figado. No ano de 2019, o monitoramento na matriz masculo foi
realizado apenas para a espécie de pescado para os analitos oZE, BZE, DES, DIE, HEX,
MTT, ZER e TAL. Amostras de musculo bovino importadas também podem ser
esporadicamente analisadas em programas de monitoramento especificos do MAPA,

empregando o método de ensaio a ser descrito neste capitulo.

O Anexo Il apresenta os valores dos limites maximos estabelecidos oficialmente
por organismos internacionais para a matriz musculo de diferentes espécies
(AUSTRALIA, 2018; CANADA, 2017; CFR/USFD; CODEX, 2017; CRLs, 2007;
JAPAO, 2018).

O processo de extracdo de analitos presentes em baixas concentragdes em
produtos de origem animal € um passo fundamental na analise, consumindo a maior
parte do seu tempo e sendo mais suscetivel a ocorréncia de erros experimentais. Um dos
grandes desafios durante o desenvolvimento de um método analitico envolve a
otimizacdo de um processo de extracdo que possibilite a determinacdo com recuperacgéo
e precisao aceitaveis, para 0 maior numero possivel de analitos pertencentes a diferentes

classes.

O preparo de amostra dos trabalhos descritos na literatura para andlise de
anabolizantes em musculo (Anexo Il) envolve etapas tais como: hidrdlise enzimatica;
extracdo solido-liquido seguida de purificagdo com cartuchos de extracdo em fase solida
(solid phase extraction - SPE) e/ou extracdo liquido-liquido (liquid-liquid extraction —
LLE); sendo que o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and

Safe) também foi empregado para extracdo e purificacdo dos extratos. Destaca-se que a
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realizacdo da etapa de hidrélise enzimatica ndo foi consenso. Essa reagdo tem como
objetivo a desconjugacdo dos analitos de suas formas glucuronidicas e/ou sulfatadas
para as formas livres dos mesmos, podendo ser realizada por meios biol6gicos
(enzimaticos) ou quimicos, sendo que estes ultimos ndo sdo recomendados por
causarem a degradacdo dos analitos. As enzimas utilizadas para tal finalidade podem ser
obtidas a partir de figado de mamiferos, da bactéria Escherichia coli e de moluscos,
como do género Helix pomatia ou Patella vullgata. As fontes mamiferas e bacterianas
contém apenas atividade da B-glucuronidase, permitindo a clivagem da porcdo de
glucuronideo do anabolizante. Ja as fontes derivadas de Helix pomatia contém tanto a
atividade de B-glucuronidase quanto a de sulfatase, a ultima responséavel pela hidrolise
das formas sulfatadas do metabolismo de fase Il, sendo, portanto, as formulagdes
enzimaticas mais utilizadas. No entanto, ndo hd nenhum método universal para a

desconjugacdo de esterdides disponivel na literatura (GOMES, 2009).

Métodos de ensaio com auséncia da etapa de hidrdlise enzimética, como 0s
desenvolvidos por WOZNIAK (2013) e VANHAECK (2011), também sdo reportados
na literatura. Entretanto, devem-se considerar os estudos robustos apresentados em
encontros oficiais do JECFA para comités especificos da FAO, que promoveram
experimentacdo animal com anabolizantes radiomarcados e comerciais. Os resultados
indicaram que uma parcela significativa dos esteroides BES, BTE, 17B-trembolona
(BTB), 17a-trembolona (a«TB) e ZER encontravam-se covalentemente conjugados em
suas formas glucuronidicas e sulfatadas (FAO, 1987; FAO, 1999). Dessa forma, a ndo
realizacdo da etapa de desconjugacédo, durante o preparo de amostra, pode levar a uma
subestimacéo das concentragdes desses analitos.

No caso dos métodos que utilizaram a hidrolise, a enzima -
glucuronidase/arilsulfatase foi normalmente empregada em meio aquoso tamponado.
Em seguida, um solvente organico para particdo dos analitos, como acetato de etila
(EtOAC) e éter dietilico, foi adicionado. Os coeficientes de particdo octanol-agua da
maioria dos esteroides correspondem a valores de logP entre 3 e 5 (SHOSHITARI,
2008), ou seja, apresentam maiores afinidades com solventes organicos do que com a
agua. No caso dos procedimentos que ndo empregam a hidrolise enzimatica, 0s
solventes mais utilizados, para extragdo dos analitos da matriz musculo, sdo metanol e

acetonitrila (ACN), que, além de promoverem a extracdo dos analitos, participam do
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processo de precipitacdo das proteinas presentes no meio (BLASCO, 2007
VANHAECKE, 2011).

Antes da injecdo no sistema cromatogréfico, o extrato contendo os analitos é
normalmente submetido a uma etapa de purificacdo e concentracdo por meio de SPE.
Nesse caso, emprega-se normalmente cartuchos de extracdo octadecil-silica (C18)
acoplados a cartuchos aminopropil (NH2) (KINSELLA, 2009). O primero cartucho visa
a retencdo de compostos interferentes apolares ou pouco polares, por um mecanismo de
cromatografia de fase reversa, devido a presenca de grupos pouco polares octadecil
silica, produzidos por modificacdo quimica de grupos silandis ligados a superficie da
silica. Cartuchos de silica (SiOH) também podem ser usados para essa finalidade
(MARCHAND, 2000), mas os analitos devem estar dissolvidos em solventes apolares
como n-hexano (HEX) e EtOAc antes de serem aplicados no cartucho, devido a um
mecanismo de separacdo por cromatografia de fase normal. Ja o cartucho NH, promove
a retencdo de anions devido a presenca de um grupo alifatico aminopropil ligado a
superficie da silica (KINSELLA, 2009), funcionando também com um mecanismo de

filtracdo adicional.

A extracdo via QUEChERS foi proposta por WOZNIACK e colaboradores
(2013) para andlise qualitativa de 9 anabolizantes, estilbenos e lactonas do &cido
resorcilico em musculo. Esses compostos foram analisados por LC-MS com analisador
do tipo orbitrap operando no modo de ionizacdo electrospray negativo, conhecido por
possuir menor influéncia de interferentes provenientes da matriz que o modo de
ionizacdo positivo, normalmente empregado para analise de esteroides. LOPEZ-
GARCIA e colaboradores (2018) desenvolveram e validaram um método QUEChERS
para a analise quantitativa de 14 corticoesterdides e esterdides nas matrizes de musculo
bovino, suino e de ave. Entretanto, apenas a classe dos anabolizantes esteroides foi
validada neste trabalho, sem a incluséo de nenhum analito da classe dos estilbenos ou

lactonas do acido resorcilico.

O trabalho a ser apresentado neste capitulo objetivou desenvolver e validar um
método multirresiduos para analise confirmatéria de 39 compostos de agdo
anabolizante, pertencentes as classes dos esteroides, etilbenos e lactonas do acido
resorcilico, em musculo de bovino. As etapas de hidrolise enzimética e extragdo foram

estudadas e o método foi validado de acordo com os critérios estabelecidos no Manual

19



de Garantia Analitica: Residuos e Contaminantes em Alimentos do MAPA (BRASIL,
2011).

2.2. EXPERIMENTAL
2.2.1 Padroes Analiticos

As informagdes referentes aos padrdes analiticos utilizados neste trabalho, como

abreviaturas, formulas estruturais e fabricantes, estdo descritas no Apéndice I.

2.2.2 Materiais, Reagentes e Insumos

Todos os reagentes empregados durante este trabalho foram de grau analitico: o
acido acético glacial foi adquirido da Tedia Brasil (Rio de Janeiro, Brasil), o &cido
formico da Impex (Diadema, Brasil) e o acetato de sodio anidro da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). A enzima B-glucuronidase derivada de Helix pomatia, tipo HP-2,
atividade > 100000 unidades/mL, e o solvente etilenoglicol de grau analitico foram
adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Metanol de grau analitico para
espectrometria de massas foi empregado no preparo da fase movel (JT. Baker e Tedia,
EUA). Os demais solventes empregados de grau HPLC foram EtOAc, acetona (ACT),
ACN e metanol (JT. Baker, EUA). A Tabela 2.1 apresenta os instrumentos e materiais

empregados.

Tabela 2.1: Instrumentos e materiais empregados durante as otimizagdes e validacfes
(continua)

Instrumentos/Materiais Marca/Descricéo

API15000 da Applied Biosystems acoplado ao

Sistema LC-MS/MS sistema HPLC Agilent 1200

Centrifuga Thermo, CR4i

Bioprecisa, PA 2104N

Balanga analitica
Shimadzu AUW?220D

Sistema Manifold Agilent, Vac Elut 20

Banho de agua Yamato, BT-25
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Tabela 2.1: Instrumentos e materiais empregados durante as otimizagdes e validagOes
(concluséo)

Instrumentos/Materiais Marca/Descricéo

Incubadora Tecnal, TE-420-El

Aparelho de ultrassonificagdo Unique, Ultrassonic Cleaner

Sistema da purifica¢do de gua Gehaka, Master Sigma 100

Agilent, Zorbax Eclipse XDB-C18, 50 mm

. x 3,0 mmd.i., x 1,8 um
Coluna cromatogréafica

Agilent, Poroshell C18, 50 mm
x 3,0 mm d.i. x 1.9 um

Sorbline, C18, 600 mg, 6 mL

Cartucho de extracdo SPE 3.T.Baker, C18, 600 mg, 6 mL
Agilent, Bond Elut NH2, 500 mg, 3 mL

2.2.3 Preparo das Soluc¢des Padrao

Solucdes estoque de cada analito e dos padrbes deuterados foram preparadas na
concentragio aproximada de 200,0 pg mL?, dissolvendo-se as massas pesadas dos

padrdes em metanol.

Solucdes padrdo intermediarias foram preparadas por diluicdo das solucdes
estoque individuais em metanol, de forma a se agruparem os analitos que possuem
LMDRs iguais. Os analitos DES, HEX, DIE, ETE, MTT, oTB, BTB, ATR, STL,
STL4OH, STL160OH, AME, ZER, TAL, MPR, ACM, MTD, 170MBO, MTN, PRG,
aBO, BBO, aNAN, BNAN, BES, oTE, BTE foram preparados na concentracdo de
3,0 ug mL*. J& os analitos MEG, AMG, ACC, NOT, ETN, ZEA, oZE, BZE foram
preparados na concentracdo de 6,0 ug mL?Y, e CLD e DRO na concentracio de
12,0 pg mL™,

Uma solucdo padrdo de trabalho, usada na fortificagdo das amostras brancas, foi
preparada em metanol por diluicdo das trés solugbes intermediarias descritas
anteriormente, por um fator de diluicdo de 100 vezes, perfazendo as respectivas

concentracoes: 0,03; 0,06 € 0,12 ng mL™.
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Para os padrdes deuterados, empregou-se a concentracdo de 3,0 ug mL™? para a
solucdo intermediaria de AME-d3, BBO-d3, TES-d2, NOR-d3, DES-d8, HEX-d4,
MTT-d3 e BESd4, e de 6,0 pg mL* para MEG-d3. A solucdo padrdo de trabalho
deuterada foi preparada em metanol por diluicdo das duas solucdes intermediarias
descritas anteriormente, empregando-se também um fator de diluicdo de 100 vezes,
resultando numa concentragdo final de 0,03 e 0,06 g mL™, respectivamente. Todas as

solugdes padrdo foram armazenadas em temperatura inferior a -15°C.

2.2.4 Estudo das CondicGes Espectrométricas

Para a definicdo dos ions precursores de cada analito, dos seus respectivos ions
produto, bem como dos pardmetros: potencial de declusterizacdo (PD), energia de
colisdo (EC) e potencial de saida da célula de colisdo (PSC), uma solugdo individual
contendo 100 ng mL? de cada analito em metanol/agua (50:50 v/v) foi injetada
diretamente no espectrdmetro de massas, utilizando-se seringa de infusdo em um fluxo
de 10 pL min™t. Apds a selegdo dos fons caracteristicos, os parametros espectrométricos
citados foram selecionados com base na obtencdo das maiores respostas instrumentais.
Os parametros relacionados a fonte de ionizacdo: gas de nebulizacdo, curtain gas,
potencial de entrada na célula de colisdo, voltagem do capilar e temperatura, foram
otimizados por Flow Injection Analysis (FIA). Uma solucdo contendo todos os analitos
na concentragdo de 2 ng mL™ foi injetada no cromatdgrafo, utilizando como fase movel
agua ultrapura e metanol na propor¢do 50:50 (v/v) sob uma vaz&o de 300 uL min?. A
otimizacdo de cada parametro baseou-se na combinacdo dos valores que levaram a

maiores intensidades de sinal analitico das transicbes monitoradas.

Para cada analito monitorado foram selecionadas pelo menos uma transi¢do de
quantificacdo e uma de confirmacdo. Foram obtidos os cromatogramas de ions extraidos
para cada transicdo monitorada, e as intensidades relativas entre as mesmas foram
calculadas, através da razdo da area da transicdo de confirmacgéo pela area da transigdo

de quantificacdo correspondente.

2.2.5 Estudo das Condic¢bes Cromatograficas

A separacdo cromatografica dos analitos foi otimizada avaliando a composi¢do

das fases moéveis e das estacionarias empregadas. No primeiro caso, utilizaram-se como
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fases organicas misturas, em diferentes propor¢des, dos solventes metanol e ACN, e
uma fase aquosa para eluicdo em modo gradiente. Diferentes colunas cromatogréficas
C18 de 50 mm de comprimento foram testadas, variando-se o diametro, tamanho de

particula e empacotamento das fases estacionarias.

2.2.6 Estudo do Preparo de Amostra

O procedimento de extracdo foi estudado a partir da fortificagdo de diferentes
amostras brancas de musculo bovino provenientes do PNCRC, com solugdo a padrao de
trabalho dos anabolizantes (BRASIL, 2017). De acordo com os procedimentos do
programa, essas amostras sdo coletadas de frigorificos, que sdo inspecionados pelo
Sistema Federal de Inspec¢do (S.I.F.), e encaminhadas ao Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria de Minas Gerais (LFDA/MG). Por musculo bovino entendem-se os cortes
carneos coletados de regiGes aleatdrias das carcacas animais, geralmente da parte
dianteira para fins de inspecdo. Sup0s-se, entdo, que os animais relacionados as
amostras coletadas ndo foram submetidos a tratamento com o0s anabolizantes
pesquisados, o que foi posteriormente confirmado por meio do procedimento de
extracdo otimizado. Como diferentes amostras foram utilizadas, fatores como raca,

idade, sexo e regime alimentar foram contemplados no desenvolvimento analitico.

Para avaliar a a¢ao da enzima P-glucuronidase aril/sulfatase, utilizou-se uma
amostra naturalmente contaminada com PRG e BTE, obtida do PNCRC do ano de 2017,
a qual foram adicionados os compostos dietilestilbestrol-monoglucuronideo (DESG), 3-
hidroxi-estanozolol monoglucuronideo (STL30OHG) e 17B-estradiol monoglucuronideo
(BESG) na concentracdo correspondente a 1,0 pg kg. A influéncia dos fatores: volume
de enzima, tempo e temperatura de incubacdo na hidrélise enzimética foi avaliada
através de um planejamento fatorial 23. O volume da enzima foi estudado nos niveis: (-)
50 pL e (+) 100 pL; tempo de incubacdo, nos niveis: (-) 1,5 h e (+) 16 h; e temperatura
de incubag&o, nos niveis: (-) 37,5° C e (+) 55 ° C. Dois experimentos adicionais (9 e 10)
foram realizados, a fim de se verificar a possivel desconjugacdo dos analitos promovida
pelas condigGes reacionais, sem a adigdo da enzima. As condigOes desses ensaios estdo

descritas na Tabela 2.6.

Para se assegurar a homogeneidade da matriz em todos 0s experimentos, a

amostra em questdo foi picada e triturada em ultraturrax. Para a fortificacdo das
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amostras brancas, 3,000 + 0,100 g de musculo bovino foram pesados em tubos de
centrifuga de polipropileno de 50 mL. Em seguida, 100,0 pL da mistura de padrdes
glucuronideos (0,03 pg mL?) foram adicionados e os tubos foram mantidos em camara
escura por cerca de 1h. As amostras fortificadas foram submetidas a extracdo com 10,0
mL de metanol, com agitacdo em vortex por 30 s, e posterior adicao de igual volume de
tampéo acetato de sddio 0,2 mol L (pH = 5,2), e 15 min de homogeneizagdo em
agitador horizontal. Apés centrifugacdo a 2700 g por 10 min, os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para outro tubo de 50 mL, e o metanol foi evaporado em banho de
4gua a 50°C, sob fluxo de ar sintético. A fase contendo o tamp3o ndo evaporado foi
realizada a adi¢do da enzima B-glucuronidase/aril sulfatase derivada de Helix pomatia,
com posterior incubacdo nas temperaturas e tempos avaliados no planejamento fatorial
23. Apos a centrifugacdo em condicdes iguais a anterior, o sobrenadante foi transferido
para um cartucho SPE C18, previamente condicionado com 5 mL metanol e 5 mL agua,
e efetuou-se a lavagem do mesmo com 5 mL de 4gua e 5 mL de metanol/agua
(55:45 v/v). No caso da otimizacdo da hidrolise, efetuou-se a lavagem com apenas 5 mL
de &4gua em todos os testes, a fim de se evitar a perda das formas glucuronidicas. Em
seguida, acoplou-se um cartucho NHz, previamente condicionado com 5 mL de metanol
e 5 mL de ACT, e efetuou-se a eluigdo dos analitos com 5 mL de ACT, em tubo de
vidro contendo 50 pLL de metanol/etilenoglicol (90:10 v/v). O eluato foi evaporado até a
secura em banho de agua a 45 °C, sob fluxo de ar sintético, e reconstituido com 225 pL
de solucdo de metanol/agua (55:45 v/v). O extrato obtido foi analisado por LC-MS/MS,
sendo criada inicialmente uma sequéncia de inje¢des no modo de ionizacdo ESI*, e uma

sequéncia posterior no modo ESI, ou vice-versa.

2.2.7 Validacdo do Método

A validacdo do método de ensaio seguiu o protocolo estabelecido pelo Manual
de Garantia da Qualidade Analitica — Residuos e Contaminantes em Alimentos, do
MAPA (BRASIL, 2011), avaliando-se as figuras de meérito: linearidade, preciséo,
recuperacdo, incerteza de medi¢ao (U), limite de decisdo (CCa), capacidade de deteccdo
(CCP), limite de detec¢ao (LD), limite de quantificacdo (LQ), seletividade e robustez.

24



2.2.7.1 Faixa de Trabalho e Linearidade

Assumiu-se a ocorréncia de efeito de matriz para 0 método desenvolvido, dessa
forma, empregaram-se curvas de calibragdo matrizadas com a adi¢cdo dos padrbes
analiticos antes do procedimento de extracdo. A faixa de trabalho foi de 0,5 a 2,0 vezes
0 LMDR de cada analito (0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50 e 2,00 LMDR). Os valores dos
LMDRs de cada analito estdo descritos na Tabela 2.9. Como respostas instrumentais,
empregou-se a razdo entre a area do pico cromatogréfico do analito e a area do padréo
interno deuterado, exceto para os analitos STL, STL4OH e STL160H, devido a falta de
um padréo interno adequado, evidenciada durante as etapas de otimizagdo. Cada ponto
da curva foi preparado em triplicata genuina e extraido segundo procedimento descrito

no item 2.2.6.

Aplicou-se inicialmente um teste F para verificagdo da homogeneidade das
variancias, entre os niveis de concentracdo. Para 0s casos em que as variancias dos
residuos entre os niveis de calibracio ndo foram estatisticamente iguais
(Fcalculado > F5) = 5,05), aplicou-se o método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP), usando como ponderador o inverso da variancia. Quando o valor de F
calculado foi menor que o valor critico, 0 método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) foi empregado na regressdo (BRASIL, 2011).

Para a avaliacdo da linearidade, calcularam-se os coeficientes de correlagio
linear das curvas ajustadas pelos MMQO ou MMQP. A partir desses valores,
calcularam-se os valores de t de correlacdo linear (t;) para cada analito (Equacéo 2.1).
Quando o valor de tr foi maior ou igual ao valor de t critico bilateral, a 95% de
confianca (2,78), a faixa de concentracOes avaliada foi considerada linear (BRASIL,
2011). Todos os calculos foram realizados em planilha validada no Microsoft Excel®.

N
M (2.1)

Onde

1w € 0 coeficiente de correlacdo linear pelo método dos minimos quadrados ponderados
(w=1 para MMQO);

N, € 0 nimero de niveis de concentragao;

R? é o coeficiente de determinagcao.
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2.2.7.2 Recuperacao e Precisédo

As amostras de musculo bovino foram fortificadas em trés niveis de
concentracdo, 1,0; 1,5 e 2,0 vezes o LMDR de cada analito, em sextuplicata por nivel.
Os analitos foram extraidos conforme procedimento descrito no item 2.2.6. Em
conjunto com essas replicatas, foram preparadas curvas de calibracdo conforme descrito
no item 2.2.7.1, sem replicata de preparo, com injecdo em triplicata. Esse procedimento
foi efetuado em dois dias diferentes por um mesmo analista, correspondendo a condicéo
de repetibilidade para o primeiro desses dias. Para se avaliar a precisdo intermediaria,

um outro analista executou a analise num terceiro dia.

Utilizaram-se os critérios de aceitacdo do Codex Alimentarius (CODEX, 2014),
que consideram como satisfatorias recuperacdes entre 50 e 120% para concentragdes
menores ou iguais a 1 ug kg™, entre 60 e 120% para concentracdes entre 1 e 10 pg kg™,
e entre 70 e 120% entre 10 e 100 pg kg'. Para esses mesmos intervalos de
concentragéo, os coeficientes de variacdo (CVs) devem ser inferiores a 35, 30 e 20%,

respectivamente.

2.2.7.3 Incerteza de Medicéo

A estimativa de incerteza de medicédo foi realizada por meio da metodologia
Top-Down (YOUDEN, 1975). Foram consideradas duas fontes principais: a incerteza
relativa as curvas de calibracdo elaboradas em 2.2.7.2, por meio da combinacgdo das 3

curvas preparadas, e a relacionada aos ensaios de precisdo intermediaria.

A incerteza relativa as curvas analiticas foi determinada por meio dos

parametros obtidos da regresséo para cada analito (Equagéo 2.2).

(2.2)

s2(y*) + s?(a) + (x*)? s2(b) + 2x*cov(a,b)
Ucalibragio = b2

Onde:
x* € a concentragdo do analito no nivel de referéncia (ex. LMDR);
s?(y*) é a variancia da resposta instrumental no nivel de concentracéo avaliado;
s?(a) é a variancia do intercepto da curva de calibragéo;
s?(b) é a variancia da inclinagdo da curva de calibracéo;
cov(a,b) é a covariancia entre o intercepto e a inclinacéo da curva de calibracéo;
b é a inclinacdo da curva de calibracéo.
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Os valores de incerteza relativos a precisdo intermediaria, nos trés niveis de
concentracdo avaliados (1,0; 1,5; 2,0 x LMDR), foram calculados a partir do desvio
padrdo das concentracgdes, calculadas por interpolagéo das respostas instrumentais na

curva de calibracéo, de acordo com a Equacdo 2.3.

SCOTlC
Up.interm. = (x). ( e ) (2.3)
Onde:
Up.inerm. € @ incerteza da precisdo intermediaria;
x* é a concentracdo do analito no nivel de referéncia (ex.: LMDR);

Sconc. € 0 desvio padrdo obtido nos ensaios precisdo intermediaria ou repetibilidade no nivel de
concentragdo estudado;

X € a concentracdo média obtida para as replicatas verdadeiras no nivel de concentragdo

avaliado.

A incerteza combinada (Ucombinada) fOi calculada através da combinacdo das
incertezas da calibracdo e da precisdo intermediéria (Equacédo 2.4), para os trés niveis de
concentracdo estudados (1,0; 1,5; 2,0 x LMDR).

Ucombinada = \/(uzcalibra;éo + uzp.interm.) (2.4)

A incerteza final foi reportada como incerteza expandida (U), calculada de
acordo com a Equacéo 2.5, ao nivel de confianca de 95%, para um fator de abrangéncia
(k) igual a 2.

U = k. Ucompinada (2.5)

2.2.7.4 Limite de Deciséo e Capacidade de Detecgdo

O CCa e a CCP foram estimados como descrito no item I1.7.6 do Manual de
Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL, 2011), utilizando a abordagem de calculo
para substancias proibidas. O procedimento consistiu na fortificagdo de 20 amostras
brancas no LQ da faixa de trabalho (0,5 LMDR), injetadas em conjunto com curva de
calibracdo. Os desvios padrdo das concentracbes estimadas para essas 20 amostras

fortificadas (S20Lq) foram utilizados para o céalculo de CCa ¢ CC (Equagdes 2.6 € 2.7):
CCa = 2,33 X SZOLQ (26)

CCB = CCO( + 1,64 SZOLQ = 3,97 xSZOLQ (27)
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2.2.7.5 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

Para o estabelecimento de um LD para os analitos estudados, 20 amostras
brancas foram analisadas pelo método desenvolvido, medindo-se as areas
cromatogréficas referentes ao ruido obtido no tempo de retencédo caracteristico de cada
analito. Os valores obtidos foram multiplicados por 3 e interpolados nas respecivas
curvas analiticas. O LD de cada analito correspondeu ao valor médio das concentracdes

calculadas para as 20 amostras.

O LQ para musculo bovino foi estimado como 0,5 LMDR para cada analito, e
avaliado por meio da andlise de um total de 20 amostras brancas fortificadas neste nivel
de concentracdo para todos os analitos pesquisados, em condi¢cGes de precisdo
intermadiaria (cada um de dois analistas analisou 10 amostras). As concentracdes dos
analitos foram calculadas por interpolacdo em curva analitica preparada e injetada no
mesmo dia de analise. Em seguida, estimaram-se os valores de recuperacao e CV, que

foram avaliados de acordo com os critérios do Codex Alimentarius (CODEX, 2014).

2.2.7.6 Seletividade

De acordo com o item VI.1.2 do Manual de Garantia da Qualidade Analitica
(BRASIL, 2011), amostras brancas foram analisadas durante todo o processo de
otimizacdo e validacdo, evienciando-se a auséncia de sinal analitco nos tempos de
retencdo caracteristicos dos analitos estudados. Em adicdo a essa observacdo, a
seletividade do método desenvolvido foi estudada a partir de um protocolo interno do
LFDA-MG, que envolve a adi¢éo intencional de uma classe de compostos interferentes
durante o procedimento de extracdo. Seis amostras brancas de musculo bovino foram
fortificadas com 300,0 uL de solugédo padrdo contendo as avermectinas: doramectina,
abamectina, ivermectina, moxidectina e eprinomectina, na concentracio de 1 ug mL™,
correspondente a0 LMR desses analitos para essa amostra (100 pg kg). Uma inspecéo
visual nos cromatogramas de ions extraidos dessas amostras fortificadas foi realizada, a
fim de se avaliar uma possivel presenca de interferentes nos tempos de retengédo

caracteristicos de cada analito.

Adicionalmente a essa verificacdo, 20 amostras de musculo bovino foram
fortificadas com 100,0 pL da solucdo de trabalho dos padrGes anabolizantes nos

LMDRs de cada analito, e 10 dessas amostras também foram fortificadas com 300,0 uL.
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da solucdo de trabalho de avermectinas. As concentracdes dos anabolizantes foram
calculadas nas amostras com e sem adicdo de avermectinas, e foram comparadas
utilizando o teste F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student)

para comparacdo de médias.
2.2.7.7 Robustez

De acordo com o item VI.1.7 do Manual de Garantia da Qualidade Analitica
(BRASIL, 2011), a avaliagéo da robustez envolve um estudo de diferentes condicOes
experimentais a que o meétodo deve ser submetido. Os fatores experimentais
selecionados para serem avaliados, de acordo com o procedimento adotado neste
trabalho, foram: tempo da centrifugacdo final, que ocorre apds a hidrélise enzimatica; a
marca do cartucho SPE de fase reversa C18; e a temperatura de evaporacao final, que
ocorre apos a eluicdo dos analitos dos cartuchos SPE. O procedimento foi executado
seguindo a abordagem de Youden (BRASIL, 2011; YOUDEN, 1975). O experimento
foi conduzido por meio da fortificacdo de amostras de musculo bovino com as solugdes
padrdo de trabalho e deuterada (item 2.2.3) no LMDR de cada analito, totalizando 8

amostras, de acordo com as varia¢Ges propostas na Tabelas 2.2 e 2.3.

Tabela 2.2: Fatores e variacOes testadas para avaliacdo da robustez do método de

extracdo de anabolizantes em musculo bovino

Fator Meétodo Original Variacdo testada
Tempo de . .
centrifugacio 20min  (A) 15min  (a)
Cartucho SPE C18 Sorbline  (B) J.T Baker (b)
Temperatur~a de 4500 ©) 509C ©
evaporagao
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Tabela 2.3: Combinacdes ensaiadas na avaliacdo de robustez para analise de
anabolizantes em musculo bovino

Combinacédo ensaiada

Fator
2 3 4 5 6 7 8
A 20min  20min  20min  15min 15min 15min 20 min 15 min
ou a
(A) (A) (A) (a) (a) (a) (a) (a)
Sorbline  Sorbline J.T J.T Sorbline J.T J.T Sorbline
Boub Baker  Baker Baker  Baker
® ® o o ® o ® ©
c 45°C 50°C 45°C 50°C 45°C 45°C 50°C 50°C
ouc
€ (© ©) (© ©) ©) ©) (©
Resultado S t u v w X y z

Os ensaios foram realizados de forma aleatéria, em duplicata de injecdo, sendo
que os fatores com letra mailscula correspondem ao procedimento otimizado, e 0s
representados por letra minuscula correspondem as modificagbes propostas. A
concentracdo de cada analito, referente a cada ensaio realizado, foi calculada por meio
de uma curva de calibragdo injetada no mesmo dia de analise. Em seguida, calculou-se o
desvio padrdo das diferengas (SDi) dessas concentragdes, de acordo com metodologia
proposta no Manual de Garantia da Qualidade Analitica, que foi entdo comparado com
0 desvio padrdo no nivel do LMDR, em condic¢des de precisdo intermediaria para cada
analito. O método é considerado robusto se apresentar valores de SDi menores que
Spinterm. (BRASIL, 2011).

2.2.8 Aplicacdo do Método em Amostras Reais

Apbs a validacdo do método, e a devida implementacdo do mesmo no sistema de
garantia da qualidade laboratorial, um total de 60 amostras de musculo bovino
provenientes no PNCRC do ano de 2017 foram analisadas, juntamente com 20 amostras
de masculo bovino importado dos EUA em 2017 e 2018. Um levantamento dos analitos

encontrados nessas amostras, em concentragdo acima do CCa, foi realizado.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Estudo das CondicGes Espectrométricas

Os analitos estudados foram detectados e quantificados empregando-se 0 modo
de monitoramento de reagdes selecionadas (selected reaction monotoring, SRM) por
ionizacdo em fonte electrospray, nos modos positivo e negativo (ESI*, ESI’). Os
parametros instrumentais otimizados para o espectrometro de massas APl 5000 da
Applied Biosystems estdo descritos na Tabela 2.4. Os ions selecionados no primeiro
quadrupolo (Q1), seus respectivos ions produtos (Q3), a intensidade relativa entre as
transicfes monitoradas, bem como os potenciais de declusterizagdo (PD), as energias de
colisdo (EC) e os potenciais de saida da célula de colisdo (PSC) das transicOes

selecionadas estdo apresentados no Apéndice II.

Tabela 2.4: Principais condi¢des de operacdo do espectrdometro de massas API5000

para analise de anabolizantes em musculo bovino

Parametro Condigéo (ESI*) Condigéo (ESI")
Collision Gas (psi) 6 6

Gés de nebulizagdo (psi) 50 50
Curtain Gas (psi) 10 10
Voltagem do capilar (V) 5500 -4500
Temperatura (°C) 650 650

2.3.2 Estudo das CondicGes Cromatograficas

As condicBes cromatograficas foram estudadas visando a obtencdo de um tempo
razoavel de corrida cromatografica, tendo-se em vista o elevado nimero de analitos, e
uma separacdo cromatografica dos compostos, em especial dos diversos isdmeros
epimeros. Percebeu-se que a melhor resolucdo dos mesmos foi obtida com o uso da fase

organica formada apenas por metanol em vazdes menores que 0,30 mL min™.

Com relagdo a adicdo de modificadores nas fases mdveis, observou-se que a
adicdo de acidos organicos, como formico e acético a 0,1% v/v, levou a supressdo da
ionizacdo dos analitos detectados no modo de ionizacdo ESI, em especial oES, BES e
DES. Da mesma forma, a adi¢do de acetato e formiato de aménio, com a finalidade de
se melhorar a ionizacdo no modo negativo, diminuiu a intensidade dos analitos
detectados no modo ESI*, em especial CLD, DRO e MEG. Por finalidades praticas,

optou-se pelo uso das mesmas composi¢cdes de fases moveis, aquosa e organica, para
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ambos 0s modos de ionizacdo, e ndo foram adicionados modificadores nessas fases. A

Tabela 2.5 apresenta as condigdes cromatogréaficas otimizadas.

Tabela 2.5: CondicGes cromatogréaficas otimizadas para determinacdo de anabolizantes

em musculo bovino no sistema Agilent 1200SL

Paréametro Condicéo
Coluna Zorbax Eclipse XDB-C18, 50 mm x 3,0 mmd.i., X 1,8 um
Temperatu_ra_da coluna e do 40°C + 2 °C e 15 °C
injetor
Volume de injecédo 10 uL
Fase movel FMA: agua ultrapura
FMB: metanol

De 0a 0,5 min B =20%; de 0,5 a 2,0 min B aumenta
linearmente até 70%; de 2,0 a 5,0 min B = 70%; de 5,0a 5,1
Gradiente da fase movel min B aumenta linearmente até 100 %. De 5,1 a 10,0 min B
=100%:; de 10,0 a 10,1 min B decai linearmente até 20%,
permanecendo nesta condi¢do até 14 min

Vazdo da fase mével 0,30 mL min™

Tempo de corrida 14 min

As Figuras 2.1 e 2.2 apresentam 0s cromatogramas de ions extraidos obtidos nos
modos ESI* e ESI".

5.5¢5
5.0e5
4565
40e5
3.5¢5
3.0e5
2.5¢5
2.0e5
1.5¢5

00
5 86

Intensidade (cps)

70 71
Tempo (min)

Figura 2.1: Cromatograma de ions extraidos referente ao gradiente otimizado para o extrato de
musculo bovino fortificado no LMDR de cada analito e analisado por LC-MS/MS no modo
ESI*. 1: BTB; 2:aTB; 3: bNAN; 4: aNAN; 5: BBO; 6: aBO; 7: BTE; 8: oTE; 9: MTD, 10: 17-0O-
MBO:; 11: NOP; 12: NOT; 13: MTN; 14: MTT; 15: DRO; 16: ETN; 17: ATR; 18: PRG; 19:
STL; 20: MEG; 21: STL40OH; 22: STL160OH; 23: CLD; 24: AMG; 25: ACM; 26: AME; 27:
ACC,; 28: MPR.
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Figura 2.2: Cromatograma de ions extraidos referente ao gradiente otimizado para o extrato de
musculo bovino fortificado no LMDR de cada analito e analisado por LC-MS/MS no modo
ESI". 1: TAL; 2: ZER; 3: BZE; 4: oZE; 5: DIE, 6: DES, 7: HEX, 8: BES; 9: aES; 10: ETE; 11:
ZEA.

2.3.3 Estudo do Preparo de Amostra

O processo de desenvolvimento das condigdes de extragdo envolveu
inicialmente a escolha do solvente de extracdo. De acordo com a revisdo bibliografica
apresenada no Anexo Il deste trabalho, evidenciou-se que as metodologias
multirresiduos que envolvem a analise de uma grande quantidade de analitos empregam
normalmente metanol ou ACN como fase extratora. Partiu-se da metodologia
desenvolvida por MARCHAND e colaboradores (2000), utilizando metanol como
solvente de extracdo, que foi evaporado antes da adicdo do tampéo acetato de sédio para
a realizacdo da hidrdlise enzimatica. Dessa forma, a extracdo dos analitos da matriz foi
realizada inicialmente em solvente organico ao invéz de meio aquoso, levando-se em
conta a baixa polaridade dos analitos em estudo. Ap6s a evaporacdo do solvente
organico presente na mistura metanol-tampdo acetato de sodio, restou a fase aquosa
tamponada, na qual foi realizada a hidrolise enzimatica. A etapa de purificacdo dos
extratos foi baseada no método desenvolvido por SCHMIDT e colaboradores (2008),
empregando-se cartuchos SPE C18 e NHa. Seguiu-se entdo o procedimento de extracdo
descrito no item 2.2.6, com posterior injecdo no sistema LC-MS/MS em modo SRM

para avaliacdo das transi¢0es monitoradas.
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O estudo das condicBes da hidrdlise enzimatica foi realizado por meio de um
planejamento fatorial 23, avaliando-se as varidveis que provavelmente sdo mais
significativas no processo: volume de enzima, tempo e temperatura de incubagéo
(FERCHAUD, 2000; KINSELLA, 2009). A enzima derivada de Helix pomatia foi
empregada, pois sua hidrélise engloba tanto as formas glucuronidicas quanto as
sulfatadas dos anabolizantes. As &reas dos picos cromatograficos obtidos apds os
procedimentos de extracdo, bem como as condi¢bes dos ensaios realizados, sdo
apresentadas na Tabela 2.6.

