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RESUMO

A falsificacdo de medicamentos tem sido motivo de preocupacgédo dos
orgaos de saude ha anos, devido aos problemas de saude que podem ser
causados, como reacOes alérgicas e efeitos colaterais, que podem até levar a
morte. No Brasil, os dados mais recentes de apreensdes de medicamentos
pela Policia Federal (de 2006 a 2011) revelam que os anabolizantes foram a
segunda maior classe apreendida, ficando atras apenas dos medicamentos
para disfuncdo erétil. Portanto, este trabalho teve como principal objetivo
avaliar a utilizacdo da espectrometria de massas com ionizacdo por paper
spray (PS-MS) juntamente com métodos quimiométricos para analisar
amostras apreendidas de anabolizantes. Um total de 75 amostras nas formas
de comprimido, 6leo e suspensao (sendo as duas Ultimas injetaveis) foram
selecionados para este trabalho oriundas de apreensbes realizadas pela
Policia Civil de Minas Gerais e pelas Policias Federais de Minas Gerais e
Brasilia. Todas as amostras foram analisadas por PS-MS no modo positivo,
sendo a faixa de massas de 50 — 1000 m/z, resultando em espectros contendo
padrées dos respectivos principios ativos contidos em cada anabolizante. Foi
realizada entdo a analise de componentes principais (PCA) primeiramente para
as amostras nas formas de comprimidos e suspensées e, posteriormente, das
amostras oleosas, em que foi observada uma tendéncia a separacdo das
amostras de acordo com o0s principios ativos presentes, sendo possivel
observar os casos de adulteragcbes. O método de selecdo dos preditores
ordenados (OPS) foi utilizado no modelo exploratério para as amostras oleosas
com o intuito de melhorar a separacdo dos agrupamentos. Neste modelo, as
amostras foram separadas de acordo com o0s principios ativos
presentesutilizando 28 variaveis e descrevendo 69,82% da variancia, com 3

componentes principais.

Palavras-chave: Falsificacdo de medicamentos; anabolizantes; espectrometria
de massas com ionizacao por paper spray, analise de componentes principais;

analise forense.



ABSTRACT

Analysis of anabolic steroids seized in Brazil by paper spray mass

spectrometry and chemometric methods

Drug counterfeiting has been a concern of health agencies for years, due
to health problems that can be caused, such as allergic reactions and side
effects, which can even lead to death. In Brazil, the most recent data on drug
seizures by the Brazilian Police (from 2006 to 2011) show that anabolic steroids
were the second largest seized class, behind only the drugs for erectile
dysfunction. Therefore, the main objective of this work was to evaluate the use
of paper spray mass spectrometry (PS-MS) together with chemometric methods
to analyze seized anabolic samples. A total of 75 samples in tablet, oil and
suspension forms, the last two in the injectable forms, were selected for this
work, resulting from seizures carried out by the “Policia Civil de Minas Gerais”
and by the Federal Polices of Minas Gerais and Brasilia. All samples were
analyzed by PS-MS in the positive mode, the mass range 50 — 1000 m/z,
resulting in spectra containing peaks related to the respective active principles
contained in each sample. Principal component analysis (PCA) was then
performed primarily for the samples in tablet and suspension forms and
subsequently on the oily samples, for which a trand was observed for the
separation of the samples according to the active principles present, being
possible to detect cases of adulteration. The method of ordered predictor
selection (OPS) was used in the exploratory model for the oily samples in order
to improve the separation of the clusters with a reduced number of selective
spectral variables. In this model, samples were clustered according two active
principles present using 28 variables and describing 69.82% of the variance,

with 3 principal components.

Keywords: Drug counterfeiting; anabolic steroids; mass spectrometry with paper

spray mass spectrometry; principal component analysis; forensic analysis.
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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, diversos casos envolvendo falsificacdo de
medicamentos foram reportados pela midia. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), estima-se que 10% dos medicamentos mundiais
sejam falsificados.! Tal falsificacdo pode ser dada pela adicdo de produtos que
ndo constam nos rotulos, reducdo ou auséncia de principios ativos, como
também pela utilizacdo de embalagens falsas.?

No Brasil, o Relatério Brasil Original divulgou que, no periodo de 2008 a
2010 foram apreendidos quase 22 milhdes de medicamentos falsos.® De
acordo com o mesmo relatério e dados da Policia Federal, dentre os
medicamentos apreendidos, as classes falsificadas mais comumente
encontradas foram para disfuncéo erétil e anabolizantes, além daqueles para
emagrecimento e tratamento de cancer.*?

Os anabolizantes vém sendo amplamente utilizados nos ultimos anos por
atletas, com o objetivo de melhorar o desempenho esportivo, e por individuos
jovens ndo atletas para fins estéticos, sendo também utilizados no tratamento
de algumas doencas, tais como hipogonadismo e anemia.®® No Brasil a
prevaléncia do consumo de anabolizantes pode variar de 2,1% e 31,6%,
dependendo da regido estudada e das caracteristicas das amostras.® As
academias sao os locais de maior incidéncia do uso, nos quais, muitas vezes,
0S usuéarios adquirem os medicamentos sem orientacdo meédica e sem
conhecimento da procedéncia dos produtos, utilizando-os de forma
abusiva.”*°

Dentre os problemas relacionados a utilizacdo dos anabolizantes podem
ser destacados seus efeitos colaterais, como problemas cardiovasculares,
hepéticos,  enddcrinos,  musculo-esqueléticos, renais, imunolégicos,
reprodutivos e psicologicos, havendo também relatos de casos de morte como
possiveis consequéncias do seu uso abusivo.**? Além disso pode-se destacar
a utilizacdo de anabolizantes juntamente com outras drogas, como bebidas
alcéolicas e drogas de abuso, o que também podem levar & morte.

Com relagéo a legislagéo, os anabolizantes se encontram na portaria de
controle especial da ANVISA (lista C5 — Lista de Substancias Anabolizantes).**

Portanto, sua comercializacdo s6 é permitida com a apresentacdo da copia da

12



receita emitida por um médico ou dentista registrados, na qual devem constar
dados do profissional, do paciente, além do Cdédigo Internacional de Doencas
(CID). Entretanto, nos ultimos anos diversos casos de venda ilegal de
anabolizantes no Brasil foram relatados, sendo a maioria dos produtos
falsificados e/ou provenientes de outros paises, o que também é considerado
crime no pais.*>*°

Embora os anabolizantes sejam um grande alvo de falsificagcdo de
medicamentos, ainda ndo ha muitos estudos sobre as andlises de
medicamentos suspeitos dessa classe. Dentre os estudos disponiveis, as
técnicas analiticas mais amplamente utilizadas sdo cromatografia liquida e
gasosa, normalmente acopladas a detectores por espectrometria de massas.'’~

19

Uma técnica que tem recebido bastante atencdo nos ultimos anos,
principalmente em analises de matrizes complexas, é a espectrometria de
massas com ionizacao por paper spray (PS-MS), devido as suas vantagens de
simplicidade, baixo custo, eficiéncia, rapidez, e baixo consumo de amostras e
de solventes.?® Esta técnica também tem ganhado bastante destaque em
andlises forenses, pela simplicidade de seu uso através de injecdo direta das
amostras, sem precisar de prévia separacdo cromatografica. Considerando a
natureza multivariada dos espectros gerados, o uso de PS-MS demanda
muitas vezes a utilizacdo conjunta de métodos quimiométricos, tendo sido
empregada em aplicacdes forenses a problemas de documentoscopia,®

falsificacdo de bebidas®** 24,25

e andlise de drogas ilicitas.

Portanto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a utilizacdo da
espectrometria de massas com ionizagéo por paper spray (PS-MS), como uma
técnica rapida e simples, juntamente com métodos quimiométricos para
analisar amostras apreendidas de anabolizantes. Nesse desenvolvimento
foram utilizados métodos quimiométricos de andlise exploratéria, como a
analise de componentes principais (PCA), juntamente com o método de
selecdo de variaveis OPS (Ordered Predictors Seletion - Selecdo dos

Preditores Ordenados).

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anabolizantes

A testosterona (Figura 1), principal horménio natural masculino, foi
isolada e caracterizada pela primeira vez em 1935, sendo posteriormente
descobertos os seus efeitos anabdlicos, como crescimento de massa muscular
e forca fisica, e o0s seus efeitos androgénicos, responsaveis pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas. Com o intuito de
obter substédncias com maior atividade anabdlica e menor atividade
androgénica e que tivessem um tempo de meia vida maior, pesquisadores
passaram a sintetizar compostos derivados da testosterona, que sao

atualmente denominados esteroides anabolizantes.®

Desde entdo, os anabolizantes tém sido utilizados por atletas, para
melhorar o desempenho esportivo, por individuos ndo atletas para fins
estéticos, com o intuito de aumentar a massa muscular e a forca fisica,
podendo também ser de interesse veterinario, utilizados em animais para
aumento de peso e massa muscular.®?® Os anabolizantes também s&o
utilizados para o tratamento de algumas doencas, como hipogonadismo,
crescimento retardado, infertilidade, impoténcia, perda muscular, depressao,

anemia, entre outras.®

0O

Figura 1. Formula estrutural da testosterona.

2.1.1 Consumo de anabolizantes

A popularidade dos anabolizantes no meio atlético se iniciou em 1945,

e desde entdo had um crescente aumento do uso dessas substancias, ndo s6
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por atletas, mas por jovens em geral. Diversos estudos recentes tém revelado o
aumento do consumo de anabolizantes em diferentes paises do mundo, como

Estados Unidos,?®?° Suécia,®® Australia,®® Porto Rico® e Ir3*

sugerindo
também que pelo menos 3% dos homens jovens dos paises ocidentais ja

tenham utilizado anabolizantes em algum momento da vida.3*

No Brasil, estimativas realizadas em 2014 indicaram que a prevaléncia
do consumo de esteroides anabolizantes no pais variou entre 2,1% e 31,6%,
dependendo da regido estudada e das caracteristicas das amostras, sendo as
academias os locais de maior incidéncia do uso.’ Esse fato também foi
evidenciado pelos estudos realizados em academias nas cidades de Belo
Horizonte,” S&o Paulo,’® Jodo Pessoa® e Goiania.*® Todos esses trabalhos
mostraram um consumo mais elevado por parte de individuos jovens do sexo
masculino. Em relacdo a obtencdo das substancias, os estudos em Minas
Gerais e Sao Paulo revelaram que grande parte dos individuos as adquiriram
sem receitas médicas, havendo também certo desconhecimento em relagéo
aos efeitos adversos que podem ser causados. Entre os anabolizantes mais
utilizados de forma abusiva podem ser citados o Deca-durabolin® (decanoato
de nandrolona), Hemogenin® (oximetolona), Winstrol® (estanozolol) e

Durateston® (sais de testosterona).'®

As formas de utilizacdo podem variar, sendo comuns os chamados
ciclos, em que os usudrios fazem uso dos anabolizantes por um determinado
periodo, normalmente de 6 a 18 semanas. Em um desses ciclos, chamado de
ciclo de combinacdo, sdo administrados mais de um anabolizante
concomitantemente e por vias de administracdo também distintas. As doses
quando administradas de forma abusiva, podem ultrapassar 10 a 100 vezes as
doses farmacéuticas, sendo também comum a utilizacdo de anabolizantes para
fins veterindrios, como por exemplo, o Equipoise® (undecilenato de
boldenona).*

No meio esportivo, as regras referentes ao controle de dopagem
comecaram a ser estabelecidas em 1967, quando o Comité Olimpico
Internacional (COI) criou uma comissdo médica, formada por médicos e
toxicologistas, para esse fim. Os anabolizantes foram incluidos na lista de

substancias proibidas em 1975. Cerca de 20 anos depois o COI criou a
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Agéncia Mundial Anti-Doping (World Anti-Doping Agency - WADA), responsével
por elaborar uma lista com as substdncias e métodos proibidos
internacionalmente por atletas em competicdes, editada a cada ano, a fim de
adicionar novas substancias.'®> A WADA também é responsavel por credenciar
os laboratorios que realizam as analises em atletas. Assim, esta agéncia possui
a tradicdo de publicar anualmente relatorios estatisticos reportando dados de
andlises de amostras biolégicas realizadas em atletas de diferentes esportes,
olimpicos e nédo olimpicos. Os dados da Tabela 1 revelam a quantidade de
resultados que deram positivo para anabolizantes e seus derivados nos anos
de 2012 a 2014.%"%

Tabela 1. Resultados das andlises realizadas de 2012 a 2014, publicados pelo WADA.

