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RESUMO

Os produtos comercializados como suplementos, tais como proteinas, carboidratos,
lipidios, vitaminas e aminoacidos, devem ser utilizados para suprir nutrientes em
individuos com caréncia alimentar ou para repor perdas nutricionais devido a intensa
atividade fisica realizada por atletas de alto desempenho ou praticantes de
determinado esporte. Com o aumento do consumo de suplementos, observa-se eu
diversas marcas sao vendidas livremente, principalmente pela internet, sem o controle
de 6rgdos fiscalizadores sobre o conteldo apresentado no rétulo ou sobre a presenca
de substancias proibidas no meio esportivo. O objetivo deste trabalho foi identificar e
quantificar esteroides anabolizantes em suplementos nutricionais adquiridos em sites
especializados e no comércio da cidade do Rio de Janeiro. Foram analisadas 10 marcas
de suplementos. As amostras foram previamente tratadas e analisadas por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM/EM) seguindo o
método de triagem utilizado no controle de dopagem do Laboratdrio Brasileiro de
Controle de Dopagem (LBCD) para a identificacao de 162 compostos entre
anabolizantes e metabdlitos em urina de atletas. A presenca do anabolizante
metasterona foi identificada em uma das marcas analisadas. A concentracao da
metasterona quantificada pelo método analitico desenvolvido neste trabalho foi de
1870 ng mL™*. O procedimento foi validado de acordo com o documento orientativo do
INMETRO (DOQ CGCRE 008).

Palavras-chave: Suplemento nutricional;, Metasterona; Validacao; Cromatografia a
gas

66

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 4



WEIO YIIPIBUI6 T p -
Tpuc 16 | .
=T ) INSTITUTO FEDERAL DE

. /EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

1. INTRODUCAO

O uso dos chamados agentes ergogénicos, substancias ou artificios que
visam melhorar o desempenho fisico ou ocupacional e retardar a fadiga fisica e
mental (Biesek et al., 2015), tem se tornado cada vez mais frequentes entre os
praticantes de esportes de alto rendimento e até mesmo nas academias de
ginastica e musculagao (Carvalho, 2003; Abbate et al., 2015). Este fato é
preocupante no que diz respeito ao uso indiscriminado de suplementos nutricionais
com finalidades estéticas, como também ao combate a dopagem de atletas (Biesek

et al., 2015).

Os suplementos nutricionais sao denominados agentes ergogénicos
nutricionais e sao utilizados por atletas profissionais, amadores, frequentadores de
academias de ginastica e de musculacdao e até mesmo por individuos que nao
praticam atividades fisicas com frequéncia. A maioria das pessoas consome esses
produtos por conta prdpria, sem a consulta de um médico ou nutricionista

(Marchioro, 2015).

A indUstria brasileira de suplementos nutricionais vem crescendo
consideravelmente nos Ultimos sete anos, faturando um montante de
aproximadamente 7,44 bilhdes de reais. Diversos fatores estao relacionados a este
crescimento, tais como: lancamento de novos produtos, inovagao na fabricacao,

qualidade e seguranca entre outros (Brasnutri, 2016).

Nem sempre os suplementos estdo livres de substancias ndao desejadas
como: metais traco, micro-organismos, espécies botanicas e até mesmo esteroides

anabolizantes, que é uma das classes de substancias proibidas pelas organizagoes

67

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 4



WEIO YIIPIBUI6 T p -
Tpuc 16 | .
=T ) INSTITUTO FEDERAL DE

. /EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

esportivas (Van Poucke et al., 2007; Hans et al., 2008; Castanho et al., 2014;

Neves e Caldas, 2015).

Segundo a Agéncia Mundial Antidopagem (AMA), configura-se doping o uso
de substancias proibidas, agentes ou métodos capazes de alterar o desempenho
do atleta. Existem estudos que indicam que alguns suplementos ndo contém o que
esta descrito em seus rotulos, mas eventualmente possuem em sua formulacao
hormoOnios como metasterona, metandienona, estanozolol, androstenodiona,
boldenona, oxandrolona, dehidroclorometiltestosterona, etc. Substancias
estimulantes também foram encontradas, tais como cafeina, efedrina,
pseudoefedrina, metilefedrina e sibutramina. Além de uma substancia
vasodilatadora presente em medicamento destinado a pacientes asmaticos, o
clembuterol. Um fato preocupante € que alguns desses suplementos eram

comercializados como vitaminicos e minerais (Geyer et al., 2008).