Os dados apresentados mostram que em todas as condi¢bes testadas,
empregando-se a enzima, houve conversdo completa dos analitos 17p-estradiol
monoglucuronideo  (BEG) ¢ dietilestilbestrol-monoglucuronideo  (DESG). Os
experimentos controles 9 e 10, sem a adicdo de enzima, levaram a valores de areas
detectaveis para as formas glucuronidicas, mostrando que o método testado foi capaz de
recuperar esses analitos. Deve-se considerar também que os analitos BES e DES ndo
foram detectados na auséncia de enzima, o que indica que as condic¢des reacionais ndo

levaram a desconjugagdo de BEG e DESG.

Os analitos PRG e BTE estavam naturalmente presentes na amostra analisada e
foram detectados em todos os experimentos realizados. Entretanto, os sinais destes
analitos foram bastante inferiores nos ensaios 9 e 10, ou seja, sem a adicdo de enzima.
Portanto, uma parcela significativa desses analitos deve estar presente nas formas
glucuronidicas nas amostras contendo esses compostos com producdo enddgena, e 0
emprego da hidrélise enziméatica deve ser adotado no procedimento de preparo da
amostra. Os graficos de pareto mostram que nenhum dos fatores avaliados foi

significativo, ao nivel de 95% de confianca, para ambos os analitos.
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Tabela 2.6: Areas calculadas para os picos cromatograficos obtidos a partir de planejamento fatorial 2° empregado para avaliacio da hidrolise

enzimatica
Areas calculadas por analito (cps)
Ensaio V@l ty Tec) SIL30H  STLIOHG PRG BEG BES DESG DES BTE
H (x10°) (x10% (x10% (x 105 (x 10% (x 10% (x 10%) (x 104

1 +1 +1 +1 13,60 6,87 5,10 ND 777 ND 3,75 3,28
2 1 +1 +1 13,40 7.70 3,25 ND 7.25 ND 3,14 3,82
3 1 1 1 4,60 17.90 5,40 ND 7.38 ND 5,39 3,70
4 1 1 1 2,28 24,80 4,65 ND 8,15 ND 5,53 2,18
5 +1 +1 1 30,8 4,52 478 ND 7.39 ND 6,96 3,27
3,32

6 1 +1 1 29,0 491 3,73 ND 5,29 ND 6,42
7 +1 1 1 12,7 10,30 434 ND 7.41 ND 6,63 3,35
8 1 1 1 752 11,60 3,89 ND 6,49 ND 5,59 2,76
9 0 +1 1 ND 42.60 0,96 287 ND 6,49 ND 0,64
10 0 1 1 ND 33.60 0,86 264 ND 3,89 ND 0,96

V: Volume de enzina: (-1) 50 e (+1) 100 pL; t: tempo de incubagdo: (-1) 1,5 e (+1) 16 h; T: temperatura de incubacéo: (-1) 37,5 e (+1) 55 ° C; cps: contagens por segundo;

ND: Nao detectado
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A significancia das variaveis, ao nivel de 95% de confianca, foi avaliada por

meio dos gréficos de Pareto (Figura 2.3):

Grifico de Pareto dos Efeitos Padronizados para STL30HG

64,2961
% >

p=.03
Valor Absoluto dos Efeitos Padronizados

Grifico de Pareto dos Efeitos Padronizados para PRG

Grifico de Pareto dos Efeitos Padronizados para STL30OH

p=05
Valor Absoluto dos Efeitos Padronizados

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados para BTE

@Tempo) 3w

2by3 |

//////
!

,68

1,272

(3)Temperatura —1,256

(l)Volume 84
1by 2

1by3 A4

p=05
Valor Absoluto dos Efeitos Padronizados

p=,05
Valor Absoluto dos Efeitos Padronizados

Figura 2.3: Graficos de Pareto dos efeitos padronizados resultantes do planejamento fatorial
23 para avalia¢do da hidrolise enzimética para STL30OHG, STL30OH, PRG e BTE

Observou-se que os fatores avaliados ndo foram significativos ao nivel de
confianca adotado para os analitos BTE e PRG, o que indica que a hidrdlise enzimatica
das formas conjugadas desses analitos foi completa em todas as condicdes testadas com
0 emprego da enzima. A deteccdo do analito 3-hidroxi-estanozolol monoglucuronideo
(STL3OHG), em todos os experimentos realizados, indica que sua hidrolise completa
ndo foi possivel em nenhuma das condi¢Oes testadas. O produto de hidrolise
desconjugado, 3-hidroxi-estanozolol (STL3OH), foi detectado apenas nos ensaios em
que se realizou a hidrélise enzimética. Para a avaliacdo da significancia dos fatores
testados para esse analito na forma glucuronidica, trabalhou-se com o inverso das areas
calculadas, uma vez que as mesmas sdo inversamente proporcionais a eficiéncia da
reacdo de hidrolise. Os graficos de Pareto (Figura 2.3) mostram que as variaveis:

tempo, com efeito positivo, e temperatura, com efeito negativo, foram significativas ao
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nivel de confianca de 95%, tanto para STL3OHG e STL3OH. Para esse ultimo, a
interacdo entre o tempo e a temperatura também foi significativa, apresentando um
efeito negativo. Dessa forma, conclui-se que a melhor condicdo de hidrdlise
corresponde a0 emprego de um maior tempo de reacdo, 16 h, em uma menor
temperatura, 37,5 °C. Como a varidvel volume de enzima ndo foi significativa, o
emprego do menor volume de 50 pL foi selecionado, de forma a se reduzir o custo da

andlise. A Figura 2.4 apresenta o procedimento final do preparo de amostra.

3 g amostra

A 4

+ 10 mL metanol + vortex +
10 mL tampéo acetato de sodio

A 4

Evaporacdo fase organica +
50 uL B-glucoronidase
arilssulfatase

A 4

Incubacédo 37 °C, 16 h +
centrifugacdo 2700 g

A 4

Clean-up com SPE C18 e NH,,
reconstitui¢cdo 225 L
Metanol/H,0 (55:45 v/v)

A 4

Injegdo 10 uL em LC-MS/MS

Figura 2.4: Fluxograma representativo do procedimento de extracdo para a matriz musculo

bovino empregado durante a validagéo

Nota-se que essas condigdes utilizadas para a realizacdo da hidrolise enzimatica
estdo em consonancia com os procedimentos descritos na literatura (FERCHAUD,
2000; KINSELLA, 2009) e com estudos apresentados pela fabricante (AURAND,
2016). Dessa forma, uma abordagem de otimizacdo por avaliacdo de superficies de

resposta, como Box-Behnken ou Planejamento Composto Central, ndo foi realizada.
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A condicdo otimizada contemplou todos os anabolizantes ndo esterificados
presentes nas principais formulages comerciais empregadas em bovinos, bem como
seus respectivos metabdlitos (AME, ATR, BES, BTE, PRG, ZER — Anexo I). Além
disso, 0 numero de anabolizantes analisados foi superior aos métodos apresentados no

Anexo Il, para a anélise dessas subtancias em musculo bovino.

2.3.4 Validagdo do Método
2.3.4.1 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade, inicialmente aplicou-se o teste F de Fisher-
Snedecor, para verificar a homecedasticidade das variancias das respostas instrumentais
ao longo da faixa de trabalho. Considerando-se o valor critico de Fs5 igual a 5,05,
apenas a curva referente ao analito BNAN apresentou comportamento homocedastico,
com um valor calculado de F igual a 4,86. Dessa forma, para as curvas de calibragédo
dos demais analitos empregou-se o MMQP para a regressdo, utilizando como
ponderador o inverso da variancia de cada nivel de calibragdo. Apds o célculo da
inclinacdo (b), desvio da inclinacdo (sb), intercepto (a), desvio do intercepto (sa),
coeficiente de correlacéo (r) e de determinacéo (R?), a avaliacio da linearidade foi feita
por meio do célculo de tr (Equacdo 2.1). Para todas as curvas de calibragdo avaliadas o0s
valores de tr calculados foram maiores que o valor critico, tr eritico (4; 0,05) = 2,78, 0 que
evidenciou a adequacdo do ajuste linear dos modelos de regressdo, ao nivel de
confianca de 95%. Os valores dos R? variaram entre 0,720 para ZEA e 0,988 para aTB.
A Tabela 2.7 apresenta os parametros para avaliacdo de linearidade calculados para as

curvas de calibracdo construidas.

Tabela 2.7: Avaliacdo da linearidade dos anabolizantes pesquisados nas matrizes
musculo bovino

(continua)
Analito a+ (sa) b + (sh) Feae R? tr
aBO  -0,022 % (0,009) 0,310+ (0,008) 7,18 0,976 7,81
BBO 0,045 + (0,016) 0,680 + (0,018) 13,69 0,975 7,38
oES 0,077 + (0,054) 1523+ (0,046) 1337 0978 7,74
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Tabela 2.7: Avaliacdo da linearidade dos anabolizantes pesquisados nas
matrizes masculo bovino

(continuacao)

BES 0,024 + (0,011) 0,806 + (0,011) 56,27 0,986 7,64
STLAOH  -80134+ (18446) 348657+ (19575) 8,49 0,892 7,65
STL160H -623010 + (10671) 2584889 + (69129) 14,46 0,972 7,71
170MBO  -0,048 + (0,041) 0,899+ (0,037) 3925 0,952 8,48

MTT 0,014+ (0,014) 0,392+ (0,016) 13,30 0,966 7,99
aNAN 0,468 + (0,036) 0,548+ (0,028) 10,27 0,943 7,90
BNAN 0,350 + (0,067) 0,868+ (0,053) 4,86 0,937 7,5

oTE 4,299 + (0,425) 4428+ (0,249) 1413 0,939 8,08

BTE 7,068 * (0,681) 10,417 = (0,605) 32,40 0,928 7,82

oTB -0,019 = (0,005) 0,278+ (0,004) 6839 0,988 7,47

BTB 20,029 = (0,007) 0,146 + (0,007) 1000 0,938 7,18

ACC 0,020+ (0,003) 0,030+ (0,001) 28,12 0,916 8,20
ACM -0,001 (0,004) 0,166% (0,005) 48,16 0,925 8,25
AMG 0,065 (0,004) 0,081% (0,001)  1226,7 0,968 8,28
AME 0,184 * (0,362) 4835+ (0,250) 7,39 0,941 830

ATR 0,013 * (0,013) 0,188+ (0,013) 14,84 0,931 827

CLD -0,070= (0,018) 0,093 (0,003) 55,71 0,966 8,02

DES -0,026x (0,006) 0,416% (0,008) 264,76 0,935 7,60

DIE 0,633 * (0,240) 5039+ (0,238) 1251 0,955 7,74

DRO 0,004 (0,016) 0,038+ (0,003) 815 0,917 850

STL -2566 + (31725) 709573 (35540) 532,83 0,941 8,38

ETE 0,003 * (0,004) 0,228+ (0,004) 127,96 0,985 7,60

ETN -0,159= (0,033) 0,819+ (0,013) 4090 0,980 7,80

HEX 0,012+ (0,003) 0,155+ (0,003) 77,25 0,982 7,76

MPR 20,007 * (0,037) 0,603+ (0,040) 1231 0,934 8,16

MEG 0,135 + (0,131) 1,824+ (0,085) 79,41 0,923 8,15

MTD 0,287+ (0,065) 1,218+ (0,083) 162,08 0,916 7,65
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Tabela 2.7: Avaliacdo da linearidade dos anabolizantes pesquisados nas matrizes

musculo bovino

(concluséo)

Analito a+(sa) b + (sb) Fealc R? tr
MTN 0,024+ (0,033) 1,332+ (0,034) 192,33 0,974 8,00
NOP 0,083+ (0,036) 0,637+ (0,039) 23,35 0,947 8,17
NOT 0,029+ (0,018) 0,215 * (0,011) 86,70 0,945 821
PRG 0,105+ (0,003) 0,169+ (0,005) 228,81 0,936 8,35
TAL  -0,763 + (0,072) 3,152 + (0,071) 712 0927 6,77
ZEA 0,419 + (0,139) 0,397 + (0,048) 8,54 0,729 7,80
ZER  -0,436 = (0,064) 4,349 * (0,056) 58,19 0,984 7,52
aZE -0,417 £ (0,150) 2,292 + (0,070) 1460 0,915 7,65
BZE -0,635+ (0,097) 2,743 (0,047) 9412 0,824 7,05

a: intercepto da curva analitica; sa: desvio padrdo do intercepto; b: inclinacdo da curva analitica; sh:
desvio padrdo da inclinacdo; t;: t de correlacdo linear.

2.3.4.2 Recuperacao e Precisado

Os valores de recuperacdo media e CV referentes aos ensaios em condicdes de
repetibilidade e de precisdo intermedidria, nos trés dias de validacdo e nos trés niveis de

concentracdo avaliados, sdo apresentados na Tabela 2.8.

Em condicBes de repetibilidade para o nivel de 1,0 LMDR, as recuperagdes
médias variaram entre 86,9% para DRO e 114,1% para aBO, sendo que a micotoxina
ZEA apresentou o valor de 122,8%, acima do valor maximo de referéncia adotado de
120%, apresentado no item 2.2.7.2. Os CVs para este nivel de concentracao
compreenderam a faixa entre 3,5% para HEX e 30,5% para PRG. Para o nivel de 1,5
LMDR, as recuperagdes variaram entre 82,8% para BTE e 111,9% para BTE, e os CVs
entre 4,9% para HEX e 29,6% para ACC, sendo que para a micotoxina aZE o valor de
CV foi de 40,8%, acima do limite maximo estabelecido de 30%. No nivel de
concentracao de 2,0 LMDR, os valores médios das recuperacdes compreenderam a
faixa entre 60,3% para oZE e 118,6% para aNAN, e os valores de CV entre 3,6% par
HEX e 24,2% para DRO. Para a micotixina aZE o valor de CV foi de 46,1%.

Em condi¢cbes de precisdo intermediaria as recuperagfes médias variaram no

nivel de concentracdo de 1,0 LMDR entre 92,1% para DRO e 111,6% para PRG, sendo
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que para a micotoxina ZEA a recuperacdo foi de 125,8%, acima do valor limite de
120%. Para esse mesmo nivel de concentracdo, os valores de CV variaram entre 3,8%
para HEX e 27% para PRG. Para 1,5 LMDR, os valores de recuperagéo variaram entre
90,3% para oTB e 108,1% para STL, e os CVs entre 4,7% para HEX e 27,8% para
ACC e STL. Em 2,0 LMDR, as recuperacGes se situaram entre 84,8% para ACC e
115,9% para aNAN, e os CV entre 3,3% para HEX e 27,0% para STL.

Deve-se considerar que os analitos aZE, BZE ¢ ZEA ndo sdo hormonios
anabolizantes, sendo classificados como micotoxinas do tipo lactonas do 4cido
resorcilico. Os mesmos sdo normalmente monitorados em conjunto com 0s
anabolizantes ZER e TAL, uma vez que ja foi reportado na literatura a formacédo desses
dois dltimos anabolizantes a partir das micotoxinas, e vice-versa (AFSCA, 2013).
Dessa forma, a presenca de micotoxinas em amostras contendo ZER e TAL deve ser
investigada, a fim de se avaliar a origem desses analitos. Um monitoramento qualitativo
de oZE, BZE e ZEA pode entdo ser indicado, de tal forma que os parametros de
recuperacdo e precisdo acima dos limites estabelecidos ndo comprometem a

confirmacdo e quantificacdo dos anabolizantes estudados neste trabalho.

De forma complementar a esses ensaios, uma amostra de masculo bovino
proveniente de um procedimento de experimentacdo animal envolvendo a
administracdo de DES em animais vivos foi analisada. A amostra BCR®411 é um
material de referéncia certificado (MRC) produzido pela European Comission, com
concentragdo certificada maior que 0,5 pg kg?!. Apds aplicagdo do procedimento
desenvolvido, obteve-se um valor de concentracio igual a 0,59 ug kg, correspondente
a uma recuperacdo de 118,0%, demonstrando a adequacdo em termos de veracidade do

método desenvolvido para esse analito.
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Tabela 2.8: Avaliacdo de recuperacdo e precisao para os analitos estudados na matriz musculo bovino

(continua)
Repetibilidade Precisdo Intermediéria
Analito 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR
R(%) CV(%) R((%) CV(%) R(%) CV(%) R((%) CV(%) R((%) CV (%) R (%) CV (%)

aBO 114,1 141 109,3 11,9 112,2 13,0 109,4 14,0 103,2 13,6 104,1 16,9
BBO 96,4 7,8 100,4 6,9 102,8 6,0 97,4 6,9 98,6 7,2 99,5 8,2
aES 101,6 8,9 100,3 8,5 99,4 6,2 103,4 8,0 100,9 7,0 100,9 6,0
BES 102,8 7.4 103,2 6,6 98,1 7,7 104,3 6,5 102,9 5,6 99,7 6,9
STL4OH 98,3 9,5 94,9 14,6 104,6 13,8 97,8 8,0 96,6 15,3 98,9 15,2
STL160OH 93,6 11,2 88,3 10,4 90,1 9,7 97,7 10,9 91,6 14,6 89,3 10,4
170MBO  100,7 11,3 1019 8,9 96,9 8,5 105,2 11,0 102,0 9,6 101,8 9,9
MTT 103,4 8,4 103,0 7,2 91,5 7,5 101,1 8,5 98,8 10,5 92,0 7,6
oaNAN 91,6 7,8 96,2 12,9 118,6 19,7 97,4 10,8 99,9 124 115,9 17,2
BNAN 102,0 9,8 98,8 13,0 107,0 9,0 101,3 9,9 99,0 10,9 104,7 8,9
oTE 108,6 7,2 110,3 7,0 106,4 9,2 104,0 9,5 106,3 8,6 100,9 11,8
BTE 110,4 14,1 1119 18,3 105,9 10,8 105,5 154 103,6 20,0 100,9 13,8
oTB 92,0 11,8 89,4 141 93,1 16,2 94,8 11,3 90,3 11,8 91,8 14,7
BTB 99,9 11,2 97,1 15,8 102,5 12,8 101,7 10,5 94,2 14,6 97,8 14,5
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Tabela 2.8: Avaliacédo de recuperacdo e precisdo para os analitos estudados na matriz musculo bovino
(continuagéo)

Repetibilidade

Precisdo Intermediaria

Analito 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR
R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%) R (%) CV (%) R (%) CV (%)

ACC 1037 199  107,6 29,6 774 190 1041 161 1030 278 848 20,3
ACM 995 15,7 91,1 26,7 82,2 9,7 98,3 133 91,4 22,2 85,3 10,2
AMG 1048 9,0 1043 16,8 96,4 7.1 1033 8,2 1015 162 1005 8.1
AME 1051 85 100,8 9,7 937 87 1002 113 99,9 11,2 92,9 8.4
ATR 871 12,1 90,8 21,2 81,3 141 89,4 123 92,2 17,0 86,9 143
CLD 915 83 86,3 133 82,1 75 96,3 10,6 91,8 146 91,8 16,7
DES 97,9 12,2 98,5 152 85,7 5.6 98,4 132 98,6 12,6 91,2 11,0
DIE 99,7 111 101,38 168 1040 118 1003 10,6 92,4 21,5 95,3 185
DRO 869 17,0 94,9 21,9 84,0 24,2 92,1 156 96,9 19,0 92,7 227
STL 9.4 152 1023 17,0 1042 241 1094 22,4 1081 278 1063 27,0
ETE 99,8 75 99,1 7.6 89,2 160 1028 74 100,5 77 94,0 144
ETN 1018 83 99,7 13,8 90,2 108 1005 77 97,4 12,1 91,2 9,9
HEX  101,0 35 102,7 4.9 100,1 36 1025 38 101,7 47 99,7 33
MPR 90,9 8,6 84,1 152 93,9 9.4 96,6 11,0 90,7 16,3 98,9 10,6
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Tabela 2.8: Avaliacéo de recuperacdo e precisdo para os analitos estudados na matriz musculo bovino
(concluséo)

Repetibilidade

Precisdo Intermediaria

Analito 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR
R(%) CV(%) R(%) CV(%) R (%) CV (%) R(%) CV(%) R(%) CV (%) R (%) CV (%)

MEG 96,9 7.8 97,2 11,3 93,4 9,7 954 11,9 945 131 927 9.8
MTD 984 8,6 1002 68 96,2 7,6 98,7 7.1 97,9 7.7 948 9.2
MTN 9638 10,6 94,8 9.3 92,2 52 952 9,9 96,1 8,1 943 7,79
NOP 96,4 105 91,6 171 937 5.4 1003 103 958 154 990 8,9
NOT 983 105 1004 174 99,9 105 966 109 993 155 975 10,7
PRG 1026 305 98,9 277 871 6.4 1116 270 992 27,7 1023 24,71

LMDR: Limite Minimo de Desempenho Requerido; R (%): porcentagem de recuperacgdo; CV (%): coeficiente de variagéo.
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2.3.4.3 Incerteza de Medicéo

Os valores de U estimados usando a metodologia Top-Down sdo apresentados na Tabela 2.9, como porcentagem em relacéo ao nivel de

concentracdo avaliado.

Tabela 2.9: Valores calculados de CCa, CCPB, U; recuperagdo e CVs nos respectivos LQs para musculo bovino

(continua)
U (%)
Analito  LMDR (u(gjig'l) (u(g:ig 1) 10 15 20 (ngl?g 1 Rio (%) CViq (%)
LMDR LMDR LMDR
aBO 1,00 0,27 0,46 33,8 29,9 34,1 0,50 100,5 25,1
fBO 1,00 0,16 0,26 20,5 17,5 16,9 0,50 95,8 18,5
aES 1,00 0,20 0,34 38,4 26,9 15,1 0,50 97,9 17,6
BES 1,00 0,17 0,29 17,7 13,5 14,2 0,50 109,1 16,0
STL40H 1,00 0,14 0,23 33,8 36,3 31,3 0,50 65,7 14,2
STL160OH 1,00 0,12 0,21 43,9 38,4 21,5 0,50 74,2 12,5
170MBO 1,00 0,32 0,54 28,8 23,1 20,2 0,50 104,3 26,2
MTT 1,00 0,19 0,33 17,8 21,3 15,4 0,50 92,2 17,3
aNAN 1,00 0,25 0,43 27,1 27,5 34,8 0,50 83,9 25,3
BNAN 1,00 0,28 0,47 27,8 254 18,5 0,50 87,4 24,8
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Tabela 2.9: Valores calculados de CCa, CCp, U; recuperacao e CVs nos respectivos LQs para musculo bovino
(continuacéo)

U (%)
Analito  LMDR ¢ CCP -Q Rio(%)  CVig (%)
(ngkg!) (ngkg?) 1,0 15 2,0 (ng kg?)
LMDR  LMDR  LMDR
oTE 1,00 0,18 0,31 23,2 19,5 23,9 0,50 96,7 22,0
BTE 1,00 0,18 0,31 33,4 41,1 28,0 0,50 96,0 12,9
oTB 1,00 0,25 0,43 25,2 24,9 29,8 0,50 84,4 31,7
BTB 1,00 0,23 0,39 25,5 30,7 29,3 0,50 73,6 24,7
ACC 2,00 0,57 0,96 473 61,2 41,2 1,00 108,0 31,9
ACM 1,00 0,33 0,56 345 47,1 21,2 0,50 104,8 34,1
AMG 2,00 0,42 0,71 26,9 35,5 17,2 1,00 99,6 22,6
AME 1,00 0,18 0,30 28,5 255 17,6 0,50 100,8 16,8
ATR 1,00 0,39 0,67 51,0 47,1 39,6 0,50 114,1 335
CLD 6,00 1,23 2,10 25,0 30,4 336 3,00 101,7 17,0
DES 1,00 0,17 0,29 29,8 26,8 22,2 0,50 96,7 14,1
DIE 1,00 0,13 0,23 30,8 45,3 37,4 0,50 89,6 17,6

DRO 6,00 2,56 4,36 42,3 447 45,8 3,00 92,3 18,3




Tabela 2.9: Valores calculados de CCa, CCp, U; recuperacao e CVs nos respectivos LQs para mtsculo bovino
(continuacéo)

U (%)
Analito  LMDR ¢ CCP -Q Rio(%)  CVig (%)
(ngkg!) (ngkg?) 1,0 15 2,0 (ng kg?)
LMDR  LMDR  LMDR
STL 1,00 0,23 0,40 53,1 50,1 54,4 0,50 52,0 15,9
ETE 1,00 0,23 0,39 27,2 21,9 29,1 0,50 1143 19,0
ETN 2,00 0,42 0,71 19,1 25,4 20,0 1,00 106,5 35,3
HEX 1,00 0,10 0,17 8,5 9,7 6,7 0,50 100,4 9,0
MPR 1,00 0,25 0,42 28,0 34,6 22,0 0,50 91,2 27,0
MEG 2,00 0,33 0,57 27,6 27,8 20,1 1,00 78,3 17,7
MTD 1,00 0,29 0,49 15,1 15,7 18,5 0,50 99,9 28,7
MTN 1,00 0,10 0,17 211 16,9 15,5 0,50 92,3 11,2
NOP 1,00 0,20 0,34 22,5 31,4 18,2 0,50 98,2 14,3
NOT 2,00 0,31 0,52 40,0 38,7 22,8 1,00 61,2 22,8
PRG 1,00 0,46 0,79 59,7 58,3 49,8 0,50 68,9 16,5
TAL 1,00 0,18 0,30 38,2 31,6 31,7 0,50 108,3 23,0

ZEA 2,00 0,80 1,36 64,7 75,8 39,9 1,00 123,7 50,5




Tabela 2.9: Valores calculados de CCa, CCp, U; recuperacao e CVs nos respectivos LQs para mtsculo bovino
(concluséo)

U (%)
Analito  LMDR ¢ CCP -Q Rio(%)  CVio (%)
- - L L
(ngkg') (ngkg?) 1,0 15 2,0 (ng kgd) N N
LMDR  LMDR  LMDR
ZER 1,00 0,25 0,43 35,2 37,5 39,1 0,500 74,8 33,1
oZE 2,00 0,01 1,54 53,7 73,2 74,0 1,00 1252 49,1
BZE 2,00 0,90 1,54 50,9 50,0 39,0 1,00 136,3 84,3

LMDR: Limite Minimo de Desempenho Requerido; CCa: Limite de decisdo, CCP: Capacidade de detecgdo; U: Incerteza de medi¢do expandida;
RiLo = Recuperagéo no LQ de cada analito, CV g = Coeficiente de variacdo no LQ de cada analito.
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De acordo com o item 11.8.3 do guia de validacdo adotado (BRASIL, 2011), os
valores de U ndo devem exceder o limite maximo de incerteza estabelecido por
legislacdo ou norma especifica. A DECISAO 2002/657/CE, referéncia base para a
elaboracdo desse guia, ndo contempla o célculo de U como figura de mérito para
validacdo. Entretanto, o guia de validacdo brasileiro expressa uma recomendacdo de
tolerdncia aceitavel. Nos casos em que U é calculada incluindo a precisdo de
reprodutibilidade (ou desvio padrdo de precisdo intermediaria ou incerteza de ensaios
interlaboratoriais colaborativos), seu valor ndo deve exceder a 40% do valor de
concentracio correspondente, para concentragdes de 1 a 10 pg kg™*. A analise dos dados
de incerteza apresentados mostrou que os analitos, ACC, DRO, STL, STL160H, PRG,
e as micotoxinas ZEA, oZE e BZE apresentaram valores de incerteza acima dessa
recomendacdo. De acordo com a equacdo 2.4, nota-se que os valores de incerteza sao
calculados como combinacGes das incertezas relacionadas as curvas de calibracdo e ao
desvio padrdo obtido em condicBes de precisdo intermediaria. Para esses compostos
citados, observaram-se que esses parametros, apesar de dentro das faixas recomendadas,
exibiram desempenhos individuais inferiores que, quando combinados, levaram a
valores mais altos de U. De acordo com as férmulas estruturais apresentadas no
Apéndice |, observa-se também que esses anabolizantes apresentam grupos funcionais e
especificidades estruturais ndo relacionadas aos respectivos padrées internos, quando do
seu emprego. Dessa forma, flutuagcbes ndo compensadas nas respostas instrumentais
desses compostos podem explicar esse desempenho, principalmente no que se refere a
estabilidade das moléculas protonadas envolvidas no mecanismo de ionizagao
electrospray (CHIARADIA, 2008).

Em consonancia com os parametros de recuperacao e precisdo obtidos para as
micotoxinas, recomenda-se um monitoramento qualitativo para as mesmas. Para 0S
outros cinco analitos, tendo em vista os resultados satisfatorios para as demais figuras

de mérito avaliadas, propde-se um monitoramento quantitativo.

2.3.4.4 Limite de Deciséo e Capacidade de Detecgdo

De acordo com a DECISAO 2002/657EC, o CCa ¢ o limite acima do qual se
pode concluir que uma amostra contém o analito, com uma probabilidade de erro de a

igual a 1% para substancias proibidas (probabilidade de resultados falso-positivos). O
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CCP ¢ a concentragdo mais baixa de um composto em que o mesmo pode ser
identificado e quantificado em uma amostra, com uma probabilidade de erro de [ igual

a 5% (probabilidade de resultados falso-negativos).

Os valores de CCa e CCP para cada analito (Tabela 2.9) foram calculados
através da abordagem de substéncias proibidas pela fortificacdo de 20 amostras no LQ
de cada analito. Nessas condicdes, o desvio padrdo calculado em condicdes de precisdo
intermediaria é contabilizado, 0 que evita a obtencdo de valores subestimados desses
parametros, como os calculados pela metodologia da curva analitica (ISO 11843).
Deve-se levar em conta que os valores calculados para CCa ¢ CCP devem ser menores
que os LMDRs, de forma que seja possivel a obtencdo pratica desses niveis de
concentracdo. Observou-se que essas condices foram satisfeitas para os analitos
pesquisados, com valores de CCa variando de 0,10 (HEX e MTN) a 2,56 pg kg'*
(DRO), e CCB entre 0,17 (HEX e MTN) e 4,36 ug kg (DRO).

2.3.4.5 Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacéo

Os LDs do método foram estimados como a média das concentracdes
correspondentes a 3 vezes o valor da intensidade do ruido calculado para as 20 amostras
brancas analisadas (Tabela 2.9). Para os analitos oTE, BTE, aES, BES e PRG, os
valores de LD ndo foram estimados, uma vez que ja estdo presentes naturalmente nas

amostras brancas utilizadas.

Os LQs para musculo bovino foram avaliados por meio da analise de um total
de 20 amostras brancas fortificadas em 0,50 LMDR, para todos os analitos pesquisados,
em duas ocasides, e por 2 analitas diferentes. A Tabela 2.9 apresenta os valores obtidos
para recuperacdo e CV, que foram avaliados de acordo com critérios apresentados no
item 2.2.7.2. Esses parametros calculados foram considerados adequados para todos 0s
analitos estudados na matriz masculo bovino, com excegdo das micotoxinas aZE, BZE e
ZEA. Os valores de recuperacédo obtidos para esses 3 analitos foram superiores ao limite
maximo de 120%, e o valor de CV para BZE foi 84,4%, superior ao limite maximo de
35%. Levando-se em conta a finalidade de um monitoramento qualitativo proposto para
aZE, BZE e ZEA, como discutido no item 2.3.4.2, considerou-se que os analitos
monitorados apresentaram desempenho satisfatério para LQ.
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2.3.4.6 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada frente a adi¢do dos interferentes da classe
avermectinas. Levou-se em conta que esses compostos antiparasitarios séo amplamente
utilizados na criagdo dessa espécie de animais, havendo entdo a possibilidade de
estarem presentes em conjunto com anabolizantes. Para a avaliacdo das respostas
instrumentais com e sem a adicdo de interferentes, conforme descrito no item 2.2.7.6,
aplicou-se inicialmente o teste F de Fisher-Snedecor. Para 0s casos em que as variancias
entre os dois conjuntos de dados foram estatisticamente iguais, a 95% de confianga
(Featculado <F9:9:005) = 3,18), aplicou-se o teste t ndo-pareado com variancia agrupada.
Para as amostras cujos valores calculados de F foram maiores que o valor critico 3,18,
empregou-se o teste t ndo-pareado com variancia ndo agrupada. Os valores de F e t
calculados, bem como os valores criticos, estdo apresentados na Tabela 2.10. Para todos
os analitos, os valores calculados de t foram menores que os respectivos valores criticos
de t, indicando que a contaminacdo intencional com os analitos da classe avermectinas
ndo influenciou de forma significativa, ao nivel de 95% de confianga, as recuperacoes
dos anabolizantes pesquisados.

Tabela 2.10: Avaliacdo da seletividade e robustez para a matriz muasculo bovino
(continua)

Analito Seletividade Robustez
Fcalculado teritico Tcalculado Sdi Sp.interm

aBO 1,18 1,62 0,053 0,392
BBO 1,12 1,90 0,019 0,259
aES 1,04 2,10 0,43 0,179 0,294
BES 1,18 0,98 0,100 0,261
STL4OH 2,39 1,69 0,039 0,334
STL160OH 1,47 1,94 0,053 0,306
170MBO 5,37 1,78 0,241 0,339
MTT 6,70 218 1,78 0,049 0,293
aNAN 1,23 2,10 1,83 0,049 0,324
BNAN 241 0,64 0,059 0477
oTE 29,98 2,23 1,81 0,153 0,314
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Tabela 2.10: Avaliacdo da seletividade e robustez para a matriz muasculo bovino

(continuacao)

Seletividade Robustez
Analito
Fcalculado teritico tcalculado Sdi Sp.interm
BTE 1,58 2,10 1,33 0,104 0,403
oTB 4,17 2,16 1,77 0,264 0,327
fTB 1,63 1,97 0,101 0,327
ACC 1,28 1,05 0,475 0,579
ACM 2,36 1,32 0,167 0,361
AMG 1,86 1,08 0,267 0,389
AME 1,12 1,98 0,074 0,336
ATR 1,08 0,38 0,315 0,332
CLD 1,22 1,56 0,109 0,784
DIE 1,68 0,10 0,066 0,326
DRO 1,37 0,15 0,821 0,929
STL 1,58 210 200 0153 0,495
ETE 1,38 0,17 0,130 0,275
ETN 1,83 1,81 0,256 0,394
HEX 1,44 0,41 0,026 0,198
MPR 1,89 1,48 0,131 0,325
MEG 1,12 0,16 0,046 0,477
MTD 1,41 0,32 0,073 0,264
MTN 2,17 0,03 0,089 0,307
NOP 1,24 1,81 0,242 0,322
NOT 5,07 2,18 1,78 0,264 0,459
PRG 1,29 1,85 0,338 0,549
TAL 1,17 2,10 0,07 0,298 0,394
ZEA 1,16 0,06 0,542 0,825
ZER 1,00 0,30 0,157 0,360
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Tabela 2.10: Avaliacdo da seletividade e robustez para a matriz musculo bovino
(concluséo)

Seletividade Robustez
Analito
Fcalculado Leritico Tcalculado Sdi Sp.interm
aZE 1,06 0,15 0,458 0,665
2,10
BZE 1,01 0,13 0,503 0,648

Featculado: Valor calculado pelo teste F; tarico: Valor critico para o teste t de Student; teaicutado:
valor calculado para o teste t; Sdi: desvio padrdo das diferencas;
Sp.interm: desvio padrdo calculado nas condicdes de precisdo intermedidria.

2.3.4.7 Robustez

A analise dos dados obtidos, a partir da abordagem de Youden (Tabela 2.10),
mostra que todos os analitos apresentaram valores de SDi menores que 0s respectivos
Sp.interm NO Nivel do LMDR, evidenciando que o método foi robusto para todos os
analitos, frente as modificacOes propostas. Dessa forma, as pequenas variagOes testadas,
que porventura possam ocorrer durante a execu¢do do método, ndao devem interferir de

forma significativa nas respostas instrumentais dos analitos.

