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Resumo

A dopagem é tdo antiga como o proprio desporto e constitui um perigo para a salde dos atletas
gue a ela recorrem, assim como viola o espirito desportivo. A avaliacdo da utilizacdo indevida de
substancias dopantes pelos atletas pode envolver a pesquisa direta da substéncia ativa ou dos seus
metabolitos nos fluidos bioldgicos do atleta, sendo que maioria dos casos a simples presenca da
substancia proibida é considerada uma infrag&o. A fiabilidade deste tipo de analises é crucial para a luta
contra a dopagem e pode ser quantificada na forma da incerteza do resultado do “exame” / “analise
qualitativa”.

A incerteza da identificacdo da presenca de uma substancia numa amostra de fluido biol6gico de
um atleta pode ser apresentada como as probabilidades do resultado “positivo” ser verdadeiro ou falso
(i.e., taxas de verdadeiros, TP, ou falsos, FP, positivos) ou combinando estes dois pardmetros numa
métrica designada razdo de verosimilhanca, LR, (LR=TP/FP) deduzida a partir do Teorema de Bayes.
Caso exista um conhecimento sélido prévio sobre a probabilidade do analito estar presente no fluido
biolégico analisado, pode também ser reportada a probabilidade a posteriori do resultado positivo estar
correto (P(X]e)).

Uma das técnicas analiticas mais populares para a identificacdo de substancias dopantes em
amostras bioldgicas, apos pré-tratamento adequado, é a GC-MS/MS. A identificagdo de analitos por esta
técnica é baseada na concordancia dos tempos de retencdo, TR, e razdes de abundancias ionicas, RA,
entre um pico da amostra e 0 pico do analito observado num material de referéncia (i.e., no controlo
positivo). A Agéncia Mundial Antidopagem (WADA), define critérios para a concordancia dos
pardmetros usados na identificacdo dos analitos baseada num conhecimento geral do desempenho desta
instrumentacdo. No entanto, estes critérios podem produzir taxas elevas de falsos negativos, FN, sempre
que os analitos tém de ser pesquisados proximos do Limite de Detecéo.

No presente trabalho foi desenvolvida uma ferramenta computacional implementada numa folha
de calculo de MS-Excel que define critérios estatisticos para os parametros usados na identificacdo de
analitos e tem em conta o desempenho experimental observado, a distribui¢cdo ndo normal e a correlagdo
das varidveis de entrada dos parametros estudados. Esta folha de calculo recorre a simulages Monte
Carlo de tempos de retencéo e abundancias ionicas correlacionadas. A ferramenta desenvolvida permite
também avaliar a adequacdo dos critérios de identificacdo de analitos definidos pela WADA,
nomeadamente as taxas de TP e FN produzidas. Foram igualmente desenvolvidos modelos do ruido do
sinal instrumental do espectrometro de massa que permitem determinar as taxas de FP, impossiveis de
determinar experimentalmente, quando se usam critérios estatisticos ou da WADA para a identificacdo
dos compostos. As estimativas de FP e TP associadas aos diferentes parametros de identificagdo foram
combinadas e apresentadas como a incerteza do exame na forma de LR ou P(X]|e)

No contexto das analises de dopagem foram analisadas dez substancias de varias classes e
avaliado o desempenho do exame tendo em conta trés critérios de identificacdo diferentes: o critério
estatistico desenvolvido, o critério aplicado no Laboratério de Andlises de Dopagem ao procedimento
de triagem e o critério de identificacdo definido pela WADA. As incertezas associadas aos respetivos
exames foram calculadas na forma LR e P(X|e), e foi estimada a probabilidade de critérios de
identificacdo estudados ndo identificarem a presenca do analito (taxa de FN).

Os resultados obtidos permitem afirmar que a andlise instrumental de todas as substancias,
aplicando os critérios definidos e estudados, produz resultados positivos com elevada probabilidade de
estarem corretos. No entanto, nalguns dos casos, os critérios de identificacdo propostos pela WADA
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produzem taxas elevadas de FN. Desta forma, a ferramenta computacional desenvolvida pode ser muito
atil para auxiliar a utilizacao dos critérios de identificacdo regulamentados pela WADA, nomeadamente
estimando a probabilidade do resultado negativo ser falso, o que pode indicar a necessidade da realizacéo
de exames replicados ou complementares.

Palavras chave: Dopagem, Andélises Qualitativas, ldentificacdo, GC-MS/MS, Incerteza do
Exame, Razdo de Verosimilhanca, Verdadeiros Positivos, Falsos Positivos, Falsos Negativos
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Abstract

Doping is as old as sports itself and its growth represents a major problem since it harms athletes’
health and violates fair play. The assessment of the misuse of doping substances by athletes may involve
the direct search of the active substance or its metabolites in the athlete's biological fluids, and in most
cases the mere presence of the prohibited substance is considered an infringement. The reliability of this
type of analysis is crucial for the fight against doping and can be quantified in the form of uncertainty
of the "examination™ / "qualitative analysis" result.

The identification uncertainty of the presence of a substance in an athlete biological fluid sample
can be presented as the probabilities of the "positive" result being true or false (ie, true, TP, or false, FP,
positive) or as the combination of these two parameters in a metric called the likelihood ratio, LR, (LR
= TP / FP) deduced from the Bayes’ Theorem. If there is a prior solid knowledge about the probability
of the analyte being present in the biological fluid analyzed, the a posteriori probability of the positive
result may also be reported (P (X | €)).

One of the most popular instrumentations for the identifications of doping agents in athletes’
biological samples, after adequate pre-treatment, is GC-MS/MS. Analytes are identified by the
agreement between retention times, RT, and ion abundance ratios, AR, of their mass spectrum observed
in samples and calibrators. The World Anti-Doping Agency (WADA) defined criteria for the agreement
of identification parameters based on a general knowledge of instrumental performance. However, these
criteria may produce high false negative rates, FN, whenever the analytes have to be screened near the
Detection Limit.

In the present work, a computational tool implemented in na MS-Excel spreadsheet was
developed that allows the definition of statistical criteria for the parameters used in analytes
identification and that takes to account the observed experimental performance, the non-normal
distribution and the correlation of the input variables of the studied parameters. This worksheet uses
Monte Carlo simulations of retention times and correlated ion abundances. The developed tool also
allows the evaluation of the adequacy of analytes identification criteria defined by WADA, namely the
TP and FN rates produced. It was also developed models of the instrumental signal noise of the mass
spectrometer to determine the FP positive rates, which can not be experimentally determined, when
using statistical or WADA criteia for compounds determination. The FP and TP estimates associated to
diferente identification parameters were combine and presented as the unertainty of the examination in
the form of LR or P(x|e).

In the context of the doping analyzes, ten substances of various classes were analyzed and the
performance of the examination was evaluated taking into account three different identification criteria,
the developed statistical criterion, the criterion applied in the Laboratério de Anélises de Dopagem to
the screening procedure and the identification criterion defined by WADA. The uncertainties associated
with the respective examinations were also calculated in the form of an LR and P(X]|e), and the
probability of the studied identification criteria not detect the analyte presence (FN rate).

The obtained results allows us to affirm that the instrumental analysis of all the substances,
applying the defined and studied criteria, produces positive results with a high probability of being
correct. However, in some cases, the identification criteria proposed by WADA produce high FN rates.
The developed computational tool can then be very useful to support the use of WADA regulated
identification criteria, namely estimating the probability of the negative result being false, which may
indicate the need to perform replicated or complementary exams.
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1.1.Dopagem: origens e desenvolvimentos

A utilizacdo de substancias ou métodos ilicitos no mundo do desporto é conhecida como
dopagem. O termo dopagem pode ser definido como a utilizagdo de substancias ou métodos cuja a¢do
possa ser perigosa para a salde dos atletas, ou que permita melhorar artificialmente o seu desempenho
em competi¢des desportivas. O uso de substancias por parte dos atletas esta relacionado com diversas
motivacgdes como os beneficios financeiros e sociais de vencer, ou entdo como uma forma de lidar com
as varias fontes de stress na vida desportiva, tais como as lesbes, a dor, a pressao competitiva, doengas
do foro psicolégico ou a reforma precoce relativamente a outras carreiras (Reardon & Creado 2014;
Cowan 2011; Thevis 2010a).

A determinacdo do efeito de substancias dopantes no desempenho dos atletas ¢ dificil, ndo sendo
ainda totalmente conhecidos os efeitos toxicos e secundarios da sua utilizagdo, sendo esta uma das razdes
que justificam a proibicdo da sua utilizacdo em competicdes desportivas (Cowan 2011).

A utilizacdo de substancias estimulantes que permitem a melhoria na performance dos atletas é
bastante antiga. Sao varios os relatos que evidenciam tais praticas, como por exemplo a utilizacao por
parte dos atletas gregos, no terceiro século antes de Cristo, de dietas especiais com sementes de sésamo
ou cogumelos alucinégenos, ou pocdes com base em bebidas alcodlicas, de forma a obter uma vantagem
competitiva. Nessa época, a dopagem era ja considerada uma pratica ndo-ética e contra as regras, sendo
que as sanc¢des aplicadas aos individuos que recorriam a estas praticas eram muito mais severas que
atualmente. Nos tempos modernos e com o desenvolvimento do conhecimento médico e farmacoldgico
juntamente com o desenvolvimento da pratica desportiva, tornaram-se mais frequentes e diversificadas
as tentativas de melhorar artificialmente o desempenho, surgindo assim a necessidade de controlar a
utilizagdo deste tipo de substancias. Esta regulacdo comecou a ser efetuada através da simples proibigdo
da utilizacdo de determinadas substancias, mesmo sem existirem formas de controlar se estas eram
utilizadas pelos atletas (World Anti-Doping Agency 2014; Cowan 2011; Reardon & Creado 2014;
Muiller 2010; Thevis 2010a).

As federacgdes de futebol e de ciclismo foram as primeiras a dar inicio a pesquisa de substancias
dopantes nos fluidos bioldgicos dos atletas que competiam nos respetivos campeonatos mundiais. As
primeiras analises antidopagem a nivel olimpico foram realizadas nos jogos Olimpicos de 1968. Com o
passar dos anos, e de forma a evitar a detecdo das substancias dopantes por procedimentos analiticos
mais avangados, foram sendo desenvolvidas formas de doping mais sofisticadas e complexas (World
Anti-Doping Agency 2011; Reardon & Creado 2014).

Uma destas novas formas de dopagem, a chamada dopagem de sangue (do inglés blood doping),
é um método que consiste no uso de técnicas ou substancias ilegais de forma a alterar a composicéo
sanguinea do atleta, neste caso, aumentando o nimero de glébulos vermelhos que por sua vez permitem
um aumento do transporte de oxigénio para os musculos e, assim, levando a uma melhoria do
desempenho do atleta. A pratica desta forma de dopagem é recorrente desde a década de 70 do século
XX, em particular através da recolha de sangue do atleta, com valores elevados de teor em glébulos
vermelhos, e a sua injecdo antes da competicdo. Apesar da sua proibicao por parte do Comité Olimpico
Internacional, a ndo existéncia de uma forma de detecdo fidvel desta forma de dopagem impossibilitou
0 seu controlo (World Anti-Doping Agency 2016b; Reardon & Creado 2014).

O combate a dopagem surge assim como uma importante tarefa das sociedades de forma a
preservar o “espirito” desportivo ¢ a assegurar a igualdade, honestidade e a saude dos atletas. Este
combate comegou com um trabalho conjunto por parte da comunidade cientifica e do governo de
diversos paises, que produziu regulamentac6es antidopagem ndo harmonizadas. De forma a estabelecer
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um conjunto de normas uniformes aplicadas a todos os desportos e paises, foi criada em 1999 a Agéncia
Mundial Antidopagem (WADA, do inglés Word Anti-Doping Agency), uma agéncia internacional,
independente e ndo judicial. A WADA tem assim como missdo promover, coordenar e monitorizar a
luta contra a dopagem no desporto a nivel mundial (World Anti-Doping Agency 2014; Reardon &
Creado 2014; Thevis 2010a).

De forma a harmonizar e coordenar as regras no mundo desportivo a nivel internacional, no que
diz respeito ao combate a dopagem, assim como promover a salde, justica e igualdade entre os atletas
de todo o mundo, foi criado o Codigo Mundial Antidopagem: o primeiro documento regulador
antidopagem com aceitacdo a nivel global (World Anti-Doping Agency 2011; Reardon & Creado 2014;
World Anti-Doping Agency 2015c; Muller 2010).

O Cddigo Mundial Antidopagem € o documento de suporte ao combate a dopagem, que se baseia
num conjunto de cinco Normas Internacionais que permitem a harmoniza¢do de aspetos técnicos
relevantes desta regulagdo. As cinco Normas Internacionais séo:

= Lista de Substancias e Métodos Proibidos: listagem de substancias ou métodos cuja utilizacéo
é proibida dentro e fora de competicdo em desportos especificos (World Anti-Doping Agency
2017c¢).

= Norma Internacional para Ensaios e Investigacoes (ISTI do inglés International Standard
for Testing and Investigations): documento cujo objetivo é o estabelecimento de diretrizes para
a elaboracdo de planos de controlo antidopagem inteligentes e eficazes, dentro e fora de
competicdo, bem como a manutencdo da identidade e integridade das amostras desde o
momento da recolha até a0 momento em que chegam ao laboratério (World Anti-Doping
Agency 2017b).

= Norma Internacional para Excecdes de Uso Terapéutico (ISTUE do inglés International
Standard for Therapeutic Use Exemptions): documento onde se encontram descritas as regras
para autorizacdo de excegbes de uso terapéutico, permitindo desta forma a presenca de
substancias proibidas nas amostras bioldgicas do atleta em questdo, a sua utilizacdo ou pose
para fins terapéuticos (World Anti-Doping Agency 2016d).

= Norma Internacional para Laboratérios (ISL do inglés International Standard for
Laboratories): documento cujo objetivo é a garantia da producdo e emissao de resultados de
ensaio validos e harmonizados aplicavel a todos os laboratorios acreditados pela WADA. Fazem
também parte da ISL Documentos Técnicos especificos referentes a diversas partes dos
procedimentos analiticos publicados pela WADA (World Anti-Doping Agency 2016c).