Ano 2012 2013 2014
Analises realizadas 267645 269878 283304
Resultados adversos e/ou 4723 5962 3866
atipicos
Resultados adversos e/ou 2279 3320 1812

atipicos para anabolizantes

2.1.2 Efeitos adversos

Ha inimeros relatos na literatura sobre os efeitos adversos causados
pelo uso de anabolizantes, podendo ser destacados o0s efeitos
cardiovasculares, hepéticos, endocrinos, mauasculo-esqueléticos, renais,

12,34

imunolégicos, reprodutivos e  psicologicos. Tais efeitos estéo

resumidamente apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Possiveis efeitos adversos causados pelo uso de anabolizantes.

Alvo Efeitos
Sistema cardiovascular Hipertensédo, trombose, dano cardiaco
Figado Dano hepatocelular
Sistema enddcrino Diminuicdo da tolerancia a glicose,

aparecimento de acnes, edemas,

engrossamento da voz

Sistema musculo-esquelético Aumento da taxa de tensGes/rupturas
musculares
Rins BUN (Nitrogénio uréico sanguineo)

elevado, tumor de Wilm
Sistema reprodutivo Diminuicdo dos hormonios
reprodutivos, impoténcia,
teratogenicidade
Sistema psicolégico Mudancas de humor, comportamento

agressivo, depressao, psicose, vicio

Além desses efeitos comumente destacados, também ha relatos de
casos de morte por danos cardiovasculares e suicidio como possiveis

consequéncias do uso abusivo de anabolizantes.**™?

Outro problema relacionado a esses medicamentos € sua utilizacdo
juntamente com outras drogas, como bebidas alcéolicas e drogas de abuso, o
que também podem levar & morte.™®* DARKE et al. realizaram um estudo a fim
de identificar a causa da morte de individuos que utilizavam anabolizantes,
através de autopsia. De todos os casos, apenas um ndo continha nenhuma
outra substéncia psicoativa no organismo, sendo que em um terco dos
individuos, a causa da morte foi a alta toxicidade das drogas, sendo também
constatados danos cardiovasculares em quase todos os casos.*?

Além disso, como muitos desses produtos sdo administrados mediante
utilizacédo de agulhas, o compartilhamento de material contaminado pode levar

ao surgimento de doencas infectocontagiosas, como HIV e hepatite.™
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2.1.3 Falsificacdo de medicamentos

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude - OMS (World Health
Organization — WHO) medicamento falsificado é aquele “deliberada e
fraudulentamente mal rotulado no que diz respeito a identidade ou origem”. A
falsificacdo pode se dar pela substituicdo ou adicdo de produtos que nao
constam nas bulas, reducdo da quantidade de principio ativo ou até a falta
desse, podendo também os medicamentos serem fornecidos em embalagens e

etiquetas falsas.?

Estima-se atualmente, que os medicamentos falsificados representem
mais de 10% do mercado mundial, podendo variar de 1% em paises
desenvolvidos como EUA, Japdo, Canada, Austrdlia, etc., a uma faixa de 10-

30% em paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina.**

Dados da organizacdo Pharmaceutical Security Institute (PSI) revelam
gue houve um aumento na incidéncia de criminalidade envolvendo produtos
farmacéuticos nos ultimos anos, passando de 2018 casos em 2012 para 3147

no ano de 2016, como mostrado na Figura 2.

Numero total de incidentes

2012 - 2016
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3002 3147
3000
2500 2193 2177
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1500
1000
500
0
2012 2013 2014 2015 2016

Figura 2. Numero de incidentes envolvendo produtos farmacéuticos no periodo de
2012 a 2016.
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Além da falta de eficacia, os medicamentos falsificados podem causar
diversos problemas & sautde, podendo até levar & morte.*® Diversos casos ja
foram relatados em que a falsificacdo de medicamentos resultou em danos a
populacdo, como um caso ocorrido na Nigéria, em 1995, em que vacinas
falsificadas contra meningite foram aplicadas em 50000 pessoas, levando a
morte de 2500. Outro caso ocorreu em 2004 na Argentina, em que injecdes
para anemia contendo ingredientes altamente toxicos foram aplicadas em
inimeras pessoas.>**4’

Dentre os medicamentos mais comumente falsificados, o0s principais
alvos, em paises em desenvolvimento, sdo formulacdes para malaria,
tuberculose e AIDS. J4 em paises desenvolvidos, as falsificacdes tendem a se
concentrar em medicamentos de estilo de vida, como os utilizados para
disfuncdo erétil e emagrecimento. Porém, a medida que o mercado se
expandiu, outras classes farmacéuticas comegaram a ser alvos como 0s
medicamentos de alto custo para cancer e os antivirais.*

A OMS publicou em 2017 dados referentes ao monitoramento de
medicamentos com qualidade inferior ou falsificados. De acordo com esses
dados, os produtos para estio de vida, em que se enguadram o0s
anabolizantes, medicamentos para disfuncdo erétil, cosméticos e produtos para
emagrecimento, foram a quarta maior classe de medicamentos falsificados
reportados nos anos de 2013 a 2017, ficando atras apenas dos medicamentos
contra malaria, antibiéticos e das classes dos anestésicos e analgésicos
(Figura 3). Porém, o numero de relatérios sobre os produtos relacionados ao
estilo de vida poderia ser ainda maior, jA que algumas autoridades podem
considerar esses medicamentos menos importantes a salude publica dos que
0s medicamentos contra doengas mais sérias, como por exemplo a maléria, de
modo que sédo dedicados menos recursos para investigar esses produtos, ou

até para denunciar &8 OMS, quando eles sdo encontrados.*®
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Classes de produtos falsificados reportados a
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Figura 3. Classes de produtos falsificados reportados a OMS no periodo de 2013 a
2017.

No Brasil, de acordo com o Relatério Brasil Original de 2011, no periodo
de 2008 a 2010 foram apreendidos quase 22 milhées de medicamentos falsos.
Além disso, de 2007 até dezembro de 2010, foram realizadas 153 operacfes
conjuntas da ANVISA com a Policia Federal em combate aos crimes contra a
salude publica. Dentre as principais apreensfes, foram encontradas mais de
135 mil unidades de medicamentos falsos e contrabandeados, e 355,6
toneladas de medicamentos sem registro, além de outros produtos como
agrotoxicos, alimentos e produtos para a satde.?

Em relacdo as classes dos medicamentos apreendidos, dados da Policia
Federal revelam que, de 2007 a 2010, os anabolizantes foram a segunda
classe de medicamentos falsificados mais apreendidas, ficando em primeiro
lugar os medicamentos para disfuncéo erétil. Esse perfil também se manteve
em relacdo a medicamentos contrabandeados, sendo que quase 50% deles
eram originarios da industria paraguaia.®

Outro trabalho revelou que, no periodo de 2006 a 2011, houve um
grande aumento na quantidade de esteroides anabolizantes apreendidos pela
Policia Federal de Brasilia, de 282 (janeiro de 2007) para 1468 (dezembro de

2011). Dentre os produtos analisados, quase um ter¢co foram considerados
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falsos, sendo que 48,6% ndo continham nenhum ingrediente ativo, 28,3%
apresentavam ingredientes diferentes dos indicados nos rotulos e 16,1%

declararam um fabricante inexistente.*

2.1.4 Legislacao brasileira

Os anabolizantes se enquadram na portaria 344/1998 da ANVISA na
lista C5 — Lista de Substancias Anabolizantes (sujeitas a controle especial em
duas vias). Ha quase 30 substancias controladas por essa portaria (atualizada
em 2012), além de seus sais, éteres, ésteres e isbmeros.™

Em relagdo a comercializagéo, de acordo com a Lei n°® 9965, de 27 de
Abril de 2000, os anabolizantes devem ser comercializados somente com a
apresentacdo da copia da receita emitida por um médico ou dentista

registrados, como citado a seguir:

Art. 1° A dispensacdo ou a venda de medicamentos do
grupo terapéutico dos esteroides ou peptideos anabolizantes para uso
humano estardo restritas a apresentacéo e retencdo, pela farmacia ou
drogaria, da cépia carbonada de receita emitida por médico ou dentista

devidamente registrados nos respectivos conselhos profissionais.*®

A receita também deve conter os dados do profissional e do paciente,
além do Cddigo Internacional de Doencas (CID), e deve permanecer retida no
estabelecimento farmacéutico por 5 anos. O ndo cumprimento dessa Lei €
considerado infracdo sanitaria, estando o infrator sujeito a penalidades.
Entretanto, nos ultimos anos, diversos casos de venda ilegal de anabolizantes
tém chamado a atencdo dos 6rgdos competentes em todo o Brasil, pois grande
parte desses produtos apreendidos séo fabricados clandestinamente, o que é
considerado crime no pais, ja que s6 podem ser comercializados produtos que
possuem registro da ANVISA. De acordo com o Decreto de Lei n® 2848, de 7
de dezembro de 1940, falsificar produtos destinados a fins terapéuticos ou
medicinais, e a importacdo ou venda de tais produtos, leva a pena de reclusao,

de 10 a 15 anos, além de multa.
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2.1.5 Métodos analiticos empregados em analises de anabolizantes

Dentre os estudos desenvolvidos para analise de anabolizantes, a
grande maioria € voltada para matrizes biolégicas, como por exemplo,
deteccdo das substancias em sangue e urina, sendo, portanto, um pouco
restrita a publicacé@o de artigos envolvendo a andlise de anabolizantes em suas
formas farmacéuticas.”®® Porém, tais estudos revelam diferentes técnicas
utilizadas para as analises, como cromatografia liquida acoplada a diferentes

detectores,'®>?