2.3.5 Aplicacdo do Método em Amostras Reais

Apoés a andlise de um total de 80 amostras de musculo bovino, oriundas do
PNCRC e de importacdo dos EUA, verificou-se a presenca de residuos de anabolizantes
em concentracGes superiores aos seus respectivos valores de CCo em 58 amostras
(Tabela 2.11). Entretanto, todos os analitos quantificados sdo tipicos de origem
endogena, BES, aTE, BTE e PRG. Destaca-se que foram estimadas concentragdes de até
24,6 pg kgt para PRG (calculadas por extrapolagdo em curva de até 2,0 LMDR).
Entretanto, a natureza enddgena desses compostos inviabilizou a tomada de decisdo, no
sentido da investigacdo dos produtores pelo uso de tais analitos como promotores de
crescimento, uma vez que mesmo concentracdes elevadas de anabolizantes podem ser
naturalmente produzidas pelos animais investigados (AFSCA, 2013). Dessa forma,
métodos de confirmagdo complementares tornam-se necessarios para a diferencia¢do do

carater enddgeno/exdgeno desses compostos.
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Tabela 2.11: Resultados de concentragdes obtidas acima do CCa para os anabolizantes

pesquisados apos a analise de 80 amostras de musculo bovino

NUmero de Faixa de Concentracéao
. CCua ~ -
Analito (ng ke't) amostras concentracgdes média
He 8 positivas (ngkg) (ngkg)
BES 0,14 2 0,24 -0,32 0,28
aTE 0,31 2 0,32-0,35 0,33
BTE 0,31 11 0,31-1,05 0,39
PRG 0,38 38 0,38 -24,6 2,31
2.4 CONCLUSOES

Este metodo visou o fortalecimento da fiscalizacdo agropecuéria no Brasil
quanto ao uso de compostos de acdo anabolizante, por meio da insercdo da matriz
musculo bovino e do aumento do nimero de analitos monitorados. O emprego dessa
matriz € de grande relevancia no @mbito da defesa agropecuaria, tendo-se em vista o
consumo direto de carne por grande parte da populacdo. Além disso, deve-se considerar
a possibilidade de importacdo de cortes de carne oriundos de paises, em que 0 uso de
anabolizantes é permitido na criacdo animal, resultantes de acordos bilaterais de

comércio.

O método otimizado e validado, neste capitulo, contemplou todos os analitos
usados em formulagdes comerciais de anabolizantes, em um total de 39 compostos das
classes esteroides, estilbenos e lactonas do acido resorcilico, nimero bem superior a
maioria dos trabalhos publicados na literatura para essa matriz. As condigcdes de
hidrolise enzimatica foram estudadas via planejamento fatorial 23, uma vez que ndo ha
recomendacdes oficiais de condi¢cBes experimentais para essa reacdo. ASsim,
comprovou-se a necessidade de uso dessa reacdo para liberagdo dos analitos presentes

nas formas conjugadas glucuronidicas para as respectivas formas livres.

Os resultados obtidos durante as validagbes apontaram para um monitoramento
qualitativo para as micotoxinas oZE, B-ZE e ZEA, uma vez que seus parametros de
desempenho quanto a recuperagdo, precisdo e incerteza de medicdo apresentaram

valores fora das faixas de conformidade estabelecidas. Entretanto, como o
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monitoramento desses compostos é apenas indicativo da origem dos anabolizantes ZER
e TAL, uma abordagem qualitativa ja é suficiente para essa finalidade. Para os demais
analitos pesquisados, todas as figuras de mérito apresentaram desempenhos

satisfatorios.

O método desenvolvido j& esta inserido no sistema de gestdo da qualidade do
LFDA/MG, tendo sido executado para a analise de carnes importadas dos EUA.
Realizou-se um procedimento de expansdo desta validacdo para as matrizes musculo
suino, musculo de pescado e figado de aves. O método encontra-se atualmente
acreditado na ISO 17025 para todas essas matrizes, e é aplicado na analise de rotina
dessas duas ultimas. Um total de 80 amostras de musculo bovino foi analisado, sendo
que os analitos BES, oTE, BTE e PRG foram encontrados em concentracdes acima do
CCa de cada analito, sendo os dois ultimos em concentragdes acima do LMDR
respectivo. Tendo em vista a possivel natureza enddgena desses compostos, faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos que possibilitem a diferenciagdo com um uso
exogeno, a fim de que uma acdo de fiscalizacdo mais ampla tenha amparo para ser
iniciada. Dessa forma, nos proximos capitulos desta tese serdo apresentados o
desenvolvimento e validacdo de métodos de ensaio para determinagcdo de ésteres de
esteroides em pelo e soro de animais bovinos. De forma que a simples detecgédo desses
compostos, em concentragdes acima dos respectivos valores de CCa, ja pode

caracterizar o uso indevido de substancias de acdo anabolizante.
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Capitulo 3

Desenvolvimento e Validacdo de um Método para
Determinacéo de 25 Esteroides e Esteres de Esteroides em

Pelo Bovino



3.1 INTRODUCAO

O monitoramento de medicamentos veterinarios, em especial dos compostos de
acdo anabolizante, é tradicionalmente realizado em urina e figado. No entanto, essas
matrizes apresentam como desvantagens uma curta janela de deteccdo analitica, uma
extensa biotransformacao para a primeira e restricdes quanto a amostragem in vivo para
o figado [ROCCA, 2017]. Uma alternativa promissora para fins de controle € a analise
de pelo. Esta alternativa foi utilizada pioneiramente por BAUMGARTNER e
colaboradores [1979], quando propuseram o monitoramento do abuso cronico de
opiaceos em usudrios de heroina atraves da analise de cabelo. No campo veterinario, o
uso de pelo para o monitoramento de promotores de crescimento comecou com a
deteccdo de clembuterol em pelo bovino em 2003 [JOHANSSON, 2003], sequido de
esteroides e ésteres de esteroides em 2005 e 2006 [RAMBAUD, 2005; NIELEN, 2006].

O pelo é um apéndice corporeo, caracterizado como um filamento proteico,
formado principalmente por queratina, que cresce a partir de uma raiz localizada em
uma cavidade da derme denominada foliculo. Em sua superficie, o cabelo possui uma
cobertura espessa que consiste em uma ou mais camadas de estruturas planas
sobrepostas, denominadas cuticulas, que funcionam para proteger e ancorar a haste
capilar ao foliculo [KINTZ, 2015]. As camadas de cuticula circundam o cortex, que
contém quase toda a massa de fibras e proteinas fibrosas, consistindo de células em
forma de fuso alinhadas longitudinalmente. Quimicamente, o pelo é uma rede
polimérica reticulada, parcialmente cristalina, que contém diferentes grupos funcionais
quimicos com potencial para se ligarem a pequenas moléculas. E composto por
aproximadamente 65-95% de proteinas, 15-35% de agua, 1-9% de lipidios e 0,25-0,95%
de minerais (UNODC, 2014).

As principais vantagens no monitoramento do pelo sdo a janela de detecgdo
prolongada por até meses, a facilidade de coleta de amostras em animais vivos ou
abatidos e a possibilidade de se rastrear de forma temporal o abuso de drogas, por meio
de uma anélise retrospectiva. Destaca-se também a possibilidade de detecgdo de
medicamentos administrados ndo biotransformados, como o0s ésteres de esteroides
intactos [KINTZ, 2018]. Esse ultimo caso é particularmente util quando s&o detectados
esteroides como BBO, BTE, BES e BNAN, uma vez que a possibilidade de produgéo

enddgena desses compostos impede uma conclusdo final relacionada ao uso
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medicamentoso. No entanto, quando o éster do esteroide é detectado, pode-se concluir
que houve administracdo exogena, uma vez que as formas esterificadas sdo
indubitavelmente sintéticas. No que se refere as formulagBes comerciais de
anabolizantes, o uso de versOes esterificadas de esteroides ajuda a prolongar seu efeito e
ampliar a janela de deteccdo analitica, quando comparado aos esteroides néo
esterificados administrados por via oral [SCARTH, 2012]. O comprimento da cadeia
lateral do éster determina a solubilidade em &gua do esteroide esterificado e, portanto,
afeta sua biodisponibilidade. Esteres de cadeias carbonicas curtas, como acetato (C2) e
propionato (C3), sdo rapidamente transferidos da massa muscular para a corrente
sanguinea, levando a concentragcdes circulantes relativamente altas e a uma réapida
excrecdo. No caso dos ésteres de cadeias mais longas, como decanoato (C10) e
undecilenato (C11), os esteroides sdo liberados lentamente em concentracbes mais

baixas, por um periodo de tempo mais longo (GRAY, 2018).

O mecanismo exato que leva a incorporacdo de farmacos no pelo ndo é
completamente compreendido. No entanto, pressupde-se uma combinacdo de diferentes
processos, comecando durante a sua formacédo por difusdo sanguinea no foliculo, além
da incorporacdo a partir da secrecdo de glandulas apécrinas, do suor ou mesmo do sebo.
Outros fatores devem ser cuidadosamente avaliados no que tange a essa matriz, como a
cor do pelo analisado, uma vez que pigmentos como a melanina podem interferir nesse
mecanismo (melanine-binding). Além desse, a regido em que a amostra foi coletada
deve ser especificada, bem o procedimento usado para a coleta (corte com tesoura, uso
de 1dmina de tricotomia ou tosa) [KINTZ, 2015; 2018].

A primeira etapa recomendada para a analise de pelo é a descontaminacdo da
amostra por meio de lavagem com uma fase predominantemente aquosa, contendo um
solvente organico. Dessa forma, qualquer contaminante externo, que possa levar a um
resultado falso positivo, deve ser eliminado, sem causar perdas dos analitos de interesse
[MANTINIEKS, 2018]. A etapa subsequente é a homogeneizagdo, com o objetivo de se
aumentar a area superficial exposta aos agentes de extracdo. Usualmente, o pelo é
fracionado com tesoura em comprimentos de 1 a 3 mm, ou efetua-se a moagem com
auxilio de um moinho de bolas ou criogénico [AQAI, 2009]. A extracdo da amostra
deve ser capaz de liberar os analitos alvo de uma matriz composta predominantemente

por proteinas (65-95%), e com baixo teor de gordura (1-9%). Diferentes agentes de
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extracdo foram descritos na literatura para esse fim, destacando-se o uso de metanol
devido a sua eficécia tanto em relagcdo aos compostos hidrofilicos quanto aos lipofilicos
[GAO, 2016; UNODC, 2014]. A extracdo utilizando solu¢Bes aquosas &cidas ou
solucdes tamponadas também foi relatada, geralmente realizada sob digestdo com
aquecimento [GRAY, 2018; FABRESSE, 2017; KWOK, 2017]; a digestdo basica
também tem sido empregada [DESHMUKH, 2012; LEPORATI, 2014]. Os
procedimentos de limpeza para purificacdo dos extratos, antes da analise instrumental,
também sdo relatados, empregando-se especialmente LLE [GRAY, 2018; SHAH, 2014]
ou SPE [DEVI, 2018; KOWK, 2017]. A maioria dos métodos utilizam baixos valores
de massas para as amostras em anélise, de até 300 mg, devido a baixa densidade dessa
matriz, o que corresponde a baixas concentracdes disponiveis para detec¢do dos analitos
relacionados. Nesse sentido, a derivatizacdo quimica tem sido empregada com sucesso
para aumentar as respostas instrumentais, especialmente no caso de compostos
fracamente ionizaveis como ésteres de esteroides [ATHANASIADOU, 2013;
HIGASHI, 2016].

Este capitulo apresenta o estudo das condicGes de extracdo e deteccdo de
esteroides e ésteres de esteroides em pelo bovino, bem como a validagdo de um método
quantitativo para a determinacdo desses analitos. Tal procedimento apresenta-se como
uma alternativa a andlise de urina e figado para 0 monitoramento de anabolizantes, em

especial os de origem enddgena.

3.2 EXPERIMENTAL
3.2.1 Padroes e Solucdes Padrao

As informacdes referentes aos padrdes analiticos utilizados neste trabalho, como

abreviaturas, formulas estruturais e fabricantes, estdo descritas no Apéndice I.

Solucdes estoque individuais dos analitos estudados e padrdes internos foram
preparadas em uma concentracdo aproximada de 200 ug mL?, dissolvendo a massa de
cada composto em metanol. As solucdes de trabalho foram preparadas misturando-se as
solugdes estoque individuais, e diluindo-as em metanol da seguinte forma:
0,005 ng mLt de ATR, BZT, FPT, IST e PPT; 0,0075 ug mL* de ATE, CPB, DET e

FPN; 0,0010 pg mL* de ACC, ACM, AME, AMG, BET, BNA, UNB e NOT; 0,020 pg
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mL?* de BAD, ETN e MTT; 0,030 pg mL* de DRO e MTD; 0,040 ug mL™* de MTN;
0,060 ug mL™* de ETE; ¢ 0,10 ug mL* de DET.

Para os padrdes deuterados foi utilizada uma concentragdo de 0,006 pg mL™*
para a solucdo de trabalho de FPT-d3 e PPT-d3. Para PBO-d3, BESd3, AME-d3,
DET-d3 e BZT-d3 empregou-se uma concentracdo de 0,009 pg mL™?, e para CPT-d3

uma concentragdo final de 0,012 pg mL™.
3.2.2 Reagentes e Solugdes

Empregaram-se reagentes de grau analitico durante todos os procedimentos de
desenvolvimento analitico e validacdo. O &cido férmico foi adquirido da Panreac
(Barcelona, Espanha). Acido acético glacial, &cido cloridrico, hidrocloreto de
metoxiamina (MOX), acetato de sodio (NaOAc), hidréxido de sédio (NaOH), cloridrato
de tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) e tris-hidroximetil aminometano (Trizma base -
TRIS) foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA). Os solventes de grau HPLC:
ACT, ACN, cloroférmio (CLF), EtOAc, éter metil terc-butilico (MTBE) e metanol
foram adquiridos da J.T Baker (Center Valley, EUA). HEX foi adquirido da Loba
Chemie (Mumbai, india). Agua ultrapura foi gerada por Gehaka, Master Sigma 100
(Gehaka, S&o Paulo, Brasil).

A solucdo tampdo de NaOAc (0,2 mol L) foi preparada dissolvendo 16,4 g de
acetato de sdédio anidro em 1000 mL de agua ultrapura, ajustando-se o pH em 5,2 por
meio da adicdo de acido acético glacial. A solucdo TRIS para ajuste de pH foi preparada
na concentragdo de 2,0 mol L a partir da dissolugio de 242 g do sal em 900 mL de
agua, com posterior ajuste do pH com NaOH ou HCI, completando-se o volume para
1000 mL ao final do ajuste. A solucdo derivatizante MOX foi preparada na

concentracio de 4,8 mg mL™ do reagente em metanol/agua (4:1 v/v).
3.2.3 Instrumentacéo e Materiais

Utilizou-se o mesmo sistema LC-MS/MS que o apresentado na Tabela 2.1 do
Capitulo 2. A separagdo cromatografica foi realizada na coluna Acquity UPLC BEH
C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um) equipada com pré-coluna Acquity UPLC BEH VanGuard
C18 (5,0 x 2,1 mm, 1,7 um) (Waters Corporation, Milford, EUA). A vazéo utilizada foi
de 0,300 mL min? e a temperatura da coluna foi mantida em 55 °C. Utilizou-se um

gradiente de eluicdo com solvente A (agua ultrapura acidificada com 0,1% v/v de acido
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formico) e solvente B (ACN acidificada com 0,1% v/v de acido férmico) da seguinte
forma: de 0 a 0,5 min a porcentagem de B foi mantida em 65% e aumentada
linearmente para 100% até 7 min; de 7 a 12 min esse percentual foi mantido constante e
de 12,0 a 12,1 diminuiu linearmente para 65%. De 12,1 a 18,0 min, o percentual de B

foi mantido constante em 65%. O volume de injecéo foi de 25 pL.
3.2.4 Condicdes Espectromeétricas

A obtencdo dos pardmetros empregados na detecgdo dos analitos envolveu o
preparo de uma solucéo individual contendo cerca de 10 ng mL™ de cada analito em
metanol, que foi evaporada por aquecimento a 45 °C em fluxo de ar, e reconstituida
com 1 mL da solucdo derivatizante MOX em tubos de vidro com tampa de rosca. Apds
aquecimento em bloco a 80 °C por 1h, foram adicionados 1 mL de &gua ultrapura e 1
mL de HEX aos tubos, que foram agitados em vortex e a camada organica foi
transferida para outro tubo de vidro de 10 mL e evaporada a 45 ° C sob fluxo de ar. O
extrato final foi reconstituido em 1 mL de ACN/agua (65:35 v/v) acidificado com
0,1% v/v de acido formico, transferido para uma seringa de infuséo e injetado em vazéo
de 10 pL min? no espectrometro de massas, conforme descrito no item 2.2.4 do
Capitulo 2. As condigdes espectrométricas otimizadas foram: temperatura do bloco da
fonte em 650 °C com voltagem do capilar igual a 5 kV, gas nitrogénio utilizado como
agente de dessolvatacdo e gas nebulizador com vaz@es de 50 psi, e argdnio usado como

gas de colisdo com vazao de 6 psi. A detec¢do foi operada no modo SRM.
3.2.5 Preparo de Amostra

As amostras de pelo foram lavadas inicialmente usando uma mistura de agua/
metanol (80:20 v/v) e secas durante a noite em incubacdo a 50 °C. Posteriormente,
realizou-se a moagem dos fios, usando um moinho ultracentrifugo Retsch ZM-200
(Newtown, EUA). Duzentos e cinquenta (250) mg de pelo moido foram pesados em
tubo plastico com tampa de rosca de 50 mL, ao qual foram adicionados 300 uL da
solucgéo de trabalho deuterada. Um volume de 7 mL de metanol foi adicionado a cada
amostra, que foi agitada em vortex por 30 s, sonicada em banho de ultrassom por 15
min e incubada a 50 °C por 1 h. Posteriormente, 3 mL de agua ultrapura foram
adicionados, seguido de homogeneizacdo em um agitador horizontal por 5 min. As

amostras foram centrifugadas a 2700 g por 30 min a 4 °C, os sobrenadantes foram entéo
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transferidos para tubos de 15 mL e evaporados em um concentrador de amostras a 45
°C, sob fluxo de ar, at¢é o volume final inferior a 3 mL. Aos tubos de
15 mL contendo as fases aquosas restantes foram adicionados 1 mL de HEX, seguido de
agitacdo em vortex por 20 s e centrifugacdo a 2700 g por 15 min a 4 °C. Esse
procedimento foi repetido mais uma vez e as camadas de HEX sobrenadantes foram
combinadas em outro tubo de vidro de 15 mL, e evaporadas até a secura a 45 °C sob
fluxo de ar. Cento e vinte (120) pL da solucdo derivatizante MOX foram adicionados a
cada tubo, que foram agitados em vortex por 30 s. Os tubos foram tampados com
tampas de rosca e aquecidos em forno micro-ondas doméstico - Philco PMS25N2
(Pensilvania, EUA) - a 70% de poténcia por 18 s. Apds um intervalo de 1 min, os tubos
foram novamente aquecidos por mais 18 s. Aos extratos derivatizados foram
adicionados 1 mL de agua ultrapura e 1 mL de HEX, com posterior agitacdo em vortex
por 20 s e transferéncia da camada organica para um tubo de vidro de 10 mL. A particao
foi repetida usando mais 1 mL de HEX, e as camadas orgéanicas combinadas foram
evaporadas a 45 °C sob fluxo de ar. O extrato final foi reconstituido com 120 pL de
ACN/agua (65:35 v/v), acidificado com 0,1% v/v de acido formico. Os extratos finais

(25 pL) foram injetados no sistema LC-MS/MS no modo de ionizacdo ESI*.
3.2.6 Estudos de Extracao

Duas amostras de pelo bovino foram utilizadas para avaliacdo da eficiéncia de
extracdo de diferentes procedimentos avaliados. As amostras foram provenientes de um
procedimento de experimentacdo animal realizado no Rikilt (Wageningen, Paises
Baixos), em que ésteres de anabolizantes foram implantados em animais bovinos
(Research study for steroid esters in bovine hair — Rikilt/2017). Uma amostra de pelo
bovino continha BET com um valor de concentragdo consensual de 14 pg kg, e uma
segunda amostra continha FPN com um valor de concentragdo consensual de
1,9 ug kg. As amostras foram pesadas em diferentes tubos e submetidas aos seguintes
testes de pré-tratamento: 1) 0,1 mol L de HCI (DESHMUKH, 2010); 2) 0,1mol L de
tampdo NaOAc (pH = 5,2) (FABRESSE, 2017); 3) 0,1 mol L™t de NaOH (LEPORAT],
2014; SHAH, 2014); 4) 0,1 mol L™ de TCEP (NIELEN, 2011); e 5) 0,1 mol L™ da
solucdo TRIS (pH = 9,5) (BREIDI, 2012). Devido a indisponibilidade de material ndo

foram preparadas replicatas genuinas para os testes citados.
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Apods a lavagem das amostras e adicdo da solucdo de trabalho deuterada,
adicionaram-se 7 mL dos reagentes de pré-tratamento citados com posterior sonicacao
durante 15 min, e incubacdo posterior durante 1 h a 50 °C. Um experimento adicional
também foi realizado, no qual 7 mL de metanol foram adicionados as amostras, em vez
das solucBes aquosas citadas; sendo que ap0Os sonicacdo e incubacdo em condicdes
iguais, 3 mL de agua ultrapura foram adicionados aos tubos e o metanol foi evaporado
sob fluxo de ar a 50 °C. Em seguida, a extracdo da amostra prosseguiu como descrito

em 3.2.5 e as areas dos picos cromatograficos de cada analito foram comparadas.
3.2.7 Purificagéo dos Extratos - Clean-up

Apds selecionar a melhor condicdo de extracdo dentre os testes realizados,
diferentes métodos de limpeza para remocdo de compostos interferentes advindos da
matriz também foram avaliados: SPE, LLE e microextracdo liquido-liquido dispersiva

(Dispersive Liquid-Liquid Microextraction - DLLME).

O primeiro procedimento consistiu em uma abordagem de SPE desenvolvida no
LFDA-MG, para participagdo no estudo colaborativo promovido pelo Rikilt, citado no
item 3.2.6. Foi empregado um cartucho HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance) - Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA) - previamente condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de
agua. Os extratos aquosos remanescentes ap6s a evaporacdo do metanol, conforme
descrito em 3.2.5, foram adicionados aos cartuchos, que foram posteriormente lavados
com 5 mL de 4gua e 5 mL de metanol/agua (55: 45 v/v). Os analitos foram eluidos
consecutivamente com 2 mL de ACN, seguidos por 2 mL de EtOAc e 1,5 mL de ACT
em tubos de vidro, e os extratos foram evaporados até a secura a 45 °C sob fluxo de ar.
Uma reacdo de derivatizagdo com MOX foi realizada e o procedimento foi conduzido

como descrito em 3.2.5.

Para a avaliacdo de LLE, 1 mL de misturas dos solventes HEX, EtOAc e MTBE
(Tabela 3.2) foi adicionado aos extratos aquosos restantes ap0s a evaporagdo do
metanol, como descrito no item 3.2.5. Tomou-se por base 0 procedimento descrito por
GRAY e colaboradores em 2018, que emprega uma mistura de EtOAc/MTBE (1:1 v/v)
durante a etapa de LLE; o procedimento descrito por LEPORATI e parceiros em 2014,
que emprega MTBE durante essa etapa; o procedimento apresentado por KWOK et al. e
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DEVI (2018), que utilizam a mistura HEX/EtOAc (7:3 v/v); e o procedimento
desenvolvido por SHAH et al. (2014) que utiliza HEX na etapa de LLE.

Os solventes organicos foram agitados em vértex durante 30 s, juntamente com a
fase aquosa e centrifugados a 2700 g durante 10 min a 4 °C. Esse procedimento foi
repetido e as fases do sobrenadante contendo os analitos foram transferidas para tubos
de vidro, sendo evaporadas até a secura a 45 °C sob fluxo de ar, com posterior

derivatizacdo com o reagente MOX.

A avaliagdo por DLLME envolveu o uso de misturas de solventes dispersores
(metanol, ACT e ACN) e extratores (CLF e HEX), baseados nas recomendacfes dessas
misturas apresentadas por MOUSAVI et al. (2018) e REZAEE et al. (2010) (Tabela
3.2). Os volumes dos solventes extratores foram fixados em 200 pL, e em 250 pL para
os solventes dispersores. Apds a evaporacao do metanol, como descrito em 3.2.5, ambos
os solventes foram misturados e introduzidos no extrato aquoso contendo os analitos
como um jato pulsado, com o auxilio de uma micropipeta. O sistema foi agitado em
vortex por 30 s e centrifugado a 2700 g por 10 min a 4 °C. As fases extratoras
compostas por HEX foram removidas da camada superior do sistema, usando-se uma
micropipeta, e transferidas para um tubo de vidro. As fases formadas por CLF foram
transferidas da parte inferior dos tubos de extracdo, devido a sua maior densidade. A
evaporacdo das fases extratoras foi efetuada a 45 °C sob fluxo de ar, realizando-se, em

seguida, a derivatizacdo com o reagente MOX.
3.2.8 Validacéao

A validacdo foi realizada em conformidade com o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica — Residuos e Contaminantes em Alimentos, do MAPA (BRASIL,
2011). As figuras de mérito avaliadas foram: linearidade, recuperacdo, precisao
(repetibilidade e precisao intermediaria), CCa, CCP, incerteza, robustez e seletividade.
Os LMDRs foram indicados para 0s compostos estudados, levando em consideracao seu

uso proibido como promotores de crescimento.

Uma novilha de dois anos de idade, dois bezerros de seis meses e dois touros de
dois anos de idade foram criados em condi¢fes de controle sem tratamento hormonal,
para fornecimento de amostras brancas durante a validacdo. Amostras de pelo de
comprimento e cores variadas foram coletadas da regido do pescogo e da garupa dos
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animais, usando-se uma lamina de tricotomia. As regides retangulares resultantes da
coleta na regido do pescogo dos animais estdo representadas na Figura 3.1. Em seguida
as mesmas foram lavadas e trituradas conforme descrito em 3.2.5, e posteriormente

misturadas para formar um material branco representativo.

Figura 3.1: Representacdo da coleta de pelo por tricotomia na regido pescoco dos animais
3.2.8.1 Linearidade

Assumiu-se a ocorréncia de efeito de matriz para o método desenvolvido,
empregando-se assim curvas de calibragdo matrizadas com a adicdo dos padrdes
analiticos antes do procedimento de extracdo. A faixa de trabalho compreendeu os
niveis: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 x LMDR de cada analito, correspondendo aos
seguintes volumes da solucéo de trabalho: 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 300,0 e 400,0 L.
Para os compostos BAD, DRO, ENT, MTD e NOT, a faixa de trabalho foi de: 1,0; 1,5;
2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 x LMDR. A resposta instrumental utilizada foi a razdo entre a area
dos picos cromatograficos e a area dos padrBes internos deuterados correspondentes.
Cada ponto da curva foi preparado em triplicata genuina e extraido de acordo com o
procedimento descrito em 3.2.5. Os valores discrepantes - outliers- dos dados obtidos
foram detectados pelo teste de Grubbs, e excluidos, ao nivel de confianca de 99%.

3.2.8.2 Recuperacao e Precisdo

Amostras brancas foram fortificadas com a solucéo de trabalho em trés niveis de
concentracdo, correspondentes a 1,0, 2,0 e 3,0 x LMDR de cada analito, com seis

repeticGes em cada nivel de concentracdo (18 amostras no total). Também foi preparada
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uma curva de calibracdo no mesmo dia para estimar as respectivas concentragdes. Esse
procedimento foi realizado em dois dias diferentes por um analista e num terceiro dia

por outro, caracterizando as condicGes de precisdo intermediaria.
3.2.8.3 Limite de Decisédo, Capacidade de Deteccao e Incerteza de Medicao

Os valores de CCa e CCP foram calculados por meio da fortificagdo de 20
amostras no respectivo LQ de cada analito, conforme descrito no item 2.2.7.4 do
Capitulo 2. A incerteza de medicdo foi estimada usando a metodologia Top-Down
(YOUDEN, 1975), considerando a incerteza relativa as curvas de calibracdo elaboradas
durante a validacdo, combinada com a incerteza relacionada aos ensaios de precisdo

intermedidria, de acordo com procedimento descrito no item 2.2.7.3 do Capitulo 2.
3.2.8.4 Robustez e Seletividade

O procedimento para avaliacdo da robustez envolveu a fortificacdo de 8
amostras no LMDR de cada analito, calculando-se as respectivas concentracdes e 0
desvio padrdo das diferengas pela abordagem de Youden (BRASIL, 2011; YOUDEN,
1975), descrita no item 2.2.7.7 do Capitulo 2. Os fatores experimentais avaliados nesse
estudo, seguindo a apresentacdo das Tabelas 2.2 e 2.3 do Capitulo 2, foram o tempo de
centrifugacdo apds a extracdo com metanol (A = 30 min, a = 20 min), temperatura de
evaporacao do metanol (B = 45 °C, b = 50 °C) e temperatura de centrifugacdo apos a
LLE com HEX (C=4°C, ¢ =20 °C).

Conforme descrito no item 2.2.7.6 deste trabalho, seguiram-se as recomendacdes
expressas no item VI.1.2 do Manual de Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL,
2011) para avaliacdo da seletividade. Por essa abordagem, amostras brancas foram
analisadas durante todo o processo de otimizacdo e validacdo, evidenciando-se a
auséncia de sinal analitco nos tempos de retencdo caracteristicos dos analitos estudados.
Além dessa observacdo, adicionaram-se 25,0 puL de uma solugdo metanolica de
avermectinas a amostras de pelo bovino. Utilizou-se uma concentragdo de 10,0 pg mL*
desses compostos, correspondendo a concentragio em pelo de 10,0 pg kg? de
abamectina, doramectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina, obtidos da LG
Standards (Augsburgo, Alemanha). Trés amostras foram fortificadas em cada um dos 3
niveis de concentracdo apresentados no item 3.2.8.2 (1,0; 2,0 e 3,0 LMDR), totalizando
9 amostras contaminadas com avermectinas. As recuperacGes das mesmas foram
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comparadas com as de 9 amostras fortificadas apenas com os anabolizantes, igualmente
distribuidas entre os 3 niveis de concentracdo estudados, utilizando o teste F (Snedecor)
de homogeneidade de variancias e o teste t de Student para comparagdo das médias.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Condicdes Espectrométricas e Cromatograéficas

Os analitos foram detectados empregando o modo SRM, sendo que as transi¢oes
selecionadas, as razBes de ions calculadas para as mesmas e os pardmetros PD, EC e

PSC séo apresentados no Apéndice Il1.

A reacdo de derivatizacdo realizada levou a formacdo de dois produtos
diasteroisomeros, que foram cromatograficamente separados para ACC, AME, ATE,
AME-d3, ATR, AMG, ACM, BNA, BZT, BZT-d3, CIP-d3, DEN, DET, DET-d3, ENT,
FPN, FPT, FPT-d3, MTD, MTT, MTT-d3, NOT, IST, PPT e PPT-d3. Para fins de
praticidade, o pico relacionado ao maior tempo de retencdo foi selecionado para ser
integrado para todos os analitos. Porém, para ATR e NOT essa integracdo envolveu
ambos 0s picos cromatograficos uma vez que os parametros de linearidade e precisdo
apresentaram melhor desempenho quando do uso dos dois sinais analiticos
concomitantemente. Em virtude da presenca de picos duplicados referentes a esses
isdbmeros, uma melhor separagdo cromatografica para os mesmos foi obtida com o uso
de uma coluna cromatografica de maior comprimento (100 mm) e menores tamanho de
particula (1,7 um) e didametro (2,1 mm), do que na coluna utilizada no Capitulo 2
(50 x 3,0 mm, 1,8 um). Nesse caso, a eficiéncia de uma coluna cromatogréfica é
comumente medida pelo nimero de pratos tedricos da mesma, que por sua vez é
inversamente proporcional a altura equivalente a um prato (H), que possui uma relacao
inversa com o comprimento da coluna cromatografica (LANCAS, 2011). De acordo
com a equagdo de Van Deemter (MALDANER, 2009), ha ainda uma relagdo direta

entre H e o didmetro interno e o tamanho de particula de uma coluna cromatografica.

O cromatograma de ions extraidos para uma amostra branca fortificada no
LMDR de cada analito, nas condigdes otimizadas descritas nos itens 3.2.3 e 3.2.4, é
apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.2: Cromatograma de ions extraidos referente a uma amostra branca de pelo bovino

fortificada no LMDR de cada analito e extraida pelo procedimento desenvolvido
3.3.2 Preparo de Amostra

As amostras de pelo, apds a coleta, podem conter suor, poeira, lama e outros
contaminantes externos, que devem ser removidos por meio de uma lavagem prévia a
extracdo da amostra, sem causar perda dos analitos de interesse. AQAI e colaboradores
(2009) propuseram a lavagem das amostras com agua/metanol (80:20 v/v), e esse foi 0
procedimento adotado no presente trabalho. O pelo foi imerso na solucéo de lavagem ou
lavado sob fluxo dessa solugéo, dependendo da quantidade de matriz.

3.3.3 Estudos de Extracéo

Apos a lavagem do pelo, outra pratica comumente descrita na literatura € um
procedimento para ruptura da matriz e liberagdo dos analitos presentes nas partes
internas de sua estrutura. Diferentes metodologias foram avaliadas a partir de amostras
de pelo contendo BET e FPN: digestdo com TCEP (GROOT, 2012; NIELEN, 2011),
NaOH [LEPORATI, 2014], HCI (PIZZATO, 2007) e com os tampdes NaOAc [KINTZ,
2018; CHOI, 2018) e TRIS (KINTZ, 2015). O solvente metanol, em vez das solucGes

aquosas citadas, foi avaliado como um agente de extragdo e ruptura da matriz, devido a
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sua capacidade de precipitacdo de proteinas, penetracdo na mesma e baixo ponto de
ebulicéo para fins de evaporagédo (UNODC, 2014; GAO, 2016). A Tabela 3.1 apresenta
as areas dos picos cromatograficos dos analitos observados apds cada pré-tratamento
avaliado.

Tabela 3.1: Areas detectadas para amostras contendo naturalmente BET e FPN
submetidas a diferentes pré-tratamentos

Area (cps)
Ensaio

BET FPN
Metanol 1,0 x 10° 4,3x10°
HCI 0,1mol L1 4,1 x 10° 1,3x 10°
NaOAc 0,1 mol L* 2,0x10° 2,3x10°

NaOH 0,1 mol L? ND ND
TCEP 0,1 mol L* 3,3x10° 2,3x10°
TRIS 0,1 mol L? 51x10° 3,5x10°

ND: Analito ndo detectado

Pbde-se notar que o uso da digestdo basica com NaOH levou a uma perda
completa do sinal dos analitos BET e FPN, o que pode ter ocorrido devido a uma
conversdo dos esteres em sais ou outros produtos ndo detectados, o que ja foi
evidenciado por GAO et al. em 2016. As condic¢des basicas relativas ao uso da solu¢do
TRIS 2,0 mol L%, em pH igual a 9,5, ndo levaram a uma perda completa do sinal desses
compostos. Quanto as condicdes acidas, a digestdo usando tampdo NaOAc, em pH igual
a 5,2, levou a maiores areas detectadas para FPN em comparacdo com HCI, e o efeito
oposto foi observado para o composto BET. O reagente TCEP ndo exibiu vantagem em
relacdo aos demais reagentes aquosos testados, para os dois analitos estudados.
Observou-se, porém, que o uso de metanol como solvente de extracdo resultou nas
maiores areas para os dois analitos e, portanto, esse solvente foi selecionado. Esse
resultado estd em consonancia com a literatura recente, que aponta o uso frequente de

metanol durante os procedimentos de extragdo na matriz pelo (GAO, 2016).
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3.3.4 Purificacdo dos Extratos - Clean-up

O método SPE usando cartucho HLB foi testado e comparado com outros
métodos que poderiam ser facilmente implementados em uma rotina analitica, evitando-
se os elevados custos de aquisicdo desses cartuchos de extracdo: LLE e DLLME
[MOUSAVI, 2018]. Na abordagem de LLE, ap6s a realizacdo da extracdo conforme
descrito em 3.2.5, diferentes solventes e misturas de solventes foram adicionados ao
extrato aquoso remanescente da evaporacdo do metanol, com base em diferentes
protocolos descritos na literatura (GRAY, 2018; LEPORATI, 2014; KWOK, 2017 e
SHAH, 2014).

A outra abordagem estudada foi a DLLE, que é considerada uma LLE
miniaturizada com base na particdo dos analitos, utilizando uma mistura de solventes
dispersor e extrator [MOUSAVI, 2018; REZAEE, 2010]. Em todos os testes, 0s
volumes de solvente extrator foram fixados em 200 pL e o solvente do dispersor em
250 pL. Menores volumes desses solventes ndo levaram a uma separacdo de fases bem
definida. Os testes H e L (Tabela 3.2) foram realizados sem o uso do solvente dispersor,

para avaliar sua significancia.