= Norma Internacional para Prote¢do de Privacidade e Informacéo Pessoal (ISPPPI do
inglés International Standard for the Protection of Privacy and Personal Information):
documento cujo objetivo é a garantia da prote¢do de dados e da privacidade de todas as partes
envolvidas nas anélises antidopagem (World Anti-Doping Agency 2016e; World Anti-Doping
Agency 2015b).

Tanto o Codigo Mundial Antidopagem como as Normas Internacionais sdo de aplicagdo
obrigatoria por todos os signatéarios do Codigo que tém competéncia reconhecida para a monitorizagdo
de fluidos biologicos dos atletas. Os laboratorios envolvidos neste controlo tém também de ser
acreditados segunda a Norma ISO/IEC 17025 que implica a implementacéo e avaliagdo externa e
independente de um sistema de garantia da qualidade dos ensaios. Estes documentos tém como objetivo
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a harmonizacdo de politicas, regulamentacdes e procedimentos de monitorizacdo dos atletas para o
combate & dopagem no desporto, realizado nos paises signatarios (Simposium Digital Healthcare 2016).

1.2. Entidade de acolhimento

O Laboratério de Anélises de Dopagem (LAD), localizado em Lisboa que faz parte do Instituto
Portugués do Desporto e da Juventude, I.P. (IPDJ, I.P.) segue as metodologias indicadas pela WADA
para a monitorizacéo de fluidos bioldgicos dos atletas com vista a detecdo de dopagem. O laboratério
encontra-se neste momento a realizar trabalho com vista a ser reconhecido pela WADA para fazer esta
monitorizacdo (Instituto Portugés do Desporto e da Juventude 2012).

Ao LAD compete em primeiro lugar a realizacdo de andlises de amostras de urina ou
hematolégicas no ambito do Programa Nacional Antidopagem, sendo a Autoridade Antidopagem de
Portugal (ADoP) responsavel pelo mesmo e o principal cliente do LAD. A realizacdo destas analises
requer o desenvolvimento, implementacéo e validacdo de metodologias analiticas seguindo requisitos e
metodologias da WADA. O LAD pode também realizar analises clinicas e outras que podem ser
solicitadas externamente. Sdo também competéncia do LAD a execucdo de protocolos celebrados entre
o IPDJ e outras instituicdes e a colaboragdo em acbes de formacdo e investigacdo que permitam
contribuir para o avango técnico-cientifico no &mbito do combate antidopagem (Instituto Portugés do
Desporto e da Juventude 2012).
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1.3.Lista de Substancias e Métodos Proibidos

1.3.1. Classes de Substancias e Métodos Proibidos

A Lista de Substancias e Métodos Proibidos é uma das cinco Normas Internacionais e esté sujeita
a alteracdes constantes por forma a que sejam nela incluidas quaisquer novas formas de dopagem e a
permitir o seu controlo por parte das autoridades responsaveis. Segundo o Codigo, a atualizacdo da Lista
deve ser efetuada consoante 0 necessario e ndo menos do que uma vez por ano. No que toca a incluséo
de substancias ou métodos na Lista, estes devem cumprir dois dos seguintes trés critérios: ter potencial
para melhorar a performance desportiva; constituir um potencial risco para a saude do atleta ou envolver
a violacéo do espirito desportivo (Botré 2008; World Anti-Doping Agency 2015c).

S&o vérias as substancias e 0s métodos pertencentes a Lista de Substancias e Métodos Proibidos,
sendo que estas podem ser dividas em dez classes de acordo com a sua a¢éo farmacoldgica:

= S0 - Substéancias ndo aprovadas para uso terapéutico;

= S1- Agentes Anabolisantes;

= S2 - Beta-2 Agonistas;

= S3 - Hormonas Peptidicas, fatores de crescimento, substancias relacionadas e miméticos;
=S4 — Hormonas e moduladores metahélicos;

= S5 - Diuréticos e Agentes mascarantes;

= S6 — Estimulantes;

= S7 — Narcéticos;

= S8 — Canabindides;

= S9 — Glucocorticoides;

= M1 - Manipulacdo do sangue e dos seus componentes;
= M2 - Manipulagdo Quimica e Fisica;

= M3 - Dopagem Genética;

= P1-Alcool;

= P2 - Beta bloqueantes.

A utilizagdo das substancias pertencentes as classes S0 a S5, assim como dos métodos M1 a M3
é proibida dentro e fora de competicdo. A utilizacdo das substancias pertencentes as classes S6 a S9 é
apenas proibida em competicdo. No que diz respeito as substancias pertencentes as classes P1 e P2, a
sua utilizacdo é apenas proibida em alguns desportos em particular (Simposium Digital Healthcare 2016;
World Anti-Doping Agency 2017c).

No presente trabalho e devido ao grande nimero de substancias e métodos proibidos serdo apenas
abordadas substancias pertencentes as trés classes com o maior nimero de resultados analiticos positivos
(AAF do inglés Adverse Analytical Finding) de acordo com o relatério anual da WADA publicado em
2015 que se encontra resumido na Tabela 1.1, assim como a classe dos Canabindides (World Anti-
Doping Agency 2015a).



Capitulo 1 — Introdugéo

Tabela 1.1: Namero de resultados analiticos positivos (AAF do inglés Adverse Analytical Finding) por classe de substancias
e métodos proibidos, encontradas em amostras analisadas no ano de 2015 pelos laboratérios acreditados pela WADA. Estes
resultados positivos ndo devem ser confundidos com violagdo anti-dopagem uma vez que nestes resultados podem estar
contidos casos de excecdes de uso terapéutico. Adaptado de (World Anti-Doping Agency 2015a).

Fracdo de AAF

Frago de AAF correspondendo ao

NUmero total
correspondendo ao

Classe de Substancias

de AAF total de amostras
total de AAF (%) analisadas (%)
S1 - Agentes Anabolisantes 1728 50% 0,57%
S6 - Estimulantes 528 15% 0,17%
S5 - Diuréticos e Agentes Mascarantes 428 12% 0,14%
S9 - Glucocorticoestroides 215 6% 0,07%
S4 - H(,)r_monas e moduladores 152 4% 0,05%
metabdlicos
S8 - Canabindides 127 4% 0,04%
S3 - Beta-2 Agonistas 115 3% 0,04%
S2 - Hormonas Peptidicas, fatores de
crescimento, substancias relacionadas 98 3% 0,03%
e miméticos
S7 - Narcéticos 21 1% 0,01%
P2 — Beta-bloqueantes 19 1% 0,01%
M2 — Manipulagdo Quimica e Fisica 1 0,03% 0,0003%
P1 — Alcool 0 0% 0%
M1 - Manipulacéo do sangue e dos 0 0% 0%

Seus componentes
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1.3.2. Agentes Anabolisantes

Os agentes anabolisantes sdo uma classe de compostos quimicos que incluem os esteroides
anabolisantes exdgenos (ndo produzidos pelo organismo) e enddgenos, bem como outros agentes
anabolisantes que ndo pertencam a familia dos esteroides. De acordo com o relatério da WADA de 2015,
a sua utilizacdo é bastante frequente entre atletas, representando a grande maioria das substancias
proibidas encontradas nas amostras desse ano (Simposium Digital Healthcare 2016; World Anti-Doping
Agency 2015a).

A utilizacdo de esteroides anabolisantes exdgenos no mundo desportivo surgiu como uma forma
de recuperagdo apos stress e exaustdo massivas. O seu desenvolvimento teve como ponto de partida o
isolamento, caracterizacdo estrutural e posterior sintese da hormona sexual masculina testosterona,
naturalmente produzida por conversdo do colesterol, e a partir da qual foram sintetizados varios
derivados (percursores e metabolitos). Uma grande variedade destes compostos pode ser encontrada na
Lista de Substancias e Métodos Proibidos e a sua presenca em amostras bioldgicas é estritamente
proibida (Muller 2010; World Anti-Doping Agency 2017c; Polet 2015).

O uso de esteroides anabolisantes é acompanhado por dois tipos de efeitos: os efeitos anabdlicos
e os efeitos androgénicos. Na sua utilizacéo para fins de dopagem, o efeito androgénico é considerado
um efeito indesejavel uma vez que conduz ao desenvolvimento e acentuacdo de caracteres sexuais
secundarios masculinos, podendo também originar efeitos feminizantes no homem, uma vez que o
excesso de androgénios em circulagdo conduz a sua aromatizacdo em estrogénios (hormona sexual
feminina). Relativamente ao efeito pretendido, efeito anabdlico, este é responsavel pelo aumento do
anabolismo (crescimento celular) e diminuicdo do catabolismo proteico, 0 aumento no nimero de
globulos vermelhos como consequéncia da estimulagdo da eritropoietina, aumento da deposicdo de
calcio nos 0ssos, aumento da curva de crescimento e aumento da forca muscular. Em jovens, conduz
também ao encerramento precoce das cartilagens o que leva a que estes possam ndo atingir a estatura
determinada geneticamente (Simposium Digital Healthcare 2016; Polet 2015).

Outro dos motivos pelo qual sdo utilizados esteroides anabolisantes prende-se com a melhoria da
capacidade de recuperacdo muscular uma vez que permitem o aumento da sintese proteica a nivel
muscular, reparando as células destruidas no decorrer da fase catabélica (Simposium Digital Healthcare
2016).

Em relacdo aos efeitos adversos é de salientar ainda que a sua severidade é dependente da dose e
duracdo do periodo de administragdo bem como do sexo do utilizador. Para além dos efeitos
androgénicos descritos anteriormente, sdo também efeitos adversos o aumento do risco de doencas
cardiovasculares, danos a nivel hepético, alteracdes no sistema reprodutor e efeitos neuropsiquiatricos
como 0 aumento da agressividade, alteracbes de humor, depresséo ou psicose. Podem ainda surgir
sintomas de dependéncia e abstinéncia a longo termo (Simposium Digital Healthcare 2016; Polet 2015).

Relativamente aos esteroides naturalmente produzidos pelos humanos, esteroides enddgenos,
estes estdo sempre presentes nas amostras de urina ou sangue, sendo a sua concentracdo variavel entre
individuos como é o caso da testosterona, que apresenta geralmente valores mais elevados em individuos
do sexo masculino. Contrariamente aos esteroides exdgenos, cuja presenga em amostras biologicas é
prova suficiente para justificar uma violacdo de dopagem, no caso dos esteroides enddgenos a situagao
é mais complexa e requer a utilizacdo de diferentes metodologias que permitam distinguir entre abuso
de substancias farmacologicas e producdo natural das hormonas (Renterghem et al. 2010; Polet 2015).

Uma das metodologias usadas para distinguir a origem dos esteroides, que envolve o conceito de
“Perfil esteroidal urinario”, consiste na avaliacdo das concentracBes e racios de varias hormonas
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esteroidais enddgenas, bem como dos seus metabolitos e percursores. A avaliacdo do perfil esteroidal,
envolve a medicdo dos seguintes esteroides enddgenos, cujo esquema de biossintese se encontra
apresentado na Figura 1.1:

= Testosterona (T);

= O epimero inativo da testosterona, epitestosterona (E);

= Cinco metabolitos da testosterona, di-hidrotestosterona (DHT), androsterona (A),
etiocolanolona (Etio), 5a-androstano-3a, 17p-diol (5aAdiol) e 5B-androstano-3a, 17p-diol
(5BAdiol);

O percursor da testosterona, di-hidroepiandrosterona (DHEA).

Sao também avaliados os réacios de concentragdes dos seguintes compostos:

Testosterona/Epistestosterona
Androsterona/Testosterona;
Androsterona/Etiocolanolona;
SaAdiol/5BAdiol;
5o0Adiol/Epitestosterona.

Colesterol

|

Pr Progesterona

/

17a-Hidroxiprogesterona

1
PR

170-Hidroxipregnolona

Figura 1.1: Esquema de biossintese de esteroides endogenos [1] DHEA, [2] 4-Androstene-3,17-diona; [3] Testosterona; [4]
DHT; [5] 50-DHT; [6] SaAdiol; [7] 5BAdiol; [8] Androsterona; [9] Etiocolanolona; [10] Pregnanediol; [11] 11fB-
Hidroxiandrosterona; [12] 11p-Hidroxietiocolanolona. Adaptado de (Mareck et al. 2008)

A avaliacdo destes racios € utilizada como um método de triagem seguindo-se uma analise
confirmatoria por cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massa de razGes isotdpicas
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de atomos (GC-C-IRMS). Esta técnica permite a discriminacao entre a testosterona enddgena e exégena
uma vez que a proporgdo em *C é diferente entre a forma sintética e a naturalmente produzida por
metabolismo do colesterol (Mareck et al. 2008; Renterghem et al. 2010; Sottas et al. 2010; Polet 2015).

Na avaliacdo de dopagem recorrendo a esteroides, ha ainda que ter em conta um conjunto de
fatores que quando presentes influenciam o perfil esteroidal, quer por supressdo como por estimulagéo
da producdo enddgena, e que como tal devem ser tidos em conta e monitorizados (World Anti-Doping
Agency - Laboratory Expert Group 2016).

1.3.3. Diuréticos e agentes mascarantes

Os diuréticos sdo uma classe de agentes terapéuticos cuja utilizacdo promove um aumento da
excrecao renal de agua e eletrdlitos como consequéncia da sua acdo interferente nos transportadores
idnicos dos nefronios. Esta interferéncia ao nivel da reabsorcdo renal de sodio, de outros catides e
também de acido urico, conduz a um aumento da sua excrecdo que é acompanhada por um aumento da
eliminacdo de agua (Ventura & Segura 2010; Ventura & Segura 1996; Cadwallader et al. 2010).

Quanto a sua classificacdo, esta pode ser relativa a sua estrutura quimica, ao seu mecanismo de
acdo, ao local de atuagdo no nefronio, & sua eficicia diurética, efeitos na excrecdo de potassio e
semelhanca com outros diuréticos. (Ventura & Segura 2010; Cadwallader et al. 2010).

A nivel clinico, os diuréticos sdo utilizados como forma de ajustar o volume e concentracdo dos
fluidos corporais ou para eliminar o excesso de fluidos nos tecidos, sendo administrados em casos como
o controlo da hipertenséo arterial, diminui¢do de edemas ou no combate a doenga cardiaca congestiva
(Simposium Digital Healthcare 2016; Cadwallader et al. 2010).