46,53

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas, espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagcao por
anélise direta em tempo real (DART-MS),>* assim como a utilizacédo das
espectroscopias no infravermelho proximo e Raman em um mesmo conjunto

de amostras.® A seguir sdo apresentados detalhes desses métodos.

KOZLIK et al. aplicaram a cromatografia liquida com detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD) para desenvolver e validar um método a fim de
determinar e quantificar quatro sais de testosterona em amostras oleosas
injetaveis. O meétodo foi aplicado com sucesso na andlise de amostras
comerciais de testosterona de diferentes fontes, revelando que uma das
amostras continha quantidade inferior dos ésteres em relacdo a quantidade
declarada pelos fornecedores, enquanto outra amostra continha uma

quantidade superior dos sais.>

CHO et al. também desenvolveram e validaram um método para
determinacao de 26 anabolizantes, porém aplicando a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-
MS/MS). O método foi aplicado para 19 medicamentos falsificados obtidos no
mercado coreano, mostrando que cerca de 50% deles estavam adulterados.®

NEVES et al. utilizaram GC-MS para a determinacdo quantitativa de
anabolizantes em produtos farmacéuticos apreendidos pela Policia Federal
brasileira. O método foi validado e 345 amostras foram analisadas, sendo 328
medicamentos e 17 suplementos dietéticos. Cerca de 42% dos medicamentos
eram falsificados, e 5 suplementos continham esteroides anabolizantes nao

declarados.”® Outro trabalho da mesma autora, também em parceria com a
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Policia Federal brasileira, teve como objetivo propor um método para
discriminar ampolas originais e falsas de Durateston®, utilizando
Espectroscopia no Infravermelho (FTIR), combinada com métodos
guimiomeétricos. ApOs as analises das 96 amostras (49 originais e 47
falsificadas), foi aplicada a PCA nos espectros a fim de detectar diferentes
grupos, correspondentes as amostras originais e diferentes tipos de
falsificacdo. Posteriormente, tais grupos foram discriminados pela analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), na qual o modelo

apresentou 100% de taxas de eficiéncia, sensibilidade e especificidade.®

PROKUDINA et al. empregaram DART-MS para determinagéo
qualitativa de anabolizantes em suplementos e produtos farmacéuticos. Os
autores verificaram que os anabolizantes podem ser analisados diretamente
sem tratamento de amostra ou com tratamento minimo (extracdo em

metanol).>*

REBIERE et al. utilizaram a espectroscopia de infravermelho proximo
para avaliar a homogeneidade de amostras de anabolizantes, na forma de
comprimidos, com base em sua composicdo global. Em seguida, a
espectroscopia Raman de imagens juntamente com o método quimiométrico
MCR-ALS (Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternados) forneceram imagens da distribuicdo espacial do principio ativo e
dos excipientes nos comprimidos, além da identificacdo dos perfis espectrais
dos componentes puros. Com a combinacdo de tais técnicas foi possivel
discriminar 4 formulacdes diferentes em amostras semelhantes, sendo que em
algumas estavam presentes dois principios ativos enquanto em outras nenhum

principio ativo foi identificado.

2.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que possui
caracteristicas como altas seletividade e sensibilidade, e encontra aplicagbes
em diversas areas da quimica e bioquimica, como controle de alimentos,

analises forenses, monitoramento de processos e diagnosticos clinicos. A
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espectrometria de massas € frequentemente empregada juntamente com
outras técnicas, como cromatografia liquida e cromatografia gasosa, ou de

forma autdnoma por injecéo direta das amostras.””®

Esta técnica consiste na ionizagdo de atomos ou moléculas, seguida da
separacdo dos mesmos de acordo com suas razbes massa-carga (m/z) e,
entdo, deteccdo e processamento dos sinais. Assim, um espectrometro de
massas € composto basicamente por quatro componentes (Figura 4), sendo o
primeiro deles uma fonte de ionizagdo, responsavel por conferir carga aos
analitos, podendo a formacédo dos ions ocorrer a partir da aplicacdo de uma
alta energia, como por exemplo na ionizacdo por impacto de elétrons, ou
através de reacOes acido/base. Os ions gerados sdo posteriormente
acelerados por campos elétricos e magnéticos até chegarem aos analisadores,
responsaveis por separa-los de acordo com suas diferentes razées m/z e/ou
pelas fragmentacGes dos analitos de interesse. Por fim, os ions sdo enviados
ao detector, responsavel por medir a sua abundancia por meio da conversao
em sinais elétricos. Esses sinais sdo, entdo, processados por um sistema de

aquisicdo de dados, fornecendo os espectros de massas.>’

Fonte Analisador Detector Aquisicao
de dados

Figura 4. Desenho esquematico de um espectrémetro de massas.

2.2.1 Analisadores

Dentre os diversos tipos de analisadores existentes, podem ser
destacados os analisadores quadrupolos, por aprisionamento de ions (lon

Trap) e por tempo de voo (time of flight — TOF).>’

O analisador quadrupolo utiliza a estabilidade da trajetoria em campos
elétricos oscilantes para separar os ions de acordo com sua razbes m/z. O

dispositivo é formado por quatro barras (eletrodos) paralelas na direcdo dos
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feixes dos ions. A essas barras sdo aplicadas uma voltagem de corrente
continua e uma radiofrequéncia, o que gera um campo eletrostatico oscilante,
permitindo que os ions sejam seletivamente estabilizados ou desestabilizados
de acordo com a razdo m/z. Dessa forma ions de diferentes valores m/z

chegam ao detector, podendo por fim, serem diferenciados.®’

O analisador do tipo lon Trap possui um principio similar ao quadrupolo,
porém ao invés dos ions descreverem uma trajetoria através do ambiente
quadrupolar, eles sao aprisionados nele. Os ions, ap0s adentrarem no
dispositivo, adquirem movimentos de precessdo que Sao sucessivamente
cessados, ocorrendo, posteriormente, a deteccdo de acordo com suas razfes
m/z. Esse dispositivo € amplamente utilizado devido as suas vantagens, tais
como alta sensibilidade, devido a capacidade de pré-concentrar os ions antes
de serem enviados ao detector, e sua capacidade de identificar e quantificar
componentes de alto e baixo peso molecular, at¢ mesmo em misturas

complexas.”’

2.2.2 Métodos de ionizacao

Existem diversos tipos de fontes de ionizacdo, como a ionizagao por
“‘impacto eletrénico” (electron ionization - EI) e a ionizacdo quimica (chemical
ionization - CI), que sdo métodos cléssicos realizados sob alto vacuo e que
requerem a utilizacdo de elevadas energias de ionizagdo e temperaturas,
inviabilizando a analise de alguns analitos, como, por exemplo, biomoléculas
de elevada massa molecular. Mais recentemente foram desenvolvidos métodos
de ionizacdo capazes de produzir ions a pressdo atmosférica, possibilitando
analises diretas e em tempo real de moléculas maiores e néo volateis, como a
ionizacdo por electrospray (ESI) e suas variantes, podendo ser destacadas a
ionizacdo por dessorcao electrospray (DESI), analise direta em tempo real

(DART) e a ionizacao por paper spray (PS-MS).2%%’

A ionizacao por electrospray (ESI) (Figura 5) proposta por John Fenn et
al. em 1989, permite que ions em fase gasosa sejam gerados provenientes de

espécies em solugcbes aquosas. Nessa técnica uma solugcdo contendo a
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amostra é borrifada na ponta de um tubo capilar, que sofre a acdo de um
potencial elétrico, para dentro de uma camara aquecida, resultando na
formacdo de gotas carregadas. Com a evaporacdo do solvente, ha uma
diminuicdo do tamanho dessas gotas, causando um aumento da repulsdo
eletrostatica entre as cargas das suas superficies, até a ocorréncia do
fendbmeno de “explosdo couldmbica” que favorece a liberacdo dos ions,

formando-se, assim, um fino spray de particulas carregadas.>®

Molécula do analito Evaporagéo Exploséo ]
do solvente coulémbica Analisador

Ponta tubo capilar

Fonte de alimentag&o
+ve —ve

Figura 5. Representagdo esquemética da ionizacao electrospray (ESI).
(Adaptado de BARNEJEE, MAZUMDAR, 2011)%°

2.2.3 lonizacgéao por paper spray (PS-MS)

A ionizacdo por paper spray foi descrita por Cooks et al. em 2010 e
desde entdo tem recebido bastante atencdo devido as suas vantagens, tais
como simplicidade, baixo custo, eficiéncia, rapidez, e baixo consumo de
amostras e de solventes. Assim como a ESI e os demais métodos de ionizacdo
ambiente, essa técnica possibilita analises qualitativas e quantitativas de

misturas complexas com o minimo preparo de amostras.*

Esta técnica consiste na aplicacdo de uma pequena quantidade de
amostra (1-5 pL) a um substrato poroso, normalmente utilizando-se papel
cromatografico cortado na forma de um triangulo, o qual é posicionado na
entrada do espectrébmetro de massas. Em seguida, um pequeno volume de
solvente (10-50 uL) é adicionado ao papel, e um potencial é aplicado na sua

base a fim de se obter um fino spray de goticulas de solvente contendo os
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analitos ionizados. A medida em que o solvente evapora ocorre a liberacédo dos

ions dessolvatados que serdo analisados pelo espectrdmetro de massas.

CIpe Solucéo
® ® °
E— ®
|_° \.,ff;\ o ® o
kV i /
Papel triangular Entrada do

-1 -
- espectrometro

Figura 6. Desenho esquematico da montagem do sistema PS-MS.

(Adaptado de LIU et al., 2011)**

A espectrometria de massas com ionizagdo por paper spray tem sido
amplamente utilizada nos ultimos anos em analises de matrizes complexas. Na
literatura sdo encontrados diversos estudos referentes a analises qualitativas e
quantitativas de substancias em matrizes biolégicas,’*®® discriminacdo de

%557 monitoramento de reacées,’® e

microorganismos,®* analise em alimentos,
diversas aplicacdes forenses, tais como em documentoscopia,?* falsificacdo de
bebidas,?** andlise de substancias proibidas em cosméticos®® e drogas
ilicitas.?*?*> Apds o trabalho de DENG e YANG, teve inicio também a utilizagéo
da técnica PS-MS na obtencdo de fingerprints, sendo possivel sua utilizacéo

para identificacéo e diferenciacéo de amostras.”

FEDICK et al. descreveram o uso de um substrato de papel, cuja
superficie foi impressa a jato de tinta com nanoparticulas de prata, utilizando as
técnicas espectroscopia Raman amplificada por superficie (SERS) e
espectrometria de massas com ionizacdo por paper spray, para analises
forenses. O objetivo do trabalho foi desenvolver um método mais rapido e
simples, com o minimo preparo de amostra, diminuindo o tempo gasto nas

anélises, o que é crucial em laboratérios forenses.”