Como um grande numero de analitos foi avaliado simultaneamente, a soma
ponderada das areas dos picos cromatograficos foi calculada em cada ensaio. Para cada
analito, essa resposta ponderada correspondeu a divisdo da &rea obtida em cada
experimento pela area media calculada para esse composto. Uma soma ponderada para
cada ensaio foi entdo calculada, sendo que maiores valores da mesma correspondem a
maiores eficiéncias de parti¢do e purificacdo dos extratos. Os analitos DRO, ENT, ETN,
MTD, MTN, MTT e NOT né&o foram avaliados neste estudo, pois foram adicionados ao
desenvolvimento do método em um estagio posterior. Todos 0s ensaios citados foram
realizados em duplicatas genuinas, e a Tabela 3.2 apresenta os valores de areas obtidos,
com 0s seus respectivos desvios padrdo entre parénteses, € as somas ponderadas

calculadas para os diferentes experimentos.
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Tabela 3.2: Soma ponderada das areas medidas para avaliacdo de diferentes estratégias de purificacdo da matriz pelo bovino

(continua)
Areas (x 10* cps)
Clean-up Soma
ACC ACM AME AMG ATE ATR BAD BET BNA BZT CPB DEN DET FPN FPT IST PPT UNB
WA HLB 32 45 43 109 32 39 192 10 77 15 48 102 32 64 21 34 27 43 ..
% ©04) (©7) (08 (13 (04 (04 (@9 (02 (13 (02 (09 @4 (06 (L5 (01) ©7) (©07) (07) !
45
34 24 53 119 53 207 22 157 28 94 133 61 83 23 41 29 40
B) HEX ©02) 04 06 @ O on ©5 ©5 @) (08 (22 G7) (05 (L0 (02 ©7 01 @9 58
HEX;:E)tOAc 41 19 49 141 32 59 192 17 133 29 105 140 64 84 24 39 23 43 ..
73 ) ©05 (06 (06 (09 (05 (08 (18 (04 @8 (02 @15 @2 09 @@3) 05 @02 04 (06 :
oymTee 29 14 5L 97 85 51 195 15 125 26 92 103 33 73 20 37 23 30 .
©03) (03 (08 (@4 ©O7) (L0 (38 (04 0 (05 @10 @1) @5 @) ©O7) (05 (03) (04 '
= HEX/EI\)/ITBE 30 16 42 92 40 57 164 19 96 20 62 94 32 46 15 25 21 27 190
(723 v ©6 (O (07 @3 (03 (09 @4 (05 @2 05 @) @) 08 @4 01 @06 (09 (03)
F) EtOAC 29 18 45 94 35 59 138 15 98 19 43 76 28 55 16 28 21 26 ..
©07) (05 (05 @5 07 (06 (12 (04 @0 (04 @12 @) (03 08 (06 (03 (06 (0.2) '
G)
37 18 50 123 33 50 214 16 137 31 102 131 54 79 25 44 25 40
MT(TE/E}SAC ©05 (02 (06 (L8 (07 (09 26 07 18 (06 L7 @0 ©O7) @1 (04 @08 @05 @04 >4
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Tabela 3.2: Soma ponderada das areas medidas para avaliacdo de diferentes estratégias de purificacdo da matriz pelo bovino

(concluséo)

Area (x 10* cps) Soma
Clean-up DE
ACC ACM AME AMG ATE ATR BAD BET BNA BZT CPB - DET FPN FPT IST PPT UNB
Y HEX 39 25 59 105 53 57 182 26 107 27 68 35 09 77 12 24 13 22 107
) ©7) (05 L) (L9 (Lo ©O7 @0 (8 (18 (07 (L8 (07 O @) (02 (05 (02 (04 :
46 26 80 170 36 40 74 20 56 12 32 13 03 33 14 17 17 06
DHEXIACN gy (05 (13) (@8 (09 @1 19 (06 (09 (02 (04 (02 (02 03 03 02 02 ©n @ 51
30 18 51 106 29 34 70 14 56 11 27 23 06 30 11 15 12 09
DHEXIACT 07y ©4 09 @0 @O 08 ©09 ©03 @O 02 ©04 ©5 ©01) 04 ©02 ©03 ©02 ©3  *°
L KYHEX/ 09 06 13 27 23 19 116 L1 68 12 29 45 14 37 06 11 10 22 o
S Metanol 02 (02 (02 (03 04 03 @1) 02 ©8 (02 ©04 09 02 06 (02 ©O1) (02 (02 !
a L oLr 26 13 34 70 37 47 85 13 80 12 29 60 14 30 07 14 10 19 126
) ©04) (02 ©4) 06 ©O7 08 @) (02 L) (03 (05 (Lo (02 (05 02 04 ©O1) 02 :
20 13 33 64 32 43 108 12 80 11 34 50 13 43 12 18 12 17
M)CLFIACN 07y (02 (©5 (04 (06 07) (1) 03 @1 03 @05 @04 ©03 ©O7) 02 03 @02 @1 28
18 12 28 57 27 35 19 10 66 10 27 39 12 32 08 15 08 14
NJCLFACT  03) (020 (04 (05 @©5 (05 @0 02 (03 02 02 ©5 03 04 ©02 02 ©1) ©2 04
57 34 87 200 44 48 128 22 65 19 48 24 08 56 23 20 24 13
O) CLFMetanol '3y 02y (09) (32) (07) (08 (08 (05 (09 (02 (08 (03 01 ©O7 ©6 ©06 ©5 ©1n @ 22!

ACN: acetonitrila; ACT: acetona; CLF: cloroférmio; EtOAC: acetato de etila; MTBE: éter metil terc-butilico; HEX: n-hexano; cps: contagens por segundo.
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Observou-se que a abordagem SPE, mais dispendiosa e de custo mais elevado
que as demais, forneceu uma maior area apenas para ACM. Com relacao aos ensaios de
DLLME, o uso do solvente dispersor metanol favoreceu a migragdo dos analitos da fase
aquosa para a fase organica formada por CLF. Nesse caso, 0s demais experimentos
empregando DLLME sem o wuso de metanol apresentaram desempenhos

consideravelmente inferiores.

Quanto aos testes envolvendo LLE, as maiores somas ponderadas foram obtidas
para os ensaios B, C e G, sendo que o B foi selecionado dentre os demais devido ao maior
valor de soma obtido e por sua maior praticidade ndo requerendo o preparo de misturas de
solventes. Destaca-se a menor polaridade do n-hexano (lopP = 4,0) em comparagdo com
os demais solventes (logPcLr = 1,97; logPetoac = 0,73; logPmtee = 0,94) (SANGSTER,
1989), o que se relaciona com a baixa polaridade polaridade dos ésteres de esteroides e
esteroides estudados. Nota-se que para o ensaio H, que utilizou 200 pL de HEX, valores
de areas menores que os obtidos na condi¢do B foram observadas, especialmente para
DEN e DET, o que mostra a influéncia negativa relacionada ao uso de baixos volumes de
solventes durante a etapa de particdo. A Figura 3.3 apresenta o procedimento de extracdo

e purificacdo otimizado.

250 mg amostra lavada
¢/ Metanol/H,0O
(80:20 v/v) + moagem

L4

7 mL metanol + vOrtex
+ ultrassom +
incubacdo 50°C/1h

¥

+3mLH,0+
agitacdo horizontal +
centrifugacdo 30 min
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Evaporacao sobrenadante
45°C + LLE com 1 mL
HEX (2x)

4

Evaporagdo HEX 45°C +
120 uL MOX

$

A Micro-ondas 18 s/
poténcia 70%

4

+1mL H,0 + LLE com
1 mL HEX (2x)

9

A 45°C + 120 L de
ACN/ agua (65:35 viv)/

0,1% v/v de acido férmico

Figura 3.3: Fluxograma representativo do procedimento de extracdo para pelo bovino

empregado durante a validacao
3.3.5 Validacéao
3.3.5.1 Linearidade e Derivatizagdo

Os ésteres esteroides sdo conhecidos por sua baixa eficiéncia de ionizagdo, de tal
modo que a derivatizagdo quimica é uma estratégia promissora para melhorar as
respostas instrumentais desses analitos [HIGASHI, 2016]. Os protocolos de
derivatizacdo usando MOX para converter 0s grupos cetona dos esteroides em
derivados de oxima ja provaram ser eficazes, e sdo realizados normalmente em 40, 60
ou 80 min de tempo de reacdo, com aquecimento em temperaturas variando de 80 a
90 °C (DEVI, 2018; GRAY, 2018 e REGAL, 2010). A fim de reduzir o tempo gasto
nessa reacdo, uma derivatizacdo assistida por micro-ondas foi estudada. Apds a
evaporacdo do HEX proveniente da etapa de clean-up, a solucdo derivatizante foi
adicionada aos tubos de vidro, hermeticamente fechados com tampa de plastico.
Diferentes tempos de reacdo e valores de poténcia de micro-ondas foram avaliados, de
forma a se evitar uma projecdo da solucdo de derivatizagdo por superaquecimento e
evaporagdo excessiva da mesma. A condicao final consistiu no aquecimento em 2 ciclos
por 18 s, empregando-se 70% da poténcia de micro-ondas. A eficiéncia deste

procedimento foi comparada com a reacéo tradicional de derivatizacdo, que envolveu o
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uso de um bloco de aquecimento por 60 min a 80 °C. Os analitos DRO, ENT, ETN,
MTD, MTN, MTT e NOT foram avaliados nesta etapa apenas pela abordagem de
micro-ondas, uma vez que foram incorporados no desenvolvimento do método apos este

estudo.

Para a comparacdo de ambos os procedimentos de derivatizagdo, curvas de
calibracdo matrizadas foram preparadas em triplicatas genuinas, e as suas inclinacdes
(b) e interceptos (a) foram comparados através do teste t de Student bilateral, ao nivel de
confianga de 95% (valores criticos de F,os; 16:16) = 2,33 € t(,05; 34y = 2,03) (BRASIL,
2011; PEARSON, 1962).

A Tabela 3.3 apresenta os parametros de linearidade e a comparacao estatistica
das duas abordagens de derivatizacdo. A avaliacdo desses dados mostra que a maioria
dos analitos exibiu um comportamento de derivatizagcdo equivalente, tanto para a
abordagem por micro-ondas quanto para o bloco de aquecimento. Os analitos ACC,
ACM, AME, ATR e DET apresentaram modelos de linearidade estatisticamente
diferentes. No entanto, com excecdo de DET, as inclinacfes referentes a derivatizacdo
assistida por micro-ondas foram maiores que a avaliacdo por bloco de aquecimento.
Dessa forma, a abordagem mais rapida levou a curvas de calibracdo com maiores

sensibilidades analiticas, e foi selecionada para uso nas etapas posteriores da validacgéo.

Na avaliagdo da linearidade das curvas de calibragdo, os valores de tr foram
superiores ao valor critico, tros; 4 = 2,78, 0 que evidenciou a adequagdo dos ajustes

lineares dos modelos de regresséo, ao nivel de confianca de 95%.
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Tabela 3.3: Avaliacdo da linearidade da matriz pelo bovino relacionada aos procedimentos de derivatizacdo realizada em bloco de aquecimento e
forno de micro-ondas

(continua)
Derivatizacdo em bloco Derivatizacdo em micro-ondas Comparacéo estatistica das derivatizacdes
Analito

b R? tr a b R? tr F Feritico ta to teritico
ACC 0,177 0,098 0,958 9,56 -0,082 0,107 0,981 14,56 1,71 4,28 1,82 2,04
ACM 0,041 0,076 0971 1152 -0,031 0,105 0,972 11,83 1,03 0,93 466 2,04
AME 0,279 0,157 0,939 7,83 -0,116 0,169 0,982 14,82 2,89 3,11 1,22 2,06
AMG 0,579 0,312 0,958 9,55 0,079 0,341 0,982 14,72 1,70 2,03 1,43 2,04
ATE -0,003 0,325 0,988 17,94 -0,107 0,328 0,985 16,36 1,30 1,41 047 2,04
ATR 0,227 0,201 0,968 11,03 -0,153 0,299 0,965 10,52 3,62 4,97 7,80 2,04
BAD 0,133 0,164 0,972 11,85 0,193 0,180 0,985 16,31 1,14 0,30 1,86 2,04
BET -0,047 0,145 0978 13,30 -0,020 0,142 0,989 18,95 2,37 0,50 0,72 2,05
BNA 0,922 0,272 0,979 13,53 0,773 0,357 0,957 9,47 5,74 0,27 1,87 2,08
BZT -0,012 0,145 0,987 17,41 0,006 0,139 0,987 17,54 200 233 0,79 1,41 2,04
CPB 0,517 0,124 0,93 7,26 0,450 0,121 0,975 12,39 5,19 0,80 0,23 2,08
DEN 0,544 0,053 0,981 14,19 0,774 0,047 0,986 16,57 1,65 0,64 2,33 2,04
DET -0,090 0,176 0,982 14,65 0,332 0,126 0,982 14,72 8,99 2,86 3,12 2,09

DRO - - - - 0,010 0,035 0,985 16,22 - - - -

ETN - - - - -0,197 0,508 0,986 16,75 - - - -
FPN 0,172 0,260 0,981 14,36 0,224 0,276 0,984 15,89 4,48 0,30 0,83 2,07
FPT -0,062 0,214 0,974 12,28 0,262 0,155 0,984 15,77 8,98 1,80 2,00 2,09
IST -0,109 0,218 0,934 7,54 0,975 0,028 0,975 12,53 37,49 1,98 2,10 212

MTD - - - - 0,158 0,094 0,97 11,37 - - - -

MTN - - - - 0,508 0,283 0,948 8,53 - - - -
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Tabela 3.3: Avaliacdo da linearidade da matriz pelo bovino relacionada aos procedimentos de derivatizacéo realizada em bloco de aquecimento e

forno de micro-ondas
(concluséo)

Derivatizacdo em bloco Derivatizacdo em micro-ondas Comparacéo estatistica das derivatizacdes
Analito
b R? tr a b R? tr F Feritico ta to teritico
MTT - - - - 0,025 0,033 0,984 15,90 - - - -
NOT - - - - -0,016 0,029 0,978 13,40 - - - -
PPT -0,023 0,254 0,990 19,50 0,048 0,243 0,987 17,48 6,12 1,74 1,69 2,08
UNB 0,039 0,026 0,407 0,001 217,55 1,86 155 2,12

a: intercepto; b: inclinacio; R?: coeficiente de determinagio; t: valor calculado de t de Student de correlago; F: valor calculado para o teste F; Feritico: Valor
critico de F; ta: valor de t calculado para comparacao dos interceptos; t»: valor de t calculado para comparacao das inclinagdes; terico: Valor critico de t.
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3.3.5.2 Recuperacao e Precisdo

Considerando que os analitos estudados sdo de uso proibido como promotores de
crescimento em animais, os respectivos LMDRs foram estabelecidos para cada analito
como o segundo nivel de concentracéo das respectivas curvas de calibragdo. Os critérios
de aceitacdo do Codex Alimentarius (CODEX, 2014) foram utilizados, e estes
consideram como satisfatdrias recuperacdes entre 50 e 120% para concentracdes
menores ou iguais a 1 ug kg™, entre 60 e 120% para concentragdes entre 1 e 10 pg kg™,
e entre 70 e 120% entre 10 e 100 ug kg™. Para esses mesmos intervalos de concentracio

0s CVs devem ser inferiores a 35, 30 e 20% respectivamente.

As recuperagfes obtidas, apresentadas na Tabela 3.4, mostraram-se aceitaveis
para todos os compostos investigados. Os valores calculados nos respectivos LMDRs,
em condicBes de repetibilidade, variaram de 87,6% (MTD) a 118,1% (FPN), e em
condicdes de precisdo intermediaria entre 87,6% (ENT) e 115,0% (FPN).

Para avaliacdo da precisdo, os CVs obtidos foram adequados no nivel do LMDR,
variando de 3,4% (DET) a 22,6% (BNA) em condicdes de repetibilidade, e 3,9% (BET)
a 24,1% (MTD) para precisao intermediaria. Para os analitos BAD, ETN, MTD e MTN,
valores de CV superiores aos estabelecidos foram obtidos nos niveis 1,5 e 2,0 LMDR.
Propde-se entdo um monitoramento qualitativo nesses niveis de maiores concentracoes,
0 que nao inviabiliza a aplicacdo da matriz pelo para esses compostos, tendo em vista o
uso proibido dos mesmos em animais, evidenciado em quaisquer niveis de
concentracdo. A Tabela 3.4 apresenta os resultados de recuperacdo e precisao obtidos
nos niveis 1,0; 2,0 e 3,0 LMDR, bem como nos respectivos LQs de cada analito.

3.3.5.3 Limite de Decisédo e Capacidade de Deteccao

Um desvio padrdo, em unidades de concentracdo, foi calculado para 20 amostras
fortificadas, em condigdes de precisdo intermediaria no LQ de cada analito, e esse valor
foi utilizado para o célculo de CCa e CCp. Os valores obtidos de CCa, apresentados na
Tabela 3.5, variaram de 0,39 a 12,32 pg kg, e os de CCP de 0,66 a 20,99 pg kg,
sendo que os valores de CCa foram inferiores aos seus respectivos LMDRs, de acordo
com a recomendacgéo da CRLs - Community Reference Laboratories Residues (CRLs,
2007).
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Tabela 3.4: Avaliacdo da recuperacdo e precisao para os esteroides e ésteres de esteroides estudados na matriz pelo bovino

(continua)
Repetibilidade Precisdo Intermediaria
Analito 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR LQ

(0,5 LMDR)

R Ccv R Ccv R Ccv R Ccv R Ccv R Ccv R Ccv

ACC 109,2 10,0 109,0 10,7 98,9 12,0 103,8 115 106,1 10,3 99,8 11,1 1111 4,9
ACM 98,9 13,8 103,7 6,6 101,6 53 98,2 11,4 102,4 9,4 103,2 57  102,8 4,4
AME 96,6 4,1 98,3 3,6 100,5 3,3 98,5 5,1 98,0 3,6 99,4 3,5 86,5 4,4
AMG 103,4 4,1 99,5 55 94,4 4,6 102,4 4,5 100,2 5,4 95,6 58 1008 9,8
ATE 111,7 21,5 113,7 23,6 106,5 13,4 104,0 21,7 116,1 20,2 114,6 17,4 1187 11,3
ATR 108,9 17,2 103,9 10,1 86,5 13,0 99,4 21,8 108,7 115 94,8 20,1 1190 11,4
BAD 111,3 7,2 114,8 17,8 113,6 20,8 112,6 12,2 104,4 21,8 105,0 223 1113 7,2
BET 102,3 43 101,6 4,7 102,5 5,1 102,1 3,9 100,7 4,9 100,3 56  102,6 7,2
BNA 87,4 22,6 93,2 24,8 87,9 23,1 94,6 20,9 95,6 20,6 91,6 190 925 16,9
BZT 104,7 11,6 109,1 8,9 107,0 8,1 104,2 9,6 108,4 7,7 108,5 7,7 99,4 16,4
CPB 87,4 17,9 90,9 9,2 87,5 13,0 95,6 19,2 97,3 12,3 90,5 119 761 22,2
DEN 107,7 6,6 108,6 8,3 105,3 13,7 104,1 8,6 108,2 7,6 107,3 11,8  109,2 8,2
DET 105,1 3.4 104,9 5,0 101,6 57 103,8 59 104,5 5,2 103,1 69 1059 3,7
DRO 114,6 19,3 108,1 20,3 111,0 20,3 107,5 19,4 103,3 18,6 107,6 176  114,6 19,3
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Tabela 3.4: Avaliacdo da recuperacdo e precisao para os esteroides e ésteres de esteroides estudados na matriz pelo bovino

(concluséo)

Repetibilidade

Precisao Intermediaria

Analito 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 1,0 LMDR 1,5 LMDR 2,0 LMDR 05 II:I\?IDR)
R CcVv R CcVv R CcVv R CcVv R CcVv R CcVv R CcVv

ENT 95,5 18,7 103,9 16,0 93,8 9,3 87,6 22,5 106,3 14,2 105,5 18,5 95,5 18,7
ETN 104,3 18,6 96,6 12,5 103,7 20,3 99,2 19,8 102,6 22,2 113,5 21,2 71,8 14,8
FPN 118,1 15,2 116,9 21,9 1111 20,2 115,0 16,8 112,0 20,3 107,2 18,9 116,8 41
FPT 108,1 91 104,1 10,8 106,7 11,7 105,8 8,2 102,9 9,8 104,6 11,3 97,9 8,4
IST 96,8 21,0 106,3 15,3 93,0 19,8 92,2 22,9 117,2 20,5 104,4 22,0 103,5 15,5
MTD 86.7 20,5 99.0 23,2 97.6 22.4 93.1 241 101.4 20.9 107.2 224 86.7 20,5
MTN 102,7 12,4 97,8 19,6 107,4 22,3 98,3 18,0 96,4 19,2 107,5 20,3 81,1 10,3
MTT 108,6 4,7 100,2 9,2 93,9 9,9 102,2 11,3 103,8 9,0 96,1 9,5 83,5 1,9
NOT 102,0 21,9 118,0 21,4 115,0 19,2 1011 18,0 1116 22,3 1111 17,1 102,0 219
PPT 98,5 8,5 100,6 6,5 101,1 3,5 103,1 10,7 101,9 6,2 101,5 6,1 89,7 8,1
UNB 92,5 14,5 102,1 10,7 99,8 15,9 101,2 17,1 109,3 14,8 104,9 15,1 100,2 16,4

R: Porcentagem de recuperacdo (%); CV: Coeficiente de variagdo (%); LMDR: Limite Minimo de Desempenho Requerido; LQ: Limite de Quantificagdo
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Tabela 3.5: Valores estimados de incerteza expandida, CCa e CCp para os esteroides ¢ ésteres de esteroides estudados

(continua)

LMDR U (%) CCuo CCp

Analito Pl

(gkgd 1,0LMDR  15LMDR 20LMDR  (ugkg?l) (ug kg?)
ACC 4,00 28,5 29,8 33,4 1,23 2,09
ACM 4,00 29,5 28,0 17,1 1,16 1,97
MEA-d3
AME 4,00 11,3 10,0 10,5 0,51 0,86
AMG 4,00 11,8 15,3 17,4 0,43 0,74
ATE PPT-d3 3,00 50,7 56,7 52,7 1,73 2,96
ATR PPT-d3 2,00 475 33,3 60,5 0,98 1,66
BAD BZT-d3 8,00 46,9 63,7 67,9 3,63 6,18
BET BES-d3 4,00 12,8 14,7 16,8 0,39 0,66
BNA BZT-d3 4,00 25,5 46,5 39,0 1,01 1,72
BZT BZT-d3 2,00 235 22,3 23,3 0,47 0,81
CPB CPT-d3 3,00 46,3 38,0 36,0 1,58 2,69
DEN 40,00 1,7 1,7 2,7 10,29 17,53
DET-d3

DET 3,00 19,3 17,1 21,0 0,46 0,79
DRO MEL-d3 12,00 67,3 61,6 53,4 7,50 12,79
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Tabela 3.5: Valores estimados de incerteza expandida, CCa e CCp para os esteroides ¢ ésteres de esteroides estudados

(concluséo)

LMDR U (%) CCa CCp
Analito Pl

(lgkgl)  1,0LMDR  1,5LMDR 20LMDR  (ugkg?l) (ug kg?)
ENT PPT-d3 24,00 63,7 49,9 56,5 12,32 20,99
ETN BBO-d3 8,00 49,6 62,8 63,9 3,70 6,30
FPN 3,00 40,3 56,0 56,8 1,44 2,46

FPT-d3

FPT 2,00 23,5 28,3 34,3 0,52 0,88
IST PPT-d3 2,00 715 66,3 67,0 0,99 1,69
MTD BBO-d3 12,00 78,3 70,0 68,3 6,49 11,05
MTN BBO-d3 16,00 49,5 56,6 61,3 8,12 13,84
MTT MTT-d3 8,00 24,1 24.8 28,6 2,15 3,66
NOT MTT-d3 4,00 42,5 61,3 51,5 2,43 4,13
PPT PPT-d3 2,00 29,0 21,0 18,8 0,50 0,85
UNB DET-d3 4,00 42,8 42,8 455 1,68 2,86

Pl Padrdo interno; LMDR: Limite Minimo de Desempenho Requerido; U: incerteza de medicéo expandida; CCa: limite de decisdo;
CCB: capacidade de detec¢ao.
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3.3.5.4 Incerteza de Medicéo

Embora a incerteza de medicdo n3o esteja indicada na DECISAO 2002/657/CE,
a norma ISO/IEC 17025 (ABNT, 2017), usada pelos laboratorios de calibracbes e
ensaios, apresenta esse parametro como um requisito de validagcdo. De acordo com o
exposto no item 2.3.4.3 do Capitulo 2, a obtengdo de valores de U inferiores a 40% para
concentragBes menores que 10 pg kg™ e de 45% para concentragdes abaixo de 1 pg kg™
é desejavel (BRASIL, 2011). A avaliacdo dos dados apresentados na Tabela 3.5 mostra
que para os analitos ATE, ATR, BAD, CPB, DRO, ENT, ETN, IST, MTD e MTN,
porcentagens superiores foram obtidas no nivel do LMDR. Considerando que as demais
figuras de mérito apresentaram desempenho satisfatorio para esses compostos, e que as
tolerancias citadas sdo apresentadas como recomendacdes, pode-se propor um
monitoramento quantitativo para esses analitos, levando-se em conta que os valores de

incerteza obtidos serdo reportados durante a liberacdo dos resultados.
3.3.5.5 Seletividade e Robustez

A seletividade do método para pelo bovino foi avaliada por meio da adicdo dos
interferentes da classe avermectinas, de forma similar a avaliacdo realizada para
musculo bovino no item 2.2.7.6 do Capitulo 2. Para a comparacdo das respostas
instrumentais com e sem a adicdo desses interferentes, aplicou-se o teste F de Fisher-
Snedecor, sendo que para 0s casos em que as variancias entre os dois conjuntos de
dados foram estatisticamente iguais a 95% de confianga (Fcaiculado < Feritico (8; 8; 0,05) =
3,44), aplicou-se o teste t ndo-pareado com variancia agrupada. Nos casos em que 0S
valores calculados de F foram superiores ao valor critico empregou-se o teste t ndo-
pareado com variancia ndo agrupada. Os valores de F e t calculados estdo apresentados
na Tabela 3.6. Todos os analitos apresentaram valores calculados de t inferiores ao valor
Critico teritico (0,05, 16) = 2,12, dessa forma a contaminacdo intencional das amostras com as
avermectinas selecionadas ndo influenciou de forma significativa, ao nivel de 95% de

confianca, nas recuperacdes dos esteroides pesquisados.

Para o estudo da robustez, empregou-se a abordagem fatorial fracionaria de
Youden, conforme descrito no item 3.2.8.4. A avaliacdo dos resultados constantes na

Tabela 3.6 mostra que todos os analitos apresentaram valores de SDi menores que 0s
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respectivos Sp.interm NO Nivel do LMDR, portanto, 0 método foi robusto para todos os

analitos frente as modificagdes avaliadas.

Tabela 3.6: Avaliacdo da seletividade e robustez do método desenvolvido para

determinacéo de esteroides e ésteres de esteroides em pelo bovino

Analito Seletividade Robustez
Featculado tealculado Sdi Sp.interm
ACC 1,62 0,37 0,44 0,48
ACM 1,36 0,92 0,15 0,45
AME 1,74 0,23 0,17 0,20
AMG 1,75 1,06 0,17 0,18
ATE 1,19 0,05 0,64 0,68
ATR 1,17 0,81 0,15 0,43
BAD 1,42 0,14 0,83 1,10
BET 2,13 0,64 0,13 0,16
BNA 1,42 0,55 0,68 0,79
BZT 1,94 1,03 0,12 0,20
CPB 2,39 0,28 0,35 0,55
DEN 1,47 0,31 0,25 0,26
DET 1,55 1,00 0,12 0,19
DRO 1,97 1,80 1,70 2,51
ENT 1,67 0,32 4,72 3,23
ETN 1,16 0,36 1,28 1,57
FPN 1,40 0,93 0,53 0,58
FPT 1,26 0,11 0,12 0,17
IST 1,20 0,89 0,31 0,42
MTD 1,07 0,65 0,29 2,69
MTN 1,56 0,84 2,57 2,83
MTT 1,85 0,58 0,59 0,93
NOT 2.02 0,15 0,70 0,73
PPT 1,77 0,66 0,21 0,22
UNB 2,11 0,97 0,51 0,69

Sdi: desvio padrdo das diferencgas; Sp.inerm: desvio padrdo calculado em condigbes de
precisdo intermediaria durante a validag&o.
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3.4 CONCLUSOES

O método otimizado e validado permitiu a identificacdo e quantificacdo de 25
esteroides e ésteres de esteroides em pelo bovino, em baixos niveis de concentracdo. A
extracdo desse tipo de amostra ndo € um consenso entre os laboratérios da area de
andlise de residuos, dessa forma amostras contendo BET e FPN, coletadas apos
administracdo de formulacGes sintéticas, foram empregadas durante a otimizacdo da
extracdo. O efeito de diferentes solucdes digestoras na liberacdo dos analitos da matriz
foi avaliado, sendo que o uso de metanol como solvente de extragdo mostrou-se
adequado e mais eficaz do que as outras abordagens estudadas. O uso da LLE
empregando HEX foi escolhido como estratégia de limpeza (clean-up), provando ser
mais eficaz do que as abordagens empregando SPE e DLLME. A derivatizacdo quimica
com MOX, assistida por micro-ondas doméstico, foi empregada pela primeira vez com

0 objetivo de se melhorar a sensibilidade da deteccéo dos analitos.

A matriz pelo é apresentada na literatura como uma ferramenta promissora na
deteccdo do abuso de drogas veterinarias, ja sendo oficialmente utilizada em programas
de monitoramento em paises como Franca e Holanda. A aplicabilidade dessa matriz sera
estudada por meio de um procedimento de experimentacdo animal no Capitulo 5, a fim
de se avaliar fatores como janela de deteccdo e distribuicdo dos medicamentos

administrados em animais selecionados.
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Capitulo 4

Desenvolvimento e Validacdo de um Método para
Determinac&o de 30 Esteroides e Esteres de Esteroides em

Soro Bovino



4.1 INTRODUCAO

O soro ¢é utilizado como matriz preferencial para o0 monitoramento de hormonios
em analises clinicas de humanos, tendo em vista o fato de refletir as concentragdes
circulantes dos compostos monitorados no organismo avaliado num dado momento.
Além disso, coletas programadas em um dado intervalo de tempo permitem tracar um
perfil de variacdo dessas concentracdes, que pode ser utilizado para avaliar a resposta de

algum tratamento medicamentoso (FRENCH, 2016).

No caso das analises anti-doping, a matriz mais comumente avaliada para 0s
compostos hormonais é a urina, entretanto, 0 monitoramento de amostras de soro vem
ganhando relevancia. A partir de 2019 a Agéncia Mundial Anti-Doping (World Anti-
Doping Agency - WADA) implementou a obrigatoriedade da inclusdo da matriz soro no
modulo hematoldgico do passaporte bioldgico do atleta (WADA, 2016). Em marco de
2019, duas atletas ucranianas foram punidas com suspenséao de 4 e 8 anos pelo Tribunal
de Arbitragem do Esporte (Court of Arbitration for Sport - CAS), com base na detecgio
de niveis ndo fisiol6gicos de testosterona em suas amostras de soro sanguineo, apos
analise nos laboratorios credenciados pela WADA (WADA, 2019). Destaca-se que esta
foi a primeira decisdo de doping aplicada com base em valores esteroidais em soro,

concomitante com um resultado negativo para as amostras de urina correspondentes.

Uma das principais vantagens da matriz soro se relaciona a identificacdo de um
perfil metabolico com menor interferéncia de processos fisioldgicos de excre¢do, como
¢ 0 caso da urina. Dessa maneira, formas parentais ndo degradadas de drogas
administradas podem ser detectadas, em especial os ésteres de anabolizantes, que sdo
indetectaveis na urina, mas representam uma prova inequivoca de administracdo
exogena (FORSDAHL, 2015). Além disso, metabdlitos marcadores especificos
presentes no soro podem ser identificados e usados de forma complementar a urina,
ampliando a janela de deteccdo das drogas em questdo. Deve-se notar que baixos
valores de concentragfes sanguineas de esteroides endogenos em bovinos sao
encontrados nessa matriz, dessa forma, métodos analiticos com alta sensibilidade séo
requeridos (WOZNIACK, 2016).

Em termos de preparo de amostra, uma etapa de precipitagdo de proteinas €

comumente utilizada na maioria dos métodos descritos na literatura, a fim de se quebrar
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a ligacdo dos analitos de interesse com proteinas séricas (FRENCH, 2016). Nesse
procedimento adiciona-se, por exemplo, um solvente organico ao soro, como metanol
ou ACN, causando a coagulacao e precipitacdo das proteinas, facilmente removidas por
meio de centrifugacdo. Como procedimentos de purificacdo (clean-up), destacam-se o
emprego de duas técnicas: LLE e SPE (WOZNIACK, 2017). A primeira delas destaca-
se pela simplicidade e custo, ao utilizar solventes organicos comumente empregados em
laboratérios de ensaios, e de baixos pontos de ebulicdo, o que facilita uma etapa
posterior de evaporacdo. A SPE destaca-se pela sua seletividade, uma vez que quando
adequadamente otimizada, permite a eliminacdo de compostos interferentes em etapas
de lavagem da fase estacionéria do cartucho de extragdo, com posterior eluicdo dos
compostos de interesse com solventes apropriados. Entretanto, os elevados custos
desses cartuchos, combinados ao fato de serem gastos volumes consideraveis de
solventes nas etapas de condicionamento, lavagem e eluicdo, fazem com que métodos
mais simples como LLE tenham ganhado relevancia frente aos que empregam SPE
(FRENCH, 2016).

Alguns protocolos inicialmente desenvolvidos para a extracdo de lipideos em
matrizes bioldgicas, atualmente, tém sido empregados para a extracdo de hormdnios
esteroidais em soro, considerando a natureza pouco polar dos mesmos (REIS, 2013). O
método desenvolvido por Folch e colaboradores (FOLCH, 1957) baseia-se na formacao
de um sistema bifasico, empregando-se uma mistura extratora de CLF/metanol (2:1
v/v), seguida de lavagem do sistema com agua. No método original, a amostra era
diluida 20 vezes com a fase extratora, sendo que essa proporcdo foi progressivamente
diminuida a medida que as sensibilidades instrumentais aumentaram (FRENCH, 2016).
BLIGH e Dyer (1959) desenvolveram um protocolo baseado na mesma combinacéo de
solventes, no qual uma mistura de metanol/CLF (2:1 v/v) foi adicionada a matriz para a
formacdo do sistema miscivel e, posteriormente, um volume de CLF e de agua foi
adicionado a mistura para a separacao de duas fases.

As metodologias mais recentes descritas na literatura normalmente empregam
SPE e LLE para extragéo e purificacdo das amostras. Dentre as que empregaram SPE,
em 2017, REJTHAROVA e colaboradores propuseram um método para determinagéo
de 5 ésteres de testosterona e nandrolona em soro bovino e porcino, utilizando como

solvente extrator ACN acidificada com 1% v/v de éacido férmico, e purificagdo com
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cartucho SPE HLB. Em 2018, os mesmos autores (REJTHAROVA, 2018) apresentaram
outro procedimento para a determinagdo de 11 ésteres de esteroides em soro bovino e
porcino, por meio de uma extragdo inicial com fase dispersiva Supel™ QuE Z-Sep
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e posterior purificacdo em coluna de alumina. Em
2013, KAABIA e colaboradores validaram um método para determinacdo de 20 ésteres
de anabolizantes em soro e plasma equino, no qual a amostra foi submetida a banho
ultrassonico, SPE utilizando cartucho C18 e eluicdo com ACT/EtOAc (1:1 v/v), e
posterior derivatizacdo com cloreto de dansila por 40 min a 60 °C.

Com relacdo as metodologias empregando LLE, em 2016, GENANGELI e
colaboradores desenvolveram um método para determinagcdo de 17 esteroides em
plasma equino através da extracdo com ACN, seguida de centrifugacdo, evaporacdo e
dissolugdo com metanol. Em 2017, WOZNIAK e colaboradores desenvolveram um
método para determinacdo de testosterona, utilizando a mistura de éter de
petroleo/MTBE (70:30 v/v) para a extracdo. Em 2019, LIU e colaboradores
apresentaram um método para andalise de 10 horménios utilizando MTBE para LLE e
posterior derivatizacdo com solucdo de hidroxilamina a 40 °C por 20 min. Em 2015,
FORSDAHL e parceiros também desenvolveram um método empregando 1 mL de
soro, com precipitacdo de proteinas realizada apo6s adi¢cdo de 1 mL de metanol e 1 mL
de NaOH 0,1 mol L}, e LLE com 5 mL de ciclo-hexano, seguido de derivatizagdo com
hidroxilamina dissolvida em piridina, com incubacédo a 60 °C por 10 min. Em 2018, DE
KOCK e colaboradores desenvolveram um método para determinacdo de 19 esteroides
através da extracdo com MTBE e derivatizagdo com MOX por 45 min a 60 °C. Em
2016, LUO e colaboradores apresentaram um método para determinacdo de 16
anabolizantes empregando hidrolise enzimatica com p-glucuronidase a 37 °C por
60 min, e purificacdo em placa multicanal de 96 posi¢oes (96 well plate format).

No presente capitulo, o desenvolvimento e a validacdo de um método para a
determinacdo de 30 esteroides e ésteres de esteroides em soro bovino serdo

apresentados.
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4.2 EXPERIMENTAL

4.2.1 Padr@es Analiticos e Solucdes Padrao

Os padrdes analiticos utilizados na otimizacdo para a matriz soro foram o0s
mesmos validados para a matriz pelo bovino, com a adigao de: BBO, BTB, BTE, CNA ¢
CPT. As informacdes referentes aos padrbes analiticos utilizados neste trabalho, como

abreviaturas, formulas estruturais e fabricantes, estdo descritas no Apéndice I.