No mundo do desporto a utilizacdo de diuréticos ¢é ilegal, tanto dentro como fora de competicao,
uma vez que estes podem ser utilizados para fins de dopagem. A administracdo de diuréticos nestes
casos estd normalmente relacionada com dois motivos: a reducdo de peso corporal em desportos onde
existam categorias de peso ou entdo mascarar a toma de agentes dopantes atraves da redugdo da sua
concentracdo na urina. Este efeito mascarante pode ser atingido quer através da diluicdo das substancias
na urina por aumento do volume de agua excretado, quer através da alteracdo do pH urinario que inibe
a excrecgdo passiva de xenobioticos acidicos ou basicos (Cadwallader et al. 2010; Simposium Digital
Healthcare 2016; Ventura & Segura 2010; Technische Universitat Miinchen 2016a).

A administracdo de diuréticos pode ser tanto aguda como crénica, sendo as doses administradas
muito superiores aos limites terapéuticos. Assim, os atletas podem utilizar diuréticos numa dose Unica
algumas horas antes de uma competicdo para fins mascarantes ou entdo abusar cronicamente destes
durante meses. As substancias desta classe mais frequentemente utilizadas por atletas (furosemida,
hidroclorotiazida, triantereno) tém um curto tempo de semivida sendo de dificil detecéo caso as amostras
de urina ndo sejam colhidas cerca de 24-48 horas apds a Gltima administragdo (Cadwallader et al. 2010).

Relativamente aos efeitos adversos e secundarios do abuso destas substancias, podem ser
destacadas a ocorréncia de perturbacdes do ritmo cardiaco devidas a alteragdes no metabolismo do
potassio que podem conduzir a morte, perturbacdes do equilibrio hidrico por perda excessiva de agua
que podem levar a desidratacdo, alteragdes no metabolismo glucidico com tendéncia para a
hiperglicemia, cdibras musculares e ainda conduzir a um aumento da concentracdo de &cido Urico no
sangue (Simposium Digital Healthcare 2016; Technische Universitdt Miinchen 2016a).

Quanto ao metabolismo desta classe de substancias, a grande maioria é excretada na urina na sua
forma original, sendo a metabolizagdo bastante reduzida e permitindo a dete¢do da substancia-mée em
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muitos dos compostos. Existem também substdncias como a Espironolactona que é quase
completamente metabolizada, dando origem a metabolitos com atividade diurética como a Canrenona
(Ventura & Segura 2010)

Os compostos pertencentes a presente classe ndo sdo considerados como melhoradores da
performance desportiva, mas sdo proibidos por serem utilizados com o intuito de mascarar a
administracdo de outros compostos ilegais. O seu efeito mascarante passa, tal como descrito
anteriormente, por uma reducdo da concentracdo de outras substancias proibidas ou seus respetivos
metabolitos na urina, através da sua dilui¢do ou redugdo da sua excre¢do. Existem também casos em
gue o efeito mascarante pretendido se baseia na interferéncia das analises laboratoriais realizadas. Desta
forma, esta classe € bastante diversa, ndo incluindo apenas os diuréticos, mas também outras substancias
como por exemplo a Probenecida, a Epitestosterona ou ainda expansores plasmaticos (Ventura & Segura
2010; World Anti-Doping Agency 2017c).

1.3.4. Estimulantes

Um estimulante é qualquer agente cuja administracdo permita a melhoria de uma fungéo
fisiologica, mimetizando a agdo de um neurotransmissor excitatério ou atuando como antagonista
relativamente a um neurotransmissor inibitorio (Docherty 2008).

No contexto de dopagem, os estimulantes representam um conjunto vasto de substancias que
atuam a nivel do sistema nervoso central (SNC) e que incluem tanto substancias utilizadas para fins
terapéuticos, como substancias ilegais, extratos de algumas plantas ou bebidas e cuja utilizagdo €
proibida apenas em competicdo. S80 uma das classes de agentes de dopagem mais antigas, cuja
utilizacdo data desde o periodo pré-Inca onde eram consumidas folhas de coca (planta de onde é extraida
a cocaina) pelo seu potencial de reducédo de dor e fadiga (Thevis et al. 2010; Deventer 2006; Docherty
2008).

Os estimulantes, incluindo todos os seus isémeros 6ticos, encontram-se divididos em estimulantes
especificos e ndo especificos. Sdo excecbes os derivados topicos/oftalmicos da Imidazole ou os
estimulantes incluidos no programa de monitorizacdo de 2016 como o Bupropion, a cafeina ou a nicotina
entre outros (World Anti-Doping Agency 2017c¢).

A administragdo de estimulantes resulta numa grande variedade de efeitos como a inibicdo da
percecdo de fadiga, o aumento da estimulagdo do sistema cardiaco e metabdlico, 0 aumento do estado
de alerta, da competitividade e da agressividade (Verroken 2000; Simposium Digital Healthcare 2016;
Deventer 2006).

A nivel clinico, os estimulantes comecaram por ser utilizados ha mais de 5000 anos no tratamento
de constipagbes, tosse, asma, dores de cabeca e mais recentemente em casos de depressdo ou como
redutores de apetite. A sua utilizacdo era, no entanto, acompanhada por efeitos secundarios severos
como paranoia ou a dependéncia. Atualmente, e com todos os avancos na area da farmacologia e da
quimica organica, foram sintetizados estimulantes cujo potencial de incremento dos efeito desejados foi
aumentado, enquanto o efeito de dependéncia foi eliminado (Deventer 2006).

Relativamente ao mecanismo de acdo dos estimulantes que atuam a nivel do SNC, a grande
maioria destes atua no sistema monoaminérgico, sendo conhecidos pelo menos trés diferentes modos
pelos quais o processo de neurotransmissdo € influenciado:

= Aumento da libertacdo de neurotransmissores (dopamina, noradrenalina ou serotonina) na fenda
sindptica;
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= Estimulacéo direta do neurénio pds-sinaptico;
= Inibicdo da recaptura de neurotransmissores pelo neurénio pds-sinaptico.

O modo de agdo descrito do estimulante depende da sua estrutura quimica e afinidade para com
0s recetores, sendo que por exemplo as anfetaminas atuam pelo primeiro mecanismo promovendo a
libertacdo de neurotransmissores, enquanto a cocaina atua através da inibicdo da recaptura destes
(Thevis et al. 2010; Docherty 2008).

A utilizacdo de estimulantes para fins de dopagem ¢é feita com o intuito de conseguir efeitos
semelhantes ao do neurotransmissor adrenalina, como o aumento da excitacdo, melhoria dos reflexos,
aumento da capacidade de tolerdncia ao esfor¢o fisico e diminuicdo do limiar da dor, sendo
maioritariamente utilizados como melhoradores da performance por praticantes de desportos onde é
necessaria forca explosiva ou em provas de resisténcia. A sua utilizacdo é mais provavel no préprio dia
da competicdo, no entanto podem também ser utilizados durante o treino permitindo uma maior
intensidade de esforco (Verroken 2000; Simposium Digital Healthcare 2016; Avois et al. 2006).

Os estimulantes podem ainda ser utilizados com o intuito de melhorar a concentragdo ou
aumentar a agressividade e ainda como forma de perder peso por parte de atletas que participem em
desportos com categorias de peso, devido ao seu efeito supressor do apetite. Para além da sua utilizacdo
para fins de dopagem, alguns estimulantes séo ainda bastante utilizados como drogas recreativas pelas
suas propriedades excitatorias e euforizantes (Deventer 2006).

E de salientar que os efeitos dos estimulantes que permitem uma melhoria da performance
desportiva sdo moderados caso ndo sejam utilizadas grandes doses destas substancias. Desta forma o
seu consumo moderado € visto mais como um condicionante psicoldgico. Os estimulantes mais
utilizados para fins de dopagem sdo o Metilfenidato, a Anfetamina e a Cocaina. Sdo ainda utilizados
como estimulantes a nicotina e a cafeina apesar de ndo fazerem parte da Lista de Substancias e Métodos
Proibidos da WADA (Technische Universitat Miinchen 2016b; World Anti-Doping Agency 2015a;
World Anti-Doping Agency 2017c)

Os efeitos secundarios do uso de estimulantes, quer seja para fins de dopagem, para uso recreativo
ou para fins medicinais, sdo bastante severos e estdo relacionados em parte com a estrutura quimica e
com o tipo de substancia (Docherty 2008; Technische Universitat Minchen 2016b). Para algumas
substancias como as anfetaminas e seus derivados ou a cocaina existem ndo s6 os problemas de
dependéncia fisica e psicoldgica, mas existem também relatos de mortes subitas por problemas
cardiovasculares ou termorregulatérios, uma vez que 0s sinais anunciadores de golpe de calor e de
desidratacdo se encontram inibidos. Sdo também efeitos secundarios a confusdo mental, alucinagoes,
delirio, crises hipertensivas, colapsos circulatorios e hemorragias cerebrais como consequéncia do
aumento da tensdo arterial e da frequéncia cardiaca entre outros (Docherty 2008; Simposium Digital
Healthcare 2016).

1.3.5. Canabinoides

Canabinoides ¢ o nome atribuido aos principios ativos da planta Cannabis sativa, um arbusto
originario das regiGes tropicais e temperadas onde cresce livremente (Hondrio et al. 2006). A Cannabis
pode ser utilizada para consumo de trés formas: na forma herbacea (marijuana) constituida pelas folhas
e flores secas, na forma resinosa (haxixe) constituida pela resina que se encontra nos tricomas das flores
e inflorescéncias da Cannabis que é prensada em blocos, e na forma de dleo que resulta da destilacdo ou
extracdo dos principios ativos da planta (McDermott 2011; United Nations Office on Drugs and Crimes
2012).
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A Cannabis é conhecida pelo seu grande potencial terapéutico, sendo que a sua utilizacao data de
h& mais de 2000 anos, quer para fins medicinais como para alimentacédo ou rituais religiosos. A utilizagdo
de Cannabis estd também associada a severos efeitos psicotropicos. Atualmente o uso medicinal é
apenas permitido em alguns paises como forma de alivio de sintomas relacionados com doengas como
0 cancro, a SIDA ou a esclerose multipla (Honério et al. 2006).

A Cannabis pode ainda ser utilizada para fins recreativos e de dopagem pelas suas propriedades
euforizantes e diminuicdo da ansiedade, sendo uma das substancias ilicitas mais utilizadas globalmente
(United Nations Office on Drugs and Crimes 2012; Saugy et al. 2006).

No mundo do desporto, a utilizacdo de Cannabis e seus derivados encontra-se proibida em
competicao para todas as modalidades, uma vez que preenche dois dos trés critérios definidos no Codigo
relativamente a proibicdo de substancias: lesam ou tém potencial para lesar a saude e violam o espirito
desportivo. Em alguns desportos onde é importante um controlo da ansiedade e da prontidao desportiva,
0 consumo de canabindides preenche ainda o terceiro critério, uma vez que permite uma melhoria do
rendimento desportivo (Simposium Digital Healthcare 2016; Bergamaschi & Crippa 2013).

As melhorias na performance associadas ao consumo de Cannabis encontram-se também
relacionadas com o seu potencial sedativo e de diminuig&o do estado de alerta que podem ser utilizadas
como forma de melhorar a qualidade e tempo de descanso e recuperacdo (Saugy et al. 2006;
Bergamaschi & Crippa 2013).

Por outro lado, o consumo de Cannabis pode ser também prejudicial na pratica desportiva
aumentando o risco de lesdo uma vez que afeta grande parte das fungBes psicomotoras como a
coordenacdo de movimentos, o tempo de reacdo, a percecdo ou a acuidade visual. Estes efeitos
secundarios podem representar um risco de acidentes agravado ou mesmo de morte. Podem ainda ser
considerados efeitos secundarios a dependéncia fisica e psiquica (Simposium Digital Healthcare 2016).

A Cannabis contém mais de 400 compostos quimicos diferentes, incluindo pelo menos 61
canabindides. Destes compostos, a substancia com maior atividade psicoativa e responsavel pelos
efeitos toxicos apos utilizacdo é o AS-tetrahidrocanabinol (THC), sendo que os restantes canabindides
sdo responsaveis por efeitos menos intensos, tal como o canabinol que possui 10 % da atividade
psicoativa do THC (Huestis et al. 2011; Bergamaschi & Crippa 2013).

Nos ultimos anos, o problema dos canabinoides tomou maiores propor¢des com o aparecimento de
derivados sintéticos com maior poténcia e com efeitos secundarios pouco conhecidos até a data, que
podem apresentar diversos riscos para a saude. Estes derivados encontram-se atualmente incluidos na
Lista de Substancias e Métodos Proibidos ndo apresentando, no entanto, grande nimero de ocorréncias
nas amostras analisadas em 2015 (Brabanter 2013).
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1.4.Amostras bioldgicas em analises de dopagem

1.4.1. Recolha de amostras bioldgicas

O procedimento de recolha de amostras biolégicas para anélise deve ter em conta tanto os aspetos
legais como cientificos, desta forma deve ser salvaguardada tanto a salde do individuo avaliado assim
como a cadeia de custodia da amostra, evitando que esta seja incorretamente etiquetada, contaminada
ou trocada. Para tal, devem ser seguidos procedimentos e instrugdes técnicas adequadas para a colheita
de amostras para controlos de dopagem (Cowan 2011).

A recolha das amostras deve ser realizada de acordo com o programa de amostragem definido
pela autoridade antidopagem nacional e tendo em conta as orientagcdes do ISTI de forma a manter a
integridade e identidade destas, recorrendo para tal ao desenvolvimento de um sistema de cadeia de
custddia (Simposium Digital Healthcare 2016; World Anti-Doping Agency 2017b).

No processo de recolha, as colheitas sdo divididas em amostra A e amostra B. A primeira, é
utilizada para realizacdo de analises enquanto a segunda é armazenada. A amostra B apenas é utilizada
quando solicitada pelo atleta, para contra-anélise no caso de se obter a indica¢do da presenca de alguma
substancia proibida na amostra A (World Anti-Doping Agency 2016c).