WANG et al. aplicaram a PS-MS em analises diretas de compostos como
horménios, lipidios e drogas terapéuticas em tecidos biologicos utilizando um

minimo pré-tratamento das amostras. Na detec¢do de hormodnios foram
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utilizadas amostras de tecido animal. Através dos espectros de massas 0s
autores identificaram os hormonios epinefrina (adrenalina) e norepinefrina
(noradrenalina), cujas presencas foram posteriormente confirmadas. As demais
analises também foram satisfatérias, sendo possivel a identificacdo dos

compostos de maneira rapida e eficiente.®®

TAVERNA et al. desenvolveram uma metodologia aplicando a PS-MS
juntamente com técnicas quimiométricas, como a Analise Discriminante Linear
(LDA, Linear Discriminant Analysis) e Modelos Independentes de Similaridade
utilizando Componentes Principais (SIMCA) para a discriminacdo de 6leo
essencial de bergamota de outros 5 Oleos similares. A andlise foi realizada
diluindo os 6leos em etanol, adicionando uma solugédo de padrdo interno e
posteriormente depositando a solugdo no substrato de papel, que foi deixado
ao ar livre para secagem antes de ser colocado na entrada do equipamento. Os
modelos quimiométricos apresentaram bons resultados, dado que foram
desenvolvidos um modelo para discriminacdo entre o 6leo de bergamota e os
demais 6leos, e outro referente a mistura entre os 6leos, propondo casos de
adulteracdo. Ambos os modelos classificaram corretamente quase todas as

amostras.’?

2.3 Quimiometria

Com o avancgo das técnicas instrumentais e dos microcomputadores no
inicio da década de 1970, tornaram-se necessarios tratamentos de dados mais
complexos do ponto de Vvista estatistico, pois novos equipamentos
possibilitavam a obtencdo rapida de respostas multivariadas a partir de
medidas analiticas simples. Portanto, com o interesse de extrair maiores
informacdes dos dados, ferramentas que ja eram utilizadas em outras areas da
ciéncia passaram a ser utilizadas na quimica, o que deu origem a

quimiometria.”

A gquimiometria é definida como uma disciplina da quimica que utiliza

métodos matematicos e estatisticos para planejar e selecionar condi¢des
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Otimas de um experimento e permitir a extracdo do maximo de informacdes a

partir da analise de dados quimicos.”

Dentre os métodos utilizados para esse fim, podem ser destacados os
de classificacdo ndo supervisionada, como a analise de componentes
principais (PCA) e a analise hierarquica de agrupamentos (HCA), os métodos
de classificacdo supervisionados, como a analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA) e o SIMCA, métodos de calibragdo multivariada
como o PLS e o PCR, assim como os métodos de resolugcdo de curvas, tais
como a Resolugdo de Curvas Multivariada (MCR, Multivariate Curve
Resolution) e a Andlise de Fatores Paralelos (PARAFAC, Parallel Factor

Analysis).

2.3.1 Andlise de componentes principais (PCA)

A anadlise dos componentes principais (PCA) é classificada como um
meétodo exploratdrio, ndo supervisionado, isto €, apenas a natureza dos dados
quimicos é utilizada para se obter informacf6es sobre o comportamento das
amostras. Este método é utilizado para extrair informacfes projetando os
dados em um espaco menor, reduzindo, assim, a dimensionalidade do espaco
original do conjunto de dados sem afetar as relacdes entre as amostras e

preservando a maior parte da variancia.”

Esse espaco de dimensdes reduzidas possui novas variaveis,
denominadas componentes principais (PC), obtidas a partir de combina¢des
lineares das variaveis originais. Essas componentes descrevem as tendéncias
relativas dos dados analiticos e sdo calculadas em ordem decrescente de
importancia. A primeira componente (PC1) é tracada no sentido de maior
variancia dos dados, descrevendo a maior quantidade de informacao original
(Figura 7). A segunda componente, PC2, por sua vez, tem a direcdo de
méaxima variancia dos dados no subespaco ortogonal a PC1, descrevendo
informacgéao residual, ou seja, que nao foi explicada pela primeira componente.
E da mesma forma, as demais componentes sdo sempre direcionadas no

sentido de maior variancia, ortogonalmente as anteriores. A selecdo do niamero
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de componentes principais necessarias para descrever adequadamente o

modelo se d& a partir do pseudoposto do conjunto de dados.’™

PC2

PC1

Figura 7. Representacdo de amostras simuladas num espaco hiperamostral e
indicagé@o das duas primeiras componentes principais.

A PCA é matematicamente descrita como:

X=TP'+E Equacéo 1

Ou seja, a matriz de dados originais (X) é decomposta em uma matriz de
escores (T), que sdo as projecdes das amostras no novo espaco das
componentes principais, e uma matriz de pesos/loadings (P), determinados
pelo cosseno dos angulos formados entre as varidaveis originais e as novas
componentes principais. O simbolo t sobrescrito indica uma matriz transposta.
A matriz E é composta pelos residuos que ndo foram explicados em nenhuma

das PC selecionadas. " Essa decomposicao é representada pela Figura 8.

i

Escores

Componente principal

Figura 8. Representacado da decomposicdo da matriz de dados X de acordo com a
PCA.

T
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A partir das informacfes contidas no novo espaco, é possivel projetar os
dados das amostras em um grafico dos escores das componentes principais,
permitindo observar a possivel presenca de agrupamentos naturais entre as
amostras. E a interpretacdo de como as Vvariaveis influenciam nessa
discriminagcdo se d& pela andlise dos pesos (loadings), sendo possivel
identificar os fendbmenos ou caracteristicas responsaveis pelo agrupamento dos
dados.™

Os dados podem ser pré-processados a fim de reduzir variacdes
indesejaveis que ndo contribuem para o modelo e podem influenciar nos
resultados finais. Ha dois tipos de pré-processamentos, 0s que sao aplicados
as amostras, com a finalidade de reduzir o ruido experimental e variacdes
sistematicas, por exemplo, e 0s que sédo aplicados as variaveis, podendo ser
destacados a centragem dos dados na média e o autoescalamento. A
centragem dos dados na média consiste em calcular a média de cada coluna
da matriz e, posteriormente, subtrair tais valores de cada elemento das
respectivas colunas, o que resulta em uma translacdo de eixos para seus
valores médios, preservando a estrutura dos dados. O autoescalamento é
iniciado da mesma forma que a centragem na média, porém, apés os valores
serem subtraidos das colunas, o resultado € dividido pelo desvio padrdo dessa
coluna. Dados compostos por escalares discretas s&o normalmente
autoescalados, enquanto dados espectrais sdo apenas centrados na média, ja

que o autoescalamento torna os dados adimensionais.’

2.3.2 Andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA)

A analise discriminante por minimos quadrados parciais € um método de
classificacdo supervisionado, isto é, as informacdes referentes a atribuicdo das
amostras para as classes pré-determinadas séo utilizadas na constru¢do do

modelo.”

No PLS-DA, hd uma matriz X que contém as variaveis independentes, ou
seja, os dados espectrais, e um vetor y (ou matriz Y), que contém as variaveis

categéricas (dummy variables), as quais definem se uma amostra pertence ou
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nao a determinada classe, de modo que seja designado valor 1 para as
amostras pertencentes a classe especifica, e valor 0 para as amostras ndo

pertencentes a ela.” O modelo esta representado na Figura 9.

 Classe A ;
A ) y

Classe B

oO|Oo| o

Figura 9. Representacdo do modelo PLS-DA.

O modelo PLS-DA pode ser matematicamente descrito a partir das

equacdes abaixo:
X=TL' +E Equacéo 2
y=Tq' +f Equacéo 3

Em que X é a matriz dos dados instrumentais, y € o0 vetor que contém as
variaveis categéricas, T € a matriz de escores, L e g contém os pesos de X e
Y, respectivamente, e E e f sdo as matrizes de residuos de X e Y,

respectivamente.’

Para a construcdo do modelo, as amostras sdo separadas em dois
conjuntos, de treinamento e teste. O conjunto de treinamento contém as
amostras que serdo usadas para construir o modelo, e o de teste contém as
amostras que serdo utilizadas para verificar seu desempenho de maneira
independente. Assim, o modelo ir4 estimar um valor para y, podendo ou (ha
maioria das vezes) nao ser exatamente igual a 0 ou 1. Um limite de deciséo
(threshold) precisa ser definido, podendo arbitrariamente ser fixado em um
valor (como em 0,5, por exemplo) ou, mais frequentemente, ser estimado pela
teoria Bayesiana. Valores de y acima desse limite indicam que a amostra
pertence a respectiva classe, e valores abaixo do limite indicam que a amostra

n&o pertence & classe.”*"
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Outro fator que diferencia a decomposi¢cdao dos dados no método PLS-
DA em relacdo a PCA € que os pesos da matriz X ndo sdo ortogonais, 0 que
possibilita a maxima variancia entre os escores de X e y. Ou seja, a
decomposicdo dos dados busca simultaneamente explicar a maior parte da
variancia em X e y. Portanto, as componentes estimadas sao definidas como
variaveis latentes, as quais ndo estardo necessariamente nas direcfes de

maxima variancia de X.”

Uma etapa importante do modelo PLS-DA ¢é a validagdo cruzada. Nela,
uma parte das amostras (ou apenas uma) é retirada do conjunto de calibracdo
e 0 modelo é construido com as restantes. Em seguida, os erros de previsdo
para as amostras que foram separadas sao estimados. O mesmo processo €
realizado até que todas as amostras tenham ficado de fora. Essa etapa é

realizada para a escolha do niimero de variaveis latentes do modelo.”

Uma ferramenta utilizada para interpretacéo espectral em modelos PLS
e PLS-DA sédo os vetores informativos de Importancia das Variaveis na
Projecdo dos Escores (Variable importance on projection — VIP scores), pois
tais vetores estimam a importdncia de cada varidvel na construcdo do

modelo.”® Os VIP scores de uma variavel j podem ser calculados por:

)2
VIP, = |JX} eWji)” Equacéo 4

k=1 Eﬁ=1 Vi

Onde J é o numero de variaveis do conjunto, h € o niamero de variaveis
latentes do modelo, w € o vetor fator-peso (weight) entre o vetor coluna de X e

0 vetor y, e vy representa a variancia de X.”®

2.3.3 Selecao dos preditores ordenados (OPS)

Os meétodos de selecdo de variaveis sdo utilizados com o intuito de
melhorar a capacidade de previsdo dos modelos e simplificar sua interpretacao
em métodos supervisionados, pois essa estratégia ajuda a identificar um

subconjunto de variaveis que torna o0 modelo mais exato e robusto.
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O meétodo de selecdo de preditores ordenados (Ordered predictors
selection - OPS), desenvolvido por TEOFILO et al., em 2009, automatiza a
selecdo de varidveis usando vetores que possuem informacdes sobre os
preditores mais importantes na matriz original.”” Uma das vantagens desse
método é a capacidade de analisar dados de qualquer natureza, sendo as

variaveis continuas ou discretas.