Solucgdes estoque individuais dos analitos e padrdes deuterados foram preparadas
em uma concentra¢io média de 200 pg mL™?, dissolvendo a massa de cada composto em
metanol. As solucBes de trabalho foram preparadas misturando as solucgdes estoque
individuais e diluindo-as para as seguintes concentracdes finais: 0,0010 pg mL™? de
FPT; 0,0015 pg mL* de DET ; 0,0020 ug mL* de ATR, MTT, BZT, FPN, IST e PPT;
0,0025 pg mL* de BTE; 0,0030 pg mL™* de ATE, BNA e CPB; 0,0040 pg mL™* de ACC,
ACM, AMG, AME, ATE, PTB e UNB ; 0,006 ug mL? de CNA e DRO;
0,0080 pg mL™* de BAD, ETN ¢ NOT ; 0,012 pg mL™* de CPT e ENT ; 0,015 ug mL*
de BET ; 0,016 ng mL™ de CLD e MTN ; 0,020 pg mL* de DEN ; 0,030 pg mL* de
MTD; e 0,070 pg mL™ de BBO.

As concentracdes das solucdes de trabalho para os padrdes deuterados foram:
0,024 ug mL* de BES-d4, FPT-d3 e PPT-d3; 0,036 ug mL'de BZT-d3, DET-d3, MTT-
d3 e BES-d3; em 0,048 pg mL* de CPT-d3; 0,49 ug mL™* de TES-d2; 0,072 pg mL* de
AME-d3; e 0,26 pg mL™* de BBO-d3.

4.2.2 Materiais, Reagentes e Insumos

Empregaram-se 0s mesmos reagentes de grau analitico descritos no item 3.2.2
do Capitulo 3, com excecao de acido acético glacial, hidroxido de sédio, NaOAc, TCEP
e TRIS, que foram utilizados apenas nesse Gltimo capitulo. Os materiais e insumos

utilizados foram listados no item 2.2.2 do Capitulo 2.

As andlises por LC-MS/MS foram realizadas no mesmo sistema e sob as
mesmas condic¢des que as descritas no item 3.2.3 do Capitulo 3, com excec¢édo da coluna
cromatografica, em que a aQ Syncronis (100 x 2,1 mm, 1,7 um) (Thermo Scientific,
Waltham, EUA) equipada com pré-coluna Acquity UPLC BEH VanGuard C18
(5,0 x 2,1 mm, 1,7 um) (Waters Corporation, Milford, EUA) foi utilizada para soro

bovino.
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4.2.3 Estudo das Condicdes Espectrométricas e Cromatograficas

O mesmo procedimento descrito no item 3.2.4 do Capitulo 3, para a otimizagéo
das condicdes espectrométricas, foi realizado para inclusdo dos compostos
derivatizados: BBO, BTB, BTE, CNA e CPT.

4.2.4 Preparo de Amostra e Extracao

Amostras brancas de soro bovino foram coletadas de uma novilha de dois anos
de idade, dois bezerros de seis meses e dois touros de dois anos de idade criados em
condicdes de controle, sem tratamento hormonal. Essas amostras foram misturadas a
fim de se obter um material representativo contemplando as variaces de género, idade
e demais especificidades individuais. Tubos de plastico Vacuette® (Greiner Bio-one,
Americana, Brasil) de 16 x 100 mm com capacidade de 9 mL contendo ativador de
coagulo foram utilizados para as coletas realizadas nas veias jugulares dos animais, em
que a regido de coleta foi previamente lavada com alcool etilico comercial. Apds um
periodo de aproximadamente 1h, em que os tubos permaneceram em repouso na posi¢cao
vertical, efetuou-se centrifugacdo dos mesmos a 730 g por 6 min a 4 °C, combinando-se
as camadas de soro superiores em tubo de plastico de 50 mL. Essa mistura de soros
bovinos coletados dos animais citados foi utilizada como amostra branca durante o
procedimento de otimizacdo e validacdo do método, sendo acondicionada em freezer

com temperatura inferior a -15 °C.

O procedimento de extracdo otimizado consistiu na adi¢cdo de 50,0 pL da
solugdo de trabalho deuterada e 0,5 mL de metanol em 1000 pL de soro bovino,
contidos em tubo plastico com tampa de rosca de 15 mL, e posterior agitacdo em vortex,
em velocidade baixa por cerca de 5 s. Em seguida, adicionou-se 1 mL de agua ultrapura
e 1 mL de HEX, com posterior inversdo manual dos tubos fechados por 20 vezes. A
mistura foi entdo homogeneizada em vortex em velocidade baixa por cerca de 10 s e
centrifugada a 2700 g por 20 min a 4 ° C. Esse procedimento foi repetido mais uma vez
e as camadas de HEX sobrenadantes foram combinadas em outro tubo de vidro de
15 mL, com posterior evaporacdo a 45 ° C sob fluxo de ar. O procedimento de
derivatizagdo em micro-ondas com MOX foi realizado e residuo purificado foi
resconstituido com 120 pL de solugdo de ACN/agua (65:35 v/v) acidificada com 0,1%

v/v de acido férmico, como descrito no item 3.2.5 do Capitulo 3.
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4.2.4.1 Estudos de Extragdo

Diferentes abordagens de extracdo foram avaliadas até se obterem as condic¢Ges

descritas em 4.2.4. Em todas elas, 1 mL de soro bovino foi fortificado com 75 pL da

solucdo de trabalho, o que corresponde ao LMDR proposto para cada analito, sendo

todos os testes realizados em duplicatas genuinas. Nos procedimentos listados a seguir,

as etapas de extracdo descritas no item 4.2.4 foram seguidas e as modificagdes abaixo

foram avaliadas:

A)

B)

C)

D)
E)

F)

G)

Bligh & Dyer: Realizou-se a primeira LLE com 2 mL de solu¢cdo metanol/CLF
(2:1 v/v), seguido da adi¢ao de 670 uL. de CLF e 670 uL de agua ultrapura; e
uma segunda LLE com 1 mL de CLF. As fases organicas, fases inferiores, foram
recolhidas dos tubos com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidas para
outro tubo de vidro para evaporacao posterior e derivatizacdo. Deve-se observar
que para os procedimentos A e B ndo se adicionaram 0,5 mL de metanol e 1 mL
de 4gua ao soro antes das etapas de LLE (BLIGH, 1959);
Folch: realizou-se a primeira LLE com 2 mL da mistura CLF/metanol (2:1 v/v),
seguido da adi¢ao de 750 pL de agua ultrapura; e uma segunda LLE com 2 mL
de CLF, recolhendo-se as fases como descrito no procedimento A (FOLCH,
1957);
Realizou-se o procedimento descrito em 4.2.4, sem a adi¢do de 0,5 mL de
metanol apds a adicdo das solugdes de trabalho;
Procedimento descrito em 4.2.4;
Realizaram-se duas LLE consecutivas empregando 1 mL de mistura de
EtOAc/MTBE (50:50 v/v) (YOU, 2011);
Realizaram-se duas LLE consecutivas empregando 1 mL de mistura de
HEX/EtOACc (7:3 viv) (GRAY, 2011);
Apos a adicdo de 0,5 mL de metanol e 1 mL de agua ultrapura ao soro com
posterior centrifugacéo, transferiu-se o sobrenadante para cartucho de extracéo
HLB, previamente condicionado com 5 mL de metanol e 5 mL de &gua.
Realizou-se a lavagem dos cartuchos com 5 mL de agua e 5 mL de metanol/agua
(55:45 v/v), e os analitos foram eluidos com 2 mL de ACN, seguidos por 2 mL
de EtOAc e 15 mL de ACT, em um tubo de vidro. Os eluatos foram
subsequentemente evaporados até a secura a 45 ° C sob fluxo de ar, seguindo-se
a derivatizacdo (Procedimento desenvolvido previamente no LFDA-MG).
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Para cada procedimento avaliado, as areas dos picos cromatograficos de cada
analito foram divididas pela média das areas do mesmo composto, a fim de se
uniformizar a magnitude numérica das &reas dos diferentes analitos. As areas
ponderadas de todos os analitos, em cada condicdo avaliada, foram entdo somadas,

obtendo-se assim uma soma de areas ponderadas por experimento.

4.2.5 Validacao

Como previsto no Manual de Garantia da Qualidade Analitica — Residuos e
Contaminantes em Alimentos (BRASIL, 2011), o procedimento de expansdo de
validagdo para a matriz soro bovino foi realizado, considerando o método originalmente
validado para a matriz pelo bovino apresentado no Capitulo 3. As figuras de mérito

estudadas foram: linearidade, recuperagao, precisdo, U, CCa, CCJ e LQ.

4.2.5.1 Faixa de Trabalho e Linearidade

Curvas de calibracdo matrizadas, preparadas por meio da adicdo dos padrdes
analiticos antes do procedimento de extracdo, foram empregadas durante todo o
processo de validacdo. A faixa de trabalho englobou os niveis: 1/3 (LQ); 2/3; 1,0; 4/3;
5/3 e 2,0 x LMDR de cada analito, correspondendo aos volumes da solucéo de trabalho
(item 4.2.1): 25; 50; 75; 100; 125 e 150 uL. Cada ponto da curva foi preparado em
triplicata genuina e extraido de acordo com o procedimento descrito em 4.2.4. Os
valores discrepantes -outliers- dos dados obtidos foram detectados pelo teste de Grubbs,
e excluidos, ao nivel de confianca de 99%. A avaliacdo da linearidade foi executada de
acordo com o item 2.2.7.1 do Capitulo 2, em que calcularam-se os valores de t de
correlacdo linear (t;) para cada analito a partir das curvas ajustadas pelos MMQO ou
MMQP.

4.2.5.2 Recuperacao e Precisdo

Para as condicGes de repetibilidade, 10 amostras brancas foram fortificadas com
a solugdo de trabalho no LMDR de cada analito, e uma curva de calibragdo foi
preparada para se calcular as respectivas concentragdes. Esse procedimento foi
realizado para outras 10 amostras por um outro analista no mesmo dia de analise,
totalizando 20 amostras para o estudo em condicdes de precisao intermediaria. O LQ de
cada analito foi avaliado em condicbes de repetibilidade, por meio da fortificacdo de 6

amostras no primeiro nivel de concentracdo descrito no item 4.2.5.1. Os LDs dos
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analitos foram avaliados por meio da fortificagdo em triplicata genuina de amostras
brancas em concentracfes decrescentes, correspondendo a LQ/2, LQ/4 e LQ/10. Os
analitos foram considerados como detectados quando todas as transi¢cbes de massas
monitoradas apresentaram relacdo entre sinal analitico e ruido superior a 3. Para o
analito BTE essa avaliagdo ndo foi realizada, devido a indisponibilidade de matriz

branca, por se tratar de um composto de origem enddgena.
4.2.5.3 Limite de Decisdo, Capacidade de Deteccédo e Incerteza de medicéo

Os valores de CCa e CCP foram calculados por meio da fortificagdo de 20
amostras no respectivo LMDR de cada analito, conforme descrito no item 2.2.7.4 do
Capitulo 2. A incerteza de medicdo foi estimada usando a metodologia Top-Down
(YOUDEN, 1975), considerando a incerteza relativa a curva de calibragdo, combinada
com a incerteza relacionada ao ensaio de precisdo intermediaria das 20 amostras

analisadas, de acordo com procedimento descrito no item 2.2.7.3 do Capitulo 2.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Estudo das Condicdes Espectrométricas e Cromatograficas

Os resultados referentes aos parametros de operacdo do espectrbmetro de
massas, bem como as razbes de ions para as transicGes de massas estudadas para a
matriz soro bovino estdo apresentados no Apéndice 1V. Ap6s o emprego do gradiente
descrito no item 3.2.3, obteve-se o cromatograma de ions extraidos apresentado na
Figura4.1:
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Figura 4.1: Cromatograma de ions extraidos referente ao gradiente otimizado para o extrato de

soro bovino fortificado no LMDR de cada analito e analisado por LC-MS/MS no modo ESI*

Da mesma forma que para 0s cromatogramas obtidos para pelo bovino (item
3.3.1), 2 picos cromatogréficos, referentes aos isdbmeros formados apds a reacdo de
derivatizacdo, foram observados para aTE, ACC, AME, ATE, AME-d3, ATR, AMG,
ACM, BNA, BTB, BTE, BZT, BZT-d3, CIP-d3, CNA, CPT, DEN, DET, DET-d3, ENT,
FPN, FPT, FPT-d3, MTD, MTT, MTT-d3, NOT, IST, PPT, PPT-d3 e UNB. O pico
relacionado ao maior tempo de retencéo foi selecionado para ser integrado para esses 0S
analitos, com excecdo de ATR, ENT e UNB, cuja integracdo contemplou ambos os
picos, uma vez que essa condicdo levou a melhores desempenhos referentes a
linearidade e precisdo. Para oTE e BTE integraram-se os picos de menor tempo de
retencdo, uma vez que os picos de maiores tempos desses dois isdOmeros nao

apresentaram boa resolucdo cromatografica.

4.3.2 Estudos de Extracao

Diferentes procedimentos, que poderiam ser facilmente implementados numa
rotina analitica de um laboratério de determinacédo de residuos de medicamentos, foram
avaliados e comparados com um método inicialmente desenvolvido no LFDA-MG,

baseado em SPE utilizando cartucho HLB. A Tabela 4.1 apresenta os valores das areas
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calculadas para cada analito, os respectivos desvios padrdo para as duplicatas reais

analisadas, e a soma ponderada calculada para cada método avaliado:

Tabela 4.1: Comparacdo da soma ponderada das areas dos picos cromatograficos

obtidas a partir de diferentes abordagens de extracdo de esteroides em soro bovino

fortificado no LMDR de cada analito

(continua)
Procedimentos avaliados
. A) D) E) F) G)
Analito g o FOBL)CH H(é)x Metanol + EtOAc/ HEX/  SPE
DYER HEX MTBE EtOAC HLB
Areas (x10° cps)
ACC 0,8 0,9 1,8 14 0,9 1,1 1,2
(x01) (£0,1) (x04) (x0,1) (*02) (x04) (x01)
ACM 2,0 2,2 2,6 2,2 2,67 2,6 1,9
(£0_3) (£0,1) (x0,1) (£0,2) (*06) (x06) (x0,1)
AME 1,7 1,9 2,7 2,4 1,9 2,0 1,9
(x0,) (£0,1) (x0,1) (£0,1) (*06) (x06) (x0,1)
ATE 1,1 1,2 2,5 2,3 1,1 1,9 1,6
(£0,1) (£01)  (x01) (£ 0,4) (£02) (£06) (£0,1)
ATR 1,6 1,0 3,1 3,1 1,6 2,5 1,8
(x0,3) (x0,1) (x0,1) (x0,1) (x0,2) 0,7 (04
BAD 6,2 7,1 24,4 24,6 6,9 10,5 24,1
(x0,4) (x0,5) (x2,9) (x3,8) (x0,7) x18) (x£0,8)
BBO 1,7 11 35 0,3 1,9 1,2 0,7
(£0,3) (£01) (£0,1) (£0,1) (*01) (*03) (x03)
BET 0,18 0,22 0,8 0,6 0,2 0,2 0,4
(+01) (£01)  (£0,) (£0,1) +01) (£01) (£0,1)
BNA 3,6 4.4 10,9 14,0 4.3 6,2 7,3
(x0,5) (x0,4) (x0,4) (x44) (x1,1) x19 (=021
BTB 1,1 1,2 0,2 0,2 2,5 0,8 0,3
(£0,1) (£01)  (x01) (+0,1) (£0,08) (£02) (+0,1)
BTE 2,8 1,8 1,6 1,4 48 3,5 2,6
(£0,6) (£0,2) (£0,6) (£0,1) (*01) (*06) (02
BZT 0,7 0,8 2,3 2,6 1,0 1,3 2,6
(x0,1) (£0,1) (x0,1) (£0,7) (*01) (x02) (x02)
CNA 8,2 9,3 27,1 28,4 7,3 11,2 7,2
(£03) (£04) (+18) (£ 4,2) (£03) (£33) (+06)
CPB 1,2 1,4 5,6 5,6 0,9 1,8 45
(£01) (£01)  (+03) (+0,4) (£03) (£06) (+09)
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Tabela 4.1: Comparacdo da soma ponderada das areas dos picos cromatograficos

obtidas a partir de diferentes abordagens de extracdo de esteroides em soro bovino

fortificado no LMDR de cada analito

(concluséo)

Procedimentos avaliados

. A) D) E) F) G)
Analito gy FOBL)CH H(é)x Metanol + EtOAc/ HEX/  SPE
DYER HEX MTBE EtOAc HLB

Areas (x10° cps)

Pt 1,0 08 46 48 22 27 21
(£0,2) (£0,1) (£0,3) (£04) (0,77 (05 (x04)

DEN 51 54 9.2 115 26 42 10,5
(x0,1) (£0,2) (£0,6) (273 (#06) (09 (x25)

DET 07 07 09 14 02 05 1,2
#01) (£02)  (£01) (+ 0,4) +01) (£02) (£0,1)

RO 05 06 1,0 07 06 07 07
+01) (£01)  (£01) (+0,1) +01) (£03) (£0,1)

ENT 1.9 22 8.6 108 22 3.0 75
(£0,3) (£0,1) (£0,1) (19 (*01) (x04) (0,2

ETN 27 31 15 18 4.0 29 22
(x0,6) (£0,2) (£0,5) (£0,1) (*04) (x06) (0,3

- 21 23 48 7.4 28 35 48
(£0,3) (£0,1) (£0,3) (£14) (05 (10 (x01)

Pt 02 0.2 07 09 03 0.4 06
(+03) (£01)  (£02) (+0,2) +01) (£01) (£0,1)

ST 1.4 16 1.9 18 18 18 13
+02) (£01)  (£02) (+0,1) (+05) (£04) (£0,1)

MTD 43 52 15 18 6.1 34 3.2
(09 (£04) (£04) (£0,5) (04 (05 (03

MTN 25 3.0 25 20 25 26 29
(£0,3) (£0,3) (£0,8) (£0,1) (*0,1) (x06) (x01)

MTT 21 15 1,9 2.0 26 25 23
(£04) (£03)  (£05) (£0,2) (£02) (£05) (£02)

NOT 02 02 01 01 03 0.2 01
+01) (£01)  (£01) (+0,1) +01) (£01) (£0,1)

opT 13 16 30 38 18 22 27
(+02) (£02)  (£02) (+ 1,4) (£03) (£03) (£02)

UNB 12 13 39 41 06 13 52
(x0,1) (£0) (£0,8) (£0,9) (01 (x06) (x0,8)

poigg‘rg o 219 23.0 394 390 278 27.0 318

HEX: n-hexano; EtOAc: acetato de etila.; MTBE: éter metil terc-butilico; SPE: extracdo em fase sdlida.
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Durante a execucdo dos experimentos A e B, observou-se que a adicdo de
misturas de CLF e metanol levou a coagulagdo das proteinas do soro, que ficaram
dispersas na fase superior dos tubos, tendo em vista a maior densidade do CLF.
Observou-se também a formacdo de uma fase gelificada intermediaria entre o CLF e a
fase coagulada superior, 0 que tornou o processo de transferéncia da fase organica mais
dispendioso e demorado em comparagdo com 0s demais ensaios. Nota-se, a partir da
Tabela 4.1, que as condi¢des dos experimentos A e B levaram a desempenhos similares
em termos de soma ponderada, ndo correspondendo aos maiores valores de areas

corrigidas para nenhum dos analitos estudados.

Para os procedimentos C e D, os maiores valores de somas ponderadas dentre as
abordagens avaliadas foram obtidos. Entretanto, na condicdo C observou-se que a
auséncia de metanol levou a formacdo de intensa gelificagdo nas amostras, mesmo
efetuando-se agitacdo dos tubos por inversdo manual e com baixa velocidade de
agitacdo em vortex. Portanto, a adigdo de metanol ao meio melhora a limpeza dos
extratos, sem interferir na eficiéncia de particdo durante as LLEs com HEX, o que
acarretou na selecdo da condicdo D para a conducdo da validacdo. Destaca-se que a
maior eficiécia de extracdo desse solvente deve-se a sua menor polaridade dentre os
avaliados (logP = 4,00), o que, como apresentado em 3.3.4, corresponde com a baixa

polaridade dos ésteres de esteroides e esteroides em estudo.

Para a abordagem E, observaram-se as maiores areas corrigidas para os analitos
nao esterificados, mais polares, BTB, BTE, ETN, MTD, MTT, NOT e ACM, o que pode
ser explicado pelos menores valores de coeficientes de particdo octanol-agua (log P)
para EtOAc (0,73) e MTBE (0,94), em comparacdo com HEX (4,00) (SANGSTER,
1989). Entretanto, durante a realizacdo dos experimentos observou-se que, apo6s a
particdo, a fase organica superior apresentou turvacdo elevada e coloracdo amarela
intensa, 0 que evidenciou que a mistura de solventes empregada em E levou a extracao
de uma maior quantidade de impurezas em comparagdo com C e D. Para a condicdo F,
um desempenho semelhante a E foi observado, porém a turbidez e a coloragdo amarela

foram menos intensas que em E.

Comparando-se os resultados obtidos a partir do procedimento D, baseados em
LLE, com os resultados do ensaio G, fundamentado em SPE, notou-se que o ultimo

forneceu maiores areas apenas para BZT e UNB, porém ndo muito superiores as
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observadas para esses analitos na condicdo D. Dessa forma, o emprego da LLE com
HEX ndo somente levou a uma anélise mais rapida e de menor custo em comparagao
com a SPE empregando cartucho HLB, como também, apresentou melhor desempenho
no que se refere a eficiéncia de extracdo. A Figura 4.2 representa o procedimento de

extracao otimizado:

1000 uL soro + 0,5 mL metanol +
agitacéo

A 4

+1mL H,0 + LLE com 1 mL HEX
(2x) + centrifugacéo

¥

4 N

Evaporacéo sobrenadante 45°C + 120
uL MOX

4

A Micro-ondas 18s/ poténcia
70 %

¥

+1mL H,0+ LLE com1mL HEX
(2x)

¥

f A 45°C + 120 yL de )
ACN/ H,0

(65:35 v/v)/ 0,1% v/v de acido

L formico férmico )

Figura 4.2: Fluxograma representativo do procedimento de extragdo para soro bovino

empregado durante a validacao
4.3.3 Validacao
4.3.3.1 Linearidade

Para avaliagdo da linearidade, os valores de t de Student para correlacdo linear

(t) (Tabela 4.2) foram estimados para cada analito, e estes foram superiores ao valor
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critico, igual a 2,78. Portanto, a linearidade foi considerada adequada, dentro das faixas

de trabalho otimizadas.

Tabela 4.2: Avaliagdo de linearidade para os esteroides e ésteres de esteroides

estudados em soro bovino

(continua)

Analito PI b s(b) a s(a) R? tr
ACC AME-d3 0,778 0,011 -0,012 0,002 0,994 26,81
ACM AME-d3 1,852 0,02 0,047 0,003 0,986 16,85
AME AME-d3 1,430 0,01 -0,001 0,002 0,999 73,23
AMG AME-d3 2,969 0,045 -0,032 0,01 0,997 38,32
ATE PPT-d3 0,505 0,006 0,001 0,001 0,997 38,48
ATR PPT-d3 1,176 0,023 -0,007 0,002 0,994 25,88
BAD BZT-d3 1,385 0,007 -0,051 0,004 0,984 1545
BBO BBO-d3 0,092 0,001 0,033 0,002 0,999 75,08
BET BET-d3 0,633 0,006 -0,017 0,005 0,995 27,69
BNA BZT-d3 1,016 0,011 -0,003 0,001 0,994 26,62
BTB BBO-d3 0,048 0,002 0,002 0,000 0,973 12,05

BTE BTE-d2 13,297 0,419 3.289 0,108 0,977 13,07
BZT BZT-d3 0,579 0,011 0,003 0,001 0,992 22,11
CNA CPT-d3 0,188 0,005 0,016 0,001 0,982 14,72
CPB CPT-d3 0,209 0,004 0,004 0,001 0,984 15,58
CPT CPT-d3 0,339 0,005 -0,003 0,004 0,995 29,39
DEN DET-d3 0,165 0,002 -0,012 0,002 0,955 9,24
DET DET-d3 0,318 0,008 0,007 0,001 0,989 19,40
DRO AME-d3 0,139 0,003 0,003 0,001 0,983 15,13
ENT PPT-d3 0,116 0,002 0,008 0,001 0,992 22,19
ETN BBO-d3 0,346 0,004 -0,004 0,002 0,990 20,42
FPN FPT-d3 0,663 0,013 0,008 0,002 0,989 18,68
FPT FPT-d3 0,354 0,012 0,001 0,001 0,983 15,32
IST TEP-d3 1,070 0,055 0,005 0,003 0,914 6,53
MTD BBO-d3 0,133 0,002 0,042 0,003 0,986 16,68
MTN BBO-d3 0,126 0,003 -0,011 0,003 0,983 15,30
MTT MTT-d3 0,418 0,003 0,002 0,001 0,998 42,33
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Tabela 4.2: Avaliagdo de linearidade para os esteroides e ésteres de esteroides
estudados em soro bovino
(concluséo)

Analito Pl b s(b) a s(a) R? tr
NOT MTT-d3 0,065 0,001 0,001 0,001 0,985 16,00
PPT PPT-d3 0,478 0,015 0,009 0,003 0,977 13,15
UNB DET-d3 0,730 0,014 -0,014 0,004 0,988 18,49

a: intercepto; b: inclinacdo; R?: coeficiente de determinacéo; s(a): desvio padrdo do intercepto; s(b):
desvio padrédo da inclinacdo; PI: padrdo interno; t;: valor de t de Student para correlacéo.

4.3.3.2 Recuperacéo e Precisédo

Os critérios de aceitacdo apresentados pelas diretrizes do Codex Alimentarius
foram adotados (CODEX, 2003). Para niveis de concentracdo iguais ou abaixo de
1 pg kg, valores de recuperacdo entre 50 e 120% s&o considerados satisfatorios, e para
a faixa de 1 a 10 pg kg valores entre 60 e 120%. Os CVs aceitaveis correspondem a 35

e 30% para as duas faixas de concentragdo respectivas.

A recuperacdo do método (Tabela 4.3), no nivel do LQ de cada analito, em
condigdes de repetibilidade, variou entre 73,0 (CPB) e 117,6% (UNB). No nivel do
LMDR, em condi¢bes de repetibilidade, esses valores variaram entre 93,7 (ACM) e
119,3% (BTB), e em condigdes de precisdo intermediaria entre 92,6 (DEN) e 118,1%
(PPT). Considerando as faixas de limites citadas, pode-se afirmar que o método
desenvolvido apresentou recuperagdo adequada para o0s analitos monitorados.
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Tabela 4.3: Avaliacao das figuras de merito estudadas para validacdo do método de determinacédo de esteroides em soro bovino

(continua)

LD LQ LMDR R (%) CV (%) cve CV® CCa CCB U

Analito 1 1 1 R* (%) R® (%) 1 1
(MgL?) (ugL?) (Mgl LQ LQ (%0) (%) (MgL?) (gL (%0)
ACC 0,050 0,100 0,300 108,4 35 100,7 99,8 3,6 4,7 0,032 0,055 10,7
ACM 0,010 0,100 0,300 104,0 6,5 93,7 94,1 8,5 6,9 0,045 0,100 137
AME 0,010 0,100 0,300 100,8 3,4 98,1 98,1 33 2,8 0,019 0,033 6,0
AMG 0,010 0,100 0,300 104,9 31 98,8 99,1 5,7 41 0,029 0,049 93
ATE 0,019 0,075 0,225 102,6 12,8 98,1 103,9 14,7 15,4 0,084 0,143 311
ATR 0,005 0,050 0,150 100,6 71 100,6 101,5 12,2 11,7 0,042 0,071 24.0
BAD 0,050 0,200 0,600 87,3 15,3 101,1 105,6 7,0 9,1 0,134 0,20 185
BBO 0,440 1,750 5,250 94,3 43 98,6 97,8 2,1 2,7 0,317 0,541 6.3
BET 0,094 0,375 1,125 110,1 6,3 101,1 99,1 6,3 6,2 0,16 0,273 12,6
BNA 0,0075 0,075 0,225 104,8 9,3 101,5 100 7,5 6,6 0,035 0,059 138
BTB 0,050 0,100 0,300 94,3 43 119,3 116,6 10,3 10,1 0,082 0,140 253
BTE - 0,063 0,188 109,0 15,6 107,2 101,0 13,7 13,2 0,058 0,100 46,3
BZT 0,012 0,050 0,150 97,8 2,3 101,8 98,6 3,6 5,0 0,017 0,029 11.3
CNA 0,038 0,150 0,450 84,6 12,5 101,4 93,9 9,9 12,3 0,121 0,206 25,8
CPB 0,019 0,075 0,225 73,0 5,9 103,4 95,7 5,1 10,0 0,05 0,085 20,4
CPT 0,150 0,300 0,900 75,6 13,2 102,6 102,0 6,6 6,2 0,132 0,300 39,3
DEN 0,120 0,500 1,500 86,5 18,3 94,9 92,6 8,2 9,8 0,319 0,543 19.9
DET 0,0095 0,038 0,113 110,6 9,6 108,6 109,0 71 8,6 0,024 0,042 20,4
DRO 0,037 0,150 0,450 78,8 18,2 99,3 97,6 14,7 13,1 0,134 0,229 269
ENT 0,150 0,300 0,900 87,3 5,7 106,2 104,2 11,4 14,3 0,313 0,534 29,7
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Tabela 4.3: Avaliacao das figuras de merito estudadas para validacdo do método de determinacéo de esteroides em soro bovino

(concluséo)

LD LQ LMDR R (%) CV (%) cve CV® CCa CCB U

Analito 1 1 1 R* (%) R® (%) 1 1
(MgL?) (ugL?) (Mgl LQ LQ (%0) (%) (MgL?) (gL (%0)
ETN 0,050 0,200 0,600 100,2 8,8 102,1 102,4 9,8 10,4 0,149 0,255 213
FPN 0,012 0,050 0,150 95,1 21,4 100,1 101,7 11,4 9,6 0,034 0,058 20,0
FPT 0,0062 0,025 0,075 116,5 13,6 104,4 109,0 6,8 9,3 0,018 0,030 20,0
IST 0,025 0,050 0,150 98,9 16,8 97,5 103,3 19,6 19,6 0,071 0,121 40,7
MTD 0,190 0,750 2,250 88,2 13,0 109,4 108,4 16,8 15,7 0,895 1.525 318
MTN 0,100 0,400 1,200 105,8 11,9 98,5 101,0 11,8 11,2 0,318 0,541 23,7
MTT 0,012 0,050 0,150 95,1 2,1 100,9 100,5 2,1 37 0,013 0,022 8.0
NOT 0,037 0,150 0,450 91,2 19,0 111,0 112,0 16,1 16,0 0,188 0,150 32.2
PPT 0,012 0,050 0,150 100,6 16,2 112,0 118,1 9,4 8,8 0,036 0,062 28,7
UNB 0,025 0,100 0,300 117,6 7.4 106,7 106,2 10,7 8,4 0,063 0,100 18,7

LD: limite de deteccdo verificado experimentalmente; LQ: limite de quantificacdo; LMDR: limite minimo de desempenho requerido; R: Recuperacdo;
CV: Coeficiente de variacdo; a: procedimento realizado em condi¢fes de repetibilidade no nivel do LMDR; b: procedimento realizado em condic¢des de precisdo
intermediaria no nivel do LMDR; CCa: limite de decisdo; CCB: capacidade de detecgdo; U: incerteza de medigéo.
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Para o estudo da precisdo do método, os valores dos CVs obtidos no nivel do
LQ, em condicdes de repetibilidade, variaram entre 2,1 (MTT) e 21,4% (FPN) (Tabela
4.3). No LMDR de cada analito, os CVs ficaram compreendidos entre 2,1 (MTT) e
19,6% (IST), em condicOes de repetibilidade; e entre 2,7 (BBO) ¢ 19,6% (IST), em
condicdes de precisdo intermediaria (Tabela 4.3). Nota-se, entdo, que a precisdo do
método, nos niveis de concentracdo avaliados, mostrou-se adequada para todos os

analitos pesquisados de acordo com as faixas aceitaveis citadas.
4.3.3.3 Limite de Decisdo, Capacidade de deteccéo e Incerteza de Medicdo

Os valores obtidos para CCa variaram entre 0,013 (MTT) e 0,895 pg L't (MTD),
e os valores de CCP entre 0,022 (MTT) e 1,525 pg L' (MTD). Considerando que os
valores desses dois parametros devem ser menores que 0S respectivos LMDRs, de
acordo com recomendacao da Comunidade Europeia (CRLs, 2007), pode-se afirmar que
a aplicacdo dos valores calculados de CCa e/ou CCP na tomada de decisdo quanto a

presenca de drogas proibidas na matriz soro bovino é adequada.

Conforme descrito no item 4.2.5.2, efetuou-se verificagdo experimental do LD
dos analitos por meio de dilui¢bes sucessivas da solucdo de trabalho, sendo que, de
acordo com os dados apresentados na Tabela 4.3, a maior parte dos analitos apresentou
LD correspondente a razdo LQ/4. Observou-se também que, com excecdo de ACC e

BBO, todos os analitos apresentaram valores de CCa superiores aos respectivos LDs.

Os valores estimados de incerteza de medicdo calculados pela metodologia
Top-Down variaram entre 6,0 (AME) e 46,3% (BTE). Considerando as recomendacdes
descritas no item 11.8.3 do guia de validagdo adotado neste trabalho (BRASIL, 2011),
para faixas de concentragio abaixo de 1 pg kg?, os valores de incerteza devem ser

menores que 46,7%, o que foi alcancado para todos os analitos estudados.
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4.4 CONCLUSOES

Neste capitulo foi realizado um estudo para a otimizacdo da extracdo de 30
esteroides e ésteres de esteroides na matriz soro bovino, bem como a validacdo do
método desenvolvido. Essa matriz foi avaliada com o objetivo de inseri-la no
monitoramento de residuos de anabolizantes no &mbito do PNCRC do MAPA. Um total
de sete abordagens de extracdo foi avaliado, envolvendo LLE e SPE. Ao final desse
estudo, obteve-se um método simples e de baixo custo, com desempenho adequado para
a andlise confirmatéria dos analitos monitorados, baseado em LLE com HEX e

derivatizagdo quimica com MOX em forno de micro-ondas domestico.

A identificacdo de ésteres de esteroides &€ uma prova inequivoca da
administracdo exogena de formulagdes de esteroides na criacdo animal, 0 que ndo seria
possivel apenas com o monitoramento de compostos como BO, BES, PNAN e BTE,
devido a origem enddgena destes. Outros esteroides ndo esterificados também foram
inseridos no método desenvolvido, uma vez que suas origens sintéticas também

condicionam a detec¢do dos mesmos com um uso medicamentoso.

O emprego do método validado em soro bovino visa, portanto, ao fortalecimento
do monitoramento de substancias de acdo anabolizante no Brasil. O emprego do mesmo
podera ser solicitado nos casos de investigacdo de amostras de urina ou musculo bovino
suspeitas como positivas para anabolizantes, por meio da solicitacdo de coletas

adicionais no produtor em questdo.

4.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BLIGH, E. G., DYER, W. J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Can. J. Biochem. Physiol., Canada, v.37, p.911-917, 1959.

BRASIL, Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Manual de Garantia
da Qualidade Analitica: Residuos e Contaminantes em Alimentos. Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Secretaria de Defesa Agropecuaria, Brasilia,
2011.

CODEX - Codex Alimentarius International Food Standard - CAC/GL 40-1993.
Guidelines on Good Laboratory Practice in Residue Analysis, Codex Alimentarius
Commission, Joint FAO/WHO Food Standards Program, Roma, 2003.

111



CRLs - Community Reference Laboratories Residues. CRLs view on state of the art
analytical methods for national residue control plans, 2007. Disponivel em:
“http://www.rivm.nl/bibliotheek/digitaaldepot/crlguidance2007.pdf”, acesso em
01/02/2019.

DE KOCK, N., ACHARYA, S.R., UBHAYASEKERA, S. J. K. A., BERGQUIST, J. A
Novel Targeted Analysis of Peripheral Steroids by UltraPerformance Supercritical Fluid
Chromatography Hyphenated to Tandem Mass Spectrometry. Sci. Rep., Suécia, v.8,
p.16993-17002, 2018.

FOLCH, J., LEES, M., STANLEY, G. H. S. A simple method for the isolation and
purification of total lipides from animal tissues. J. Biol. Chem., EUA, v.226, p.497-
509, 1957.

FORSDAHL, G, et al. Detection of testosterone esters in blood. Drug Test. Analysis,
Austria, v.7, p.983-989, 2015.

FRENCH, D. Advances in bioanalytical techniques to measure steroid hormones in
serum. Bioanalysis, EUA, v.8, n.11, p.1203-1219, 2016.

GENANGELI, M., et.al. Development and application of a UHPLC-MS/MS method for
the simultaneous determination of 17 steroidal hormones in equine serum. J. Mass
Spectrom., Itélia, v.52, p.22-29, 2017.