1.4.2. Tipos de amostras biologicas

A urina € o tipo de fluido bioldgico preferencial para analise uma vez que a sua recolha é ndo
invasiva e esta disponivel em quantidade suficiente. E possivel a detecdo, em amostras de urina, de
xenobioticos ou dos seus metabolitos em quantidades relativamente elevadas por um periodo de tempo
alargado. Por outro lado, este tipo de amostras tem como desvantagens a presenca da substancia ativa
em concentracGes relativamente baixas, sendo maioritaria a presenca de metabolitos ou da forma
conjugada desta, e dificil a estimativa da relacdo entre a concentracdo da substancia ativa na urina e no
sangue. E ainda uma desvantagem a sua facil substituicio pelo individuo avaliado uma vez que a recolha
é feita pelo préprio (Cowan 2011).

O outro tipo de amostra de analise possivel, é o sangue. A sua principal vantagem em relacdo as
amostras de urina prende-se com a salvaguarda da origem, uma vez que a recolha é efetuada por um
profissional de satde. A interpretacdo das concentragdes das substancias presentes € mais simples e é
também possivel a detecdo de substancias que nao sdo excretadas pela urina, como é o caso da hormona
de crescimento humano (Cowan 2011).

O chamado controlo tradicional que se baseia na detecdo de substancias proibidas ou dos seus
metabolitos numa amostra bioldgica de um dado atleta é uma abordagem eficaz, no entanto, esta
apresenta algumas limitages, mais concretamente em casos em que séo utilizadas substancias em
regime intermitente, em baixas concentracdes, ou substancias modificadas que ndo sdo facilmente
detetadas por técnicas analiticas convencionais. Desta forma, a recolha de amostras de sangue é
atualmente uma necessidade devido ao surgimento de novas formas de doping cujo objetivo é o aumento
da concentracdo de hemoglobina. (Cowan 2011; World Anti-Doping Agency 2016a)

Através de alguns testes é possivel determinar a utilizacdo de substancias e hormonas que
possibilitam o aumento do teor de hemoglobina, no entanto existem formas de evitar esta detecdo e obter
0 mesmo resultado em termos de desempenho. Desta forma, surgiu o conceito de passaporte bioldgico
do atleta, cujo principio passa pela recolha periddica de amostras de sangue e monitorizacdo de variaveis
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selecionadas (biomarcadores) ao longo do tempo, permitindo assim avaliar os efeitos do doping em
casos onde as analises tradicionais falham (Cowan 2011; World Anti-Doping Agency 2016a).

A utilizacdo do passaporte bioldgico ndo substitui o controlo tradicional antidopagem, mas
funciona, no entanto, como um complemento que permite um combate mais eficaz contra a dopagem.
(World Anti-Doping Agency 2016a)

O passaporte bioldgico incide em dois niveis de identificacdo:

= identificacdo na melhoria do transporte de oxigénio através do recurso a agentes estimulantes
de eritropoiese ou a qualquer forma de manipulacdo ou transfusao de sangue;

= identificacdo da utilizacdo de esteroides anabolisantes androgénicos e de outros agentes
anabdlicos como os moduladores seletivos do recetor de androgénio. (World Anti-Doping
Agency 2016a).

Existem ainda outras matrizes biolégicas que podem ser recolhidas para analises de dopagem
como por exemplo cabelo ou saliva. O cabelo pode ser usado para detecdo de substancias dopantes, uma
vez que estas sdo nele incorporadas durante o crescimento, permanecendo estaveis durante largos
periodos de tempo, 0 que permite ter uma percecdo da forma de utilizacdo de substancias ao longo do
tempo. Por outro lado, neste tipo de amostras a detecdo de substancias de administracdo Unica e em
doses baixas € dificil estando sujeita a algum atraso devido ao lento crescimento do cabelo. Atualmente,
a WADA néo reconhece a utilizagdo deste tipo de amostras para o controlo de dopagem (Cowan 2011;
Thevis 2010b).

1.4.3. Recegdo e armazenamento de amostras

No LAD a rececdo das amostras bioldgicas pelo laboratorio é feita pelo Responsavel pela Cadeia
de Custddia ou pelo seu adjunto. E efetuada a verificagdo da informagao associada & amostra, e se esta
se encontra de acordo com os procedimentos em vigor. E também verificada a integridade das amostras
e dos contentores de transporte, que devem estar intactos e devidamente selados, isto é, ndo devem
apresentar sinais de possivel violagdo. Em caso da existéncia de alguma ndo conformidade que ponha
em causa a validade dos resultados, esta deve ser documentada e é iniciado o procedimento de gestdo
de trabalho ndo conforme, que envolve a comunicacdo da ocorréncia ao cliente (World Anti-Doping
Agency 2016c; Simposium Digital Healthcare 2016).

Depois de efetuada a avaliagdo inicial, as amostras conformes sdo etiquetadas com um codigo
interno de forma a preservar o anonimato do atleta e a minimizar o risco de troca de identidade destas
(World Anti-Doping Agency 2016c¢; Simposium Digital Healthcare 2016).

O armazenamento das amostras ¢ efetuado de forma diferente para a amostra A e B. As amostras
B sdo armazenadas dentro dos respetivos contentores a -20 °C até ser requerida uma contra-analise ou
até a sua destruicdo fisica ou eliminacdo de qualquer forma de identificacdo que permita o
reconhecimento da proveniéncia. Estas amostras devem ser armazenadas entre 120 dias a 8 anos ap6s
emissdo do relatorio de ensaio (World Anti-Doping Agency 2016c; Simposium Digital Healthcare
2016).

Os frascos das amostras A sdo abertos e pipetadas aliquotas que sdo armazenadas a 4 °C durante
o0 periodo de realizacdo das analises, sendo o remanescente do volume de amostra conservado a -20 °C.
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1.5.Abordagem Analitica

O desenvolvimento de metodologias analiticas s6 por si ndo é suficiente para garantir a qualidade
das analises de controlo de dopagem. E necessario conhecimento relativamente & aplicabilidade da
metodologia assim como o conhecimento da farmacocinética da substancia a ser analisada, isto &, as
alteracBes a gue esta é sujeita desde gue € administrada até ao momento em que é excretada (Beckett &
Cowan 1979).

O controlo de dopagem efetuado durante os periodos de competicdo € da responsabilidade das
associagdes desportivas organizadoras nacionais ou internacionais que se encarregam da recolha de
amostras que sdo posteriormente enviadas para andlise. Nestas analises é esperado que sejam
pesquisadas, pelos véarios procedimentos de triagem, a presenca de todas as substancias e respetivos
metabolitos da Lista de Substancias e Métodos Proibidos. Nas amostras a analisar no periodo fora de
competicao, as substancias que devem ser pesquisadas sdo prioritariamente os esteroides anabolisantes,
uma vez gue estes possuem efeitos que se manifestam a longo termo sendo por isso utilizados durante
o0 periodo de treino (Miller et al. 1995).

Apesar do aumento constante do ndmero de substancias e métodos da Lista de Substancias e
Métodos Proibidos, o desafio em termos analiticos para os especialistas mantém-se o mesmo: a melhoria
da eficiéncia das analises antidopagem de forma a reduzir ao maximo a percentagem de resultados falsos
negativos assim como de falsos positivos (Botré 2008).

A grande maioria das substancias utilizadas para fins de dopagem, a excecdo dos esteroides
anabolisantes, sdo administradas em concentra¢fes proximas ou iguais das respetivas doses terapéuticas,
tendo como resultado a sua ocorréncia nos fluidos biol6gicos em concentrac@es bastante reduzidas, as
amostras podem ser acompanhadas por um formulario no qual sdo declaradas, pelo atleta, as substancias
para as quais foi autorizado o uso terapéutico mas na maioria dos casos ndo existe nenhuma informacéo
relativa a presenca ou auséncia de substancias ou classes de compostos. Desta forma, sdo necessarios
procedimentos de triagem gue sejam a0 mesmo tempo sensiveis e abrangentes nas substancias que
detetam (Cowan 2011).

Outro fator critico a ter em conta na analise de amostras e interpretacdo de resultados prende-se
com a estabilidade dos xenobioticos na matriz em questdo. A perda de analito por degradacao térmica,
quimica ou enzimatica, metabolismo, hidrdlise ou a presenca de interferentes que degradem a matriz,
sdo possibilidades que advém das condigdes de transporte, armazenamento ou manuseamento da
amostra e que devem ser tidas em conta (Jiménez et al. 2006)

Apesar de na maioria dos casos serem as “substancias-mde” a estarem presentes na lista de
substancias proibidas, os procedimentos de triagem devem abranger a detecdo tanto destas como dos
seus metabolitos relevantes. Uma vez que a “substancia-mae” ndo ¢ excretada na sua forma ativa, isto
é, a sua excrecao é efetuada ap6s metabolizagdo ou conjugacdo, o conhecimento da via metabolica desta
é fulcral. Assim, um resultado positivo baseia-se na presenca e identificacdo da “substancia-mae” em
questdo e / ou dos seus respetivos metabolitos (Cowan 2011).

De uma forma geral, as analises de dopagem envolvem a detecdo, identificagdo e, em alguns
casos, a demonstracdo da presenca de substancias acima de um limite de deciséo definido (World Anti-
Doping Agency 2016¢; World Anti-Doping Agency 2017a).

Assim, os laboratdrios envolvidos nas anélises de dopagem tém de conseguir confirmar a presenca
de cada uma das substancias pesquisadas acima de um nivel de desempenho minimo exigido definido
pela WADA (do inglés Minimum Required Performance Level — MRLP. Cada substancia, metabolito,
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marcador ou método pertencente a Lista de Substancias e Métodos Proibidos tem um valor de MRLP
definido (World Anti-Doping Agency 2016¢; Cowan 2011; World Anti-Doping Agency - Laboratory
Expert Group 2015a).

As técnicas analiticas mais utilizadas para identificacdo e quantificacdo da presenca de
substancias proibidas, seus metabolitos, marcadores ou de métodos proibidos séo as técnicas separativas
cromatograficas, cromatografia de fase gasosa (GC) ou cromatografia de fase liquida (LC), acopladas a
espectrémetros de massa (MS), espectrémetros de massa em tandem (MS-MS) ou a espectrometros de
massa de razdes isotopicas (IRMS). A utilizagdo destas técnicas analiticas prende-se com o elevado
poder de separacdo da cromatografia, associado a elevada sensibilidade do espectrometro de massa.
(Miiller 2010; World Anti-Doping Agency 2016c; Miiller et al. 1995).

A WADA define (World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b) procedimentos
e critérios para as analises de controlo de dopagem realizadas por técnicas cromatogréaficas associadas
a espectrometria de massa. Estas diretrizes incluem critérios para a identificagdo dos compostos com
base nos tempos de retencdo e as abundancias dos varios fragmentos i6nicos do seu espetro de massa
(Thevis 2010c).
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1.6.Técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massa

1.6.1. Técnicas cromatograficas

As técnicas cromatograficas incluem uma série de processos que tém como objetivo comum a
separacdo dos componentes de uma mistura através de um conjunto de operagdes de equilibrio. Esta
separacao é resultante da diferente particdo dos componentes da mistura entre duas fases diferentes, uma
estacionaria de grande superficie e a outra mével e continua, em contacto com a primeira. A mistura a
ser analisada pode ser cromatografada na fase gasosa ou liquida. Os componentes da mistura devem ser
estaveis nas condicOes de anélise e a0 mesmo tempo atingir uma parti¢cdo adequada entre o material da
coluna de separacdo (fase estacionaria) e a fase mdvel. Os processos cromatograficos podem ser
classificados de acordo com: a fase movel e a fase estaciondria; a natureza do processo de distribuicdo
entre a fase mével e estacionaria e a natureza de introducéo da amostra. A fase mével normalmente é
gasosa ou liquida enquanto a fase estacionaria pode ser sdlida ou entdo um filme liquido que reveste um
suporte sélido. De acordo com as diferentes classificacGes, podem ser definidas diversas variagdes da
técnica como a cromatografia de fase gasosa (GC) ou a cromatografia de fase liquida (LC) (Harvey
2000; Grob 2004).

A cromatografia de fase gasosa € uma técnica analitica bastante versatil, sendo uma das mais
utilizadas nos diversos tipos de laboratérios. E aplicavel a uma vasta gama de compostos de interesse
gue abrangem areas como a toxicologia, farmacologia, industria quimica, analises ambientais e clinicas.
Quanto a natureza dos compostos a ser analisados por esta técnica, estes devem ser volateis o suficiente
para que as suas moléculas figuem na fase gasosa a temperaturas iguais ou inferiores a 400 °C e nédo
devem ser termoldbeis, isto é, ndo se devem degradar facilmente apds a volatilizagdo (Dawling 2011b).

A separacdo de misturas por GC é feita com recurso a uma coluna, de enchimento ou capilar,
através da qual os componentes da mistura sao arrastados por um fluxo continuo de uma fase movel
(gas inerte ou fluido supercritico) desde o injetor, através da coluna, até ao detetor (Figura 1.2).

Injetor

Fomo

Detetor

o [

Painel
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Figura 1.2: Cromatografo de fase Gasosa e 0s seus diversos componentes. Adaptado de (Agilent Technologies 2010)

De uma forma concisa, uma andlise por GC segue 0s seguintes passos: a amostra é injetada no
injetor, normalmente com recurso a uma micro-seringa, ai, esta é aquecida, vaporizada e arrastada para
a coluna. Os componentes da amostra sdo separados com base nas suas pressoes de vapor relativas e as
diferentes afinidades para com a fase mdvel. Posteriormente, 0s componentes separados sdo arrastados
até ao detetor que gera um sinal elétrico proporcional & sua quantidade, permitindo a quantificagdo do
analito. O detetor vai também gerar o cromatograma da andlise, isto é, o gréfico do sinal dado pelo
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detetor em fungdo do tempo decorrido desde a injecao (Harvey 2000; Dawling 2011b; McNair & Miller
1997).

1.6.2. Tipos de detetores acoplados em cromatografia

Existe uma grande variedade de detetores que podem ser acoplados ao cromatografo, sendo que
a sua escolha depende da aplicacdo, do custo, sensibilidade, seletividade e linearidade da gama de
trabalho. Alguns detetores permitem a obtencdo de uma resposta para uma vasta gama de compostos
como é o caso do FID (Flame lonization Detector), enquanto outros sao seletivos para compostos que
possuam determinados grupos funcionais ou tipos de atomos como os detetores NPD (Nitrogen,-
Phosphorus Detector) (Dawling 2011b).