De modo geral, o objetivo do método é obter um vetor (vetor informativo,
tais como VIP scores, vetores de regressdo, NAS (vetor do sinal analitico
liquido), LOA (vetor de pesos), SQREs (vetor dos residuos), Stn (vetor da razéo
sinal-ruido)), ou combinacdes desses vetores, que contém as informacdes da
localizacdo das melhores variaveis independentes para a predicdo (Figura
10A). Esses vetores sdo obtidos através dos calculos efetuados com as
variaveis dependentes e independentes, apenas com as independentes ou a
partir da combinacéo de diferentes vetores obtidos com a mesma finalidade. Na
segunda etapa, as variaveis originais sdo diferenciadas de acordo com o0s
valores fornecidos pelo vetor informativo (Figura 10B). Quanto maior o valor
absoluto, maior a importancia da variavel. Assim, na etapa seguinte (Figura
10C), as variaveis originais sdo ordenadas em ordem decrescente de
importancia. E por fim (Figura 10D), sdo construidos modelos PLS-DA que séo
avaliados através de validacdo cruzada. Um conjunto de variaveis (janela) é
selecionado, e a ele é acrescido um incremento fixo de variaveis. Esse
processo € realizado de forma sucessiva, até que todas ou uma porcentagem
das varidveis sejam analisadas. Assim, 0s conjuntos de varidveis sao
avaliados, e aqueles que apresentarem os melhores parametros de qualidade,
como menores valores de erro da validagédo cruzada (Root Mean Square Error
of Cross Validation - RMSECV) e maior correlagdo entre os valores de y de

referéncia e previstos (Rey), serdo as variaveis selecionadas.’’
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E b b L L » Avaliacdo dos modelos

Figura 10. Representacao do método de selecdo de variaveis usando OPS.

(Adaptado de TEOFILO et al.)”’
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostras

Um total de 75 anabolizantes, nas formas de comprimido, Oleo e
suspensao (sendo as duas ultimas injetaveis), foram selecionados para este
trabalho oriundos de apreensodes realizadas pela Policia Civil de Minas Gerais
e pelas Policias Federais de Minas Gerais e Brasilia. As informacgdes sobre as
amostras estdo apresentadas na Tabela 3. Na Figura 11 estdo apresentadas

fotografias de alguns dos frascos das amostras analisadas.

Tabela 3. Informagfes sobre as amostras de anabolizantes utilizadas nesse trabalho.

Nome comercial Principio ativo no rotulo Formafisica  Numero de
amostras
Parabolan Acetato de trembolona Oleo 3
Trembolone Acetato Acetato de trembolona Oleo 5
Testoland Depot Cipionato de testosterona Oleo 2
Testex Cipionato de testosterona Oleo 1
Decaland Depot Decanoato de nandrolona Oleo 10
Deca Durabolin XT ~ Decanoato de nandrolona Oleo 1
Nandrolone Decanoato de nandrolona Oleo 1
Decanoate
Enantest Enantato de testosterona Oleo
Testenat Depot Enantato de testosterona Oleo
Testoviron Propionato de Oleo
testosterona
Testosterone Propionato de Oleo 4
Propionato testosterona
Boldebol Undecilenato de Oleo 3
boldenona
Maxigan Undecilenato de Oleo 1
boldenona
Testosterone Testosterona Suspensao
Stanozolol Estanozolol Suspensao
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Stanozoland Depot Estanozolol Suspenséao

Stanozoland Estanozolol Comprimido
Stan test Testosterona e Suspenséao
estanozolol
Metandrostenolona Metandrostenolona Comprimido 4
Oxitoland Oximetolona Comprimido 4
Anavar Oxandrolona Comprimido 3
Oxandroland Oxandrolona Comprimido 2

NETANDROSTENOLONA
LANDERLAN

10mg.

LAN
DEK
I .‘lAd

Figura 11. Frascos de alguns anabolizantes apreendidos utilizados nesse trabalho.

3.2 Reagentes, materiais e instrumentacéao

Foi utilizado metanol grau HPLC, adquirido da J.T. Backer (Center
Valley, Pensilvania, EUA), como solvente para as analises no PS-MS. Como
substrato para aplicacdo das amostras na fonte de ionizagéo foi utilizado papel
cromatografico nimero 1 da Whatman (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido), cortado na forma de triangulos equilateros com dimensfes de 1,5 cm
utilizando uma tesoura convencional previamente higienizada com uma solucéo

metanol/agua 50:50.

As medidas foram realizadas em um espectrémetro de massas Thermo
Fisher LQC-Fleet com analisador do tipo lon Trap (San Jose, California, USA).
A fonte de ionizacdo paper spray foi construida utilizando um clipe metalico do
tipo jacaré, mantido em um suporte universal, o qual permite movimentacao
manual nos planos X, y e z, ajustando o posicionamento do papel a entrada do

espectrometro (Figura 12).
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Figura 12. Aparato instrumental utilizado para as andlises: a) Espectrémetro de
massas Thermo LQC-Fleet; b) Fonte de ionizacdo paper spray.

As condi¢cBes do espectrobmetro de massas utilizadas para as analises
foram: potencial do paper spray (modo positivo) +4,0 kV; potencial do capilar
27,0 V; potencial das lentes 95 V; temperatura do capilar 200°C; distancia entre
o papel e a entrada do espectrébmetro 0,5 cm; faixa de massas 50 — 1000 m/z.
As condicdbes nao foram otimizadas, porque com a utilizacdo desses

parametros foram obtidos espectros satisfatorios.

3.3 Preparo de amostras

As condicdes experimentais para o preparo de amostras foram definidas
através de otimizacdo. Dessa forma, as amostras na forma de 6leo e
suspensao foram diluidas em metanol grau HPLC na propor¢do 1:1000.
Aliquotas de 20,0 uL dessa solugao foram transferidas para o triangulo de
papel. As amostras na forma de comprimido foram pulverizadas utilizando
almofariz e pistilo, e uma massa de cerca de 3,0 mg foi pesada e diluida em
500,0 pL de metanol grau HPLC. Posteriormente as solucbes foram
centrifugadas e aliquotas de 20,0 puL do sobrenadante foram transferidas para o

triangulo de papel. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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3.4 Processamento quimiométrico dos dados

3.4.1 Solidos e suspensdes

Os dados espectrais obtidos das amostras de solidos e suspensfes
foram organizados em uma mesma matriz de 36 linhas e 951 colunas, na qual
cada linha representa uma amostra e cada coluna a intensidade relativa da
razdo m/z. Os modelos foram construidos no software MATLAB, versao
7.9.0.529 (The MathWorks, Natick, MA, EUA) utilizando o pacote PLS Toolbox,
verséo 5.2.2 (Eigenvector Research, Manson, WA, EUA). Dessa forma, foi feita
a analise de componentes principais (PCA) utilizando como Unico pré-

processamento a centragem dos dados na média.

3.4.2 Oleos

Os dados obtidos das amostras oleosas foram organizados em uma
matriz de 39 linhas e 951 colunas. Inicialmente foi construido um modelo PCA
com todas as amostras utilizando a faixa total de razdo m/z, sendo os dados
centrados na média como pré-processamento. A fim de melhorar o modelo, foi
utiizado o método de selecdo de variaveis OPS (disponibilizado pelos
Professores Reinaldo F. Tedfilo (UFV) e Marcia M. C. Ferreira (UNICAMP))
para que as variaveis mais importantes fossem selecionadas. Para isso, foi
construido um modelo supervisionado PLS-DA para cada classe de principios
ativos, em que além da matriz X referente aos dados espectrais, foi utilizado
também um vetor y para cada classe, o qual continha valores 1 para a classe
em questao e 0 para as demais, como ilustrado na Figura 13. Posteriormente, 0
método OPS foi aplicado nos dados. Para iniciagdo do método foram utilizados
valores de tamanho de janela e incrementos 2 e 1, respectivamente. Todos o0s
vetores informativos gerados pelo OPS foram testados para cada uma das
classes, com o intuito de se obter um modelo com baixo valor de RMSECV,
alto valor de R,y € um menor nimero de variaveis selecionadas. Por fim, as
variaveis selecionadas pelo método foram combinadas entre si e testadas para

o novo modelo PCA. As variaveis que resultaram em uma melhor separacdo
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das classes foram as escolhidas. O pré-processamento utilizado no novo

modelo PCA também foi a centragem dos dados na média.

Matriz X Vetoresy

Enantato testosterona
Propionato testosterona
Decanoato nandrolona
Decanoato nandrolona
Cipionato de testosterona
Enantato testosterona

Acetato de trembolona

O O r OO O O -
_ O O O O O +—» O
O OO0 o+, = OO

Propionato testosterona

Figura 13. Representacdo das matrizes para a constru¢éo do modelo PLS-DA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos preliminares

O objetivo inicial deste trabalho era analisar as amostras de
anabolizantes por Espectroscopia no Infravermelho (ATR-FTIR) e
Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X (XRF). Posteriormente os dados
seriam tratados quimiometricamente, construindo um modelo para cada técnica
e fundindo-os, utilizando o método de fusdo de dados, a fim de extrair
informacdes a respeito da origem dessas amostras. Porém, como sera
mostrado a seguir, 0s espectros provenientes das analises no Infravermelho
nao mostraram informacdes relevantes. Além disso, a andlise elementar para
as amostras oleosas mostrou apenas a presenca de alguns elementos, tais
como brometo, os quais nédo seriam suficientes para discriminar as amostras.
As analises também foram realizadas em um espectrdmetro de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) com o objetivo de comparar 0s
resultados obtidos e também analisar elementos que ndo seriam possiveis no
XRF. Porém, por problemas técnicos no espectrémetro, apenas as analises no
ICP-MS puderam ser finalizadas, e os resultados serdo apresentados a seguir.

4.1.1 Espectroscopia no Infravermelho (ATR-FTIR)

Inicialmente, foram realizadas andlises das amostras olesosas por
Espectroscopia no Infravermelho médio com o intuito de se obter mais
informacdes e testar a utilizacdo desta técnica juntamente com métodos
guimiométricos. As amostras nas formas de suspensdo e comprimido ja séo
usualmente analisadas por FT-IR na rotina dos laboratorios policiais, portanto
ndo foram incluidas nessa etapa do trabalho. Assim, as amostras oleosas
foram analisadas, sem nenhum  pré-tratamento, utilizando um
espectrofotometro de Infravermelho com transformada de Fourier e acessorio
de reflectancia total atenuada (Perkin Elmer, modelo Frontier Single Range).
Os espectros das 39 amostras foram registrados entre 4000 e 550 cm™, com

16 varreduras.
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A Figura 14 mostra os espectros MIR de todas as amostras. Pode-se
notar que o0s espectros apresentam uma grande similaridade entre si, sendo
dificil notar visualmente uma discriminacdo entre as amostras, mesmo estas

contendo principios ativos diferentes.