A presenca de esteroides anabolizantes em suplementos nutricionais é
preocupante no ponto de vista da salde dos usuarios desses produtos, assim como
na ética esportiva, uma vez que o uso de esteroides anabolizantes caracteriza o
doping. Existem muitos esteroides que sao comercializados livremente em paises
como nos Estados Unidos, na forma de “suplementos nutricionais”. A
comercializagdo de esteroides anabolizantes na forma de “suplementos
nutricionais” gera duvida por parte dos consumidores, uma vez que esses produtos
sao vendidos como anabolizantes com baixos efeitos colaterais ou até mesmo
como “esteroides naturais”. A propaganda desses suplementos na internet
apresenta produtos que sugerem resultados fantasticos como a perda de peso, o

ganho de massa muscular e baixo efeito colateral.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), proibe o
consumo e a comercializacdo de anabolizantes. O uso dessas substancias s6 é

permitido com a prescricao e acompanhamento médico.

Entre os esteroides que sao vendidos como suplementos nutricionais,
comercializados principalmente pela internet, a metasterona (Figura 1) é
classificada como um esteroide projetado, ou seja, substancia sintética, tendo
como base a testosterona, que sofre modificagdes estruturais com o objetivo de

alterar a acao nos tecidos alvos (Parr et al., 2006; Geyer et al., 2008).

Figura 1 — Estrutura da metasterona

A partir de 2006, assim como outros esteroides, a metasterona passou a fazer
parte da lista de substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidopagem (AMA)
(Padilha, 2007). Este esteroide ja foi encontrado em muitos suplementos e a partir do
estudo de excrecao apds sua administracdo. A determinacdao de esteroides
anabolizantes em suplementos nutricionais por cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM) é de grande importancia para o controle de
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qualidade destes produtos. (Abbate et al., 2015; Castanho et al., 2014; Neves e Caldas,
2015).

Estima-se que 54% dos brasileiros tomam algum tipo de suplemento, o que
chama atengao para o consumo desnecessario e exagerado destas substancias. Avaliar
a qualidade destes produtos é imprescindivel para saude da populacao consumidora
dos ergogénicos nutricionais (Veja, 2015).

Este estudo tem como objetivo geral identificar e quantificar o esteroide
anabolizante metasterona em diferentes suplementos nutricionais adquiridos em sites
especializados e no comércio da cidade do Rio de Janeiro por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas em série, desenvolvendo e validando o método
de quantificacdo desta substancia identificada no suplemento nutricional seguindo o
documento de orientacdo sobre validacao de métodos de ensaios quimicos, DOQ-

CGCRE-008, do INMETRO.

2.  MATERIAIS E METODOS
Preparo de solucoes

A solucao padrao estoque de metasterona foi preparada na concentragao de
1,000 mg mL! em metanol grau pesticida, a partir do padrao de referéncia. A solugao
foi armazenada em frasco de vidro ambar com tampa e mantida sob refrigeracao a —
20 °C, com validade de 3 anos. A partir desta, preparou-se uma solugao padrao diluida
10 ng pLt. Para o preparo da solucao de padrao interno, foi utilizado um padrao
interno de metiltestosterona na concentragao de 20 ng pL™.

Para o preparo da solucao derivatizante, uma solucao inicial foi executada em

um frasco de vidro ambar com tampa, com 20,00 mg de NH4I, 1 mL de MSTFA e 60
70
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ML de 2-mercaptoetanol. A solucao de uso foi feita transferindo-se 1 mL da solucao
anterior e adicionados 9 mL de MSTFA. A solucao derivatizante de uso possui validade
de 7 dias.