O tipo de detetor mais utilizado no ambito das analises de dopagem é o espectrometro de massa.
As analises em GC-MS tém por base a ionizagao e fragmentacdo das moléculas & medida que estas véo
sendo separadas cromatograficamente. Os fragmentos ionicos resultantes sdo depois separados de
acordo com a sua razdo massa/carga (m/z) a medida que entram no detetor, sendo gerado um espectro
de massa de acordo com a abundancia relativa de cada fragmento iénico. Habitualmente, os espectros
de massa estdo normalizados a abundancia do pico mais abundante designado “ido base” ao qual €
atribuido um valor de 100 %. Relativamente a carga, a maioria dos ides formados apresentam uma unica
carga, pelo que a razdo m/z é equivalente a massa do préprio ido. O ido com valor de massa equivalente
a massa molecular do analito designa-se por ido molecular, sendo que 0s iGes com massas menores que
esta sdo fragmentos do i&o molecular (Dawling 2011a; Reusch 2013).

Relativamente aos métodos de aquisi¢do, o detetor de massa pode funcionar em modo SCAN,
adquirindo o espectro de massa total do composto, ou em modo SIM (do inglés Single lon
Monitorization), pesquisando apenas um conjunto de iGes com uma razdo massa/carga pré-definida,
sendo os restantes ignorados. Em analises com detetores de massa em tandem, existe um terceiro modo
de aquisicdo, o0 método de monitorizacdo de multiplas reacbes (MRM do inglés Multiple Reaction
Monitoring) no qual é especificada a massa de um ido percursor que ira ser fragmentado sendo em
seguida monitorizado especificamente um ido “filho”. Na Figura 1.3, encontra-se esquematizado o
modo de aquisicdo por MRM. Este modo de aquisigdo pode ser entendido como um modo SIM de um
ido fragmento. Este modo é comummente utilizado para a detecdo de analitos especificos, com
propriedades de fragmentacdo conhecidas e em amostras complexas, sendo o par ido percursor e ido
fragmento chamado de transigdo. (Dawling 2011b; Domon & Aebersold 2006; lonSource 2016).
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Figura 1.3: Esquema do modo de aquisi¢do MRM no qual em primeiro lugar é isolado o ido percursor definido (a azul escuro)
e seguidamente apos a fragmentagéo ¢ monitorizado um tnico ido “filho” (a vermelho) (Domon & Aebersold 2006).

1.6.3. Critérios de identificacao

A identificacdo de compostos por GC-MS" é normalmente baseada na concordancia dos tempos
de retencdo (TR) ou tempos de retencdo relativos (TRR) e da razdo de abundéncias dos fragmentos
ibnicos do espetro de massa caracteristicos do analito (RA) entre picos da amostra e picos dos
calibradores. (Bettencourt da Silva 2016).
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A adequacdo destes parametros para identificacdo depende da sua seletividade e precisdo. No
caso do TR, a precisdo pode ser melhorada pela determinacdo do TRR com base na retencdo de um
padréo interno adicionado aos calibradores e amostras desconhecidas (Bettencourt da Silva 2016).

Os critérios de identificacdo de compostos por espectrometria de massa baseiam-se na presenca
e abundancia relativa de um dado numero de iGes definidos pelo laboratério como sendo ides de
diagnostico para o analito em causa (World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b).

A presenca do ido molecular, quando em abundancia detetavel, é bastante til na identificacéo de
substancias, sendo, em detetores de massa em tandem, utilizados fragmentos deste que devem ser
selecionados pela singularidade da sua razdo m/z. Uma vez que a presenca de um dado ido a um dado
TR ou TRR pode ndo ser suficiente seletiva, sdo normalmente avaliadas razdes de abundancias entre
dois fragmentos idnicos. Assim, mesmo que duas substancias fragmentem nos mesmos ides, as suas
proporcGes tendem a ser diferentes (Bettencourt da Silva 2016).
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1.7.Controlo da qualidade de analises qualitativas

1.7.1. Analises qualitativas

Uma andlise qualitativa ou exame de uma propriedade nominal ou qualitativa € um processo de
classificacdo de objetos ou materiais que € caracterizada pela natureza binaria dos resultados obtidos
(sim/ndo, presente/ausente ou positivo/negativo). Nalguns casos, a analise qualitativa esta associada a
uma escala ordinal como na determinacdo da dureza de minerais usando a escala de Mohs. A cada
amostra analisada é atribuida uma classe com base em critérios previamente definidos (Bettencourt da
Silva 2016; Pulido et al. 2003; Ellison 2000).

As andlises qualitativas podem ser divididas em dois tipos, o primeiro tipo esta associado a
identificacdo de examinandas ou grupos de examinandas com base em sinais instrumentais
quantitativos, obtidos com recurso a técnicas analiticas de grande poder como a espectrometria de massa,
a cromatografia ou ambas as técnicas hifenadas. Este tipo requer o tratamento dos sinais instrumentais,
normalmente o seu processamento através de programas informaticos, para que possam ser convertidos
numa resposta binaria. O segundo tipo envolve a classificacdo de amostras de forma rapida e fiavel com
base em critérios previamente definidos, utilizando para tal Kits de testes rapidos obtendo-se uma
resposta binaria de forma direta (Rios et al. 2003).

Independentemente do método de analise qualitativa que € utilizado, um exame é sempre um
processo de classificagdo com base em uma ou mais evidéncias. Desta forma, e tal como para os restantes
procedimentos analiticos, os procedimentos de analise qualitativa devem ser validados antes de serem
utilizados, sendo para tal necessario ter em conta algumas caracteristicas de desempenho de forma a
garantir que o procedimento seja adequado ao fim em vista, tais como a precisdo, robustez, limite de
detecdo e incerteza do exame (Pulido et al. 2003; Ellison et al. 1998).

Qualquer tipo de analise, seja ela quimica ou bioldgica, quantitativa ou qualitativa, ndo é isenta
de erro, mesmo quando séo seguidas todas as boas praticas de analise. Em cada analise realizada, os
efeitos aleatdrios e sistematicos ddo azo a erros que podem ser provenientes de varias fontes do processo
e que afetam o resultado final apresentado (Singapore Accreditation Council 2008; Ellison et al. 1998).

Em analises qualitativas, pode-se encontrar dois tipos de erros relacionados com a classificacéo
incorreta, o primeiro, denominado falso positivo (FP), ocorre quando sdo observadas evidéncias de um
dado item pertencer a uma classe quando na realidade ndo pertence. O segundo tipo de erro é
denominado falso negativo (FN) e ocorre quando ndo sdo observadas as evidéncias caracteristicas da
classe a que o item pertence. A qualidade do desempenho das andlises qualitativas pode ser avaliada
pelas taxas de verdadeiros positivos (TP) e verdadeiros negativos (TN) que se relacionam com as taxas
deFNeFP (1 =TP +FN; 1=TN + FP) (Ellison et al. 1998; Salgueiro 2016).

1.7.2. Avaliacdo da Incerteza em andlises qualitativas

O termo incerteza é um termo ambiguo cujo significado pode sugerir tanto ddvida como erro.
Quando o termo incerteza surge associado a uma medigdo ou exame, expressa 0 nivel de certeza ou
confianga atribuido a esta (LeBeau 2011). A incerteza pode entdo ser entendida como uma medida da
qualidade do resultado qualitativo ou quantitativo relevante para a interpretacdo objetiva deste. A
expressdao do nivel de incerteza de resultados de itens conhecidos permite ainda evidenciar a
competéncia dos analistas e do laboratdrio em questdo (Pulido et al. 2003).
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Em analises quantitativas, a incerteza da medicdo esta relacionada com a confiabilidade da
estimativa do valor da grandeza estudada (e.g. concentracdo de analito ou pH), sendo definida no
Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM) como sendo um “pardmetro ndo negativo que
caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a uma mensuranda, com base nas informagdes utilizadas”
(Rios et al. 2003; Instituto Portugués da Qualidade 2012).

No caso de andlises qualitativas, a incerteza ndo pode ser expressa da mesma forma que em
analises quantitativas, ou seja, como uma caracterizacao da dispersao de resultados. Assim, em andalises
qualitativas a incerteza assume uma forma probabilistica e pode ser expressa como a probabilidade de
o resultado estar correto (Pulido et al. 2003; Ellison 2000).

A precisdo e veracidade das andlises qualitativas sdo mais importante do que a de analises
guantitativas, uma vez que qualquer quantificacdo parte sempre do pressuposto que o analito que se
pretende quantificar esta presente (Ellison et al. 1998).

A necessidade da existéncia de estimativas de qualidade do resultado qualitativo é entdo de
extrema importancia. O papel desempenhado pela incerteza do resultado na tomada de decisdo sobre o
item analisado é fulcral na medida em que permite controlar o risco da ocorréncia de classificagcdes
incorretas que podem acarretar consequéncias para as partes envolvidas e afetadas pela decisdo. Alguns
exemplos de par@metros de desempenho usados na interpretacdo de resultados qualitativos sdo a
seletividade, a especificidade, o limite de detecéo e as taxas de falsos positivos e de falsos negativos
(Ellison 2000; Ellison et al. 1998).

Atualmente, existem na literatura varios métodos baseados no célculo de probabilidades que
estimam a incerteza associada a resultados qualitativos, no entanto, ndo existe consenso quanto a melhor
abordagem a seguir. Sdo exemplos destas abordagens Tabelas de Contingéncia, as métricas do Teorema
de Bayes, curvas de desempenho ou intervalos estatisticos, apresentando todas elas vantagens e
desvantagens na sua aplicacdo (Pulido et al. 2003; Ellison et al. 1998).

Apesar da falta de consenso relativamente & metodologia a adotar na avalia¢do da incerteza em
analises qualitativas, esta deve refletir, de forma clara, a qualidade do resultado analitico, permitir a
atualizacdo com base em informacéo adicional e considerar a probabilidade dos tipos de erros relevantes
para o ensaio. S&o0 ainda caracteristicas desejaveis a clareza na forma de apresentacdo dos resultados
obtidos, a facilidade de célculo e a ampla aceitacéo (Ellison et al. 1998; Salgueiro 2016).

Com base nas caracteristicas anteriormente descritas, 0 Teorema de Bayes é o0 suporte tedrico
mais adequado para a avaliacdo da qualidade dos resultados de exames, uma vez que permite a
atualizacdo da incerteza com base em novas evidéncias e combina a informacéao referente aos dois tipos
de erros em analises qualitativas (taxas de falsos positivos e de falsos negativos) num Unico parametro
(Bettencourt da Silva 2016; Ellison et al. 1998; Salgueiro 2016). E de referir ainda o uso corrente do
Teorema de Bayes na estimativa de incertezas de exames no dominio da andlise forense (UK’s
Association of Forensic Science Providers 2009; Aitken & Taroni 2004).
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1.8. Teorema de Bayes

O Teorema de Bayes é 0 suporte estatistico mais antigo para expressar e atualizar probabilidades
de respostas dicotomicas. A sua utilizacdo permite estimar a probabilidade associada a resultados de
analises do mesmo tipo de itens e em circunstancias semelhantes as de um historial prévio conhecido.
A sua aplicacdo envolve a determinacdo de probabilidades condicionais que permitem estimar uma
incerteza mais robusta do que a utilizacdo de probabilidades simples (Pulido et al. 2003; Ellison et al.
1998).

A férmula canodnica do Teorema de Bayes é dada pela Equacéo 1.1:
Equacgdo 1.1

P(elX) x P(X)
P(elX) x P(X) + P(e|=X) x P(—=X)

P(Xle) =

Em que X representa a ocorréncia da caracteristica em estudo (e.g. presenca de um composto);
-X a auséncia da caracteristica em estudo; e representa a evidéncia da presenca da caracteristica ou o
resultado positivo na realizacdo da analise (e.g. parametros do GC-MS/MS que sugerem a presenca do
analito); P(X) é a probabilidade da ocorréncia da caracteristica em estudo antes da realizagao da andlise,
também denominada por probabilidade a priori (e.g. frequéncia relativa da ocorréncia do composto na
matriz estudada); P(—=X) é a probabilidade da auséncia da caracteristica em estudo antes da realizacdo
da andlise (P(—=X) = 1 — P(X)); P(X|e) é a probabilidade condicional da ocorréncia da caracteristica
perante a obtengdo de um resultado positivo na realizagdo da analise (e.g. probabilidade do resultado da
positivo correto); P(e|X) € a probabilidade de se obter um resultado positivo sabendo que a caracteristica
estd presente (e.g. probabilidade do GC-MS/MS indicar corretamente a presenca do composto)
(Bettencourt da Silva 2016; Salgueiro 2016; Ellison et al. 1998). A P(X|e) representa a incerteza do
resultado do exame e P(e|X) o nivel de confianca associado ao método de classificagdo. Os termos da
equacao podem ser definidos para identificacdo de compostos por GC-MS/MS ou para outro tipo de
analises qualitativas.

De todas as probabilidades descritas na Equacdo 1.1, a de mais dificil quantificacdo é a
probabilidade a priori P(X). Embora a presenga de um historial de resultados possa reduzir esta
dificuldade, frequentemente os dados disponiveis ndo tém a dimensdo nem o ambito que permita a
producdo de estimativas fiaveis de P(X). Nos casos onde ndo é possivel produzir estimativas fiaveis de
P(X), o Teorema de Bayes apresenta uma forma alternativa de expressao da incerteza do exame que se
baseia apenas na ponderacdo das evidéncias analiticas e que envolve o célculo de uma razdo de
verosimilhanga (Ellison et al. 1998; Salgueiro 2016).