08

06

Absorbincia

02 ! | I ! 1 1
4000 E

Figura 14. Espectros de FT-IR das amostras oleosas de anabolizantes.

Uma caracteristica observada foi que parte dos espectros apresentaram
uma grande semelhanca com espectros de substancias que sao usualmente
utilizadas como excipientes. Um exemplo é o espectro de uma amostra de
decanoato de nandrolona comparado ao espectro do 6leo de girassol, como
ilustrado na Figura 15, na qual em (a) é mostrado o espectro do anabolizante e
em (b) do Oleo. A Unica banda que se difere com mais intensidade nos
espectros estd centrada 1679 cm™ presente no espectro da amostra,
caracteristica de moléculas da classe 4-en-3-one,*® como é o decanoato de
nandrolona (17beta-hidroxi-estr-4-en-3-ona).
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Figura 15. Espectros de FT-IR de (a) uma amostra de decanoato de nandrolona (b)
Oleo de girassol.

Foi construido um modelo PCA com os dados espectrais (Figura 16) ,
em que a principal separacdo das classes se deu aparentemente pelos
excipientes encontrados em maior quantidade nas amostras, devido a
similaridade dos espectros, como discutido acima. Em que no lado positivo de
PC1 (responsavel por explicar 94,13% da variancia) estdo projetadas as
amostras cujos espectros se assemelharam ao espectro do excipiente
benzoato de benzila, e no lado negativo, as amostras cujos espectros se
assemelharam aos espectros dos 6leos vegetais utilizados comumente como
excipientes.

Entretanto, devido a auséncia de acesso a padrbes dos principios ativos
(consequéncia de questdes burocraticas) ndo foi possivel extrair maiores
informacgdes dos espectros, assim como explora-los utilizando outros modelos
qguimiomeétricos. Nessas condi¢cbes, a FTIR ndo se mostrou adequada para a

identificacdo das amostras de anabolizantes na forma de 6leos.

43



08 .
|
Azeou 1
|
0al A7 : i
Ho 2 : A4
— on . R
S ool A3 : * i
Q I
M | *&
[ | *9
— |
S - ——————— e — —
|
s Ao .
£ |
o 02k Hlax i .
n |
v G I *ﬂg%
S |
0 04— 1 -
w |
|
|
A2 ! miz
06— : [RTI .
|
|
. | | | | |
0 8—2 -1 0 1 2 3 4

Escores em PC1 (94.13%)

Propionato de testosterona < Enantato de testosterana ¥ Decanoato de nandrolona

B Cipionato de testosterona A Acetato de trembolona

Figura 16. Grafico de escores de PC1 x PC2 com os dados de FTIR.

4.1.2 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS)

A composicao inorganica dos anabolizantes nas formas de comprimido e
suspensao foi determinada através da analise por ICP-MS. As amostras
oleosas ndo foram analisadas por esta técnica, pois através de analises
realizadas anteriormente por Fluorescéncia de raios X por reflexdo total,
constatou-se que quase nenhum elemento inorganico era determinado. Assim,
as 18 amostras solidas foram pulverizadas utilizando almofariz e pistilo. Uma
massa de cerca de 10,0 mg de amostra foi pesada e a ela acrescentados 200,0
ML de HNOg3 concentrado, para abertura da amostra. A solucéo foi colocada em
banho-maria a 90°C por cerca de 10 minutos e, posteriormente, o volume foi
completado com agua deionizada até 2,0 mL. Para as amostras de suspensao,
em que apenas 11 foram analisadas, 50,0 uL de amostra e 200,0 uL de HNO3
foram colocados em banho-maria por 10 minutos, sendo o volume de 2,0 mL
posteriormente completado com agua deionizada. Todas as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos. As andlises foram realizadas em um equipamento

ICP-MS da Agilent Technologies série 7700 (Toéquio, Japao) que possui um

44



sistema de introducdo de amostra fria, aumentando a estabilidade. Esse
equipamento utiliza nebulizador MicroMist com camara concéntrica PFA,
gerador de frequéncia RF, cones de Ni e analisador quadrupolo. Para evitar
interferéncias poliatbmicas foi usado o gas He com fluxo de 4,7 mL/min. Para
tratamento dos dados foi usado o software MassHunter Workstation (Agilent,

Toquio, Japao). As condi¢des experimentais estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des experimentais para as medidas no ICP-MS.

Poténcia do Plasma 1550 W
Velocidade bomba peristaltica 0,1 rps
Vazao géas nebulizador 1,09 L/min
Resolucao <1
Tempo de integracao 0,3s
Elementos Li’, Na®, Mg®*, AI*", K* ca®, , v*,

Crsz, Mn55, FeSG, C059, NiGO, CUGS, Zn66,
AS75, Rb85’ Sr88, MOQS’ Rh103, Pd105’
Ag107,Cd111, |n115’ Sblzl, C5133, Bal37,
Pt195’ Pb204, T|205, ’ Bi209

As faixas de concentracbes determinadas de analitos/comprimido
analisado estdo apresentadas na Tabela 5. Alguns elementos (Tl, Rh, Pt,,Cs)
apresentaram concentracbes abaixo de seus respectivos limites de

quantificacdo, e portanto, ndo foram quantificados.

A concentracdo dos analitos apresentou grande variacdo entre 0s
comprimidos avaliados. Diversos compostos inorganicos podem ser utilizados
como excipientes em comprimidos, tais como carbonatos e Oxidos de
magneésio, oxidos de ferro, diversos sais de calcio e compostos minerais, o que

explica a elevada concentracéo de alguns elementos.®

Entretanto, elementos toxicos como chumbo e arsénio também
apresentaram concentracdes significativas em alguns comprimidos. Uma
norma da Farmacopeia Americana (USP — United States Pharmacopeial)
estabelece o Ilimite de impurezas que podem estar presentes em
medicamentos.”” Portanto, de acordo com essa norma, o limite de

concentracdo para o arsénio em medicamentos orais € de 1,5 pg/g,
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considerando a dose maxima de 10 g do medicamento por dia ou seja, 15
pg/dia. O anabolizante no qual foi determinado 7,965 ug de As em um unico
comprimido continha o principio ativo metandrostenolona. De acordo com
informacdes de websites, a dose diaria desse medicamento pode variar de 20 a
30 mg (de principio ativo). Portanto, como o anabolizante contendo As tinha
uma quantidade de 10 mg do principio ativo, a dose diaria poderia variar entre
2 e 3 comprimidos. Supondo que sejam consumidos 3 comprimidos, a
guantidade de As ingerida em um dia é aproximadamente 23,89 ug, superior ao

permitido pela USP.

Em relacdo ao limite de chumbo em medicamentos orais, a USP
estabeleceu um limite de 0,5 pg/g (dose diaria de 10 mg de medicamento).
Nos anabolizantes analisados, um dos comprimidos, de oximetolona,
apresentou uma quantidade de Pb igual a 3,661 ug. Considerando que a dose
diaria normalmente utilizada desse medicamento esta na faixa de 25-150 mg, o
anabolizante analisado poderia ser consumido até 3 vezes ao dia, 0 que levaria
a uma quantidade de Pb ingerida de aproximadamente 10,98 pg/ dia, ou seja, o
dobro da quantidade permitida. Desta forma, o consumo destes medicamentos

podem acarretar problemas a salde dos usuarios.

Tabela 5. Faixa de concentracdes (ug/comprimido) dos elementos em todos os
comprimidos analisados.

Li Na Mg Al
0,0126 - 0,0729 21,02-972,4 76,01 — 503,1 0,6571 -277,3
K Ca \% Cr
8,935 - 36,33 22,54 — 3206 0,0009 - 0,4497 0,0096 - 5,264
Mn Fe Co Ni
0,0283 - 0,6698 0,7086 — 31,30 >0,000 - 0,0116 >0,000 - 0,6775
Cu Zn As Sr
>(0,000 - 9,057 0,0527 — 0,5543 >0,000 - 7,965 0,1050 - 6,428
Mo Pd Ag Cd
0,0040 - 0,0897 >0,000 - 0,0225 >0,000 - 0,0934 0,0006 - 0,0111
Sb Ba Pb Bi
>0,000 - 0,1140 0,0538 — 2,593 0,0215 - 3,661 >0,000 — 0,0035




Para as amostras na forma de suspensdao, as faixas das concentracfes
em ug de elemento por frasco estdo apresentados na Tabela 6. Os elementos
que apresentaram concentracdes abaixo do limite de quantificacdo também

nao foram quantificados.

Tabela 6. Faixa de concentragdes (ug/frasco) dos elementos nos frascos de

suspensédo analisados.

Li Na Mg Al
0,3162 — 3,403 1665 — 8776 394,9 — 1944 7,346 — 78,90
K Ca \% Cr

148,5-1168 1419 — 8068 0,0139 -0,1324 0,0598 — 2,756
Mn Fe Co Ni
0,0235 - 1,499 >0,000 — 41,48 0,0212 - 0,1984 >0,000 - 5,419
Cu Zn As Sr
>0,000 - 0,6958 0,5157 -10,18 0,1810-1,4170 7,770 — 61,87
Mo Pd Cd Ba
0,0121 - 0,2186 0,0165 - 0,0560 0,0258 - 0,4822 4,700 - 47,17
Pb Ce

0,0517 - 0,9317 0,0278 - 0,1194

No caso das amostras liquidas, nenhum elemento apresentou
concentragdo superior ao estabelecido pela USP. As amostras analisadas
também apresentaram grande variacdo na composicao. Sodio e Calcio foram

0s analitos com concentracdes mais altas.

4.2 Andlises por PS-MS

Os espectros de massas foram obtidos apds otimizacdo das condicdes
de analise, em que se constatou que no modo positivo a obtencéo de ions era
mais intensa, e 0s espectros, menos ruidosos. Portanto todos os espectros de

massas foram obtidos no modo positivo, na faixa de 50 — 1000 m/z.
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A Figura 17 apresenta os espectros de 3 amostras nas formas fisicas
0leo, suspensdo e comprimido, respectivamente. A amostra de 6leo continha o
principio ativo acetato de trembolona, a amostra de suspensdo continha o

estanozolol, e a amostra sélida continha metandrostenolona.
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Figura 17. Espectros PS(+)-MS de amostras de anabolizantes apreendidos cujas
formas fisicas e principios ativos séo (a) oleosa, acetato de trembolona; (b)
suspensao, estanozolol; (c) comprimido, metandrostenolona.