GRAY, B. P., TEALE, P., PEARCE, C. M. Analysis of methyloxime derivatives of
intact esters of testosterone and boldenone in equine plasma using ultra high
performance liquid chromatography tandemmass spectrometry. Drug Test. Analysis.,
Reino Unido, 2011, v.3, p.206-213, 2011.

KAABIA, etal. Ultra high performance liquid chromatography/tandem mass
spectrometry based identification of steroid esters in serum and plasma: An efficient
strategy to detect natural steroids abuse in breeding and racing animals. J. Chromatogr.
A, Franca, v.1284, p.126-140, 2013.

LIU, Q., CHIL, Q., FAN, RT., TIAN, HD., WANG, X. Quantitative-Profiling Method
of Serum Steroid Hormones by Hydroxylamine-Derivatization HPLC-MS. Nat. Prod.
Bioprospect., China, v.9, p.201-208, 2019.

LUO, G., LI, Y., BAO, J. J. Development and application of a high-throughput sample
cleanup process based on 96-well plate for simultaneous determination of 16 steroids in
biological matrices using liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry.
Anal Bioanal Chem, China, v.408, p.1137-1149, 2016.

REIS, A., RUDNITSKAYA, A., BLACKBURN, G. J.,, FAUZI, N. M., PITT, A. R,,
SPICKETT, C. M. A comparison of five lipid extraction solvent systems for lipidomic
studies of human LDL. J. Lipid Res., Reino Unido, v.54, p. 1812-1824, 2013.

REJTHAROVA, M., REJTHAR, L., CACKOVA, K. Determination of testosterone
esters and estradiol esters in bovine and porcine blood serum. Food Addit Contam

112


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Kock%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30451874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acharya%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30451874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ubhayasekera%20SJKA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30451874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bergquist%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30451874

Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess., Republica Tcheca, v.34, n. 4, p.477-
481, 2017.

REJTHAROVA, M., REJTHAR, L., CACKOVA, K. Determination of testosterone
esters and nortestosterone esters in animal blood serum by LC-MS/MS. Food Addit
Contam Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess., Republica Tchéquia, v. 35,
n. 2, p.233-240, 2018.

SANGSTER, J. Octanol-Water Partition Coefficients of Simple Organic Compounds. J.
Phys. Chem. Ref. Data, Canada, v.18, n.3, p.1111-1229, 1989.

WADA - World Anti-Doping Agency. WADA welcomes significant decision by
Court of Arbitration for Sport, 2019. Disponivel em “https://www.wada-
ama.org/en/media/news/2019-04/wada-welcomes-significant decision-by-court-of-
arbitration-for-sport”. Acesso em 21/09/2019.

WADA - World Anti-Doping Agency. International Standard for Laboratories.
World Anti-Doping Agency. Montreal, Quebec, Canada, 2016

WOZNIAK, B., WITEK, S., MATRASZEK-ZUCHOWSKA, 1., KLOPOT, A,
POSYNIAK, A. Levels of the natural hormones 17B-oestradiol and testosterone in
serum of cattle: results from population studies in Poland. J. Vet. Res., Polbnia, v.60,
p.461-466, 2016.

WOZNIAK, B., MATRASZEK-ZUCHOWSKA, 1., WITEK, S., POSYNIAK, A.
Development of LC-MS/MS confirmatory method for the determination of testosterone
in bovine serum. J. Vet. Res., Polbnia, v.61, p.81-89, 2017.

YOU, Y., et al. Simultaneous separation and determination of 16 testosterone and
nandrolone esters in equine plasma using ultra high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry for doping control. J. Chromatogr. A.,
EUA, v.1218, p.3982-3993, 2011.

113



Capitulo 5

Avaliacdo da Aplicabilidade das Matrizes Pelo, Soro e Urina
por Estudos In Vivo Envolvendo a Aplicacéo dos

Medicamentos Androgenol e Equi-Boost em Bovinos



5.1 INTRODUCAO
5.1.1 Monitoramento de Residuos de Boldenona

A 17B-boldenona (BBO) ¢ um hormonio androgénico com alta probabilidade de
uso em humanos e em animais, nesses ultimos para fins de promocéo de crescimento e
para o tratamento de animais debilitados (AFSCA, 2013). Apesar de possuir indicacao
apenas para uso Veterinario em animais equinos debilitados, sua disponibilidade
comercial para tal finalidade é uma facilitadora de seu uso ilegal. No caso de sua
aplicacdo veterinaria, 0 monitoramento do uso dessa droga deve levar em conta 0s
registros na literatura da ocorréncia de BBO de forma endégena em alguns animais. A
suposicao atualmente aceita é a de que compostos como fitoesterois e mesmo outros
esteroides sofram reacfes de oxidacdo ou redugdo em matrizes bioldgicas, sendo
convertidos em compostos correlatos com a mesma estrutura base dos esteroides
(Figura 1.1, Capitulo 1). Dessa forma, compostos como BBO (1-dehidrotestosterona)
poderiam ser formados a partir de precursores naturais e enddgenos por esse tipo de
reacdo, especialmente quando da presenca de microrganismos da flora intestinal de
ruminantes, supostamente envolvidos nessa conversao (VILJANTO, 2019). Resultados
positivos de PBO em amostras de urina coletadas de animais devem, portanto, ser
cuidadosamente avaliados quanto a presenca de fezes, que sdo consideradas um meio
propicio para tal reacdo. Além disso, a prépria microbiota presente em amostras de
urina, ou mesmo a presente em ragdes para alimentacdo animal, pode estar envolvida
nesse processo, principalmente quando relacionadas a condi¢des de armazenamento e
transporte inapropriadas (POMPA, 2006; VILJANTO, 2019). Com relacdo a espécie
suina, o composto BBO ja foi encontrado nos testiculos desses animais, indicando uma
producdo enddgena ndo relacionada a esse mecanismo de conversdao citado
(POELMANS, 2005).

Em 2009 DESTREZ e parceiros indicaram 0 metabolito sulfato de 17f3-
boldenona como um marcador para a administracdo de formulacbes comerciais de
boldenona em animais bovinos. Esse composto foi detectado em urina até um periodo
de 36 h apds administracdo oral de boldiona, e 30 dias apds a administracdo
intramuscular de formulagdo contendo UNB (CCa = 0,2 ng ml). No ano de 2012,
GOMEZ e colaboradores confirmaram a indicacdo tanto desse metab6lito quanto do

sulfato de epiboldenona para a identificacdo de doping em urina de humanos coletadas
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até um periodo de 56 h apds administracdo de 20 mg de BBO. Nesse ultimo trabalho, os
autores sugerem que a auséncia desses metabdlitos pode ser usada para classificar a
origem enddgena de derivados de BBO, ao passo que uma andlise adicional por
GC-C-IRMS seria ainda necessaria para classificacdo da administracdo exdgena.
Entretanto, no ano de 2015, CHIESA e parceiros desenvolveram um estudo analisando-
se a urina de 55 animais ndo tratados em diferentes condi¢Oes de estresse durante o
transporte e nos abatedouros, constatando a presenca das duas formas sulfatadas nesses
animais. Deve-se notar que o método de extracdo envolve o uso de colunas de
imunoafinidade, que proporcionaram grande sensibilidade, com valores de CCa iguais a
0,07 ng mL™. Os autores indicam entdo que esse ganho de sensibilidade analitica, em
comparagdo com 0s métodos previamente descritos, pode ter evidenciado a origem

enddgena desses metabdlitos.

Com relagdo aos trabalhos descritos envolvendo administragdo de PBO em
animais, em 2018, KAABIA e colaboradores desenvolveram um método LC-MS/MS
para a identificacdo de metabdlitos resultantes da administracdo de injecdo
intramuscular de UNB na dosagem de 2 mg kg™ em 2 bezerros, dos quais amostras de
urina foram coletadas por um periodo de até 45 dias apds a aplicacdo. Durante 35 dias
foi possivel a detecg¢do de 17p-boldenona glucuronideo, juntamente com o composto de

identidade hipotética atribuida a 17a-boldenona glucuronideo.

Em 2007, SOMA e colaboradores realizaram a injecdo de UNB a partir do
medicamento Equipoise® na dosagem de 1,1 mg kg! em 7 cavalos inteiros de
7,1 £ 1,9 anos de idade e 517,4 £ 50,8 kg. Amostras de sangue foram coletadas até 64
dias ap6s a aplicacdo do medicamento e analisadas por LC-MS/MS, com LD igual a
25 pg mL™L. Os autores calcularam um tempo de meia-vida para PBO de 123 h, sendo
que esse analito foi quantificavel por até 30 dias apds a administragdo em amostras de
sangue de todos os 7 cavalos, com concentragio de 58,5 + 16,5 pg mL™. Nos dias 43, 50
e 64, a BBO foi quantificada, respectivamente, em 3, 2 e 1, dos 7 animais, com

concentragdes em plasma de 46,2 + 10,7, 42,6 + 3,7 € 27,0 pg mL™.

Também em 2007, FERRETTI e colaboradores avaliaram amostras de urina
coletadas a partir de tratamento oral com 3 doses diarias de 30 mg de UNB em bezerros
de 30 e 90 dias de idade. Os metabdlitos PBO, aBO e androsta-1,4-dieno-3,17-diona

(boldiona, ADD) foram monitorados por LC-MS/MS, sendo que aBO ¢ ADD foram
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detectados a partir de 24 h ap0s a primeira administracdo. Apos 1h da administracdo da
segunda dose, a concentragio de aBO atingiu o nivel de 46,1 ng mL™ e PBO comecou a
ser detectado a 1,5 ng mL™. Apos 24 h da ultima dose, BBO ndo foi mais detectado, ao

passo que aBO permaneceu detectavel por 25 dias, apds esse periodo.
5.1.2 Monitoramento de Residuos de Testosterona

De forma semelhante a BBO, formula¢des comerciais contendo ésteres de
testosterona estdo disponiveis no mercado para o tratamento de animais debilitados,
apesar da proibicdo do uso para fins de promocdo do crescimento (BRASIL, 2011). No
caso especifico do PPT, sabe-se que o pequeno tamanho da cadeia de éster da sua
estrutura leva a uma rapida conversao para a forma nao esterificada BTE, o que pode se
tornar um desafio no monitoramento do uso desse analito, no que se refere a detecgdo da
forma esterificada do mesmo. A origem endogena da BTE e do seu principal metabdlito
aTE, em bovinos, ¢ indiscutivel. Entretanto, as concentracdes desses analitos variam de
acordo com o género, a espécie, a idade, as caracteristicas genéticas individuais e o
regime de alimentacdo do animal. Portanto, o estabelecimento de um limite de corte

global para distingdo entre a origem natural e a medicamentosa ndo parece possivel.

Em 2011, GRAY e colaboradores analisaram amostras de plasma coletadas de
uma potranca, ap6s administracdo intramuscular de 500 mg de uma combinacdo de
ésteres de testosterona do medicamento comercial Durateston® (1 mL contém 30 mg
PPT, 60 mg FPT, 60 mg IST e 100 mg DET). Até o periodo de 200 h apds a injecao,
detectou-se a presenca de PPT, que atingiu a concentragdo maxima de 1000 pg mL™*
ap6s 6 h da aplicacdo. O éster DET foi detectado durante toda a duracdo do
experimento, 41 dias, atingindo uma concentragdo méaxima de 100 pg mL™. Em 2014,
SNOJ e colaboradores analisaram amostras de urina coletadas de 120 animais bovinos
machos e 174 fémeas, ndo tratados com anabolizantes, por LC-MS/MS. A presenca de
oTE foi observada em todos os animais machos, ao passo que a deteccao de BTE foi
intensificada com o aumento da idade dos animais relacionados. Os autores observaram
que a razdo BTE/aTE aumenta com a idade dos animais, de 0,13 + 0,09 para animais de
1 a 7 meses até 0,42 + 0,10 de 25 a 38 meses. No caso das amostras de urina coletadas
de fémeas, a BTE nao foi detectada em nenhuma, ao passo que oTE, BES e PRG foram
detectados em concentragcbes variaveis. Em 2016, VILJANTO e colaboradores

aplicaram um método por LC-MS/MS para a analise de 200 amostras de urina,
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coletadas no Reino Unido em periodos pos-competicdo de 200 cavalos castrados, a fim
de se avaliar a razdo BTE/aTE em uma populagdo randémica, ndo submetida a controle
de uso medicamentoso. Para 15 das 200 amostras analisadas, a concentragdo de BTE
excedeu o valor de 15 ng mL™, apesar do perfil metabdlico dessas amostras nio
indicarem o uso intencional de anabolizantes. Obtiveram-se razdes PTE/aTE menores
que o limite proposto de 5 para essas 15 amostras, 0 que 0s autores atribuem a uma
producdo enddgena aumentada de BTE para esses animais. Também foram analisadas
amostras de urina, coletadas apos a administracdo de 5 doses semanais consecutivas de
50 mg de injecdo intramuscular contendo PPT em dois cavalos castrados de 7 e 10 anos
de idade, e em todas as amostras coletadas a razdo BTE/aTE excedeu o valor de 5. Em
2013, KAABIA e colaboradores administraram injecOes intramusculares contendo PPT
em 3 bezerras, e analisaram amostras de soro e plasma por LC-MS/MS. O
monitoramento das concentracfes levou a observacdo de picos de concentracdo entre
160 e 400 pg mL™ para os trés animais no periodo de 5 h ap6s a aplicagdo, sendo que o
analito PPT foi detectado até um periodo de 2 dias.

5.1.3 Experimentacdo Animal

A maioria dos trabalhos descritos na literatura envolvendo procedimentos de
experimentacao animal foram realizados em paises do hemisfério norte, utilizando racas
especificas de animais e em condi¢bes zootécnicas ndo condizentes com a realidade
brasileira. Destaca-se também que no passado compostos como BBO ¢ BNAN eram
tidos como endogenos, ¢ a razdo BTE/aTE ja foi empregada nos casos de andlises
anti-doping em humanos e animais sem o0 conhecimento das especificidades
relacionadas a essas abordagens. No entanto, a elucidacdo de parte do metabolismo
envolvido para essas abordagens apenas foi obtida por meio de procedimentos de
experimentacao in vivo, com grupos variados de animais. (AFSCA, 2013).

Assim, na presente tese, um estudo in vivo foi realizado em animais bovinos
submetidos a alimentacdo por pastagem natural ou feno e submetidos as variagdes
temporais de um clima tropical. As formulagcdes comerciais empregadas nesse estudo
foram: Equi-Boost (Syntec do Brasil, Santana de Parnaiba, Brasil), cujo principio ativo
é o undecilenato de boldenona (UNB) na concentragdo de 50 mg mL™?, e Androgenol
(Ceva Hertape Saude Animal S/A, Juatuba, Brasil), comercializado na forma de
ampolas de 10 mL contendo 10 mg mL™ de propionato de testosterona (PPT). O Equi-
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Boost € indicado para uso veterindrio em animais equinos debilitados, sendo proibido
para animais participantes de competicGes oficiais ou destinados para consumo humano.
De acordo com a bula do medicamento, residuos de UNB podem ser detectados até 40
dias apo6s a ultima aplicacdo, sendo que 1 ou 2 doses do medicamento sdo normalmente
recomendadas para tratamento exclusivamente indicado por médico veterinario. Além
disso, é informado que doses elevadas do medicamento podem provocar efeitos

androgénicos ou de masculinizacgao transitorios.

O Androgenol, de acordo com a sua bula, auxilia na melhora da libido de
machos reprodutores com possivel elevacdo das taxas de prenhez nas fémeas servidas
pelos mesmos. Além disso, é indicado nos casos em que ha evidéncia clinica de
deficiéncia do horménio sexual masculino (frieza sexual e atraso do desenvolvimento
genital). Recomenda-se 0 uso de injecbes multiplas do medicamento intercaladas por

um periodo de 3 dias.

Essas formulacbes foram selecionadas para este trabalho devido ao fato de as
mesmas serem disponibilizadas pela grande maioria das casas de produtos veterinarios
pesquisadas. Além do fato, dos metabdlitos relacionados possuirem origem enddgena,
permitindo-se assim a avaliacdo de estratégias para diferenciacdo entre a origem

enddgena ou enxdgena desses compostos.

Apos a administragdo desses dois medicamentos em animais bovinos machos de
peso, idade e racas variadas, o monitoramento dos residuos dos mesmos foi realizado
utilizando os métodos validados para pelo e soro bovino. Dessa forma, este capitulo tem
como objetivo o estudo da eficacia desses métodos no monitoramento de residuos de
PPT e UNB, bem como de seus respectivos metabdlitos. A aplicabilidade dessas
matrizes sera comparada com a matriz urina, monitorada concomitantemente por meio
de um método oficial do LFDA-MG acreditado pela ISO 17025 (ABNT, 2017).

5.2 EXPERIMENTAL
5.2.1 Administracao de Formulagdes Contendo PPT e UNB In Vivo

O processo de experimentacdo animal envolveu 12 animais bovinos machos,
castrados, de ragca mestica e idades variadas (Tabela 5.1). Com relacdo ao delineamento

experimental (SAMPAIQ, 2011), os animais foram separados em 3 grupos distintos, o
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primeiro deles, composto por 4 animais e denominado grupo B, que foi submetido ao
tratamento com o medicamento Equi-Boost. O segundo grupo, denominado grupo T,
foi composto também por 4 animais submetidos ao tratamento com o medicamento
Androgenol. Um terceiro grupo formado por 4 animais foi mantido sem tratamento
medicamentoso, durante todo o processo de monitoramento dos demais animais, sendo
denominado grupo C (controle). As idades dos animais foram estimadas por cronologia
dentéria e estdo apresentadas na Tabela 5.1, juntamente com a identificacdo e peso dos

mesmaos.

Tabela 5.1: Informacdes relativas a idade e peso dos animais utilizados na

experimentacdo animal de anabolizantes em bovinos

Identificacdo

Grupo ) Idade (meses) Peso (kg)
animal
Bl 32 530
B2 12 227
° B3 32 391
B4 32 455
T1 12 178
T2 12 211
! T3 32 437
T4 24 371
Cl 12 208
C2 12 331
c C3 36 421
C4 18 182

Todo o procedimento de experimentacdo animal foi realizado apds aprovagéo
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG, de acordo com o
protocolo n°® 111/2019, vigente a partir de 10/06/2019.

Durante todo o experimento 0s animais estiveram alocados nas dependéncias do
LFDA-MG em Pedro Leopoldo, sendo que cada grupo foi mantido separado dos demais

em piquetes (areas demarcadas), situados a pelo menos 300 metros de distancia uns dos
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outros. Antes da aplicacdo dos medicamentos, os animais foram aclimatados em cada
piquete por um periodo de 7 dias. O regime de alimentagdo envolveu o consumo de
pastagem natural, feno e agua ad libitum, sendo que durante o experimento nenhum

outro medicamento foi aplicado nos animais.

A aplicacdo de ambas as formulages comerciais se deu por meio de injecéo
intramuscular profunda na regido do pescoco dos animais. Os tratamentos seguiram as
recomendacdes das bulas dos fabricantes, aplicando-se uma dose Unica na manhé do dia
08/07/2019 de 1,1 mg kg™ de Equi-Boost nos 4 animais pertencentes ao grupo B. No
mesmo dia (D0) aplicou-se uma dose de 0,2 mg kg™ de Androgenol, também de acordo
com recomendacdo do fabricante, repetindo-se a aplicacdo da dose desse medicamento,
no grupo T, na manha do dia 11/07/2019 (dia 3 — D3).

5.2.2 Coleta Amostral

A coleta de sangue envolveu o uso de tubos para coleta a vacuo Vacuette®

(Greiner Bio-One, Americana, Brasil) de 13 x 100 mm com 9 mL de capacidade,
contendo ativador de coédgulo e agulha de 25 x 0,8 mm. As coletas foram realizadas de
forma intercalada nas veias jugulares esquerda, direita ou coccigeas médias dos animais.
A regido de coleta foi previamente lavada com alcool etilico comercial. O procedimento
de preparacdo das amostras de sangue para obtencéo de soro foi 0 mesmo que o descrito
no item 4.2.4 do Capitulo 4.

As datas e os intervalos entre as coletas variaram de acordo com o grupo de
animais em estudo. No dia da aplicagcdo dos medicamentos, 2 coletas de sangue e urina
foram realizadas, uma antes da aplicacdo (DO0) e outra 6 h depois (DO + 6h). O mesmo

foi feito no dia 11/07, para o grupo T, na segunda dose de Androgenol.

A coleta das amostras de pelo foi realizada com auxilio de 1dmina de tricotomia,
em areas retangulares de raspagem e em duas regides distintas: regido do pescoco, do
mesmo lado do da aplicagéo da injecéo, e regido da garupa do animal (regido traseira
superior do animal), também do mesmo lado da aplicacdo. As amostras foram
armazenadas em tubos plasticos de 50 mL de capacidade em temperatura ambiente e ao

abrigo de luz.

A Tabela 5.2 apresenta as datas das coletas de acordo com as matrizes e 0s

grupos de animais monitorados. Todas as amostras foram coletadas e analisadas sem o
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uso de replicatas genuinas, em virtude do elevado numero das mesmas relacionado a

todos os procedimentos em conjunto.

Tabela 5.2: Identificacdo das datas de coleta de sangue, urina e pelo dos animais

bovinos submetidos ao tratamento com injecéo intramuscular de anabolizantes

Matriz Grupo Dias de coleta

D-5 (03/07/2019), D-4, DO, DO+ 6h, D1 (DO + 24 h), D1 + 6h,
D2 (D1 + 24 h), D3, D4, D5, D7, D9, D11, D14, D17, D21, D24,
D42, D49, D56, D67, D78, D92, D108, D120

Sangue e
] D-5 (03/07/2019), D-4, DO, D0+ 6h, D1 (DO + 24 h), D1 + 6h,
urina
T D2 (D1 + 24 h), D3, D3 + 6h, D4, D5, D7, D9, D11, D14, D17,
D21, D24, D28, D31 e D42
C D-5, D-4, D1, D9, D11, D14, D17
Del BeT D-5, D-4, D4, D7, D14, D20, D28, D42, D56 e D78
elo
C D-5,D14e D78

5.2.3 Monitoramento de Residuos de PPT e UNB em Urina

Durante as coletas de soro dos animais em estudo, amostras de urina também
foram coletadas (Tabela 5.1). O método empregado para a quantificacdo desses analitos
em urina foi validado para BBO, com CCa = 0,31 pg L*, CCB = 0,53 pg L7,
LMDR = 1,0 ug Lt e U = 0,48 pg L%, nesse nivel. Os analitos aBO, BTE, oTE, PPT e
UNB também foram avaliados pelo método para fins de comparacdo neste trabalho.
Amostras brancas de urina foram coletadas dos animais do grupo C para serem usadas
nas curvas analiticas e demais controles analiticos. As faixas de trabalho empregadas
corresponderam as concentragdes de 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50 e 2,00 ng L1 para e
BBO; 0,70; 1,05; 1,40; 1,75; 2,10 e 2,80 pug L1 para oTE e BTE; 3,5; 5,25; 7,00; 8,75;
10,5 e 14,00 pg L' para aBO, PPT ¢ UNB. Amostras brancas foram fortificadas no

primeiro e no terceiro niveis das faixas de trabalho com todos os analitos citados, e
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analisadas em conjunto com as amostras dos animais dos grupos B, C e T, a fim de se

avaliar a recuperacao do método em cada batelada.

As amostras de urina foram coletadas por miccdo espontanea dos animais, e
posteriormente centrifugadas por 30 min a 2700 g, com transferéncia de sobrenadante
para tubo plastico de 50 mL. As amostras foram acondicionadas em freezer em
temperatura inferior a -15 °C e analisadas por um método de ensaio de rotina acreditado
pela 1SO 17025 do setor de Residuos e Contaminantes em Alimentos (RCA) do
LFDA-MG. Resumidamente, a 5,0 mL de urina sdo adicionados 2 mL de tampéo
NaOAc (2 mol L%, pH = 5,2) e 25 pL da enzima B-glucuronidase obtida de Helix
pomatia com incubacdo a 37 °C por 16 h. Em seguida, 4 mL da solucdo TRIS
(2 mol L%, pH = 9,5) foi adicionado, e duas LLE consecutivas com éter dietilico foram
realizadas. Apds evaporacao, o residuo foi reconstituido com 4,5 mL de solucdo de
agua/metanol (2:1 v/v), e o clean-up foi realizado por SPE, com cartuchos HLB e NH>
acoplados. Apds eluicdo com ACT e evaporacdo, 10 uL do residuo reconstituido foi
injetado no sistema LC-MS/MS. Foi utilizada uma fase mdvel formada por agua
ultrapura e outra por metanol (fase mével B) com eluicdo por gradiente: de 0 a 2,5 min
B = 60%; de 0,5 a 2,0 min B aumenta linearmente para 80%; de 2,0 a 2,01 min B
aumenta linearmente para 100%, permanecendo nessa porcentagem até 2,5 min, de 2,5 a
4,0 min B decai linearmente para 60%; permanecendo nessa porcentagem até 6,0 min.
Os fabricantes dos reagentes e insumos sdo 0s mesmos conforme descrito no item 2.2.2
do Capitulo 2, sendo os reagentes TRIS e éter dietilico, e o cartucho HLB (Supelco, 200
mg, 6 mL) adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Monitoramento de Residuos de PPT e UNB na Matriz Pelo

O método otimizado e validado para analise de pelo bovino, descrito no capitulo
3, foi empregado para a determinacdo das concentragdes de PPT e UNB nas amostras

coletadas durante a experimentacdo animal (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3: ConcentracGes estimadas de UNB e PPT relacionadas com os dias de coleta

das amostras de pelo bovino coletadas do pescoco dos animais

G Identificacéo Dia da confirmacéo Concentracao
rupo ) _
animal dos analitos (ug kg1)?
D4! 452,75
D7? 151,48
Bl
D28 2,97
D782 1,19
D4! 122,91
B2
D7! 257,56
D4t 476,80
B D7! 485,28
B3
D28 14,43
D42 6,25
D4t 503,50
D7! 458,47
B4 D20! 285,85
D28 2,04
D42 5,81
D4 5,87
Tl D141 106,24
D28t 26,89
D4t 42,63
T2 D28 4,13
D42 3,50
D4! 356,63
T3 D28 4,21
D42 2,96
D28 3,88
T4
D42 4,40

1: Concentragdo calculada fora da faixa de trabalho;
2: Concentragio obtida abaixo do CCa;
3: Para o grupo B foram reportadas concentracGes de UNB, e de PPT para o grupo T.
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Para todo o conjunto de amostras coletadas nao foi detectado nenhum dos
analitos pesquisados na regido da garupa. Conforme descrito no item 3.1 do Capitulo 3,
0 mecanismo de incorporacdo dos medicamentos na matriz pelo ndo é totalmente
conhecido, sendo descrito normalmente como uma combinacdo de fatores como:
difusdo sanguinea, incorporacdo pelo suor, sebo e secrecdo de glandulas apdcrinas
[KINTZ, 2018]. Dessa forma, ndo foi detectado um mecanismo envolvendo a migragao
dos analitos para areas diferentes do local de aplicacdo dos medicamentos como, por
exemplo, o que envolveria a difusdo sanguinea com posterior incorporacdo dos analitos

na matriz.

Considerando-se as datas nas quais os analitos foram detectados e quantificados,
nota-se um comportamento aleatorio quanto a presenca dos mesmos nas amostras
analisadas, sendo que nos dias D20, D56 e D58 nao houve qualquer deteccdo, em
nenhum dos animais. Para o animal B1 no dia D78, uma concentragdo de 1,2 pg kg™ foi
estimada, valor abaixo do CCa validado para UNB (1,68 ug kg™). Entretanto, como a
razdo entre o sinal analitico e o ruido foi superior a 3, optou-se por reportar esse

resultado como detecgéo.

Para o grupo B houve deteccdo de UNB nos quatro animais monitorados apenas
nos dias D4 e D7, correspondendo as concentragdes mais altas reportadas. Para o grupo
T, observou-se a presenca de PPT em todos os animais apenas no dia D28. Para os dois
grupos de animais tratados, 64 amostras foram coletadas na regido do pescoco de D4 a
D78 (32 por grupo) e analisadas, sendo que em 26 delas os analitos monitorados foram
detectados (40,6% do total para os grupos B e T). Considerando os analitos individuais,
34,4%, ou seja, 11 amostras foram positivas para PPT no grupo T, e 46,9%, isto é, 15
amostras foram positivas para UNB no grupo B. Destaca-se que esses valores foram
calculados para amostras coletadas no pesco¢o, mesma regido em que 0s medicamentos
foram aplicados. Para as 64 amostras coletadas na garupa ndo houve identificacdo dos

analitos em nenhuma delas.

Observou-se também que, a partir do dia D28 comecou a ocorrer crescimento de
pelo na regido do pescoco, previamente raspada pela tricotomia das coletas anteriores.
Entdo, efetuou-se a raspagem dessas areas de novo crescimento em todos os animais
nesse dia, e observaram-se concentragoes estimadas e calculadas acima do CCa para os

4 animais do grupo T, e concentragdes calculadas dentro da faixa de trabalho para 3 dos
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4 animais do grupo B. Apenas no animal B2, desse Gltimo grupo, ndo foi detectado o
analito UNB no dia D28. Tendo em vista que as andlises de soro realizadas
concomitantemente indicaram que no dia D28 ja ndo havia a presenca detectavel dos
analitos PPT e UNB na circulacdo sanguinea dos animais, 0s mesmos devem ter sido

fixados durante o crescimento do pelo nessa regido, exceto para B2.

Concentracbes elevadas dos analitos monitorados foram calculadas nos 2
primeiros dias de coleta (D4 e D7), para a grande maioria dos animais. Considerando a
faixa de trabalho de PPT (1,0 a 8,0 pg kg™) e de UNB (2,0 a 16,0 pg kg™), os valores
apresentados representam uma estimativa de concentracdo real, ndo calculada por
diluicdo das amostras, uma vez que a detec¢do de substancias proibidas ja é suficiente
para o inicio de medidas investigativas para uma amostra em andlise. De toda forma,
observou-se que essas concentracBes diminuiram consideravelmente ao longo do
periodo de monitoramento. Portanto, supBem-se que houve um acumulo dos
medicamentos administrados na regido de aplicagdo durante os primeiros dias de coleta.
Considerando-se que a coleta por tricotomia envolve também a raspagem da camada de
sebo presente na epiderme dos animais, pode-se supor que parte do medicamento
administrado pela injecdo intramuscular permaneceu retida no sebo ou na camada
superior da epiderme, sendo posteriormente absorvido pelo metabolismo animal, ou

removido por mecanismos nao esclarecidos.

Deve-se destacar que as especificidades relacionadas a altas taxas de resultados
falso negativos na matriz pelo, bem como a dependéncia da distancia da coleta amostral
em relacdo a regido de aplicacdo medicamentosa evidenciados neste trabalho, também
ja foram reportadas na literatura. Em 2009 DUFFY et al. desenvolveram um trabalho
em que BET e DEN foram administrados por meio de injegdes intramusculares em 2
grupos de animais bovinos distintos. De acordo com os autores, os resultados do
primeiro estudo indicam que os animais tratados nem sempre podem ser identificados a
partir da analise de amostras de pelo, e que resultados positivos ocorrem
esporadicamente e somente para alguns dos animais tratados. Para o segundo grupo
destacou-se que as concentra¢es diminuem consideravelmente com a distancia a partir
do ponto de aplicacdo das inje¢des intramusculares. Além disso, como observado no
trabalho desenvolvido nesta tese, constatou-se que as concentragfes de BET e DEN

decairam consideravelmente com o tempo, e que concentracdes elevadas foram obtidas
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nos primeiros dias apés a administracdo. Em 2005 RAMBAUD e colaboradores
avaliaram criticamente a fixacdo de ACM, BET e MTT em pelo bovino, observando
uma dependéncia entre a natureza quimica dos medicamentos e o seu perfil de
distribuicdo. Esse estudo envolveu a coleta de amostras de pelo da cabeca, pescoco,
abddmen, garupa e calda dos animais, ap6s a aplicacdo de injecGes intramusculares na
regido da escapula dos mesmos. Foi demonstrado que o ACM ndo foi encontrado em
nenhuma das amostras coletadas desses locais. Para o BET, as amostras coletadas da
cabeca e pescoco foram relatadas como os materiais mais adequados para a deteccao.
No entanto, para MTT, as amostras coletadas do pescoco abddémen forneceram
melhores resultados, sendo que amostras coletadas de coloragdo escura (contendo
melanina) apresentaram maiores concentracdes desse analito. Dessa forma, os
resultados obtidos nesta tese contribuem com a literatura dessa area ao incluir novos
analitos para o estudo da distribuicdo de ésteres de anabolizantes em pelo de animais

bovinos.
5.3.2 Monitoramento de Residuos de PPT e UNB na Matriz Soro
5.3.2.1 Monitoramento das Concentragdes dos Esteroides Administrados

Apds a aplicacdo das injecbes intramusculares contendo PPT e UNB, as
concentragdes desses compostos € de seus principais metabolitos, BTE e BBO, foram
monitoradas no soro bovino, usando o método otimizado e validado descrito no
Capitulo 4. A Tabela 5.4 apresenta as concentracdes calculadas para as formas

esterificadas:

Tabela 5.4: Concentragdes calculadas dos esteroides esterificados, PPT e UNB,
administrados nos grupos Be T

(continua)
Concentracdo (ng L?)
Dia de GRUPO B GRUPO T
coleta UNB PPT

Bl B2 B3 B4 T1 T2 T3 T4

D0+6h 0,104 0,334 0,070 0,094 0,102 0,084 0,089 0,211
D1 0,129 0,496 0,104 0,059 0,123 0,069 0,107 0,094
Di1+6H 0,127 0,603 0,122 0,065 0,105 0,066 0,102 0,081
D2 0,111 0,320 0,133 0,055 0,113 0,127 0,061 0,098
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Tabela 5.4: Concentracdes calculadas dos esteroides esterificados, PPT e UNB,
administrados nos grupos Be T
(concluséo)

Concentrag¢io (pg L)

Dia de GRUPO B GRUPO T
coleta UNB PPT

Bl B2 B3 B4 T1 T2 T3 T4

D3 0,182 0,485 0,185 0,110 0,082 0,039 0,191 0,103
D3+6h ) ) ) ) 0,109 0,048 0,042 0,029
D4 0,117 0,266 0,109 0,102 0,139 0,024 0,088 0,077
D5 0,139 0,254 0,098 0,094 0,217 0,077 0,059 0,161
D7 0,100 0,180 0,131 0,083 0,078 0,017 0,224 0,116
D9 0,065 0,091 0,058 0,052 0,028 0,004 0,035 0,020
D11 0,060 0,063 0,051 ND ND ND 0,013 0,001

ND: analito ndo detectado

A Figura 5.1 apresenta graficamente as concentragdes calculadas de UNB e PPT.
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Figura 5.1: Representagdo gréfica da variagdo das concentraces de UNB e PPT nos grupos B e

T em soro bovino apds o tratamento com Equi-Boost e Androgenol

De acordo com a variacdo das concentracBes obtidas, notou-se que até 9 dias
apos o inicio dos tratamentos as formas esterificadas foram identificadas em todas as

amostras analisadas, e para 3 animais do grupo B e 2 do grupo T até D11.

Para o animal B2 foram obtidas concentragcdes superiores de UNB em relacdo

aos demais do grupo B, entretanto, mesmo com maiores concentragdes, o periodo de
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deteccdo da forma esterificada foi 0 mesmo que para os demais animais. Esta
observacdo indica que o tempo necessario para a desesterificagdo das formas parentais
ndo foi diretamente relacionado com as concentragfes dos medicamentos circulantes

nos animais.

Como mostrado na Figura 5.1, as concentracOes do analito PPT apresentaram
maior oscilacdo do que UNB, ap0s a administracdo das injecdes para a maioria dos
animais. Deve-se levar em conta que, para o grupo T duas doses de 0,2 mg kg™ de PPT
foram aplicadas em um intervalo de 3 dias, de acordo com orientacdo do fabricante.
Nota-se também que, apesar da dose administrada do éster do grupo B (1,1 mg kg™) ser
superior a do grupo T, e de que as concentracdes observadas de UNB para esse grupo
terem sido superiores, ambos os ésteres foram detectados em intervalos de tempo
similares. Dessa forma, observou-se que 2 doses consecutivas de menores
concentragfes de um éster de cadeia curta (PPT) corresponderam a uma mesma janela
de deteccdo que a de 1 dose em alta concentracdo de um éster de cadeia longa. De
acordo com a bula do medicamento Androgenol, um total de 5 doses podem ser
administradas nos animais tratados, dessa forma janelas de detec¢cdo mais longas
poderiam ser obtidas, caso um maior nimero de doses fossem administradas. Para o
caso de animais submetidos a outros tipos de administracdo de medicamentos, como 0s
implantes auriculares descritos no Anexo |, espera-se que 0s periodos de deteccdo das
formas esterificadas sejam maiores, porém em menor concentracdo, devido ao processo

de liberagdo dos farmacos ocorrer de forma gradual.