Para a deducdo da razdo de verosimilhanca, é necessario primeiro reescrever a Equacéo 1.1 em
termos da auséncia da caracteristica X, obtendo-se a Equagéo 1.2:

Equacdo 1.2

P(e|=X) x P(=X)

P(=Xle) = P(e|X) x P(X) + P(e|=X) x P(=X)

Dividindo os termos da Equacdo 1.1 pelos termos da Equacéo 1.2, obtém-se a Equacao 1.3 que
constitui a representacdo do Teorema de Bayes na forma de distribuicdes:
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Equacdo 1.3

P(Xle) _ PlelX) _ PX)
P(=Xle) P(e|ﬂX)xP(ﬂX)

Nesta equacdo, o primeiro quociente (i.e., P(X|e) / P(=X|e)) é conhecido como a distribui¢do
condicional de X dada a evidéncia e, ou distribuicdo a posteriori, que pode também ser representada
pela notacdo O(X|e). De forma equivalente, o quociente P(X) / P(=X) representa a distribuigéo a priori,
representada pela notacdo O(X). Por ultimo, o quociente P(e|X) / P(e|—X) € frequentemente designado
por razdo de verosimilhanga e apresentado pela notacdo LR ou O(e|X) (do inglés Likelihood Ratio)
(Ellison et al. 1998; Salgueiro 2016).

A Equacao 1.3 pode assim ser apresentada da seguinte forma:
Equacéo 1.4
0(X|e) = 0(X) X LR(e)

Analisando a Equacéo 1.4, pode-se afirmar que a distribuicdo a posteriori é dada pelo produto entre
a razéo de verosimilhanga e a distribuicdo a priori. O termo A(X]e) pode ser usado para expressar a
incerteza do resultado do exame de um item se se tiver um conhecimento prévio da populacéo do item
analisado quantificada pela A X) (Ellison et al. 1998).

A LR representa a razdo entre a taxa de verdadeiros positivos (TP = P(e|X)) e a taxa de falsos
positivos (FP = Ae|—4)), ou seja, a razdo da probabilidade de se observar uma evidéncia na presenca
de analito e a probabilidade de se observar a evidéncia na auséncia deste. A razdo de verosimilhanga
associada a um resultado positivo quantifica assim quantas mais vezes é provavel que o resultado
positivo esteja correto do que seja errado (Bettencourt da Silva 2016).

Ambas as formas de apresentar o Teorema de Bayes (i.e., na forma de probabilidades ou distribuic¢do)
podem ser relacionadas através da Equagéo 1.5.

Equacéo 1.5

0(Xle)

PXle) = 5o + 1

Nos casos em que a identificacdo da caracteristica X esta dependente da presenca de n maltiplas
evidéncias (e1 + e+ ... + e,) independentes, a distribuicdo a posteriori da primeira é utilizada como
distribuicdo a priori da seguinte e assim sucessivamente, obtendo-se a Equacdo 1.6. Nestes casos a
distribuicdo de X dadas multiplas evidéncias € maior do que a distribui¢do associada a cada evidéncia
se todas as LR associadas forem superior a 1 (Salgueiro 2016; Bettencourt da Silva 2016; Ellison et al.
1998)

Equacéo 1.6
O(X|el+e2+--+en) = OX)X[[(LR)i

Nesta expressdo, (LR)i = P(ei|X) / P(ei|=X) representa a razdo de verosimilhanga associada a
evidéncia ei. A multiplicacdo das vérias LR tem como objetivo combinar as multiplas evidéncias
independentes de forma a estimar a LR de resultados produzidos pela convergéncia de diversas
evidéncias (Ellison et al. 1998; Bettencourt da Silva 2016).
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1.9. Incerteza do Exame

Tendo em conta os principios do Teorema de Bayes descritos na sec¢do anterior, a incerteza de
um exame pode ser quantificada de duas formas: como uma probabilidade P(X|e) ou distribuigdo O(X|e),
ou como uma razdo de verosimilhanga (LR) (Bettencourt da Silva 2016).

Segundo alguns autores, a forma mais correta de estimar a qualidade de um exame é através da
razdo de verosimilhanga, uma vez que o calculo deste parametro é independente do conhecimento da
probabilidade a priori da ocorréncia da caracteristica. A LR podera ter como desvantagem nao informar
sobre a probabilidade de os critérios de identificacdo produzirem falsos negativos. A medida que a
qualidade da evidéncia e aumenta, a razdo de verosimilhanca aumenta também (Salgueiro 2016; Ellison
et al. 1998; Bettencourt da Silva 2016).

A razdo de verosimilhanga tem vindo a ser utilizada com sucesso na area forense para reportar a
incerteza do exame. A UK'’s Association of Forensic Science Providers prop6s a classificacdo de
evidéncias de “fraca” a “extremamente forte” com base no valor obtido de LR para o0 exame em questéo.
Na Tabela 1.2 é apresentada a correspondéncia entre valores de LR a seis equivalentes verbais a serem
utilizados aguando apresentagdo de resultados forenses em tribunal (UK’s Association of Forensic
Science Providers 2009; Bettencourt da Silva 2016).

Tabela 1.2: Correspondéncia entre o valor obtido para razdo de verosimilhancga e o seu equivalente verbal (UK’s Association
of Forensic Science Providers 2009).

Razdo de verosimilhanca (LR) Log Equivalente verpaIAde_cIassificagéo da
(LR) evidéncia

>1-10 >0-1 Fraca
10 - 100 1-2 Moderada

100 -1 000 2-3 Moderadamente forte

1 000 — 10 000 3-4 Forte
10 000 — 1 000 000 4-6 Muito forte
> 1 000 000 >6 Extremamente forte

Na avaliacdo da qualidade de um exame utilizando o Teorema de Bayes, uma das tarefas mais
dificeis é a quantificacdo das taxas de resultados falso positivos. Na maioria dos casos esta taxa €
extremamente pequena, sendo por isso necessario um elevado nimero de analises experimentais para
gue possa ser estimada de forma direta. Dado que, na grande generalidade dos casos, é impossivel a
realizacdo de tal nimero de analises experimentais, devido a sua morosidade e custo, no presente
trabalho a taxa de falsos positivos serd estimada, de forma indireta, com recurso a simulag@es dos sinais
instrumentais com base em modelos obtidos a partir de dados experimentais (Bettencourt da Silva 2016).

1.10. Método de Monte Carlo

O Método de Monte Carlo ou simulacdo de probabilidades é uma classe alargada de métodos
computacionais que permitem, através da modelagdo de sistemas probabilisticos (ou estocésticos),
estabelecer a distribuicdo para uma variedade de hip6teses. A base deste método passa pela utilizacdo
da aleatorizacdo das variaveis utilizadas, dentro de limites realistas, para modelar um dado sistema com
0 objetivo de resolver problemas que podem ser considerados deterministicos, ou seja, ndo regidos por
fendmenos aleatdrios. Assim, dado um conjunto de valores para cada variavel, uma simulacdo de Monte
Carlo vai selecionar aleatoriamente um valor de cada conjunto. Este processo € repetido dezenas de
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milhares ou até milhGes de vezes construindo uma “imagem” real e alargada do problema em estudo
(Kroese et al. 2014; Harrison 2010; Dizikes 2010).

O Método de Monte Carlo tem vindo a ganhar importancia como uma ferramenta que permite
resolver problemas que sdo analiticamente dificeis de tratar e para 0s quais a experimentacdo nao é uma
solucéo vélida devido a sua morosidade e elevado custo. Enquanto numa simulagdo deterministica é
sempre obtido o mesmo resultado, numa simulacdo estocastica a resposta vai ser diferente para cada
série de simulagBes dado a existéncia do elemento aleatoriedade (Kroese et al. 2014; Dizikes 2010).

A simulacdo é assim utilizada com o intuito de confirmar uma dada teoria ou analisar um conjunto
de dados. As aplicacdes deste método podem ser dividas em trés classes:

= QOtimizacdo de fun¢bes complexas;

= Integracdo numérica: estimativa de grandezas numericas recorrendo a um modelo de medicdo;

= Distribuicdes de probabilidades: determinacdo da frequéncia de um objeto aleatério (Kroese et
al. 2014; Harrison 2010).

As simulagdes Monte Carlo requerem a definicdo de um modelo descritivo do problema em
estudo no que diz respeito ao conjunto de fatores individuais que possam afetar o resultado. Este modelo
pode ser construido sob a forma de uma equacao, de um programa computacional ou fungao que produza
o resultado pretendido. Adicionalmente, sdo necessarias fun¢des densidade das variaveis de entrada. Os
resultados obtidos sdo tanto melhores quanto maior for o numero de simulagdes porque produzem um
resultado final menos afetado pelo processo de aleatorizagdo (EURACHEM/CITAC Working Group
2012).

Quanto as desvantagens, o maior problema da utilizacdo do Método de Monte Carlo prende-se
com a grande complexidade computacional e tempo de computacdo necessarios a realizacdo de
simulagdes, especialmente quando séo realizadas muitas simula¢des. Pode também ser considerada uma
desvantagem a variacdo do resultado pretendido entre analises devido a natureza aleatéria do método
numérico (Harrison 2010; EURACHEM/CITAC Working Group 2012).

Devido as necessidades computacionais do método Monte Carlo as simulagdes séo
frequentemente implementadas em softwares especificamente desenhados para este prop6sito, no
entanto, é possivel a utilizacdo do MS-Excel para efetuar simulagfes se estas forem em ndmero
moderado (EURACHEM/CITAC Working Group 2012).
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2.1. Reagentes

Os padrdes referéncia de 19-Noretiocolanolona (19-NorE), 5B-Tetrahidrometiltestosterona
(5BTHMT), 6pB-hidroximetandienona, Drostanolona, Epimetendiol, Amiloride, Canrenona, d3-
Testosterona e d3-Epitestosterona, foram adquiridos a LGC Standards; o de 19-Norandrosterona (19-
NorA) adquirido a Steraloids; os padrBes de referéncia Triantereno e Octopamina foram produzidos
pela Sigma-Aldrich Corporation; o padrdo de referéncia de A9-tetrahidrocanabinol foi adquirido a
Lipomed; os padrdes de referéncia de Carfedon, ds-Androsterona Glucorénido, ds-Etiocolanolna, ds-
5adiol e ds-5Bdiol foram produzidos pela NMIA e o padrdo de referéncia de Modafinil adquirido a USP.

O metanol pro analysis (p.a.), 0 acetato de etilo p.a. e a acetona p.a. foram adquiridos & Merck. Os
reagentes iodeto de amonio (NH4l) p.a., mercaptoetanol p.a., bicarbonato de potassio (KHCO3) p.a.,
carbonato de potéassio (K.COs) p.a., hidrogenofosfato de sédio monohidratado (Na;HPO4.2H.0) p.a. e
éter-tercbutilmetilico p.a. foram adquiridos a Merck; o reagente dihidrogenofosfato de sodio
monohidratado (NaH:PO4.H;O) p.a. foi adquirido a Sigma-Aldrich; o reagente N-Metil-
Trimetilsililtrifluoro Acetamida (MSTFA) p.a. foi adquirido a Macherey-Nagel ¢ a enzima [-
glucoronidase foi obtida a Roche.

2.2. Solugdes

4+ Mistura Controlo Exégenos A

Para um baldo volumétrico de 10 mL pipetou-se 50 pL das solugdes padrao de referéncia de
SBTHMT, 6B-Hidroximetandienona e Epimetendiol, todas com uma concentracdo de 1000 pug/mL e
125 pL das solugdes padrdo de referéncia de Drostanolona (metabolito) e 19-Noretiocolanolona ambas
com uma concentracdo de 1000 pg/mL. Perfez-se o restante volume com metanol, homogeneizou-se por
inversdo e armazenou-se a 4 °C ao abrigo da luz. Esta solucdo tem a seguinte concentracdo final de
compostos: 5BTHMT, 6p-Hidroximetandienona e Epimetendiol 5 pg/mL e Drostanolona met e 19-
Noretiocolanolona 12.5 pg/mL.

4+ Mistura Controlo Exégenos B

Para um baldo volumétrico de 10 mL pipetou-se 500 pL das solugdes padrdo de referéncia de
Carfedon e Modafinil ambas com uma concentragdo de 1000 pg/mL e 1000 pL das solugdes padrdo de
referéncia de Amiloride, Triantereno e Canrenona com concentra¢fes de 1000 ug/mL. Perfez-se o
restante volume com metanol, homogeneizou-se por inversdo e armazenou-se a 4 °C ao abrigo da luz.
Esta solucdo tem a seguinte concentracdo final de compostos: Carfedon e Modafinil 50 pg/mL e
Amiloride, Triantereno e Canrenona 100 ug/mL.

+ Mistura Controlo Exdgenos D

Para um baldo volumétrico de 5 mL pipetou-se 2500 pL da solugdo padrido de referéncia de
Octopamina com uma concentragdo de 1000 pg/ml. Perfez-se o restante volume com metanol,
homogeneizou-se por inversdo e armazenou-se a 4°C ao abrigo da luz. A concentracdo final de
Octopamina na solucéo é de 500 pg/mL.

+ Mistura Padrdo
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Para um baldo volumétrico de 10 mL pipetou-se 100 uL da solugdo “Mistura Controlo Exdgenos
A”, 500 pL das solugdes “Mistura Controlo Exogenos B” e “Mistura Controlo Exogenos D”, 50 uL da
solucdo padréo de 19-NorAndrosterona a 10 mg/L e 3750 pL da solucdo padrdo de THC a 10 mg/L e
perfez-se o restante volume com metanol. Homogeneizou-se por inversdo e armazenou-se a 4 °C ao
abrigo da luz. Esta solugdo tem a seguinte concentracdo final de compostos: 19-NorAndrosterona,
5BTHMT, 6B-Hidroximetandienona e Epimetendiol 0,05 pg/mL; 19-Noretiocolanolona e Drostanolona
0,125 ug/mL; Carfedon e Modafinil 2.5 pg/mL; Amiloride, Triantereno e Canrenona 5 ug/mL;
Octopamina 25 ug/mL e THC 3.75 ug/mL.

4+ Padréo Interno

Para um bal&o volumétrico de 20 mL pipetou-se 40 uL da solugao metanolica de ds-Testosterona,
40 uL da solugdo metandlica de ds-Epitestosterona, 320 ul da solugdo metandlica de ds-Androsterona
Glucuronido, 320 pL da solugdo metandlica de ds-Etiocolanolona, 50 pL da solu¢ao metanolica de ds-
SaDiol e 100 pL da solugdo metanolica de ds-fDiol tendo o restante volume sido perfeito com metanol.
A concentragdo de todas as solucdes padrao utilizadas é de 1000 pg/mL. Homogeneizou-se por inversao
e armazenou-se a 4 °C ao abrigo da luz. Esta solucdo tem a seguinte concentracdo final de compostos:
ds-Testosterona e ds-Epitestosterona 2 pg/mL; ds-Androsterona Glucuronido e ds-Etiocolanolona 16
pg/mL; ds-SaDiol 2.5 pg/mL e ds-pDiol 5 pg/mL.