O primeiro espectro (Figura 17a) € referente ao anabolizante
Trembolone acetate (marca RWR Latin America, especializada em produtos
veterinarios), cujo principio ativo informado no rétulo é o acetato de trembolona.
No espectro de massas é possivel observar os sinais referentes ao acetato de
trembolona, em m/z 313 [M + H]* e 314 (forma isot6pica do C*®), assim como
seu dimero em 625 [2M + HJ", e o aduto desse dimero com ion Na* em m/z
647 [2M + Na]*. O sinal em m/z 637 pode ser referente ao diacilglicerol (DAG)
de formula molecular C33H740sN na forma protonada. Os sinais em m/z 801 e
955 podem indicar a presenca de triacilglicerois (TAG) de férmulas moleculares

CaoHg4O6 € Cs7H10400,%%®* respectivamente, nas formas [TAG + Na]*.8182

by

O segundo espectro (Figura 17b) é referente a amostra Stanozolol
(marca RWR), cujo principio ativo indicado no rétulo é o estanozolol. No
espectro € possivel observar os sinais referentes ao estanozolol em m/z 329 [M
+ H]", assim como seu dimero em m/z 657 [2M + H]". O sinal em m/z 331 pode
corresponder ao EDTA, utilizado como excipiente, na forma do aduto [M + K]* e
o sinal em m/z 658 pode ser referente ao excipiente PEG [M + Mg]*. Os demais
sinais podem estar relacionados a contaminantes que S&o comumente
encontrados como tensoativos e surfactantes, tais como polipropilenoglicol e

triton, por exemplo.
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Por fim, o terceiro espectro (Figura 17c) é referente a amostra
Metandrostenolona, (marca Landerlan, Paraguai), cujo principio ativo €
metandrostenolona. Assim como nos espectros anteriores, é possivel observar
os sinais referentes ao principio ativo e seu dimero, em m/z 301 [M + H]" e 601
[2M + H]". O sinais entre a regido de m/z 343 e 359 podem ser referentes aos
excipientes comumente utilizados em comprimidos, tais como lactose e
sacarose, assim como em m/z 702, referente a [2M + NH,]", sendo M = lactose,
sacarose. Outros sinais podem indicar a presenca de excipientes, como em
m/z 331 referente ao laurilsulfato de sédio [M + Ca*]*, m/z 642 referente ao
amido, de férmula molecular (C¢H100s)7, € em 376 correspondente ao PVP

(polivinilpirrolidona) [M + Ca*]*.

Observando os espectros também foi possivel identificar casos de
adulteracdo de principios ativos, em que nas amostras eram encontrados
outros principios ativos além dos especificados nos rotulos, ou até mesmo
principios ativos trocados. Um exemplo é apresentado no espectro da Figura
18, mostrando uma amostra rotulada como undecilenato de boldenona, cuja
massa molecular € 452,7 mg/mol. Porém, pelo espectro pode-se notar que ndo
h& nenhum sinal nessa faixa de m/z ou algum sinal que poderia ser de uma
molécula derivada dele. Entretanto, esta presente o sinal em m/z 345, referente
a molécula de propionato de testosterona. Também apareceram 0s sinais em
m/z 689 e 711 referentes ao dimero do principio ativo, e ao dimero com uma
molécula de Na, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que houve
falsificacdo nessa amostra, e ao invés do principio ativo undecilenato de
boldenona, 0 que estava presente era 0 propionato de testosterona. Esse
resultado pode ser confirmado pelo laudo da Policia Federal (por GC-MS), em
que se constatou apenas a presenca do propionato de testosterona na

amostra.
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Figura 18. Espectro PS(+)-MS de uma amostra rotulada como undecilenato de
boldenona.

ApoOs as analises, constatou-se que todas as amostras rotuladas como
undecilenato de boldenona, mesmo sendo de duas marcas diferentes (Boldebol
e Maxigan) eram falsificadas, como exemplificado acima. Em todos esses
casos 0 principio ativo encontrado foi o propionato de testosterona. Além

desses, houveram outros casos de adulteragdo de principio ativo.

4.3 Modelos quimiométricos
4.3.1 Solidos e suspensdes

Os dados relativos aos espectros de massas para as amostras nas
formas de comprimido e suspensdo foram organizados em uma matriz de 36
linhas por 951 colunas para a andlise por PCA. O modelo explicou 50,89% da
variancia dos dados utilizando-se 2 componentes principais. As demais
componentes ndo continham informacdes relevantes para a separacao dos
agrupamentos e, portanto, foram desprezadas.

Foi verificado a possivel presenca de amostras anémalas através do
grafico de T? de Hotelling versus residuos Q, com 95% de confianca. Como

pode-se observar na Figura 19, ndo ha nenhuma amostra no quadrante
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superior direito, ou seja, que tenha simultaneamente altos residuos e alta
influéncia no modelo. Uma amostra com elevado residuo é pouco modelada
(variancia néo incluida no modelo) e pode ser excluida, enquanto uma amostra
com alta influéncia tem muita contribuicdo para o modelo (variancia incluida).

Portanto, este foi considerado um bom modelo para uma analise exploratéria

dos dados.
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Figura 19. Grafico de T? de Hotelling x residuos Q para o modelo de sélidos e
suspensoes.

Com relacdo aos escores de PC1 versus PC2, através do grafico da
Figura 20 é possivel observar que em PC1, responsavel por 34,95% da
variancia, houve uma discriminacdo das amostras da classe estanozolol em
oposicdo as demais classes. Vale ressaltar que o principio ativo estanozolol
estd presente em amostras na forma de comprimido e também de suspensao.
Ja em PC2, que explicou 15,94% da variancia, no lado negativo se formaram
dois agrupamentos, um contendo as amostras da classe oximetolona e outro
com as amostras da classe oxandrolona. No lado positivo da segunda
componente, formaram-se os agrupamentos das classes metandrostenolona e

testosterona.
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E importante destacar que os icones representados no gréafico estdo de
acordo com os principios ativos indicados nos rétulos, portanto, a amostra 4,
que contém os principios ativos testosterona e estanozolol em sua formulacéo
(confirmado pelos sinais caracteristicos no espectro de massas), deve ter uma
guantidade muito superior de estanozolol em comparacgao a testosterona, dado
gue a amostra ficou agrupada no lado positivo de PC1 juntamente com as
amostras da classe estanozolol.

A amostra 25, cujo rotulo indicava a presenca apenas de
metandrostenolona, continha também estanozolol (evidenciado pelo sinal
caracteristico no espectro de massas). Portanto, ela também se agrupou
juntamente com as demais amostras contendo estanozolol. O mesmo tipo de
adulteracdo ocorreu com a amostra 36, em cujo rotulo constava apenas a
presenca de testosterona, porém, apds as analises verificou-se também a
presenca de estanozolol, e dessa forma, a amostra foi projetada no gréfico
entre o0s dois agrupamentos formados. Ambos o0s espectros estéo

apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Espectros PS(+)-MS das amostras contendo (a) metandrostenolona, (b)
testosterona.

No espectro da Figura 21a, em que no rotulo indicava a presenca
apenas de metandrostenolona, é possivel observar os sinais caracteristicos
desse principio ativo, em m/z 301 [M + H]" assim como seu dimero em m/z 601
[2M + H]", e também, os sinais caracteristicos do principio ativo estanozolol,
em m/z 329 e 330 [M + H]". O segundo espectro (Figura 21b), em que o roétulo
indicava a presenca apenas de testosterona, apresenta os sinais referentes a
esse principio ativo em m/z 289 e 290 [M + H]* e ao seu dimero em m/z 577
[2M + H]*, além dos sinais referentes ao estanozolol, em m/z 329 e 330 [M +
H]".
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Os pesos das variaveis em PC1 e PC2 estdo apresentados nos graficos
da Figura 22. Com relacao aos pesos positivos de PC1, destacaram-se aquelas
variaveis que discriminam as amostras contendo o principio ativo estanozolol
em m/z 329 e 330 [M + H]" e seu dimero em m/z 657 [2M + H]". No lado
negativo, 0os pesos mais significativos referem-se as variaveis que caracterizam
as amostras contendo oxandrolona em m/z 307 [M + H]*, oximetolona em m/z
333 [M + HJ", e testosterona em m/z 599 e 600, referentes ao aduto do dimero
com um atomo de sodio [2M + Na]".

Os pesos que se destacam positivamente em PC2 sdo caracteristicos
das varidveis que mais contribuem para destacar as amostras contendo
testosterona, em m/z 289, 311, 599 e 600, e metandrostenolona em m/z 301 [M
+ H]". No lado negativo, se destacam os pesos relacionados a distingdo das

amostras contendo oxandrolona em m/z 307, e oximetolona em m/z 333 e 347.
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Figura 22. Grafico de pesos de: a) PC1 e b) PC2, para o modelo de soélidos e
suspensoes.

4.3.2 Oleosas

Inicialmente, foi gerado um modelo PCA com os dados das amostras
oleosas, utilizando-se 3 componentes principais que explicaram 56,16% da
variancia. Na Figura 23 sdo apresentados os graficos de escores de PCl
versus PC2 e PC1 versus PC3.
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Figura 23. Grafico de escores de a) PC1xPC2 b) PC1xPC3, para o modelo de
amostras oleosas.

No grafico de PC1 versus PC2, houve uma discriminagdo das amostras
contendo o principio ativo decanoato de nandrolona, agrupadas no lado
positivo, em relagdo as demais amostras no lado negativo. Na projegcdo em
PC2, houve uma tendéncia de separacdo das amostras de propionato de
testosterona (circuladas no grafico da Figura 23a) das restantes. Vale ressaltar
que, assim como no grafico de escores das amostras de comprimido e
suspensédo, os icones foram definidos de acordo com os principios ativos
indicados nos rotulos. Portanto, no agrupamento das amostras de propionato
de testosterona sdo encontrados diferentes icones devido as adulteracdes
efetuadas com esse principio ativo.

No gréafico de PC1 versus PC3, s ocorreu 0 agrupamento das amostras
contendo enantato de testosterona. As demais classes ndo se separam em
nenhuma outra componente de menor variancia explicada. Por isso, essas
componentes foram desconsideradas.

A Figura 24 apresenta os graficos de pesos para cada componente

principal deste modelo.
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Loadings on PC 1 (24.45%)

Loadings on PC 2 (19.15%)

Loadings on PC 3 (12.57%)
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Figura 24. Graficos de pesos de a) PC1, b) PC2 e c) PC3, para o modelo de amostras

oleosas.

Os sinais caracteristicos das amostras contendo decanoato de
nandrolona em m/z 429 [M + H]*, 857 [2M + H]" e 880 [2M + Na]* contribuiram
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de forma positiva para PC1. Com relacdo aos pesos negativos, se destacaram
os sinais em m/z 313, referente ao acetato de trembolona [M + H]*; 345
referente ao propionato de testosterona [M + H]*, seu dimero [2M + H]" em m/z
689 e seu aduto de sodio [2M + Na]® em 711; e também o sinal em m/z 801

referente ao dimero do enantato de testosterona [2M + H]".

Com relacdo aos pesos da segunda componente, 0s sinais
caracteristicos das amostras de propionato de testosterona, em m/z 345, 689,
711 e 873, e das amostras contendo decanoato de nandrolona, em m/z 429,
857 e 881, contribuiram positivamente. E os sinais referentes ao acetato de
trembolona, em m/z 313 e 637, ao enantato de testosterona, em m/z 401, 800 e
823, e ao cipionato de testosterona, em m/z 413, contribuiram de maneira

negativa.