A Figura 5.2 apresenta o cromatograma de ions extraidos para o animal Bl
referentes ao dia DO (antes da aplicacdo do Equi-Boost), e também os cromatogramas
relativos ao Ultimo dia de detec¢do de PBO e UNB para o animal B1, e ao tltimo dia de

PPT para o animal T1.
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Figura 5.2: Cromatogramas de ions extraidos relativos a: a) auséncia de detecgdo dos sinais de
BBO, PPT ¢ UNB no animal B1 em DO; b) ultima detec¢do de BBO para B1 em D92; ¢) Gltima
detecgdo de UNB para B1 em D11; d) Gltima deteccéo de PPT para T1 em D9

Pode-se observar a auséncia de sinal analitico correspondente a BBO, PPT e
UNB antes da aplicacdo de Equi-Boost no dia DO no animal B1. Para o ultimo dia de
deteccdo de BBO e UNB para esse animal, e o tltimo dia em que PPT foi detectado no
animal T1, observaram-se que os valores de concentragdo calculados foram
ligeiramente abaixo dos respectivos valores de CCa validados (0,32 pug L™ para BBO;
0,036 pg Lt para PPT e 0,063 ug L™ para UNB). Entretanto, as razdes entre os sinais
analiticos e os ruidos caracteristicos superiores foram supriores a 3, em todos 0s casos.
Cromatogramas semelhantes foram obtidos para os outros animais estudados, com as

variagoes das janelas de deteccdo apresentadas na Tabela 5.4.

A Tabela 5.5 apresenta as concentragcbes monitoradas para as formas néo
esterificadas BBO e BTE, para os grupos B e T. Esses dois analitos foram validados em
conjunto com as formas esterificadas no Capitulo 4 e representam 0s principais

metabolitos marcadores, em soro bovino, para os farmacos administrados.

129



Tabela 5.5: Concentragdes calculadas dos esteroides ndo esterificados PBO e BTE nos

grupos B e T em soro bovino

Concentracio (pg L)

Dia de GRUPOB GRUPOT
coleta BBO BTE
Bl B2 B3 B4 T1 T2 T3 T4
D0+6h 0,851 1,470 0,807 0,642 0,447 0,413 0,612 1,212
D1 1,992 2,638 1,382 0,883 0,478 0,734 1,056 1,051
D1+6H 1,435 1,410 0,951 0,683 0,527 0,993 0,874 1,628
D2 1,171 1,351 0,997 0,872 0,581 0,528 0,690 1,145
D3 3,236 1,598 1,946 1,033 0,384 0,462 0,434 0,615
D3+6h - - - - 0,854 1,190 1,026 0,712
D4 2,581 1,874 1,372 1,198 0,831 1,504 0,914 1,213
D5 4915 1,823 1,628 1,239 0,996 1,258 1,377 1,130
D7 3,236 1,588 1,618 1,342 0,575 0,630 0,497 0,508
D9 0,927 0,872 1,213 0,789 0,110 0,089 0,213 0,133
D11 2,026 0,686 0,960 0,508 0,069 D? 0,238 0,072
D14 1,213 0,390 0,636 0,535 0,060 D2 0,087 D?
D17 0478 D! 0722 0370 D? D? D? D?
D21 0,343 D! 0,386 0,324 D? D? D? D?
D24-D42 D! D! D! D! D? D? D? D?
D49-D56 D! D! D! D! NC NC NC NC
D56 - D92 D! ND ND D! NC NC NC NC
D!: deteccdo do analito com concentragdes estimadas abaixo do CCo para BBO

(0,32 pug LY); ND: analito ndo detectado; D? deteccdo de BTE relacionada a niveis enddgenos pré-

existentes; NC: auséncia de coleta amostral no periodo considerado.

respectivos valores de CCa, para BBO e BTE:
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A Figura 5.3 representa graficamente as concentraces calculadas, acima dos
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Figura 5.3: Representacéo grafica da variacdo das concentracfes de BBO e BTE nos grupos B e

T em soro bovino apds o tratamento com Equi-Boost e Androgenol
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A avaliacdo das concentracdes de BBO calculadas para o grupo B mostra que 0s
animais B2, B3 e B4 apresentaram comportamento de decaimento das concentragoes
semelhante, diferentemente de B1, cujas concentracbes sofreram maior oscilagdo. J& no
caso da forma parental UNB (Figura 5.1), maiores valores de concentragdes e maiores
oscilacbes das mesmas foram observados para o animal B2. Concentrac6es calculadas
abaixo do CCa de 0,32 pg L para PBO foram obtidas a partir de D17 para B2, e D24
para os demais animais, de tal forma que para B1 e B4 houve deteccdo desse analito até
D92 (Figura 5.2). Para B2 e B3 essa deteccdo ocorreu até D56. Observou-se também

que a relacdo entre o sinal e o ruido de todas as transicbes monitoradas foi superior a 3.

Deve-se levar em conta que o UNB é um éster de anabolizante de cadeia longa,
conhecido por permanecer na corrente sanguinea dos animais por um maior periodo que
0s ésteres de cadeia curta. Entretanto, o metabolito ndo esterificado BBO foi a espécie
quimica responsavel pela longa janela de detec¢cdo para a administracdo do Equi-Boost.
De acordo com a bula do medicamento a deteccdo de residuos do mesmo pode ocorrer
por um periodo de até 40 dias ap6s a aplicacdo em equinos. Esse periodo foi
ultrapassado para a detecgdo de BBO, no presente trabalho, no qual a administracéo foi

realizada na espécie bovina.

Para o monitoramento de BTE, deve-se considerar o carater endogeno desse
analito, que foi detectado em todas as amostras analisadas, mesmo nos animais ndo
tratados com Androgenol, porém em concentragdes inferiores ao CCa (0,058 pg L) do
método validado. Esses baixos valores provavelmente estdo relacionados ao fato de que

todos os 12 animais utilizados neste trabalho eram castrados.

Diferentemente de BBO, cuja detecg¢ao se estendeu até D56 e D92, valores de
BTE acima do CCa e dos niveis enddgenos foram observados até D9 para todos os
animais, até D11 para T1, T3 e T4, e até D14 para T1 e T3. Ap6s D14 observaram-se
deteccoes para BTE, porém em niveis correspondentes a valores endogenos do periodo
anterior ao da administragcdo do Androgenol. Também foi verificado um intervalo de 3
dias entre a aplicagcdo do medicamento e uma queda de concentracdo correspondente a
valores anteriores a administragdo, o que corresponde a indica¢do constante na bula do
medicamento de aplicacdo de uma nova dose apds esse intervalo de tempo. Destaca-se

que as janelas de detec¢do observadas, tanto para as formas esterificadas quanto para os
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respectivos metabolitos, foram superiores aquelas da maioria dos trabalhos descritos nos
itens 5.1.1 e 5.1.2 (GRAY, 2011; KAABIA, 2013, 2018; SOMA, 2007).

A Figura 5.4 mostra a variacido observada nas concentra¢des de BTE e oTE para
o animal T1 a partir de DO, antes da aplicacdo de Androgenol, até D17, Gltimo dia em
que se observaram concentragdes acima do CCa. Durante o periodo de 6 h apos a coleta
até D14, observou-se que a razdo PTE/aTE sofreu um aumento em relagdo a DO,

retornando a uma equivaléncia de intensidades no dia D17.
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Figura 5.4: Cromatogramas de ions extraidos para BTE e aTE obtidos de soro bovino relativos

ao animal T1 no intervalo de tempo de DO a D17

5.3.2.2 Avaliacdo da Razéo BTE/aTE

O estabelecimento de um limite de corte (LC) da razdo BTE/aTE para
identificacdo de tratamento animal exdgeno com testosterona foi avaliado. Inicialmente

um LC foi estimado a partir das raz6es calculadas para os grupos sem tratamento com
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Androgenol, verificando-se posteriormente esse limite nas amostras coletadas do grupo
T.

Para 0s grupos sem tratamento com testosterona, calcularam-se as razdes para
amostras de soro coletadas de D-5 a D17 para o Grupo C, e de DO a D11 para o grupo
B. Com o objetivo de avaliar se o tratamento com UNB influenciaria as razes
BTE/aTE do grupo B, as razdes calculadas para os grupos B e C foram comparadas
utilizando o teste t de student ndo-pareado com variancia nao agrupada (Fcac = 1,00 >
Feriticoaa 28y = 0,58). O valor de t calculado foi igual a 0,98, inferior ao valor
teritico (0,05, 70) = 1,99, indicando que as médias dos dois grupos sdo estatisticamente
equivalentes, a 95% de confianga. Dessa forma, o conjunto de 72 amostras de soro
coletadas dos grupos B e C, durante o periodo de DO a D17, foi utilizado para avaliacdo
da distribuigdo das razdes PTE/aTE, em uma populacdo ndo submetida a tratamento

com testosterona (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Valores de razdes BTE/oTE calculados para 72 amostras de soro dos grupos B e C

Observou-se que as razdes calculadas variaram entre 0,26 e 2,71, sendo que a

normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO, 1968). O
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valor calculado da estatistica w foi de 0,90, superior ao valor critico de w para 72
amostras, que € igual a 0,00003. Assim, a hipétese nula, de que os dados se distribuem

normalmente, foi aceita.

A média (p) das razdes para as 72 amostras avaliadas foi estimada, obtendo-Se 0
valor de 1,06, com desvio padrdo (s) de 0,61. A partir desses valores foi estabelecido

um LC, com um nivel de confianca de 99%, dado por:
LC=p+2,65s=2,68

Esse LC estimado foi aplicado a populacao de referéncia submetida ao tratamento
hormonal, grupo T, para avaliar a taxa de resultados falsos negativos. O periodo de
coletas considerado foi de DO+6h a D9, pois nesse intervalo o analito PPT foi detectado
em todos o0s animais. Dessa forma, os sinais analiticos de BTE nesse periodo ndo devem
corresponder a valores de referéncia endogenos. As razdes calculadas para o grupo T,
englobando todas as coletas realizadas (D-5 a D42), sdo apresentadas graficamente na

Figura 5.6.
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Figura 5.6: Razdes PTE/aTE calculadas para o grupo T de D-5 a D42

Para os animais, T1 em D2; T2 em D9; T3 em D3, D7 e D9; e T4 em D7 e D9,
razbes menores que o LC de 2,68 foram observadas. Para o total de 40 amostras
analisadas do grupo T entre esses dias, obteve-se uma taxa de resultados falso-negativos

igual a 17,5%, valor superior ao de 5% recomendado em analises de triagem (CRLs,
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2010). Destaca-se que, para todos os animais tratados do grupo T, houve pelo menos um
resultado falso negativo no periodo estudado (até D9). Portanto, a aplicacdo da razdo
entre as areas calculadas entre BTE e oTE ndo se mostrou adequada, no que se refere as
taxas de resultados falso-negativos. Este fato ja tinha sido observado em anélises anti-
doping em humanos e em animais (PONZETTO, 2016; VILJANTO, 2017).

Para o célculo da taxa de resultados falso-positivos, aplicou-se o LC a todo o
conjunto de amostras coletadas dos grupos C e B, apresentados graficamente na Figura
5.7.

, Grupo B
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C1 +C2 #C3 +-C4 Bl B2 #B3 +B4

Figura 5.7: Razdes BTE/oTE calculadas para os grupos B e C ndo submetidos a tratamento com
Androgenol

Um valor superior a 2,68 s6 foi observado para o animal B2, em D0+6h (razéo
igual a 2,71), o que representa uma taxa de 1,39% de resultados falso-positivos.
Levando-se em conta que o LC foi calculado a partir de uma populacdo de 8 animais,
restricbes quanto a abrangéncia desse numero, no que se refere a variacGes
interindividuais, pode ter levado a valores subestimados para esse limite. De toda forma,
apenas 1 valor de razdo de areas calculado para os grupos B e C foi superior ao LC, mas
ainda muito proximo ao mesmo. Portanto, a obtengdo de uma razdo BTE/aTE superior
ao LC para uma amostra real pode levar a uma suspeic¢do do uso hormonal, podendo-se

solicitar uma investigacdo na propriedade em questéo.
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5.3.2.3 Liberacéo de Resultados Analiticos para Amostras de Soro

Com relacdo a liberacdo de resultados de amostras reais de soro com niveis
quantificaveis de PTE, deve-se considerar o carater enddgeno desse analito, 0 que
impede uma tomada de agdo imediata. Caso seja observada a presenca de um éster de
testosterona como PPT, ou outros como ATE, CPT, ENT, DET e FPT, pode-se concluir
indubitavelmente que houve a administracdo de uma formulacdo sintética. A partir
dessa observacdo, pode-se entdo iniciar um processo de investigacdo que avalie a
indicacdo do uso do medicamento. Caso seja comprovado o uso ilegal para fins de
promocdo de crescimento, as medidas previstas na Instrugdo Normativa N° 55 de 2011
do MAPA (BRASIL, 2011) podem ser aplicadas. Levando-se em conta que as formas
esterificadas possuem duracdo relativamente curta em soro bovino, valores elevados de
BTE, relacionados a uma auséncia de deteccdo dos eésteres, podem ainda estar

associados a um uso exdgeno anterior a janela de detec¢do dos mesmaos.

O uso da técnica GC-C-IRMS seria uma alternativa para comprovar de forma
indubitavel a administracdo de formulacBes comerciais em amostras com concentragdes
elevadas de BTE. Entretanto, seu elevado custo, a dispendiosidade relacionada a sua
execucdo e sua baixa sensibilidade analitica devem ser consideradas. Ainda como
alternativa laboratorial mais acessivel, a identificagdo de uma razao BTE/aTE elevada
pode ser usada para a classificacdo da amostra em questdo como suspeita, e assim
iniciar uma investigacdo, com as devidas ressalvas relacionadas as possiveis
especificidades individuais do animal em questdo. Nesses casos, um aumento na
frequéncia de coleta amostral, relacionada a propriedade de criacdo animal em questao,
pode ser solicitado, a fim de se verificar se razbes elevadas ocorrem de forma
sistematica; ou mesmo uma pericia no local pode ser solicitada, a fim de averiguar

indicios de uso de medicamentos.

Como no estudo desenvolvido nesta tese ndo foi detectado sinal analitico
correspondente a BBO em nenhum animal ndo tratado, a presenga do mesmo foi
considerada como relacionada ao uso do medicamento administrado. Entretanto, o fato
de haver relatos na literatura envolvendo essa deteccdo em animais ndo submetidos a
tratamento hormonal, também é um complicador para a liberacdo de resultados
analiticos. Como esses relatos sdo relativamente escassos, possiveis estratégias como a

avaliacdo de uma razdo PBO/aBO nunca foram reportadas na literatura. Contudo, a
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indicacdo laboratorial para o inicio de um processo de investigagdo ndo deve

necessariamente ser descartada para casos de detec¢do desses compostos.

Da mesma forma que no caso de BTE e derivados da testosterona, a deteccdo de
ésteres e a técnica GC-C-IRMS continuam como as Unicas alternativas atualmente
inquestiondveis do ponto de vista analitico/legal para fBO, com as mesmas ressalvas. A
aplicacdo de ferramentas quimiométricas, principalmente as relacionadas a
metabolémica, também se apresentam como alternativas promissoras, porém ainda
inexiste um arcabouco legal que subsidie seu emprego e aplicacdo no monitoramento de
medicamentos veterinarios (DERVILLY-PINEL, 2018).

5.3.3 Monitoramento de Residuos de PPT e UNB na Matriz Urina

A aplicabilidade das matrizes pelo e soro bovino foi comparada com a matriz
urina, tradicionalmente elencada para monitoramento de horménios pelos laboratérios

que realizam andlise de residuos de medicamentos e anti-doping.

Em nenhuma das amostras de urina os analitos PPT e UNB foram identificados
(LQ = 3,5 ug L), o0 que impede que a identificacdo inequivoca do uso exdgeno através

da deteccdo das formas esterificadas, em contraste com a matriz soro.

Conforme relatado na literatura, o principal metabdlito marcador para uso de
boldenona em urina ¢ a aBO, seguido de BBO, e para os casos envolvendo testosterona
o metabdlito em maior concentragao circulante € o aTE, seguido de BPTE (ANGELETTI,
2006). Em todos os cromatogramas avaliados as intensidades das formas alfa foram
superiores as das formas beta, tanto para aBO quanto o TE. Como apresentado na Figura
5.9, diferentemente da matriz soro, em urina as intensidades das formas alfa foram
superiores mesmo apos o tratamento com Androgenol no grupo T. Além disso, o analito
BTE nao foi detectado na grande maioria das amostras dos animais ndo tratados com
esse medicamento (grupos B e C), provavelmente devido ao fato de os mesmos serem
castrados. Portanto, uma avaliagdo por um intervalo de tempo prolongado
correspondendo a niveis endogenos para a razdo BTE/oTE nao foi possivel para a matriz
urina. A Tabela 5.6 apresenta as concentracdes de PTE nas amostras de urina

analisadas, e as razoes PTE/oTE obtidas ap0s tratamento com Adrogenol:
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Tabela 5.6: Concentragdes calculadas para BTE e razdes PTE/aTE para o grupo T em
urina bovina

Dia de Concentracéo BTE (pg L?) Razéo BTE/aTE
coleta  — 73 T4 T1 T2 T3 T4

DO+6H 0,22 0,15 0,17 0,70 0,49 0,58 0,46 0,89
D1 1,30 1,71 2,59 4,03 0,45 0,70 0,37 0,84
D1+6H 050 0,62 0,71 2,10 0,42 0,51 0,39 0,55
D2 031 023 0,60 2,73 0,32 0,71 0,57 0,99
D3 0,55 012 0,20 0,96 0,34 0,41 0,23 0,45
D3+6H 0,89 0,53 0,53 1,52 0,39 0,72 0,43 0,72
D4 1,21 3,14 2,24 4,90 0,45 1,59 0,70 1,43
D5 0,62 2,86 1,15 3,14 0,49 1,09 0,46 0,93
D7 0,38 0,18 0,76 0,36 0,47 0,53 0,26 0,97
D9 0,41 ND 0,44 ND 0,41 ND 0,24 ND
D11 0,88 ND 0,97 ND 0,22 ND 0,10 ND

ND: Auséncia de deteccdo para fTE

A Figura 5.8 apresenta graficamente a variagdo das concentragdes de BTE e das

razoes BTE/aTE obtidas nas amostras de urina analisadas.
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Figura 5.8: Representagdo grafica das concentra¢des calculadas para BTE e razoes PTE/aTE
para o grupo T em urina bovina

Da mesma forma que para a matriz soro, observa-se um periodo de 3 dias entre a

aplicacdo de Androgenol e o retorno as concentragdes iniciais, porém a deteccdo de fTE
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foi observada até D7 para T2 e T4, e D11 para T1 e T3, no caso da urina. Para o
monitoramento em soro, esse periodo se estendeu até D11 para 3 animais e D14 para
T3. Com relacdo as razdes PBTE/aTE calculadas, oscilagdes nesses valores mais
pronunciadas foram observadas para T2 e T4, sendo que para T1 a variacdo das razdes
ndo demonstrou influéncia do tratamento. Deve-se levar em conta também que razbes
relacionadas a niveis enddgenos ndo puderam ser calculadas, uma vez que nao houve a
deteccdo de BTE nos grupos B e C. A Figura 5.9 apresenta a variagdo das intensidades

observadas para BTE e oTE para o animal T1.
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Figura 5.9: Cromatogramas de ions extraidos obtidos de urina bovina relativos ao animal T1 no

intervalo de tempo de DO a D17

Observa-se que antes do tratamento com Androgenol (D0), apenas o analito oTE
foi detectado para o animal T1 com baixa intensidade, e se manteve superior ao sinal de
BTE durante todo o tratamento. Deve-se levar em conta que, para a maioria dos
trabalhos descritos na literatura, a razdo BTE/aTE apresenta valores superiores a 1 em
animais tratados, com LCs propostos na faixa de 4 a 6. Entretanto, esses LCs foram
aplicados quando elevadas concentracdes de BTE foram obtidas, o que ndo ocorreu com

nenhum animal estudado neste trabalho (AFSCA, 2013; VILJANTO, 2017).
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Verificou-se também que, apds D11, a relagdo entre o sinal e o ruido de BTE foi
menor que 3, caracterizando a ndo deteccédo desse composto. Dessa forma, notou-se que
a matriz soro apresentou uma melhor sensibilidade no que se refere a detec¢ao de PTE
em animais contendo baixos niveis desse hormonio, como os castrados. Deve-se levar
em conta que essa condicdo animal, em comparacdo com animais ndo castrados, € mais
vantajosa do ponto de vista zootécnico, no que se refere a produgdo de carne com maior
percentual de gordura, fazendo com que a castra¢do animal seja uma prética veterinaria

comumente empregada na criacdo desses animais.

Vale ressaltar que no caso das analises anti-doping em urina de humanos, outros
metabolitos, além de PTE e oTE, sdo analisados por triagem: androsterona,
etiocolanolona, 5p-androstano-3a,17B-diol ¢ 5a-androstano-3a,17p-diol. Nesse caso, 0
perfil do metabolismo é tracado e avaliado quanto a uma possivel alteracdo em relacéo a
um perfil previamente conhecido do atleta em questdo, numa abordagem longitudinal
denominada Passaporte Biologico do Atleta - (Athlete Biological Passport - ABP), ou
passaporte esteroidal (WADA, 2018). Entretanto, do ponto de vista do monitoramento
de drogas veterinarias, uma eventual abordagem desse tipo somente se aplicaria no caso
de animais de competicdes oficiais, em que o custo e a disponibilidade animal seriam
condizentes com 0 objetivo do monitoramento.

Para os residuos de UNB no grupo B, as concentragdes calculadas de aBO e

BBO sao apresentadas na Tabela 5.7:

Tabela 5.7: Concentragdes calculadas em urina bovina para os metaboélitos «BO e BBO

no grupo B
(continua)
Concentracio (pg L?)
Dias de aBO (ug L) BBO (ngL™)
coleta
Bl B2 B3 B4 Bl B2 B3 B4

Do+6h 6334 10537 5039 3808 083 140 052 067
D1 7069 10856 3553 601 062 127 047 029
D1+6h 3808 2513 1414 1225 037 033 027 034
D2 41,72 2709 917 2800 043 056 034 0,59
D3 7910 46,83 1729 1897 066 078 028 035
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Tabela 5.7: Concentragdes calculadas em urina bovina para os metabolitos aBO e fBO
no grupo B
(concluséo)

Concentrag¢io (ug LY)

Dias de aBO (ug L) BBO (ngL7Y)
coleta
Bl B2 B3 B4 Bl B2 B3 B4
D4 56,84 91,00 33,39 32,69 0,34 1,31 0,18 1,17
D5 60,41 110,60 102,90 76,30 0,33 0,58 1,02 0,87
D7 119,00 85,40 66,22 33,53 0,55 0,30 1,19 0,21
D9 104,30 88,20 81,20 68,81 0,38 0,40 0,62 0,88
D11 110,60 64,47 4991 64,54 0,52 0,54 0,49 0,74
D14 73,50 23,45 95,20 39,83 0,52 0,24 0,96 0,65
D17 65,38 34,16 59,57 21,77 0,31 0,44 0,74 0,42
D21 70,00 25,48 75,60 41,30 0,33 0,24 0,84 0,78
D24 47,95 32,27 4557 30,17 0,67 0,42 0,44 0,67
D28 83,30 33,74 57,75 32,27 0,52 0,45 0,68 0,80
D31 36,05 ND 78,40 48,16 0,43 0,34 ND ND
D42 2023  ND ND 90,30 ND ND ND ND
D49 114,80 ND ND 16,52 ND ND ND ND
D56 85,40 ND ND 12250 ND ND ND ND
D67 19,53 ND ND 43 47 ND ND ND ND
D78 37,31 ND ND 3059 ND ND ND ND

ND: analito ndo detectado

A Figura 5.10 representa graficamente as concentragdes calculadas de aBO e

BBO em urina bovina.
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Figura 5.10: Representagdo grafica das concentraces calculadas em urina bovina para os
metabolitos aBO e BBO no grupo B

Nota-se uma grande variacdo das concentracdes calculadas na matriz urina,
principalmente para aBO, em comparagdo com a matriz soro. Deve-se levar em conta
que a matriz urina possui densidade altamente relacionada ao grau de hidratagcdo dos
animais, 0 que pode explicar as oscilacdes observadas durante o longo periodo de
monitoramento (EDMANDS, 2014).

A Figura 5.11 apresenta os cromatogramas referentes ao Ultimo dia de detecgdo

de aBO reportado para os quatro animais do grupo B em urina:
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Figura 5.11: Cromatogramas de ions extraidos obtidos de urina bovina relativos ao grupo B

evidenciando o ultimo dia de detec¢do de aBO para os quatro animais monitorados
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Nota-se uma variacdo individual, no que se refere a janela de detec¢ao de aBO
nos quatro animais estudados, observando-se dois comportamentos temporais, sendo
que, de acordo com a Tabela 5.1, os animais de maior peso foram o0s que apresentaram o
maior periodo de deteccdo de residuos de UNB. Os animais B1 e B4 apresentaram
maiores janelas de deteccdo dos residuos em ambas as matrizes, de forma que se
detectou aBO em urina até D78 e BBO em soro até D92 para ambos. Para B2 e B3 a
diferenca entre as duas matrizes foi mais pronunciada, em urina B3 foi detectado até
D31 e B2 até D28 (em soro até D56 para BBO em ambos).

Destaca-se que na matriz soro apenas o isdmero beta da boldenona é presente.
No caso da urina o metabolito marcador € a forma alfa, presente em maiores

intensidades, sendo que o metabolito menos intenso BBO foi detectado nessa uUltima

matriz até D31 para B1 e B2, e D28 para B3 e B4.

Dessa forma, o monitoramento de residuos de UNB em soro bovino mostrou-se
mais eficaz devido a uma maior janela de detecg¢do para BO, do que 0 monitoramento
de aBO ¢ BBO em urina. Observou-se também que os valores nominais de concentracéo
para aBO, nessa Ultima matriz, foram superiores aos obtidos para soro, uma vez que a
excrecdo desses metabdlitos em urina é a principal via de eliminacdo desses compostos
(AFSCA, 2013). Portanto, uma avaliacdo concomitante das duas matrizes seria a

abordagem mais adequada para o0 monitoramento de residuos.
5.4 CONCLUSOES

Neste capitulo foram apresentados o delineamento e os resultados referentes a
um procedimento de experimentagcdo animal envolvendo a administragdo de duas
formulacBGes comerciais de anabolizantes em animais bovinos. As dosagens utilizadas
seguiram as orientacGes contidas nas bulas dos medicamentos Androgenol (PPT) e
Equi-Boost (UNB). A avaliagdo concomitante das matrizes pelo, soro e urina permitiu o
estudo do potencial de aplicacdo das duas primeiras matrizes em compara¢do com a
urina, tradicionalmente usada em laboratorios de residuos de medicamentos e anti-

doping.

Com relacéo a matriz pelo bovino, concentracdes elevadas de residuos de PPT e
UNB foram encontradas nas amostras coletadas nos primeiros dias apés a aplica¢do dos
medicamentos, 0 que indica que residuos destes podem sofrer um acumulo temporal na
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regido de aplicacdo. Observou-se que os residuos detectados nessa matriz mostraram-se
distribuidos apenas préximos ao pesco¢o dos animais, local de aplicacdo das injecOes
intramusculares. Mesmo em algumas coletas realizadas nessa regido ndo houve
deteccdo dos analitos pesquisados em dias especificos. Devido a esse efeito, sugere-se
que um resultado negativo relacionado a presenca de anabolizantes em pelo bovino nédo
deve caracterizar uma conformidade referente a ndo utilizacdo de medicamentos. No
entanto, um eventual resultado confirmatério para a presenca de ésteres de
anabolizantes indica o uso de medicamento hormonal, tendo em vista a ndo existéncia

de formas esterificadas endogenas dessa classe de compostos.

O monitoramento de soro bovino coletado dos animais tratados possibilitou a
deteccdo das formas esterificadas para todos eles, com janela de deteccdo das mesmas
entre 9 e 11 dias apo6s o inicio do tratamento hormonal. Tentou-se estabelecer um limite
de corte para a razdo entre as formas detectadas PTE e oTE a partir dos valores
calculados para animais néo tratados. No entanto, as taxas de resultados falso-negativos
excedeu a recomendacdo de 5%, o que levou a proposicdo dessa estratégia apenas como
uma indicacdo de uma anormalidade a ser investigada, no caso de razBes calculadas
elevadas. Portanto, neste trabalho, para o caso de tratamento animal envolvendo
derivados de testosterona, a identificacdo inequivoca do uso do medicamento

Androgenol so seria possivel a partir da deteccdo da forma esterificada PPT.

Com relagdo ao uso de compostos de boldenona em tratamento animal, a janela
de deteccdo do produto de desesterificacdo BBO alcangou 56 dias para dois animais e 92
para 0s outros dois do mesmo grupo. Nao foi observado sinal analitico desse analito em
nenhuma amostra derivada de animais ndo tratados com UNB. Relatos na literatura
referentes a observagdo de BBO em animais ndo submetidos a tratamento hormonal néo
devem ser desconsiderados, principalmente em questdes legais envolvendo medidas
punitivas aos responsaveis pela criacdo animal em questdo. Da mesma forma que para
testosterona, neste trabalho um abuso de boldenona sé seria considerado inequivoco
quando as formas esterificadas fossem detectadas. No entanto, ndo e impeditivo que em
ambos os casos a deteccdo de uma razao BTE/aTE elevada ou uma detec¢do de uma
forma livre da boldenona subsidiem uma requisi¢cdo de investigacdo dos produtores
relacionados a criagdo animal em questdo, com uma indicacdo formal de anormalidade

observada, por exemplo.
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A matriz soro bovino apresentou melhor desempenho quanto a uma maior janela
de deteccdo para residuos de UNB, além de ter permitido o estabelecimento de um LC
para a razdo PTE/aTE, pois houve detec¢do de PTE em todas as amostras ndo
submetidas ao tratamento com Androgenol. Deve-se considerar também que € possivel
a deteccdo dos ésteres dos medicamentos administrados no soro. Além disso, 0 método
empregado para soro possui um custo inferior ao de urina, principalmente devido ao
fato de ndo empregar cartuchos de SPE, e também apresenta um menor tempo de
execucdo, por ndo necessitar da hidrélise enzimatica realizada por 16h para a urina, o

que requer dois dias de analise laboratorial.

Diante dessas consideracOes, pode-se sugerir a inclusdo da matriz soro em
programas de monitoramento de uso de substancias anabolizantes na criacdo de animais
bovinos, e o uso da matriz pelo em casos especificos relacionados a processos de

investigacao de amostras suspeitas quanto a presenca de esteroides enddgenos.
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Capitulo 6

Consideracodes Finais



6.1 CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese de doutorado foi desenvolvida com o objetivo de fortalecer o
monitoramento de residuos de compostos de acdo anabolizante no ambito do PNCRC
do MAPA, uma vez que o uso de anabolizantes para fins de promocéo de crescimento
animal é proibido. A crescente intensificacdo das relagdes comerciais envolvendo
commodities brasileiras nos ultimos anos levou a conclusdo de acordos comerciais que
propuseram a importacdo de produtos carneos de paises em que o uso de anabolizantes é
permitido, em contrapartida a liberacdo dos mercados internos parceiros aos produtos
brasileiros. Dessa forma, a circulacdo de produtos importados em territério nacional
levou a necessidade do desenvolvimento de um método de ensaio para determinacdo de
compostos anabolizantes na matriz musculo, a que a populacdo brasileira poderia ser
exposta. Além dessa questdo, o monitoramento interno brasileiro necessita de
alternativas analiticas para compostos como BBO, BTE, PNAN e seus respectivos
metabdlitos, uma vez que a presenca dos mesmos em produtos de origem animal pode

ser tanto enddgena quanto resultante de tratamento exdgeno.

Nesse contexto, 0 segundo capitulo descreveu a validacdo de um método para a
determinacdo de 39 compostos de acdo anabolizante em masculo bovino, em que todos
0S compostos autorizados para uso animal em paises como EUA, Canada e Austrélia,
foram contemplados. Foi realizado um estudo para avaliacdo das condicGes da reacdo de
hidrélise enzimatica, bem como uma aplicagdo do método na analise de amostras reais
coletadas em diferentes regides do Brasil e provenientes de importacdo de paises
parceiros. O método desenvolvido e validado ja se encontra inserido oficialmente no
sistema de gestdo da qualidade do LFDA/MG, sendo que essa validacdo foi expandida
para as matrizes musculo de pescado e figado de aves, regularmente monitoradas pelo
PNCRC desde 2018.

O terceiro capitulo apresentou a validacdo de um método de ensaio para
determinacéo de 25 esteroides e ésteres de esteroides na matriz pelo bovino, nunca antes
avaliada para monitoramento animal no ambito do PNCRC. Foi empregada, pela
primeira vez, a derivatizagdo quimica dos esteroides pesquisados com MOX em forno
de micro-ondas doméstico, a fim de se aumentar seus sinais instrumentais. No capitulo
5, essa matriz foi avaliada criticamente frente a um procedimento de experimentacéo

animal envolvendo a aplicacdo de formulagcbes contendo PPT e UNB em animais
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bovinos. Os resultados obtidos mostraram que a incorporagdo dos analitos estudados na
matriz apenas ocorreu no pelo localizado préximo a regido da aplicacdo das injecGes
intramusculares. Além disso, em alguns dias de coleta nessa mesma regido os analitos
pesquisados ndo foram detectados, o que aponta para uma distribuicdo ndo homogénea
dos mesmos nas areas coletadas. Tendo em vista os resultados obtidos, ndo se
recomenda a inclusdo do pelo como uma matriz no PNCRC do MAPA. Né&o obstante, o
método desenvolvido pode ser aplicado como uma ferramenta adicional em processos
de investigacdo de amostras ja classificadas como suspeitas para a presenca de

anabolizantes.

O quarto capitulo descreveu a validacdo de um método de ensaio para a
determinacédo de residuos de 30 esteroides e ésteres de esteroides em soro bovino, que
também é uma matriz ainda ndo incluida no PNCRC do MAPA. No capitulo 5 essa
matriz foi avaliada no procedimento de experimentagdo animal descrito, em que
também coletaram-se amostras de urina dos mesmos animais, a fim de comparar essas
duas matrizes. Observaram-se vantagens considerdveis no monitoramento de
anabolizantes em soro bovino frente a urina, tais como: deteccdo dos ésteres de
esteroides intactos, maiores janelas de deteccdo observadas para os metabodlitos da
boldenona, bem como a possibilidade da utilizacdo do célculo da razdo entre BTE e
aTE, como indicativo de uso de testosterona exdgena. Dessa forma, a inclusdo dessa
matriz é indicada do ponto de vista analitico, tanto para um para o monitoramento de
anabolizantes de forma regular pelo PNCRC do MAPA, quanto como uma ferramenta

adicional para fins de investigacdo de amostras suspeitas.