Os brancos de amostra sao suplementos nutricionais que foram produzidos em
um laboratorio de manipulacao. Foram manipuladas 15 amostras contendo os mesmos
excipientes presentes na capsula dos suplementos analisados. As 15 amostras foram
previamente analisadas e ndo apresentaram nenhuma substancia anabolizante ou
qualquer outra substancia considerada interferente frente aos analitos monitorados no
método de triagem de agentes dopantes em urina utilizada no LBCD.

O preparo dos brancos de amostras foi realizado da seguinte forma: uma
capsula de cada branco de amostra foi transferida quantitativamente para um tubo de
ensaio de vidro com tampa, em seguida solubilizada em 5 mL de metanol grau de
pureza pesticida e homogeneizado por 20 segundos. Logo apds, os tubos contendo as
amostras foram levados ao agitador por 5 minutos e centrifugados por 5 minutos a
uma forga gravitacional de 1512 g. A fracao metandlica foi transferida para um novo
tubo de ensaio e uma aliquota de 1 mL de cada branco de amostra foi retirada e
transferida para um outro tubo de ensaio para serem utilizadas no processo de

validacao.

Método de andlise de agentes dopantes em urina por CG-EM/EM

As amostras dos suplementos nutricionais foram analisadas através do método
de analise de agentes dopantes em urina humana, denominado método de triagem
utilizado na rotina do LBCD. Este método € validado de acordo com as normas do

INMETRO e da AMA.

71

Alimentos: Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente — Vol. 2 - N. 4



=T ) INSTITUTO FEDERAL DE
. /EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

Em urina, o preparo da amostra consiste na fortificacao com padrao interno,
hidrdlise enzimatica com B-glicuronidase de Escherichia coli, extragao liquido-liquido
(ELL) dos compostos livres com o solvente terc-butil metil éter em meio alcalino, (pH
9-10) e evaporacao do extrato etéreo até a secura. O residuo final € derivatizado e
analisado por CG-EM/EM utilizando o modo de deteccao de monitoramento de reagoes
multiplas.

A solucdo de padrdo interno utilizada no método de triagem (em urina humana)
€ uma mistura de padroes deuterados denominada de ISTD2. Essa solugao é
constituida dos seguintes padroes: epitestosterona-D3 (0,75 ng pL1), testosterona-D3
(3,0 ng pL1), etiocolanolona-D5 (25 ng yL1), androsterona glicuronideo-D4 (25 ng L
1), 5 alfa-androstanodiol (4 ng yL!) e 5 beta-androstanodiol (9 ng pL1).

Controles de qualidade sdo utilizados no método de deteccdo de anabolizantes
em urina humana. O controle de qualidade de alta concentracao (CQA) dos esteroides
enddgenos é o controle positivo de substancias exdgenas. O controle de qualidade
negativo (CQN) para as substancias exdgenas € preparado a partir de um branco de
urina masculina. Antes de ser utilizado na rotina, o CQN ¢é avaliado quanto a presenca
de substancias proibidas monitoradas pelo método de triagem. Um calibrante de
esterdides enddgenos denominado CALEndo também é utilizado no método (LBCD,
2017). O método de anadlise de agentes dopantes por CG-EM/EM em urina humana

monitora 162 substancias.

Preparo das amostras de suplementos nutricionais
Na Figura 2 esta apresentado o fluxograma com as etapas do processo de

preparacdo das amostras.
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Figura 2 - Fluxograma das etapas do preparo das amostras

Protocolo de validagdo para analise quantitativa
O protocolo de validacao de métodos para andlise quantitativa envolve uma
série de experimentos. Os procedimentos foram realizados em dois dias consecutivos

onde foram avaliados os seguintes parametros: especificidade, efeito de matriz,
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linearidade, limite de deteccao (LD), limite de quantificacao (LQ), exatidao,
repetitividade, precisdo intermediaria e robustez.