4+ Reagente de derivatizacdo MSTFA/NH.l/Mercaptoetanol (100:0.2:0.6, v/Im/v)

Em primeiro lugar, foi preparada a solucdo mae de MSTFA/NH.l/Mercaptoetanol (100:2:6,
v/im/v). Pesou-se 100 mg de iodeto de amoénio (NH4l) para um gobelet e transferiu-se posteriormente
para um frasco ao qual se juntou 5 mL de N-metil-trimetilsililtrifluoro acetamida (MSTFA) e 300 pL de
2-mercaptoetanol e homogeneizou-se por inversao.

Da solucdo mée pipetaram-se 500 pL para um frasco tendo-se em seguida pipetado 4,5 mL de
MSTFA.

4+ Solucédo tampéo Carbonato de potassio 20 % (1:1, m/m) pH 9-10

Pesou-se 200 g de bicarbonato de potassio (KHCO3) e 200 g de carbonato de potassio (K>COs)
para dois gobelets de 1000 mL. Ao bicarbonato de potassio foram adicionados aproximadamente 400
mL de &gua desionizada ultrapura e uma barra de agitacdo eletromagnética. A solucao foi aquecida de
forma a facilitar a dissolucéo e posteriormente transferida para um baldo volumétrico de 1000 mL.
Procedeu-se da mesma forma para o carbonato de potassio, tendo-se em seguida adicionado esta solugdo
a solucdo de bicarbonato de potassio com auxilio de um funil de vidro e em agitacdo constante. Aferiu-
se 0 volume com agua ultrapura e deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente, transferiu-se para um
frasco e mediu-se o pH, que se deve encontrar entre 9 e 10.

4+ Solucéo tampéo Fosfato de Sédio pH 7

Pesou-se, para dois gobelets, 55,25 g de dihidrogenofosfato de sddio monohidratado
(NaH2,PO4.H,0) e 71,25 g de hidrogenofosfato de sddio dihidratado (Na,HPO4.2H,0) e dissolveram-
se em agua ultrapura sob aquecimento. As solugdes, a temperatura ambiente, foram transferidas para
um baldo volumétrico de 1000 mL aferindo-se o volume com agua ultrapura e transferiu-se para um
frasco. A solucdo foi fervida durante 15 minutos de forma a prevenir a disseminacéo bacteriana.
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2.3. Equipamentos

Os equipamentos utilizados na realizagdo do trabalho foram:

=  Agitador, Heidolph modelo ProMax 2020

= Balanca Analitica, Kern & Sohn GmbH modelo 870

= Blocos Termostatizados, Stuart modelo SBH200D

= Centrifuga, Sigma modelo 4-15

= Cromatdgrafo de fase gasosa, Agilent Technologies modelo 7890A, acoplado a um
Espetrometro de Massa Triple Quad 7000 da Agilent Technologies, dotado de um autosampler
modelo 7693 e de um injetor automatico modelo 64513A da Agilent Technologies

= Dispensador, Eppendorf modelo Multipette plus

= Estufa, Memmert modelo 100-800

= Evaporador de solvente de solucGes, Caliper modelo Turbovap LV

= Micropipetas automaticas de 500-5000 pL, Eppendorf modelo Research

= Micropipetas automaticas de 100-1000 uL, Eppendorf modelo Research

= Micropipetas automaticas de 20-200 uL, Eppendorf modelo Research

= Vortex, Heidolph modelo M10

= Sistema de purifica¢do de agua Interlab modelo Direct-Pute UP 10Set

2.4. Condic¢des Cromatograficas

Todas as amostras preparadas foram analisadas recorrendo a um cromatografo de fase gasosa da
Agilent Technologies, modelo 7890A acoplado a um Espetrometro de Massa Triple Quad 7000, também
da Agilent Technologies, em modo de ionizag¢do de Impacto Eletrénico (70 eV) e com um Quadrupolo
como analisador de massa.

As injecOes foram realizadas através de um injetor automéatico em modo split com uma razéo de
(1:20) e um volume de injecdo de 3 puL a uma temperatura de 280 °C. O gas de arraste (fase movel)
utilizado é hélio fornecido pela AirLiquide, com uma pressdo constante de 22 psi.

A separagdo foi realizada com recurso a uma coluna capilar da Agilent Technologies de HP-Ultra
1, com uma fase estacionéria de 100 % Dimetilpolisiloxano, 25 m de comprimento, 0,2 mm de diametro
interno e 0,11 um de espessura do filme.

O programa de temperatura usado no forno iniciou-se a 180 °C, subindo a 3 °C/min até 240 °C,
onde permaneceu durante 1 minuto, subindo de seguida a 40 °C/min até aos 320 °C, onde ficou por 3
min.

O modo de aquisi¢do do Espetrometro de Massa é em MRM, sendo as transi¢cbes monitorizadas
de acordo com o respetivo tempo de retencdo. A aquisigéo e tratamento dos dados foram obtidos com o
software Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.05.00.

Os septum e os liners utilizados foram substituidos por novos, a cada 120 analises, de forma a
evitar a diminuicdo de sensibilidade.

2.5. Amostras biologicas em estudo

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram recolhidas 25 amostras de urina pertencentes
a diferentes individuos, de ambos 0s sexos, e correspondentes a uma gama alargada de idades, de forma
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a ter a maior variabilidade possivel de matrizes. Esta opcdo de selecdo de amostras prende-se com a
variabilidade das urinas entre individuos potenciada por variacdes do sexo e idade.

As aliquotas das amostras foram codificadas de forma a preservar o0 anonimato e armazenadas no
frigorifico a 4 °C. Todas as amostras de urina utilizadas ndo apresentam niveis detetaveis dos analitos
estudados. Vinte amostras foram utilizadas no desenvolvimento e valida¢do do procedimento de analise
qualitativa e as restantes cinco amostras de urina foram usadas para uma verificacdo independente da

metodologia aplicada.

As amostras de urina foram fortificadas com os analitos estudados a 4 diferentes niveis de
concentracdo (MRPL, ¥2 x MRPL, ¥ x MRPL e 2 x MRPL — definidos na seccéo seguinte) a partir da

Mistura Padréo preparada.

2.6.Substancias pesquisadas

Foram pesquisadas dez substancias dopantes cujas informagdes quanto a classe a que pertencem
e 0s respetivos metabolitos pesquisados se encontram resumidos na Tabela 2.1.

As estruturas quimicas destas encontram-se representadas na Figura 2.1.

Tabela 2.1: Conjunto de substancias e respetivos metabolitos pesquisados e classe a que pertencem de acordo com a

classificagdo da WADA.

Classe

Substéancias

Compostos pesquisados

S1-Esterdéides anabolisantes

Nandrolona

19-Norandrosterona
19-Noretiocolanolona

Metandienona

5B-Tetrahidrometiltestosterona
6p-Hidroximetandienona
Epimetendiol

Drostanolona

Drostanolona

S5-Dilreticos e agentes mascarantes

Amiloride

Amiloride

Triantereno

Triantereno

Canrenona Canrenona

Carfedon Carfedon
S6-Estimulantes Modafinil Modafinil

Octopamina Octopamina
S7 — Canabinoides THC Carboxi-THC

As transi¢des idnicas monitorizadas, assim como os respetivos tempos de retengdo e energia de
colisdo dos varios analitos encontram-se sumarizados na Tabela 2.2. O tempo de reten¢do apresentado

varia com a injecdo especifica realizada.
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Figura 2.1: Estruturas quimicas das substancias em analise e seus respetivos metabolitos. (Estruturas obtidas com o software
Marvin Sketch 6.1.3)
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Tabela 2.2: Transi¢Ges ionicas (m/z), tempos de retencdo (TR), energia de colisdo (CE) e Dwell time para os varios analitos

pesquisados.

Composto pesquisado TR (min) Transic¢des idnicas (m/z) Dwell time (ms) CE (V)
12,70 405315 20 5
19-Norandrosterona 405 — 225 20 15
19-Noretiocolanolona 1382 405-315 20 5
405 - 225 20 10
. . 16,55 435 - 255 20 20
5B-Tetrahidrometiltestosterona 270 - 157 20 30
. . . 22,0 517 - 337 20 15
6p-Hidroximetandienona 517 — 229 20 20
Epimetendiol 13,03 358 - 301 20 15
358 — 196 20 5
Drostanolona 15,24 448 — 433 15 10
448 — 253 15 25
Amiloride 8,56 388 — 298 20 20
388 — 147 20 20
Triantereno 21,03 469 — 454 20 10
454 — 340 20 20
Canrenona 23,50 412 — 397 20 15
412 — 383 20 15
Carfedon 5,40 272 —-229 20 15
272 -104 20 25
.. 11,14 219-219 20 5
Modafinil 167 - 152 20 15
5,75 426 — 237 20 10
Octopamina 426 - 179 20 10
426 — 147 20 10
19,57 371-289 10 15
THC 371 - 265 10 15
Ds-Testosterona 17,51 435 - 209 20 10

As concentracdes as quais as substancias pesquisadas se encontram nos respetivos niveis de
fortificagdo encontram-se descritas na Tabela 2.3, tendo por base o MRPL definido pela WADA nos
seus documentos técnicos(World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015a).

Tabela 2.3: Niveis de concentragdo das substancias pesquisadas nos quatro niveis de concentragdo analisados (World Anti-

Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015a).

Concentragéo (ng/mL)

Substancia
Y, X MRPL 1 X MRPL MRPL 2 x MRPL
19-Norandrosterona 05 1 2 4
19-Noretiocolanolona 1,25 25 5 10
5B-Tetrahidrometiltestosterona 0.5 1 2 4
6B-Hidroximetandienona 0,5 1 2 4
Epimetendiol 05 1 2 4
Drostanolona 1,25 25 5 10
Amiloride 50 100 200 400
Triantereno 50 100 200 400
Canrenona 50 100 200 400
Carfedon 25 50 100 200
Modafinil 25 50 100 200
Octopamina 250 500 1000 2000
THC 375 75 150 300

34



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.7. Critérios de identificacdo de compostos

A confirmacdo qualitativa de compostos em amostras biol6gicas para a dete¢do de dopagem por

GC-MS/MS requer o cumprimento de um conjunto de critérios, definidos pela WADA (World Anti-
Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b), relativamente aos tempos de retencéo e a razdo de
abundéncia de fragmentos idnicos.

No que diz respeito aos tempos de retencdo, a presenca de um composto é indicada se 0s seguintes

critérios forem respeitados:

O tempo de retencéo do pico da solugéo analisada ndo pode diferir mais de 1 % ou 0,1 minutos
relativamente ao tempo do analito observado na solucéo de referéncia (e.g. urina fortificada),
analisada na mesma sequéncia de analises;

Caso no laboratorio sejam utilizados tempos de retencdo relativos na identificacdo de
compostos, este parametro ndo deve diferir mais de 1 %, se o padrdo interno ndo for um is6topo
do analito, ou 0,5 %, se o padrdo interno for um is6topo do analito, comparando as retencdes
observadas na solucdo amostra e no analito da solucéo de referéncia injetadas, analisada na
mesma sequéncia analitica. Os tempos de retencgdo relativos devem ser calculados de acordo
com a Equagéo 2.1:

Equacéo 2.1

TR (A)

TRR(A) = 72 (PD)

Em que TRR (A) é o tempo de retencdo relativo do analito A, TR (A) é o tempo de retencdo do
analito A e TR (PI) é o tempo de retengéo do padrdo interno.

Relativamente aos parametros de espectrometria de massa, a presenga de um composto é indicada
através do cumprimento dos seguintes critérios:

Em casos em que o detetor utilizado seja um espectrometro de massa simples, devem ser
adquiridos no minimo 3 ides diagnostico;

Nos casos em gue o detetor utilizado seja um espectrometro de massa em tandem (MS/MS),
devem ser monitorizadas pelo menos 2 transic¢Ges ido percursor — ido produto;

A razdo Sinal-Ruido (S/N) (raz&o entre o sinal do ido diagndstico de menor intensidade e o
sinal correspondente ao ruido da linha de base) dos sinais cromatograficos deve ser superior a
3. Esta determinacéo é efetuada com recurso ao software do equipamento;

As abundéncias relativas de cada um dos ides diagndstico do pico da amostra ndo devem diferir
mais do que os valores definidos na Tabela 2.4 considerando o pico do analito observado na
solucdo de referéncia;

Em casos onde existam duvidas quanto a identidade do composto, deve-se comparar, se
possivel, o espectro do pico da amostra com o espetro do analito no controlo em modo scan. A
presenca do analito s6 € confirmada apds a convergéncia das indica¢des da retencdo do analito
e sinais do espetrémetro de massa.

No procedimento de triagem aplicado no LAD, majoram-se os critérios definidos pela WADA
(World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b) relativamente a razGes de abundancia
idnicas. Um pico é considerado suspeito quando a abundancia relativa para cada uma das transicdes
idnicas do ido ndo diferir mais de 50 % relativamente a mesma transic¢do ionica do ido do controlo.
Quanto aos tempos de retencdo, utiliza-se o critério de TRR acima mencionado. No procedimento de
triagem a terminologia utilizada quando s3o ou ndo detetados compostos ¢ de “suspeito” e “negativo”
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respetivamente. No presente trabalho e por uma questdo de simplificacdo de nomenclatura e de
comparacao serdo usados os termos “positivo” e “negativo” associados ao procedimento de triagem.

Tabela 2.4: Critérios referentes a aceitacéo de razdes de abundéncia ionicas definidos pela WADA no documento técnico
(World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b).