Assim, o desenvolvimento dessa tese contribuiu para o fortalecimento da defesa
agropecudria brasileira ao desenvolver metodologias analiticas em matrizes ndo antes
monitoradas, com uma avaliacdo critica de pelo e soro bovino por meio de
experimentacdo animal. Trabalhos futuros envolvendo estudos de estabilidade nas
matrizes coletadas, bem como avaliagdo da aplicabilidade de ferramentas
quimiomeétricas serdo realizados, em consonancia com as tendéncias recentes reportadas

na literatura da area de andlise de residuos.
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ANEXO |

Principais formulacbes comerciais disponiveis para tratamento animal com substancias
de acdo anabolizante

(continua)
Nome Composicio Modo de Animais  Duracéo Empresa
comercial PosI administracao alvo (dias) P
ATR (140 mg) :
®_ *
Revalor®-H © BES (14 mg) Novilhas <130
ATR (120 mg) .
®_ *
Revalor®-S © BES (24 mg) Novilhos <130
Novilhos e
Revalor®-G A;§S4(% Tng))+ t:mp!ante novilhas <120 Intervet
g subcutaneona 4 oo o nterve
orelha
ATR (200 mg)
Finaplix®-H Novilhas <100
ATR (140 mg) .
Forplix® + ZER (36 Novilhos e 120
novilhas
mg)
iy ATR (120 mg) _
Component™ 1 BES (24 mg) Novilhos 90-120
TE-S 250-450 kg
iy ATR (140 mg) _
Component™ 1 BES (14 mg) Novilhos 90-120
TE-H 300-450 kg
Component™ PP (200 ma) Novilhos
P + BET(20 mg) Implante - lvy
E-H n 185-450 kg :
subcutaneo na Animal
orelha Health
iy PRG (200 mg) )
Component + BES (20 mg) Novilhos )
E-S 185-450 kg
PPT (200 mg) :
Synovex®-H  +BET (20 Novilnas g5 15,
(>180 kg)
mg)
Synovex®  ATR (200 mg) .
Plus +BET (28 mg) Novilhos 120-150
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ANEXO |

Principais formulacbes comerciais disponiveis para tratamento animal com substancias
de acdo anabolizante

(concluséo)

Nome

Modo de

Animais  Duracéo

comercial Composicao administracao alvo (dias) Empresa
Novilhos
Synovex®-S PRG (200 mg) ]
+BET (20 mg) (> 180 kg)
Implante i Elanco
Compudose PES subcutaneo na NOV'!hOS € 200400 Animal
(25,7/43,9 mg) novilhas
orelha Health
Implante )
Novilhas
® A _ .
Ralgro ZER (36 mg) subcutalrrlleo na L asmamadas 70-120 Schering-
oreiha Plough
Ralaro® Implante Animal
g ZER (72mg)  subcutaneo na Novilhos  70-120 Health
Magnum
orelha
UNB (25/50
Equipoise® mg/mL) Solucdo injetavel -
. Zoetis
Equinos
INC.
STI (30 Solugéo injetavel
Winstrol mg/mL ou 2 ¢ Jete -
ou comprimido
mg)
MGA AMI.E (0’5. Alimentacao Novilhas 140 Pharn_1a0|a
mg/aminal/dia) e Upjohn

PPT: propionato de testosterona; BET: benzoato de estradiol; UNB: undecilenato de boldenona.
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ANEXO I

Resumo das metodologias mais relevantes descritas na literatura para anélise de substancias dos grupos Al, A3 e A4 em musculo

(continua)
Analitos Amostra Extracéo Quantificacdo Referéncia
AME, BTE, MPR, MTT, 1) Adicdo de 4,0 mL de ACN + agitacéo
PRG hidrocortisona, 2) Adicdo 0,2 g de NaCl e 0,8 g de MgSO.
cortisona, prednisona, 3) Clean-up com 50 mg de Al,O3 e 50 mg de 1)  UHPLC- orbitrap-MS )
prednisolone, acetato de Musculo de frorisil 2)  Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 LOPEZ-
hidrocortisona, acetato de  ave, bovino e 4) Filtragdo com filtro de nylon 0,22 pm (2,1x100 mm, 1,8 um) GARCIA,
cortisona, propionato de porcino 3)  Fase movel A: metanol/agua 2018
testosterona, 6- Fase movel B: agua/acido férmico
metilprednisolona, 0,1% viv
17- hidroxiprogesterona
1) Extracéo de 5 g amostra com 15 mL
ATR, AME, BTE, PRG, ] metanol/ H,O (80:20 v/v) a 60 °C g EaHsePIr_n%;/'\:ISAMrietanol DI DONNA,
~ pregnolona, cortisona, Musculo 2) Purificacdo com HEX (2 x 5 mL) x ey 2015
hidrocortisona, androsterona, 3) Purificacio SPE C18 Fase mével B: agua/acido formico
L o 0,1% viv
4) Derivatizagdo quimica com MOX 1 mol/L ’
1) Digestdo enzimatica a 55°C por 3h
2) Adicdo de 30 mL de solucdo de EtOAc/ éter .
aTB, BTB, STL160OH, MTD, dietilico (50:50 v/v), agitacdo em vortex, seguida 1) LC'MS/MS. ES .
MTTT. ACM. AMG. AME. Musculo de shaker, centrigugacéo 2)  Coluna Agilent Eclipse Plus C18
DIE. HEX. dexametasona bovino 3) Evaporagéo do solvente com N2 (2.1x50mm, 1,'8 “_m) 4 MALONE
’ ’ ’ 4) Dissolucio em metanol, seguida da adicdo de 8)  Fase movel: 0,5 mmol L™ acetato 2009
flumetasona e sgua ’ de aménio/metanol (70:30, v/v — Fase
fluoximesterona 5) Filtragem em filtro de seringa PTFE m(?vel A) e acetato d e amonio/metanol
6) SPE com cartucho Strata-X (5:95, vlv - Fase movel B)
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ANEXO I

Resumo das metodologias mais relevantes descritas na literatura para analise de substancias dos grupos Al, A3 e A4 em musculo

(continuacao)

Analitos Amostra Extracéo Quantificacéo Referéncia
BNAN, PRG, BES, oES, 1) Adicdo de 2 mL tampéo acetato de sddio e 8 mL
DES, DIE, TAL, ZER, BTE, de 4gua
oTE, HEX, ACM, MTT, 2) Aquecimento em micro-ondas por 72s a 100 W
MTD, NOT, aNAN, ATB, 3) Homogeneizagdo com Ultra-turrax por 1 min
AMG, ACC, AME, BBO, 4) Adicgéo de 10 mLfgie metanol, agitacdo em vortex
. por 1 min e centrifuga¢do 10 min.
aBn?),rge'l;ItBré:es;lrSS:étzs::ol, Misculo 2 Adicdo de 5 mL de HEX, agitagdo em shaker por 1) UHPLC-MS/MS ESI VANHAECK
e ’ ) 2 min, seguida de centrifugacéo por 10 min 2)  Coluna Hypersil Gold C18 (100 x
acetoxiprogesterona, bovino 6) Extracdo através da adicdo de 20 mL de dietiléter 2,1 mm, 1,9 pm) 2011
fluoximesterona, 17a- 7) O residuo foi reconstituido com 500 pL de CLF e 3) Fase movel: metanol/agua
hldrOX}P_mgeSte_rona » 17B- diluido com 5 mL de HEX
etinilestradiol , 4- 8) Purificacio SPE cartucho Si e NH;
androstenediona,
caproxiprogesterona,
metandriol
1) A amostra foi homogeneizada com 10 mL &gua
2) Em seguida, adicionou-se 10 mL de EtOAc e
ZER, TAL, oZE, BZE, ZEA, agitou-se num vortex por 1 min _ ) ]
DES, DIE, HEX e MQscqu qe 3) Apos centrifugacao, a fase contendo EtOAC foi g Ic_:gllmi xfofr?elu 120 EC-C18 WOZNIAK
zearalanona bovino, suino transferida para um tubo do kit QUEChERS (150 x 2,1 mm, 2,7 um)
e ave contendo C18 e PSA 3 - mm, & F 1 . 2013
PR . x . ) Fase mével: metanol/agua
4) Apos agitagdo e centrifugacdo, o EtOAc foi (65:35 VIv)
transferido para outro tubo e evaporado '
5) O residuo foi reconstituido em metanol, realizou

uma lavagem com HEX em duplicata
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ANEXO I

Resumo das metodologias mais relevantes descritas na literatura para anélise de substancias dos grupos Al, A3 e A4 em musculo

(concluséo)

BTE, oTE, aES, BES, PRG,

1) Digestdo enzimatica com [-glucuronidase

farilsulfatase a 37° por uma noite

1) LC-MS/MS ESI
2)  Glucucorticéides, androgénios e

. . 2) Extracdo com ACN em ultrassom por 15 min progesteronas foram separados na
dehidroepiandrosterona, ) 3) Adicdo de NaCl coluna Agilent Poroshell 120 EC C18 ZHAO
hidrocortisona, Mdsculo  4)  Evaporagfo da fase organica e dissolugdo em (150 x 2,1 mm, 3,5 pm);
etiocholanolona, bovino metanol 3) Estrogénios foram separados na 2014
androsterona, estriol, 5) Adico de ZnCl, para remover os lipidos coluna YMC Hidrosfera Cign (100 x
pregnanetriol, estrona 6) SPE com cartuchos: C18, Si e ambnia 2,0 mm, 3.0 um);
4) Fase mével: A: ACN
B: 4gua
ACC. AMG, ACM, MTT, 1) 1 g de amostra foi dlgerldaoem 2mL de ) LC-MS/MS ESI*
protease em pH 9,5 por 50 °C por 2h :
BTE, oTE, PBO, MTD, BTB, Masculo 2) Extragéo em duplicata com 2 mL de metanol 2) Coluna Atlantis C18 (150 x 2.1 PEDERSEN
BNAN, altrenogest, bovino 3) Lavagem com 3 mL de heptano mm, 3.0um) i
adrostenediona e acetato de 4) Adigio de 15 mL de agua jzlu':s:aesdg‘:;gg-a&tﬁg'(\'6/;93!;9301 2011
clostebol 5) Purificagdo em cartucho C18 e NH, Vv): B:ACN
BBO, ACC, DIE, DES, BES, 1) 5 g de amostra é digerida com a enzima 1) LC-MS/MSESI* e ESI
oES, aEE, HEX, subtilisina 2) Coluna Symmetry C18 (2,1 x
ACM,AMG, MTD, MTT, 2) Ext_ra_(;éo com 5 mL de metanol (2x) 150mm, 5 um) BLASCO
NOT, BNAN, PRG, Musculo 3) Purificagao com 5 mL de HEX - 3) Fase movel: ESI* solugéo
STL160H, BTE, oTE, PTB, 4) Adigdo de 55 mL de 4gua a fase metandlica metanol/4gua (65:35 v/v) com 0,3% 2007

ZER, Acetoxiprogesterona,
fluoximesterona e norgestel

5) Purificacdo com cartuchos C18 e NH>

acido formico; ESI solucdo
metanol/agua (80:20 v/v) com 0,5% de
amonia
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ANEXO 111

Valores dos limites maximos estabelecidos oficialmente por organismos internacionais
na matriz masculo (AUSTRALIA, 2018; CANADA, 2017; CFR/USFD; CODEX,
2017; CRLs, 2007, JAPAO, 2018)

(continua)
Limites (ug kg?)
Substancia Espécie CFR - Australian
2 4 A
Codex USFD! FFCR Government? CRLs* Canada
17B-estradiol NA 0,12 - - 1* NA
Acetato de 1 i 30 i xx )
melengestrol
Progesterona NA 5 - - - NA
Bovino
Testosterona NA - - - - NA
Acetato de 5 i 2 5 i i
trembolona
2 NA 2 5 2%** 2
Zeranol
Suino - - 2 - - -
Propionato de Bovino ) 0.64 i i ) )
testosterona
Trembolona - - - - - i Rakeiale 10
Dietilestilbestrol - - - - - 1 -
Dienestrol - - - - - 1 -
Hexestrol - - - - - 1 -
17p-19-
nortestosterona
- - - - - 1 -
17a-19-
nortestosterona
Boldenona
(17B-boldenona - - - - - 1 -
conjugada)
Estanozolol (1683-
hidroxiestanozolol) . . - - - 1 -
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ANEXO 111

Valores dos limites maximos estabelecidos oficialmente por organismos internacionais
na matriz masculo (AUSTRALIA, 2018; CANADA, 2017; CFR/USFD; CODEX,
2017; CRLs, 2007, JAPAO, 2018)

(concluséo)

Limites (ug kg?)

Substancia Espécie CFR - Australian
2 4 A
Codex USFD! FFCR Government? CRLs* Canada
Metiltestosterona - - - - - 1 -
Etinilestradiol - - - - - 1
Megestrol
(acetato de - - - - - 1 -
megestrol)
Medroxi-
progesterona
(acetato de - - - - - 1 -
medroxi-
progesterona)

Clormadinona
(acetato de ) ) ) ) ) 0,5 )
clormadinona)

! Code of Federal Regulations US Food & Drug

2The Japan Food Chemical Research Foundation

3 Australian Government Federal Register of Legislation

4 Community Reference Laboratories Residues (EU)

* para qualquer espécie

** para qualquer espécie e considerando-se também a forma livre

*** para qualquer espécie e considerando-se também o metabdlito taleranol
**** para qualquer espécie e considerando-se os isdmeros alfa e beta

NA - ndo se aplica (monitoramento desnecessario)
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APENDICE I

Descrigdo dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, numero CAS, formulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continua)

Composto

Abreviatura Férmula estrutural

molecular

Massa
molar
(g molt)

Marca
(Local)

16B-hidréxi-
estanozolol

125590-76-3  C21H32N202

STL160H

Toronto
Research
344,49 Chemicals
(North York,
Canada)

17-0O-
Metilboldenona

20401-12-

Toronto
Research
Chemicals
(North York,
Canada)

300,44

17a-boldenona

27833-18-

Toronto
Research
Chemicals
(North York,
Canada)

286,41
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

Massa

. NUmero Formula . Marca
Composto Abreviatura CAS molecular Formula estrutural mola_r1 (Local)
(g mol?)
LGC
17a- Standards
Metiltestosterona MTT 58-18-4 CaoHa002 302,22 (Augsburgo,
Alemanha)
Toronto
17a- Research
Metiltestosterona- MTT-d3  96425-03-5  C2H27D30: 305,22 Chemicals
d3 (North York,
Canada)
LGC
|7o-testosterona oTE 481-30-1 C19H2802 288,42 Standards
(Augsburgo,
Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuagéo)

) NUmero Formula
Composto Abreviatura CAS molecular

Férmula estrutural

Massa
molar
(g mol?)

Marca
(Local)

17B-boldenona BBO 846-48-0 C19H2602

286,41

LGC
Standards
(Augsburgo,
Alemanha)

17p-boldenona-d3 ~ pBO-d3 01432760 C19H23D302

289,4

Australian
NMI
(Canberra,
Australia)

17B-testosterona BTE 58-22-0 C19H2802

288,42

LGC
Standards
(Augsburgo,
Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar  Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol)
Cambridge
Isotope Lab.
17B-tesgozsterona- TES-d2 208432L;4- C19H26D202 290,44 (Massachusetts,
) EUA)
472-54.8 Sigma-Aldrich
19-norprogesterona NOP el C20H2802 300,44 (Saint Louis,
EUA)
Toronto
3- Research
hidroxiestanozolol STL3OHG - C27H40N20s 520,61 Chemicals

glucuronideo

(North York,
Canada)
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=472-54-8&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C20H28O2&sort=mw&sort_dir=asc

APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(continuacao)

Massa
, Marca
Férmula estrutural molar
molecular 1 (Local)
(g mol?)

. NUmero Formula
Composto Abreviatura CAS

Toronto
Research
344,49 Chemicals
(North York,
Canadd)

125636-

STL4OH  g2p  CoHaoNzNaOs

4B-hidréxi-
estanozolol

LGC
404,93 Standards
(Augsburgo,
Alemanha)

Acetat(_) de ACC 302-22-7 C23H29CI104
clormadinona

LGC
386,52 Standards
(Augsburgo,
Alemanha)

Acetato de 71-58-9 C24H3404
i ACM
medroxiprogesterona
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

Composto Abreviatura

Formula
molecular

Férmula estrutural

Massa
molar
(g mol?)

Marca
(Local)

Acetato de

AMG
megestrol

3562-63-8

C24H3204

EDQM -
European
Directorate for
384,51 the Quality of
Medicines
(Estrasburgo,
Franca)

Acetato de

AME
melengestrol

2919-66-6

C25H3204

Australian

NMI
396,53 (Canberra,
Australia)

Acetato de

melengestrol-d3 AME-d3

C2sH29004D3

RIVM
(Bilthoven,
Paises Baixos)

399,5192
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)
: NUmero Formula ) Massa Marca
Composto Abreviatura Formula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
LGC
Acetato de Standards
testosterona ATE 1045-69-8 C21H3003 330,46 (Augsburgo,
Alemanha)
Australian
10161-34- NMI
Acetato de ATB 9 Ca0H2405 31240  (Canberra,
trembolona pe
Australia)
Dr
Benzoato de Ehrenstorfer
androstanolona BAD 1057-07-4  CasHsaOs 394,55 (Augsburgo,
Alemanha)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H34O3

APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

: NUmero Férmula ) Massa Marca
Composto Abreviatura Formula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
Dr.
Benzoato de Ehrenstopher
estradiol BET 50-50-0 CosH2803 376.49 (Augsburg,
Alemanha)
CDN lIsotopes
Benzoato de 1192354-
estradiol-d3 BET-d3 74-7 Ca2sH25D303 379.51 (Quebe,c,
Canada)
Benzoato de CDN lIsotopes
BNA 1474-55-1 C25H3003 378,50 (Quebec,

nandrolona

Canada)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NdUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar  Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol?)
Benzoato de LGC Standards
BZT 2088-71-3 C26H3203 392,53 (Augsburgo,
testosterona
Alemanha)
RIVM National
Institute for
Benzoato de Public Health
BZT-d3 - CasH29D303 395,53 and the
testosterona-d3 .
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)
Cipionato de LGC Standards
P CPT 58-20-8 C27H4003 412,60 (Augsburgo,
testosterona
Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(continuacao)

Ndmero Férmula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar  Marca (Local)
CAS molecular 1
(9 mol™)
i RIVM National
Institute for
. Public Health
Cipionato de 876054-
testosterona-d3 CIP-d3 56-7 C2H37D30s and the
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)
Decanoato de LGC Standards
DEN 360-70-3 C28H1403 428.65 (Augsburgo,
nandrolona
Alemanha)
Decanoato de Dr Ehrenstorfer
DET 5721-91-5  C2oHasOs 4427  (Augsburgo,
testosterona

Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(continuacao)

Massa
Férmula estrutural molar  Marca (Local)
(g mol)

NUmero Férmula

Composto Abreviatura CAS molecular

RIVM National
Institute for
Public Health
4457 and the
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)

Decanoato de 1610974-  Ca9Ha3D303
testosterona-d3 DET-d3 51-0

| O o Dr Ehrenstorfer
Dienestrol DIE 84-17-3 C18H1802 266,1307  (Augsburgo,
O | Alemanha)
HO

oH Toronto
: Research
444 47 Chemicals
(North York,
Canada)

. L. . H,C
Dietilestilbestrol

glucuronl’deo DESG 2408-40-4 C24H28O8

HO CHjq
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar ~ Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol?)
H3C OH
Dietilestilbestrol Dr Ehrenstorfer
DES 56-53-1 C18H2002 268,1463  (Augsburgo,
trans
Alemanha)
Cambridge
Dietilestilbestrol- 91318-10- Isotope Lab
da DES-d8 4 CaoH2sDs0; 276.4 (Massachusetts,
EUA)
Drostanolona Australian NMI
DRO 58-19-5 C20H3302 304,2402 (Canberra,
(dromostanolona) e
Australia)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

. NUmero Férmula . Massa Marca
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
LGC
Enantato de Standards
testosterona ENT 315-37-7 C26H4003 400,6 (Augsburgo,
Alemanha)
Toronto
Research
Estanozolol STL 104188'03' C21H32N20 328,49 Chemicals
(North York,
Canada)
434-03-7/ Dr
. 17554-63- Ehrenstorfer
Etisterona ETN 1 C21H280> 312,2089 (Augshurgo,
(isbmero) Alemanha)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C26H40O3

APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

Composto

Abreviatura

NUmero
CAS

Férmula
molecular

Férmula estrutural

Massa
molar  Marca (Local)
(g mol?t)

Fenilpropionato de
nandrolona

FPN

62-90-8

C27H3403

Australian
NMI
(Canberra,
Austrélia)

406.56

Fenilpropionato de
testosterona

FPT

1255-49-
8

C2gH3603

RIVM National
Institute for
Public Health
420.58 and the
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)

Fenilpropionato de
testosterona-d3

FPT-d3

87-6054-
55-6

C2gH33D303

RIVM National
Institute for
Public Health
and the
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)

170


http://www.commonchemistry.org/ChemicalDetail.aspx?ref=1255-49-8
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(continuacao)

. NUmero Férmula Massa Marca
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
LGC
Standards
Hexestrol HEX 84-16-2 C1sH2202 270,1620 (Augshurgo,
Alemanha)
Toronto
Research
Hexestrol-d4 HEX-d4 1189950 CisH1sD40: 270,3661  Chemicals
25-1
(North York,
Canadd)
LGC
Standards
Isocaproato de IST 15262-86-  C,5H3303 386.6 (Augsburgo,
testosterona 9

Alemanha)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H38O3
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APENDICE |
Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(continuacao)
Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar  Marca (Local)
molecular 1
(g mol™?)
LGC Standards
Medroxiprogesterona C22H220s 344,49 (Augsburgo,
Alemanha)
Australian
Megestrol 3562-63-8  CaoHO sa2,2195 M|
g 221130273 ’ (Canberra,
Australia)
RIVM National
Institute for
Public Health
C22H27D50s 345,49 and the
Environment
(Bilthoven,

Megestrol-d3

Paises Baixos)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, formulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

. Namero Formula . Massa
Composto Abreviatura CAS molecular Formula estrutural molar  Marca (Local)
-1
(g mol?)
CHa ;CH3
Metandienona < LGC Standards
(Metandrostenolona MTD 72-63-9 C20H2802 300,4351  (Augsburgo,
ou dianabol) Alemanha)
cH, PH Toronto
CH, Research
Metenolona MTN 153-00-4 C20H3002 i 302,4510  Chemicals
(North York,
Canada)
RIVM National
Institute for
Metiltestosterona- Public Health
43 MTT-d3 NA C20H2702D3 305,47 ar]d the
Environment
(Bilthoven,

Paises Baixo0s)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, formulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
LGC Standards
Noretandrolona NOT 52-78-8 C20H3002 302,4510 (Augsburgo,
Alemanha)
Cambridge
Isotope Lab
Nortestosterona-d3 ~ NOR-d3 NA C18H23D302 277,42 (Massachusetts,
EUA)
Cerilliant/Sigma-
Aldrich
Progesterona PRG 57-83-0  CaHxO2 314,46 (SallgtJ ,LAC;UIS’
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar  Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol?)
Propionato de LGC Standards
P PPT 57-85-2  CaeHa0s 34451 (Augsburgo,
testosterona
Alemanha)
RIVM National
Institute for
Propionato de 876054- C22H29D303 Public Health
347,51 and the
testosterona-d3 54-5 .
Environment
(Bilthoven,
Paises Baixos)
. LGC Standards
Undecilenato de UNB 13103-34-  C3oHuOs 452 67 (Augsburgo,
boldenona 9
Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacéo)

NUmero Formula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar ~ Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol?)
OH (|3 CH, |
Australian NMI
Zearalenona ZEA 1869; 28 CieHuOs /@(‘;Ofp 318,1467  (Canberra,
Austrélia
HO = o )
cHy O
' Sigma Aldrich
a-estradiol oES 57-91-0 C18H2402 272,1776  (Saint Louis,
EUA)
HO
cHy PH_—cH
AP LGC Standards
a-etinilestradiol oEE 57-63-6 C20H2402 296,1776  (Augsburgo,
Alemanha)
HO
cH, OH
Australian NMI
a-Nandrolona aNAN 4409-34-1 C18H2602 274,1933 (Canberra,
Australia)
(0]
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

NUmero Férmula Massa
Composto Abreviatura Férmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol?)
ch, O Toronto
\ Research
o-trembolona oTB 806567'17' CigH202 2701620  Chemicals
(North York,
o Canadd)
OH CH,4
Dr Ehrenstorfer
o-zearalanal ZER 26538-44- (- Ha60s 322,1780  (Augsburgo,
(zeranol) 3
, Alemanha)
HO "' OH
T P Australian NMI
ustralian
a-zearalenol aZE 36455 re- C18H2405 320,1624 (Canberra,
Austrélia)
Cambridge
. Isotope Lab
[B-estradiol BES 50-28-2 C18H2402 272,1776 (Massachusetts,
EUA)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca

(continuacao)

: NUmero Férmula ) Massa Marca
Composto Abreviatura Formula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
- iol- - 66789-03- Ci1sH20D402 TRC (North
[-estradiol-d4 BES-d4 5 276.41 York, Canada)
[B-estradiol 14982-12- Sigma (Saint
glucuronideo PESG 8 C24Ha1NaOs 47049 | Guis, EUA)
Dr
434-22-0 Ehrenstorfer
B-Nandrolona BNAN C18H2602 274,1933  (Augsburgo,
Alemanha)
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APENDICE I

Descricao dos padrdes analiticos utilizados contendo abreviatura, nimero CAS, férmulas molecular e estrutural, massa molar e marca
(concluséo)

: NUmero Formula ) Massa Marca
Composto Abreviatura Formula estrutural molar
CAS molecular 1 (Local)
(g mol?)
cH, PH Toronto
Research
B-trembolona BTB 10165'33‘ CisH2202 270,1620  Chemicals
(North York,
oF Canada)
OH ﬁ CHs Australian
[3-zearalanol 42422-68- NMI
(taleranol) TAL 4 C18H260s 0 322,1780 (Canberra,
Austrélia)
HO OH
of (|)| G Australian
71030-11- NMI
[-zearalenol BZE 0 C18H2405 o] 320,1624 (Canberra,
Austrélia
HO = OH )
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APENDICE II

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrdmetro de massas AP15000 para anélise
de anabolizantes em musculo bovino

(continua)
) Intensidade relativa
Analito Q1 PD EC PSC
(%)

121,21 - 90 36 6
170MBO 301,3 135,2 59,9 90 23 10
149,3 11,6 90 25 10
269,5 17 90 17 16
121,1* - 96 37 44
135,1 19,0 96 37 44

aBO 287,1
173,1 25,1 101 25 22
147,0 - 101 29 10
309,41 - 111 23 18

ACC 405,3
345,4 71,9 111 25 20
301,4 98,8 111 31 16
327,41 - 110 23 26

387,2
ACM 123,2 159,8 110 45 22
285,4 24,4 110 27 20
145,0* - -120 -52 -7

271,2
aES 239,2 31,8 -105 -52 -7
183,0 54 -230 -40 -12
2973 279,1 - 56 27 18
AME ' 337,3 78 56 30 18
236,2 55 81 35 12
279,32 - 71 31 26
AME-d3 400,2 "

337,4 - 100 31

267,21 - 81 27 14

385,4
AMG 2242 76,3 81 39 14
325,3 91,4 81 23 24
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APENDICE II

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrdmetro de massas AP15000 para analise
de anabolizantes em musculo bovino

(continuacao)

Intensidade relativa

Analito Q1 PD EC PSC
(%)
NAN 2754 109,21 - 96 47 14
o
239,1 26 106 23 16
. 271,2 253,21 - 100 39 30
o
199,2 90,2 100 25 20
- 2892 971! - 56 33 18
o
109,1 91,2 56 35 10
ATR 3134 25341 - 100 31 16
165,1 12 100 89 14
3100 275,0% - -130 -28 -13
oZE ’ -19
160,0 50,5 -135 -48
121,0 - 26 37 44
550 287,0 135,0 16,3 96 37 44
173,0 27,5 101 25 22
1471 - 101 29 10
SBO-d3 2904 121,21 - 60 36 12
138,3 - 60 25 20
719 145,01 29.9 -130 -50 -19
BES ' 239,2 17,8 -90 -50 -19
183,0 - -230 -40 -12
ANAN 2754 109,0° 22,6 81 47 28
239.3 - 96 25 18
5TB 271,2 199,21 34,7 101 37 24
253,2 - 100 39 14
oTE 2892 9711 78,8 91 37 14
109,1 - 91 39 26
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APENDICE II

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrdmetro de massas AP15000 para analise
de anabolizantes em musculo bovino

(continuacao)

Intensidade relativa

Analito Q1 PD EC PSC
(%)
8ZE 319,0 275,0* 51,3 -130 -28 -13
160,0 - -130 -48 -19
3633 309,41 32,9 91 23 18
CLD ' 207,3 21,2 147 31 20
301,2 - 147 31 20
DES 2674 222,11 83,0 -105 -44 -7
237,4 - -105 -44 -9
DES-d3 2754 245,32 - -90 -42 -13
259,4 - -55 -42 -11
265 2 93,1t - -105 -38 -13
DIE ' 249,0 18,6 -120 -36 -23
117,0 13,8 -135 -44 -17
205.0 269,0* - 40 19 24
DRO ' 119,0 68,5 40 47 8
215,0 70,4 146 31 34
BES-d4 275,2 146,92 - 18 -56 -13
187,1 - 18 -56 -13
ETE 295,3 1450 - -205 -44 -7
159,0 57,7 -35 -50 -45
ETN 313,3 109,2' - 100 37 8
97,1 112,3 100 35 8
HEX 269,0 119,1! -105 -52 -5
134,0 64,6 -105 -22 -15
HEX-d4 273,1 121,32 - -60 -56 -7
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APENDICE II

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrdmetro de massas AP15000 para analise
de anabolizantes em musculo bovino

(continuacao)

Intensidade relativa

Analito Q1 PD EC PSC
(%)

2433 187,0% - 100 29 22
MEG ’ 267,0 84,1 106 29 22
325,0 75,9 101 29 22
VEG- 3465 270,21 - 136 31 26
190,3 - 136 37 12
VPR 3453 123,0° - 76 37 18
97,1 46,1 76 39 16
MTD 3012 12121 - 70 33 15
1494 46,8 70 21 15
2033 83,1t - 86 31 14
MTN ' 187,2 22.2 86 33 12
205,5 58 86 25 12
MTT 3035 97,2¢ - 25 53 16
109,1 1644 26 33 16
T3 306,3 97,0 - 111 39 20
109,2 - 111 39 20
s014 109,01 - 100 37 18
NOP ' 265,3 17 101 25 26
2412 12,5 101 25 16
NOR. 2785 109,12 - 85 36 18
260,4 - 85 23 18
2033 109,11 - 106 37 14
NOT ' 231,5 18,2 106 29 18
285,3 52,7 106 27 18
oRG 3153 971! - 76 53 14
109,1 100,5 81 53 14
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APENDICE II

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrdmetro de massas AP15000 para analise
de anabolizantes em musculo bovino
(concluséo)

Intensidade relativa

Analito 1 Q3 PD EC PSC
° (%)
81,01 - 36 57 32
95,1 31,2 80 57 34
329,5
STL 107,3 295 01 53 14
121,2 31,1 26 53 12
81,01 - 90 73 34
STL160H 3454
95,0 46,7 90 69 16
105,0 16,2 90 70 14
253 309,51 - 68 21 18
STL40OH ' 3275 81,7 68 25 18
1453 121,3 68 45 18
o1 1 277,01 - -125 -34 -29
TAL ' 303,3 46,14 -130 -28 -5
2932 8,4 -130 -36 -9
e 2913 99,02 - 106 45 20
111,2 - 76 45 20
en 3170 175,0° - -230 -40 12
273.0 250,7 -145 -26 -43
o1 1 277,01 - -125 -34 -29
ZER ' 303,3 48,3 -130 -28 -5
2932 9,5 -130 -36 -9

Q1: ion precursor; Q3: ion produto; PD: potencial de declusterizacdo, EC: energia de colisdo;
PSC: potencial de saida da cécula de colisdo; * Transicdo usada para quantificacdo; 2 Transicdo
usada para padrdo interno na razao de areas
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APENDICE Il

Transi¢cGes monitoradas e condicfes do espectrémetro de massas API5000 para analise
de anabolizantes em pelo bovino

(continua)
Intensidade
Analito Q1 Q3 relativa PD EC PSC
(%)
374.0 -
ACC 4343 3003 472 112 39 23
175.0 29.3
152 21 - 53 24
ACM 4162 196 5.9 125 52 23
356 40,7 37 41
292 31 n 39 46
AME 4263 4504 316 114 37 30
235.0 20.1 52 30
AME-03 4293 3204 - 114 39 25
354,21 - 34 41
AMG Aldd gp3 52.9 120 38 37
265.3 30.9 40 33
126 21 -
ATE 3602 138, 1223 110 a4 19
152.0 13.7 52
251 41 - 32 28
ATR 3424 354 22.0 140 45 26
197.0 6.4 41
105,01 - 54 17
BAD 4244 77.0 57.6 125 105 12
96.1 220 50 17
BBO-d3 3191 120,12 - 100 30 18
377,2 105,0* - 33 12
BET 95.1 235 76 70
BET-d3 3804 1052 n 100 30 18
105,01 - 53 16
BNA 408,3 77.0 76.9 110 105 15
138 1 226 48 21
126 11 - 45
BZT 4222 4050 834 120 53 16
138 4 68.3 50
BZT-d3 4253 126,12 - 142 47 20
440,3 79,0t - 67 14
CPB 107.1 56.9 108 41 18
CPT-d3 4455 126,12 - 105 50 20
138 11 - 51 24
DEN 458,4 79.2 57.8 89 75 13
107.1 23.9 49 18
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APENDICE Il

Transi¢des monitoradas e condi¢des do espectrometro de massas AP15000 para analise
de anabolizantes em pelo bovino
(concluséo)

Intensidade
Analito Q1 Q3 relativa PD EC PSC
(%)
126 17 - 50
DET 4123 a9 89,6 58 54 22
152.1 13.2 50
DET-d3 4756  126.2 h 95 54 22
3343 2882 - 38
DRO 031 082 110 o 18
126 11 - 49
ENT 4301 4394 97.3 140 49 20
152.2 13.2 55
ETN 138,21 - 39 18
3421 o600 79.4 110 36
105,01 n 57 16
FPN 4363 381 30,6 130 50 22
91,2 52.3 80 14
126,07 - 48
FPT 4500 ‘4339 100.2 140 50 19
105.3 741 60
FPT-d3 4534 12612 - 105 49 21
IST 4163 15220 - 140 55 22
126.3 117 47
MTD 3302 12010 -
150.1 179.2 95 30 18
MTN 3323 1871 - 37
1075 35.6 100 40 17
MTT 332,4 126,31 - 36
1383 1434 100 38 18
MTT-d3 3354 1383 - 100 39 18
NOT 3321 11210 - 38
138 2 79.0 100 32 16
126 21 - 43
PPT 37142 4333 1075 70 45 18
152.2 15.7 48
PPT-03 3774 12622 - 110 45 20
120 12 - 49 17
UNB 4823 1500 49.0 65 44 37
1332 149 32 33

Q1: ion precursor; Q3: ion produto; PD: potencial de declusterizacdo, EC: energia de colisdo;
PSC: potencial de saida da cécula de colisdo; * Transicdo usada para quantificacdo; 2 Transicdo
usada para padrao interno na razao de &reas.
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APENDICE IV

Transi¢cGes monitoradas e condi¢fes do espectrometro de massas API5000 para analise
de anabolizantes em soro bovino

(continua)
Intensidade Temoo
Analito Q1 Q3 relativa (msF)) PD EC
*)
37401 §
ACC 4343 3003 72.2 112 39 23
175.0 39,5
152 21 i 53 24
ACM 4162 960 72.7 125 52 23
356 37.0 37 41
292 31 : 39 46
AME 4263 3504 376 114 37 30
235.0 21.4 52 30
AME-03 4293 3204 i 114 39 25
4144 35421 : 34 41
AMG 280.3 55.6 120 38 37
265.3 31.4 40 33
126 21 i 44
ATE 3602 385 1236 110 44 19
152.0 16.7 52
251 41 i 32 28
ATR 3424 354 254 140 45 26
197.0 8.2 41 26
105,01 - 54 17
BAD 4244 770 32,4 125 105 12
96.1 214 50 17
120 17 i 30 18
BBO 3161 1210 485 100 52 23
150.0 36.1 37 41
BBO-d3 3191 120,12 i 100 30 18
3772 10500 § 76 33
BET 95.1 26.8 70 12
BET-03 3804 1052 i 100 30 18
105,07 : 53 16
BNA 408,3 77.0 415 110 105 15
138 1 225 48 21
269,21 i 31
BTB 002 2% 54 90 > 18
126 11 i 37
BTE 81 o 033 100 o 12
126 11 i 45
BZT 4222 445 75.4 120 53 16
138.4 526 50
BZT-03 4253 12612 i 142 47 20
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APENDICE IV

Transi¢cGes monitoradas e condi¢fes do espectrémetro de massas API5000 para analise
de anabolizantes em soro bovino

(continuacao)

Intensidade Tempo
Analito Q1 Q3 relativa P PD EC
(%) (ms)
79,01 i 64 16
CNA 4284 1381 42,8 100 53 24
107.3 455 50 18
1200 i 41 18
CPB 4403 4471 811 108 41 18
1500 60.1 67 14
CPT-d3 4455 126,12 - 105 50 20
138 11 : 51 24
DEN 458.4 79.2 58,2 89 75 13
107.1 22.9 49 18
126 17 i 50
DET 4123 1387 92.9 58 54 22
152.1 110 50
FPT-03 4534 12612 i 105 49 21
3343 28827 : 110 38
DRO 931 1511 40 18
126 11 § 49
ENT 4301 g 1105 140 49 20
152.2 128 55
ETN 138 21 i 110 39
3421 o600 018 110 36 18
105,01 i 57 16
FPN 4363 1381 30,5 130 50 22
91,2 411 80 14
126,01 i 48
FPT 4500 4ag 82.3 140 50 19
105.3 57.3 60
FPT-03 4534 12612 : 105 49 21
IST 4163 15221 : 140 55 .
126.3 116 47
MTD 330,2 120,11 - 95
1501 517 30 18
MTN 3323 1871 i 100 37 -
107.5 46,4 40
MTT 3324 1263 i 100 36 5
138.3 85.0 38
MTT-d3 3354 1383 i 100 39 18
NOT 3321 11210 : 100 38 16
138 2 77.0 32 16
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APENDICE IV

Transi¢cGes monitoradas e condicfes do espectrémetro de massas API5000 para analise
de anabolizantes em soro bovino
(concluséo)

Intensidade

Analito Q1 Q3 relativa T(er?slc)’o PD EC
(%)
126,25 : 13
PPT 3742 4383 1113 70 45 18
152.2 14,2 48
PPT-03 3774 12622 : 110 25 20
120,1% i 49 17
UNB 4823 4500 474 65 a4 37
133.2 14.3 32 33

Q1: ion precursor; Q3: fon produto; PD: potencial de declusterizacdo, EC: energia de coliséo;
PSC: potencial de saida da cécula de colisdo; ! Transigdo usada para quantificagdo; 2 Transicdo
usada para padrao interno na razao de areas.
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