Foram preparadas quatro curvas analiticas. A curva analitica 1 foi preparada em
solvente (metanol) e as curvas analiticas 2, 3 e 4 foram preparadas em branco de
amostra. No preparo da curva analitica 1, os tubos foram submetidos a evaporagao
sob fluxo de N2(g) a 40 °C por 10 minutos até a secura. Em seguida, foram para o
dessecador e mantidos por 30 minutos. A derivatizacao se deu com a adicao de 100
ML de solucao derivatizante composta de MSTFA/NH41/2-mercaptoetanol (1000:2:6,
v:p:Vv) e submetidas ao aquecimento a 60 °C por 20 minutos por meio de um banho
seco. A analise foi realizada no CG-EM/EM no modo MRM. As curvas analiticas 2, 3 e
4 foram preparadas a partir dos brancos de amostra, com base no mesmo processo
descrito no paragrafo anterior, ou seja, evaporacao, derivatizacao e analise no CG-
EM/EM no modo MRM.

A avaliacao da especificidade foi realizada a partir da comparacao do branco de
amostra sem a presenca do analito (metasterona) e do padrao interno
(metiltestosterona), com um branco de amostra contendo o analito e o padrao interno.
Para isso, foram analisados cinco brancos de amostra sem a adicao do analito e do
padrdo interno e um branco de amostra contendo o analito na concentracao de 750
ng mL?! e o padrdo interno a 250 ng mL1. A fortificacdo com a solucao padrao de
metasterona foi realizada com a adicao de 75 pL da solucao de uso e 25 pL de
metiltestosterona em 1000 pL de BA, prosseguindo-se com o0 mesmo procedimento
empregado nas curvas analiticas.

O estudo de efeito de matriz foi realizado a partir da preparagao de duas curvas

analiticas. Uma curva em triplicata com cinco niveis de concentragao preparada em
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metanol (curva analitica 1) e outra com seis niveis de concentracao preparada em
branco de amostra (matriz). As leituras das curvas analiticas foram comparadas a fim
de verificar se a matriz causaria interferéncia, aumentando ou diminuindo o sinal do
analito. Para a verificacao da existéncia de valores aberrantes (outliers) foi empregado
o teste de Grubbs, considerando-se a média e o desvio padrao de cada nivel da curva
de calibracdo. O teste F (Snedecor) de homogeneidade das variancias por nivel de
concentracao foi realizado para a avaliagao do efeito de matriz.

A linearidade nao pode ser avaliada apenas pela analise da curva de calibracao.
Antes da regressdo linear, foi verificada a auséncia de valores aberrantes e a
homocedasticidade dos dados. As curvas analiticas foram construidas utilizando o
método dos minimos quadrados ordinarios, obtendo a faixa de trabalho, as equacdes
da reta e os coeficientes de correlacao (r) e determinacao (R2). Foi realizado o teste
de Cochran para verificar a homocedasticidade das curvas analiticas.

Para determinar os limites de quantificacao (LQ) e de deteccao (LD), os calculos
foram realizados a partir da média dos coeficientes angulares das trés curvas analiticas
preparadas em matriz (curvas 1, 3 e 4).

A avaliacao da exatidao foi realizada pelo estudo da recuperacao, repetitividade
e precisao intermediaria. No ensaio de recuperacao e repetitividade do analito, foram
analisados dez brancos de amostra fortificados com o padrao de metasterona
(concentracao final de 1000 ng mL!) e metiltestosterona na concentragao de 250 ng
mL1. Para a avaliagdo da repetitividade, o critério de aceitacdo adotado foi o
coeficiente de variacao (CV) inferior a 11 % (AOAC, 2016).

No estudo da precisao intermediaria, foram analisados dez brancos de amostra

fortificados com metasterona a 1000 ng mL! e metiltestosterona a 250 ng mL* em
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um dia subsequente ao estudo de recuperagao e repetitividade e executado por um
analista diferente.

A avaliagao da robustez foi realizada através da analise de trés brancos de
amostra fortificados com o analito a 1000 ng mL! e padrao interno a 250 ng mL*,
seguindo-se 0 mesmo procedimento executado nas curvas analiticas. Outro conjunto
de trés brancos de amostra foi fortificado com o analito e padrao interno e preparado
de acordo com a descricdo acima, com uma modificacdo analitica: o tempo de
derivatizacao. Na referida etapa, as amostras foram submetidas ao aquecimento a 60
OC durante 40 minutos por meio do banho seco. As amostras foram transferidas com
pipeta Pasteur para um tubo vial e o volume de 1 pL foi injetado no CG-EM/EM no
modo MRM.