No grafico de pesos de PC3, contribuiram positivamente os sinais
referentes ao enantato de testosterona, enquanto no lado negativo se
destacaram o0s sinais caracteristicos dos principios ativos acetato de

trembolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona.

Embora os pesos mais importantes para explicar os agrupamentos
tenham sido os caracteristicos de cada principio ativo, as separa¢fes dos
grupos nao foram tédo efetivas, levando-se em conta que mesmo de forma
visual seria possivel identificar no espectro sinais correspondentes ao principio
ativo presente em cada amostra. Assim, com o intuito de melhorar essas
separaces foi utilizado o método de selecao de variaveis OPS, responsavel

por selecionar as variaveis mais importantes para descrever o modelo.

Para isso, adotou-se uma ideia original. Primeiramente, foi criado um
modelo de classificacdo supervisionada PLS-DA para cada classe de principio
ativo. Porém, nesse caso, os anabolizantes foram separados de acordo com o
principio ativo que estava presente na amostra, avaliado através dos espectros
de massas. Portanto, como foi observado que a classe undecilenato de
boldenona continha todas as amostras falsificadas, sendo que o principio ativo
presente era o propionato de testosterona, a classe do sal de boldenona néo foi
considerada e as amostras passaram entdo, a ser consideradas como

propionato de testosterona. Assim, foi feito um modelo de classificacdo para 5
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classes: acetato de trembolona, decanoato de nandrolona, cipionato de
testosterona, enantato de testosterona e propionato de testosterona, para o
qual o vetor y continha a varidvel categorica 1 correspondentes as amostras

pertencentes aquela respectiva classe e 0 para as demais amostras.

Os parametros utilizados para a selecdo de variaveis, tais como o
namero de variaveis latentes do modelo original (hmeg) € 0 NUMero de variaveis

latentes do modelo OPS (hops) estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros utilizados no método de selecdo de variaveis OPS para cada

classe de principio ativo.

Nmod Nops
Acetato de trembolona 2 6
Decanoato de nandrolona 2 11
Cipionato de testosterona 2 12
Enantato de testosterona 3 8
Propionato de testosterona 3 16

O conjunto de variaveis para cada classe foi escolhido de acordo com os
menores valores de somas do erro quadratico da validacdo cruzada
(RMSECV), maiores valores de coeficientes de correlagdo da validagdo
cruzada (R.) e menores numeros de variaveis selecionadas. Os modelos
foram testados e os melhores resultados, ou seja, 0os conjuntos escolhidos,
estdo apresentados na Tabela 8, em que R representa o vetor de regressao do
modelo, C é o vetor de correlacbes entre x e y, RC a combinacéo desses dois

vetores e VIP séo os VIP escores.
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Tabela 8. Resultados do método OPS para cada classe: Vetores de partida, RMSECYV,

R.,, n° de variaveis.

Vetores RMSECV Rev N° Var

Acetato de trembolona VIP - R 0,066 0,983 10
Decanoato de nandrolona VIP-C 0,092 0,980 14
Cipionato de testosterona VIP - R 0,099 0,943 18
Enantato de testosterona VIP - R 0,289 0,617 4

Propionato de testosterona VIP - RC 0,139 0,945

Posteriormente, todos 0s conjuntos de varidveis foram combinados entre
si a fim de se obter uma melhor separacdo no modelo PCA. A melhor
combinacédo foi resultado da fusédo entre as variaveis das classes acetato de
trembolona e cipionato de testosterona. Assim, um novo modelo PCA foi
gerado utilizando 28 variaveis e descrevendo 69,82% da variancia, com 3

componentes principais.

A presenca de amostras anbmalas também foi verificada nesse modelo
pelo gréfico de T? de Hotelling versus residuos Q (Figura 25), com um intervalo
de confianca de 95%. Nenhuma amostra apresentou, simultaneamente,
elevados residuos e alta influéncia, sendo, portanto, o modelo considerado

satisfatorio para a analise dos dados.
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Figura 25. Grafico de de T? de Hotelling x residuos Q, para o modelo de amostras
oleosas com OPS.
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Utilizando-se a selecdo de variaveis, foi possivel discriminar todas as
classes das amostras oleosas discutidas nesse trabalho com apenas 3
componentes principais, como pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26. Graficos de escores de (a) PC1xPC2 e (b) PC1xPC3, para o modelo de
amostras oleosas com selecéo de variaveis por OPS.

A discriminagdo em PC1 das amostras contendo decanoato de

nandrolona se deu devido a contribuigdo positiva dos sinais em m/z 429 e 857,
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como pode-se observar na Figura 27. Com relagcdo aos pesos negativos,
destacam-se nesta componente o0s sinais caracteristicos das amostras
contendo acetato de trembolona (m/z 313 e 637), enantato de testosterona
(m/z 401, 801 e 824) e cipionato de testosterona (m/z 413).

Em PC2, ocorreu a discriminacdo do acetato de trembolona, devido a
contribuicao positiva dos pesos em m/z 313, 637 e 647. A contribuicdo negativa
dos pesos nesta componente caracterizou as amostras de enantato de

testosterona (m/z 401, 801 e 824) e cipionato de testosterona (m/z 413).

Na terceira componente, 0s pesos que se destacaram positivamente
foram os associados ao enantato de testosterona, enquanto a contribuicdo

negativa dos pesos se deu pelos sinais caracteristicos do cipionato de

testosterona.
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Figura 27. Graficos de pesos de a) PC1, b) PC2 e c) PC3, para o modelo de amostras
oleosas com selegéo de variaveis por OPS.

A técnica PS-MS juntamente com métodos quimiométricos se mostrou
eficiente para andlise de anabolizantes, mesmo em caso de adulteracées dos
principios ativos, seja pela adicdo de substéncias além das indicadas nos
rétulos, como pela troca de principios ativos, podendo ser uma técnica
alternativa para uso os laboratorios forenses.

Dentre as 39 amostras oleosas, 7 foram consideradas falsas com
relagdo a adulteracdo de principios ativos. Dentre elas, 4 amostras estavam
rotuladas como undecilenato de boldenona, 2 como enantato de testosterona e
1 amostra como cipionato de testosterona. Em todos os casos ocorreu a
adulteracao pelo principio ativo propionato de testosterona.

Dentre as 18 amostras de comprimidos, 2 foram consideradas falsas.
Uma amostra rotulada como metandrostenolona e uma como oxandrolona
continham estanozolol ao invés desses principios ativos.

Com relacdo as 18 amostras de suspensdes, para a amostra que, de
acordo com o rétulo, continha estanozolol e testosterona em sua formulacéo,
apos as andlises constatou-se apenas a presenca do estanozolol. Outras 2
amostras de testosterona também foram adulteradas, com a adicdo de
estanozolol.

Os dados estédo resumindo as adulteracbes encontradas nas amostras

analisadas séao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados das adultera¢cdes encontradas nas amostras analisadas.

Quantidade de

Principio ativo do

Forma fisica

Adulteracédo

amostras rotulo
Enantato de Oleo Substituicdo por
2 testosterona propionato de
testosterona
Undecilenato de Oleo Substituicao por
4 boldenona propionato de
testosterona
Cipionato de Oleo Substituicdo por
1 testosterona propionato de
testosterona
Testosterona e Suspensao Presenca apenas
1 estanozolol de estanozolol
Testosterona Suspensao Adicéo de
2 estanozolol
1 Metandrostenolona Comprimido Substituicdo por
estanozol
1 Oxandrolona Comprimido Substituicdo por

estanozol
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5. CONCLUSOES

Esta dissertacdo buscou avaliar a utilizacdo da técnica PS-MS
juntamente com métodos quimiométricos para analisar amostras de
anabolizantes apreendidas no Brasil. Portanto, nesse contexto, 39
anabolizantes oleosos, 18 suspensdes e 18 sdlidos, provenientes de diferentes
apreensodes, foram analisados de maneira rapida, com um minimo preparo de
amostra e um consumo de solvente praticamente insignificante (alguns
microlitros). Em todos os espectros de massas foi possivel identificar os
principios ativos presentes nas amostras, sendo também revelados alguns

casos de adulteragéo desses produtos.

A esses resultados foi aplicada a PCA, primeiramente nas amostras
sélidas e liquidas, cujo modelo mostrou uma separacdo dos agrupamentos
referentes aos principios ativos encontrados em cada amostra, com apenas 3
componentes principais. Posteriormente, a PCA foi aplicada as amostras
oleosas, que continham 5 diferentes principios ativos. Inicialmente, a
separacdo de tais agrupamentos nado foi tdo efetiva. Num processo de
otimizacao, foi utilizado o método de selecdo de variaveis OPS, e um novo
modelo PCA foi gerado com apenas algumas variaveis seletivas. Neste
modelo, as 5 classes de anabolizantes foram separadas utlizando 3

componentes principais.

A analise dos anabolizantes como objetivo de identificar seus principios
ativos é uma pratica de rotina em laboratérios forenses. Portanto, a utilizacéo
da PS-MS mostrou-se uma alternativa viavel para esse fim, sendo uma técnica

muito mais rapida do que a convencional (GC-MS).

Com relacdo aos estudos preliminares, verificou-se, nas condi¢cdes
realizadas, que a técnica FTIR ndo se mostrou adequada para a identificacdo
das amostras de anabolizantes oleosos, sendo necessario estudos mais
aprofundados. Nas analises por ICP-MS, foram encontradas elevadas
concentracbes de metais toxicos em alguns comprimidos, como Pb e As,
superior ao permitido pela Farmacopeia Americana. Portanto, o0 consumo

destes medicamentos pode acarretar problemas a saude dos usuarios.
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6. PERSPECTIVAS

Devido a alguns problemas encontrados, como a grande
heterogeneidade das amostras, e a falta de acesso a padrées dos principios
ativos, pois a sua aquisicao foi inviavel durante o periodo de desenvolvimento
desse trabalho, ndo foi possivel obter mais informacfes e realizar outros
estudos com as amostras de anabolizantes. Porém, ap0s adquirirmos tais
padrées (0 que devera ser feito nos proximos meses, apos a obtencdo da
licenca da ANVISA), temos como perspectivas para esse trabalho a
quantificacdo dos principios ativos pelo método quimiométrico de resolucao de
curvas MCR-ALS (MCR-Alternating Least Squares), utilizando os espectros de

infravermelho médio das amostras.

A vantagem do MCR-ALS em relacdo aos métodos convencionais de
calibracdo multivariada, tais como o PLS e PCR, é permitir a quantificacdo do
analito na presenca de interferentes, sem que eles sejam previamente
calibrados, além da possibilidade de construir modelos de calibracdo utilizando

um namero relativamente pequeno de amostras.®

Assim, cada um dos diferentes principios ativos poderiam ser
quantificados, a partir dos respectivos padrbes, mesmo na presenca dos
excipientes, e com um numero de amostras limitado. Além disso, seria possivel
ainda identificar e estimar os espectros de outras possiveis amostras

presentes.
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