As condicbes cromatograficas do método de quantificacdo de metasterona em

suplemento nutricional estao descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Condicdes cromatograficas do método de quantificacao de metasterona

em suplemento nutricional

Instrumento: CG-EM/EM — Método de quantificacdo de metasterona em

suplemento

Coluna analitica

Tipo Capilar, 100% polimetilsiloxano (Ultra-
1®, 17 mx 0.2 mm x 0.11 um;
J&WScientific, Agilent Technologies Inc.)

Gas carreador Hélio (ultrapuro 99,9999%)
Pressao 9,453 psi

Modo de pressao Fluxo constante

Fluxo nominal 0,6 mL/min.
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Modo de injecao Pulsado com divisor de fluxo (" Pulsed
Split”)

Pressao de pulso 50 psi

Septo Septo de sangramento baixo

Volume de injecao 1L

Temperatura inicial 140 °C

Razado 1 40 °C/min

Razao 2 3 °C/min

Razao 3 40 °C/min

Tempo final 2 min

Tamanho da seringa 10 pL

Solvente B Acetato de etila

Tipo de ionizagao Ionizacao eletronica 70 eV

N
N
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Anadlise dos suplementos nutricionais

A avaliagao do resultado foi feita a partir da comparacao dos cromatogramas
de ions da janela de aquisicao do analito na amostra com o controle de qualidade
negativo (CQN) e o controle de qualidade positivo (CQA). O tempo de retencao do
padrdo interno utilizado no método de triagem (testosterona-D3) nao diferiu em +/-
0,3 minutos do valor esperado, assim como a sua abundancia. Os cromatogramas do
CQA, do “suplemento B” e do padrao interno (testosterona-D3) encontram-se nas

Figuras 3 e 4, respectivamente.
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Figura 3 — Cromatogramas do CQA e do “suplemento B”
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Figura 4 — Cromatogramas do CQA e do suplemento B” com padrao interno
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Das dez amostras analisadas por CG-EM/EM utilizando o método de
monitoramento de analise de agentes dopantes, apenas uma amostra (“suplemento
B") foi detectada a presenca do anabolizante metasterona. No rétulo do “suplemento
B” esta descrito que cada capsula contém 10 mg de metasterona. O espectro de massa
do derivado trimetilsilila (OTMS) da metasterona detectado na capsula do “suplemento
B” esta apresentado na Figura 5.

O ion molecular em m/z 462 esta de acordo com a massa esperada para o
derivado OTMS da metasterona e a fragmentacao do anel D leva a formacdo do ion
m/z 143 o que é caracteristico da fragmentacao de esteroides 17-metil, 17-hidroxilados
(Fragkaki et al., 2009) além do ion m/z 332 o qual também é proveniente da

fragmentacao do anel D. O ion m/z 73 € um fragmento presente em derivados TMS.

108 J4E1 Sean (15,613-45.783 min, 48 Scans) LBCDO00NRLT2D

k)

4f9

%

B

EEEREEE R EEEE R E R EEE R
Counts vs. Mass-o-Charge )

Figura 5 — Espectro de massas da metasterona presente no “suplemento B”
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Validagdo quantitativa do método analitico

Especificidade / Efeito de matriz

Apods a analise dos cromatogramas nao foram detectados sinais interferentes
no tempo de retencdo da metasterona (tR 15,62 minutos). Através do teste de Grubbs
foi verificado que nao houve valor discrepante nas leituras das duas curvas analiticas.

O teste F (Snedecor) de homogeneidade das variancias por nivel de
concentracao foi realizado para a avaliagao do efeito de matriz, indicando que as
variancias residuais das curvas analiticas preparadas em solvente e matriz sao
estatisticamente diferentes.

Linearidade

Apos o calculo de verificacao de outliers, foi realizado o teste de Cochran para
verificar a homocedasticidade das curvas analiticas, verificando-se que os valores do
Cealculado S0 menores que 0 Ciabelado. Sendo assim, pode-se dizer que tanto a curva
preparada em matriz quanto a curva em solvente apresentam comportamento
homocedastico.

As Figuras 6 e 7 mostram as curvas 1 e 2, seus coeficientes de correlagao e as

respectivas equagoes da reta.

30,0000 -
25,0000 1  y=0,0231x-5,1668
oo | R0
15,0000 -

10,0000 -
5,0000 -
0,0000

Analito/PI

0 500 1000 1500
Concentragdo (ng mL")

Figura 6 — Curva analitica 1 (em solvente)
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10,0000 7o _ 6 0074x - 1,2841 b4
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= 8,0000 1 r=0,9929
£ 6,0000 -
<
=}
< 4,0000 -
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0,0000 ; ; . .
0 500 1000 1500 2000
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Figura 7 — Curva analitica 1 (em matriz)

Os coeficientes de correlacao linear (r) para as duas curvas foram maiores que
0,99. Conforme os dados adquiridos das curvas analiticas, equacOes da reta, r e R2,
concluiu-se que o modelo de regressao linear utilizado no método foi satisfatdrio.

Os residuos (diferenca entre o valor observado e o valor calculado pela equacao
da reta para cada valor de x) estao ilustrados na Figura 8, observando-se um
comportamento aleatorio, ndo havendo nenhum tipo de tendéncia, demonstrando que

0 modelo linear é adequado.

Residuos - Curva em matriz
1,00
°
0,50
g o °
= 0,00 . 8
2 0 50 @ 1000 1500 2000
-0,50 ¢ e
°
-1,00
Concentragdo (ng mL")

Figura 8 — Grafico de residuos da curva em matriz
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Limites de deteccao e quantificacao

Os valores de LD e LQ estimados encontram-se na Tabela 2. Para a
quantificagdo de metasterona em suplemento nutricional, o LD e LQ estao dentro da

faixa de trabalho do método.

Tabela 2 — Resultados do LD e LQ estimados para metasterona (ng mL™1).

Faixa de trabalho (ng mL" LD (ng mL1) LQ (ng mL™1)
1)
250 - 1500 53,75 162,88
Exatidao

A avaliacao da exatidao foi realizada pelo estudo da recuperacao, repetitividade
e precisao intermediaria. O valor de recuperacao calculado foi de 103 %, valor dentro
da faixa de aceitacao estabelecido pela AOAC. Para a avaliagao da repetitividade, o
critério de aceitacdao adotado foi o coeficiente de variacao (CV) inferior a 11 % (AOAC,
2016). Pelo teste de Grubbs, observa-se que nao ha valores outliers.

No estudo da precisao intermediaria, foram analisados dez brancos de amostra
fortificados com metasterona a 1000 ng mL! e metiltestosterona a 250 ng mL* em
um dia subsequente ao estudo de recuperagao e repetitividade e executado por um
analista diferente. Para a avaliacao deste parametro, foi preparada uma curva analitica
em matriz (curva analitica 3) com seis niveis de concentracdo em simplicata. Os
coeficientes de determinacao e correlacdo linear foram considerados satisfatérios, ou
seja, foram superiores a 0,99. Também foi possivel observar que ha um
comportamento aleatério no grafico de residuos, nao havendo nenhum tipo de

tendéncia dos valores. Com relagao ao teste de Grubbs aplicado ao estudo de precisao
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intermediaria, ndo houve a presenca de outliers na avaliagdo deste parametro de
validacao.

A concentracdo de metasterona foi lida na curva analitica 3 e o valor do
coeficiente de variacao (CV) foi inferior a 10 % o que foi considerado satisfatorio. Nao
foram observadas diferencas relevantes nos dois dias da analise da exatiddo. Os

resultados podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados do estudo de precisao intermediaria

Concentracao . . Conc. Calculada (ng
(ng mL1) Analito PI Analito/PI mL1)
1000 30845596 6198664 4,9762 995,35
1000 31640968 6883947 4,5963 931,43
1000 27498685 6057154 4,5399 921,93
1000 30063837 6920758 4,3440 888,97
1000 30047674 6670320 4,5047 916,01
1000 32437543 8353138 3,8833 811,43
1000 32611670 8148355 4,0022 831,45
1000 31462673 7663080 4,1057 848,87
1000 31179602 7511149 4,1511 856,51
1000 30528567 7129225 4,2822 878,56
Média Conc.
Calculada 888,05
(ng/mL)
Desvio Padrao 54,79
CV (%) 6,17
Robustez

O desvio padrao dos dois grupos de amostras nao apresentou diferencas
significativas. Os coeficientes de variacao calculados ficaram abaixo de 10%, indicando

gue o método foi considerado robusto, como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da avaliacao da robustez

Média da concentracao

Controle de robustez DP Cv
calculada
Condigdes normais 884,19 ng mL! 22,06 2,50 %
Condigdes modificadas 861,33 ng mL! 19,93 2,31 %

Quantificacdo da metasterona no suplemento

A quantificacao do anabolizante metasterona presente no “suplemento B” foi
realizada a partir da curva analitica 4 preparada em branco de amostra. A curva
analitica preparada em triplicata apresentou comportamento homocedastico,
coeficiente de correlagdo maior que 0,99 e o grafico de residuos indicou um
comportamento aleatério, demonstrando que o modelo linear foi satisfatério
(Figura 9). O teste de Grubbs por nivel de concentracao foi aplicado e nenhum valor

aberrante foi detectado.

Curva analitica 4
16,0000 -

£4,0000 -

& = 0,0101x - 2,0401
y=0, :

£2.0000 1 7 Rz = 09866

"0,0000 - r=0,9933
<
38,0000 -
xR
36,0000
=4

4,0000 -
2,0000 -
0,0000

0 500 Concentrd€®d (ng mL1) 1500 2000

Figura 9 — Curva analitica 4

A partir da equacao dos dados obtidos da equacao da reta (y = ax+b), foi

determinada a concentracao de metasterona presente na capsula do “suplemento B”.
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A concentracdo calculada € de aproximadamente 1870 ng mL?l. No rotulo do
“suplemento B” esta descrito que ha uma quantidade de 10 mg de metasterona
presente na capsula. Considerando a concentracao calculada a partir da curva analitica
4, é possivel evidenciar que a quantidade em massa de metasterona é inferior a
descrita no rétulo. De acordo com o método de quantificacdo, ha 0,00935 mg de
metasterona na capsula analisada.

A metasterona nao deveria estar presente no suplemento e tao pouco poderia
ser comercializado no Brasil, uma vez que esta classe de substancia é controlada pela
ANVISA. Porém, esse tipo de suplemento é comercializado de forma livre,
principalmente através de sites especializados em suplementos nutricionais e fitness.
Esta é uma questdo alarmante, pois expoe a falta de uma gestdo governamental que

controle a entrada dos suplementos nutricionais no Brasil.

4. CONCLUSOES

Foi realizada uma analise qualitativa por CG-EM/EM utilizando um método de
triagem ja empregado na rotina de determinacao de agentes dopantes do LBCD.
Dentre os dez suplementos nutricionais adquiridos na cidade do Rio de Janeiro em
apenas um foi identificado o anabolizante metasterona. O método de quantificacdo da
metasterona na matriz de suplemento nutricional foi desenvolvido e validado tendo
como base o documento de orientacdo sobre validacao de métodos de ensaios
quimicos DOQ-CGCRE-008, do INMETRO. O procedimento analitico se mostrou
simples, rapido, especifico, com linearidade satisfatoria, boa recuperacao e preciso. A
guantidade de metasterona presente na amostra analisada foi inferior a quantidade

informada no rétulo do suplemento.
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Conclui-se que o método proposto neste trabalho se mostrou satisfatorio para
a detecgao e quantificacao de metasterona em suplemento nutricional e que 0 mesmo
pode ser desenvolvido para a quantificacdao de outros esteroides anabolizantes

possivelmente presentes em suplementos nutricionais.
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