Abundancia relativa (% relativa ao pico base) Intervalo méximo de tolerancia permitido
50-100 + 10 (absoluta)
25-50 + 20 (relativa)
<25 + 5 (absoluta)

Para além destes critérios de aceitagdo, um outro aspeto a ter em conta em analises por GC-MS,
é 0 Tune, cujo objetivo é a calibracdo da escala de massa do espectrometro e 0 ajuste da sensibilidade
do detetor. Esta verificacdo é feita de acordo com os seguintes critérios definidos internamente pelo
laboratorio:

¢ Razdo entre abundancias dos picos de N, e H,0 <10 %

e Voltagem do electromultiplicador <2600 V

e Abundancia relativa do ido da Perfluorotributilamina (gés de calibragdo) com valor m/z 502 >
1%

e Abundancia absoluta da massa do i&o Perfluorotributilamina, com m/z 502 > 100000

A realizacdo do Tune deve ser feita sempre que necessario, sendo que o ideal é a sua realizacdo
antes da injecdo de cada sequéncia analitica. A realizagdo do Tune é ainda efetuada sempre que seja
realizada a troca do liner e do septum, dois componentes do injetor do aparelho, que acumulam
impurezas e se degradam a medida que vao sendo introduzidas amostras no instrumento. A substituicdo
destes deve ser realizada a cada 120 inje¢es e no menor tempo possivel apos diminui¢do da temperatura
do injetor, do forno e de desligar a pressao do injetor de forma a evitar danos no aparelho, nomeadamente
a entrada de ar e vapor de agua na coluna e detetor (Agilent 2015; Agilent Technologies 2010).

2.8. Procedimento Analitico

As amostras foram analisadas em condigbes de precisdo intermédia de acordo com o
procedimento de triagem utilizado no laboratério.

2.8.1. Preparacdo das amostras

As amostras de urina, armazenadas a 4 °C, foram colocadas a temperatura ambiente e
homogeneizadas. A partir de cada amostra foram preparadas cinco amostras (um branco de urina e
quatro fortificacdes), tendo-se pipetado 2,00 mL de urina para tubos de vidro de rosca previamente
identificados. A cada uma das aliquotas foram adicionados 40 uL da mistura de padrdo interno, 750
uL da solugdo tampéo fosfato de sodio a pH 7 e 50 pL de B-glucoronidase. Foram ainda adicionados
20, 40, 80 e 160 puL de Mistura padrao aos tubos das amostras fortificadas a ¥4 x MRPL, %2 X MRPL,
MRPL e 2 x MRPL de todos os analitos respetivamente. Juntamente com as amostras foi preparado
um controlo positivo ao nivel de concentracdo de MRPL que sofreu 0 mesmo procedimento que as
restantes amostras. As aliquotas foram homogeneizadas no vortex, tapadas e colocadas a incubar na
estufa a 55 °C durante uma hora, periodo este que é necessario para que haja hidrélise enzimatica
dos compostos conjugados presentes na solugéo.

36



Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.8.2. Extracéo liquido-liquido

Apbs o periodo de hidrolise e arrefecimento até a temperatura ambiente, foram adicionados 500
uL da solugdo tampao de Carbonato pH 9-10 e 5 mL de éter terc-butilmetilico. As aliquotas foram
homogeneizadas no vortex, levadas ao agitador por 20 minutos e a centrifugar a 2300 rotacdes,
durante 10 minutos. Apds este processo, a fase organica foi transferida para tubos de rosca, com
auxilio de uma pipeta. A fase organica foi em seguida colocada a evaporar sob corrente de azoto
num banho a 45 °C durante 20 minutos.

2.8.3. Derivatizacao

Os extratos secos das amostras foram reconstituidos em MSTFA/NH4l/Mercaptoetanol
(100:0.2:0.6, v/im/v), homogeneizadas no Vortex e colocadas a incubar a 80 °C, durante 30 minutos,
periodo no qual ocorre a derivatizagdo. Apds o periodo de derivatizacdo e arrefecimento a
temperatura ambiente, os extratos foram transferidos para frascos (vials) e encapsulados.

2.9. Metodologia de Tratamento de Resultados

Os sinais instrumentais obtidos para as diferentes solu¢es amostras foram tratados com recurso
ao software informatico Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.05.00, tendo sido geradas macros
como aguela presente na Figura 2.2. Foram recolhidas as abundancias correspondentes a cada uma das
transicOes ionicas dos diversos analitos, assim como 0s seus respetivos tempos de retengdo. Juntamente
com estes, foram recolhidas ainda as abundéncias e os tempos de retengdo do padréo interno utilizado.
Os dados foram organizados num ficheiro MS-Excel para posterior utilizagao.

[ion

T T T
19% 194 1945 195 19% 196 1965 197 1975 198 1985

Figura 2.2: Exemplo de macro gerada pelo software informatico Agilent MassHunter Qualitative Analysis B.05.00 na qual é
possivel observar os sinais dos analitos pesquisados, nomeadamente as abundancias e tempos de retencdo das transigdes
pesquisadas.

Relativamente as amostras brancas, o tratamento de dados destas consistiu na integrac&o de ruido
instrumental / ruido de matriz para as transi¢fes e tempos de retencdo correspondentes ao analitos
pesquisados, com o objetivo de avaliar a variabilidade do sinal do branco nas matrizes analisadas. Esta
informacdo ¢ utilizada para estimar a taxa de falsos positivos das identificacGes.
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Foram também recolhidos os sinais instrumentais e verificados os racios das areas dos picos das
seguintes substancias:

D4-Androsterona

Ds-Androsterona

Mono-O-TMS-Androsterona

Bis-O-TMS-Androsterona

Razbes das areas dos picos de Ds-Androsterona / Ds-Androsterona > 70 %

Razdes das areas dos picos de Mono-O-TMS-Androsterona / Bis-O-TMS-Androsterona <
10%

A analise destes racios tem como objetivo averiguar a ocorréncia de falhas nas etapas de hidrélise
e derivatizacdo, sendo que estas se verificam sempre que os pardmetros acima referidos ndo sdo

cumpridos.
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3.1.Folha de MS-Excel para Simulag6es Monte Carlo

Foram desenvolvidas duas variantes de uma folha de MS-Excel (para analitos com uma e com
duas razBes de abundéncias), baseada em simulacdes de Monte Carlo, que permite estimar a taxa de TP
e FP para cada confirmacdo analitica, critério de identificacdo e concentracdo de analito. Estes valores
foram estimados considerando trés critérios distintos de identificagdo: usando um intervalo de confianca
a 95%, os critérios utilizados pelo laboratério no procedimento de triagem e também os critérios de
aceitacdo definidos pela WADA (World Anti-Doping Agency - Laboratory Expert Group 2015b).

O ponto de partida dos calculos computacionais passa pela recolha dos dados relativos aos tempos
de retencdo e as abundancias das transi¢fes ionicas das solucBes fortificadas e calibradores. A
organizacgdo e processamento dos dados € efetuada automaticamente, isto é, apds a insercdo dos sinais
instrumentais e escolha do tipo de pardmetro a estudar (tempo de retencdo relativo ou razdo de
abundéncias), é selecionada a transi¢do de maior abundéancia, assim como o tempo de retengdo
correspondente e calculados os pardmetros de identificacdo dos compostos. Em seguida, sdo calculados
alguns pardmetros estatisticos, tais como a média, o desvio padrdo, o coeficiente de variacdo, o
coeficiente de correlagdo de Pearson e o coeficiente de correlagdo de posicdo de Spearman. Com base
nestes parametros estatisticos, sdo simulados 100 000 valores aleatdrios de diferengas de tempos de
retencdo relativos ou de razdes de abundéncias entre um controlo positivo e uma amostra positiva. Com
base nestes valores, sdo tidos em conta os trés critérios de identificagdo distintos referidos anteriormente
de forma a calcular as respetivas taxas de TP e FP. No caso particular do critério de identificacdo baseado
no intervalo de confianca de 95 % os limites de aceitagdo sdo estimados na sequéncia de simula¢Ges
Monte Carlo.

A definicdo dos intervalos de confianca a 95 %, isto é, de critérios de identificacdo estatisticos,
tem em conta que a distribuicdo das razdes de tempos de retencéo relativos e de abundancias de ides tal
como a diferenca de pares destes valores ndo tem distribuicdo normal. Apesar da maioria dos parametros
analiticos apresentar uma distribuicdo aproximadamente normal, existem, no entanto, algumas variaveis
em que esta distribuicdo ndo se verifica, como é o caso de variaveis correlacionadas combinadas numa
razdo, como por exemplo, os tempos de retencao relativos e as razdes de abundancia iénicas (Bettencourt
da Silva 2016). A diferenca entre razdes de variaveis correlacionadas tende para a normalidade, como é
possivel observar na Figura 3.1. No entanto, é preferivel ndo utilizar estatistica normal para gerir casos
gue podem ndo ser normais. Desta forma, os intervalos de confianca sdo calculados usando os percentis
que delimitam um intervalo de 95 % ou 99 % (Percentis 2.5 e 97.5 para um nivel de confianca de 95 %
e percentis 0.05 e 99.5 para um nivel de confianca de 99% respetivamente).

Neste trabalho, o critério de aceitacdo foi definido para o nivel de confianca de 95 % em
detrimento do de 99 %, uma vez que este Ultimo é sujeito a uma maior variagdo por se encontrar na
cauda da distribuicéo, onde as simulagtes de Monte Carlo produzem resultados menos precisos. Assim,
a taxa de TP é definida pelo nivel de confianga utilizado, ou seja, 95 %. Nos restantes casos, a estimativa
da taxa de TP tem em conta 0 nimero de casos que sdo corretamente identificados pelos critérios a
aplicar, isto €, o nimero de resultados que se encontram dentro do intervalo definido pela tolerancia.
Esta avaliacéo é realizada recorrendo a Simulagdo Monte Carlo dos parametros de identificacao.
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Figura 3.1: Distribuicdo aproximadamente normal das diferengas de razdes de abundancia simuladas para o analito
Triantereno ao nivel de concentracdo de MRPL. Na figura, os tracos continuos vermelhos indicam os percentis que definem
um nivel de confianga de 99%, a tracejado os percentis que definem um nivel de confianga de 95% e a trago continuo preto, 0
percentil 50 que corresponde a média da distribuicéo.

Relativamente a estimativa das taxas de FP para diferencas de raz6es de abundancia, o ponto de
partida passou pela recolha de sinais instrumentais de matrizes sem analito nas transi¢des e tempos de
retengdo aos quais normalmente se encontrariam os analitos a serem pesquisados. Foi feita a modelagédo
estatistica dos dados recolhidos com base no calculo da média e desvio padrdo do sinal do ruido, tendo
estes sido utilizados na simulagdo de 100 000 pares de abundancias idnicas, recorrendo a uma
distribuicdo T truncada em zero, de forma a garantir que os sinais simulados ndo sejam negativos. Com
0s pares de abundéncias simuladas, calcularam-se as respetivas razfes e diferencas de razdes em relacdo
a um controlo positivo.

A observacdo de um FP verifica-se cada vez que, simultaneamente as abundancias idnicas
(referentes ao sinal do ruido) simuladas sejam superiores ao limite inferior do intervalo de confianca de
99 % para o analito em questdo e que o resultado da diferenca de razdes de abundancia em relagéo ao
controlo positivo se encontre dentro do critério de identificacdo para um nivel de confianca de 95 %.
Quando sdo aplicados os critérios de identificacdo utilizados pelo laboratério em triagem, ou 0s
definidos pela WADA, a observacao de um FP da-se sempre que a abundancia ionica dos sinais do ruido
simulados seja superior ao sinal correspondente ao limite de detecéo (isto €, trés vezes o desvio padréo
dos sinais da matriz sem analito) e que o valor da diferenca entre razdes de abundancia, referenciados
aos sinais do controlo, se encontre dentro do intervalo definido pela tolerancia. A taxa de FP é calculada
através da raz&o entre o nimero total de falsos positivos verificados e nimero total de simulagdes. Para
0s casos em que ndo foi verificado nenhum FP, definiu-se que a taxa de falsos positivos seria, por
excesso, de 1 em 100 000. Em relacéo a taxa de FP de tempos de retengdo relativos, definiu-se um valor
de 1 % para os trés critérios em estudo com base na experiéncia dos analistas. Assim, existe a
probabilidade de 1 % de um pico que ndo de analito se encontre no intervalo de aceitacdo de TRR.

Depois de obtidas as taxas de verdadeiros e falsos positivos, foi calculada a razdo de
verosimilhanga para RA, para TRR e combinada.
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3.2.Definicdo de limites estatisticos de aceitacdo de resultados

Através de simulacbes de Monte Carlo foram caracterizadas as distribuicfes ndo normais das
diferencas de razfes de abundancia (d(RA)) e de tempos de retencéo relativos (d(TRR)) dos diversos
analitos aos quatro niveis de concentracdo estudados. Para cada uma destas distribuicdes foram
calculados os percentis que limitam os intervalos de confianca a 95 % e 99 %. Foi igualmente calculado
o percentil 50 que ndo coincide com a média de distribui¢cdes assimétricas. A Tabela 3.1 e as Tabelas
6.1 a 6.3 do Anexo 1 apresentam os limites de aceitacdo definidos para um intervalo de confianca de 95
% para d(RA) e d(TRR) entre um controlo e a solucéo analisada. Com base nestes intervalos é possivel
observar que ambos os parametros de identificacdo apresentam, na maioria dos casos, uma distribuicéo
aproximadamente normal com simetria em torno do valor médio zero. No entanto nalguns casos as
diferencas ndo tém uma distribui¢cdo normal como a d(RA) da identificacdo de 5THMT surgindo a
necessidade da utilizacio de ferramentas capazes de gerir dados ndo normais. E também possivel
observar que os limites correspondentes aos tempos de retencao relativos se mantém aproximadamente
constantes para todos os niveis de concentragdo, existindo apenas pequenas variagfes. Quanto aos
limites correspondentes as diferencas de razdes de abundancia, a tendéncia geral é de haver uma
diminuicdo na sua amplitude com um aumento da concentrag&o, existindo, no entanto, algumas excegdes
que podem ser atribuidas a dispersdo dos dados recolhidos e a aleatoriedade das simulagoes.

Tabela 3.1: Limites estatisticos de aceitagdo de diferencas de razdes de abundancia e de tempos de retencéo relativos entre um

controlo e a solucdo analisada, definidos para um nivel de confianca de 95%, para o nivel de concentragdo de analito
correspondente MRPL.

d(RA) d(TRR)

Analito Min Max Min Max
THC -0,068 0,068 -0,005 0,005
19-NorA -0,327 0,329 -0,007 0,007
19-NorE -0,165 0,166 -0,008 0,008
Drostanolona -0,064 0,062 -0,007 0,007
Canrenona -0,038 0,038 -0,007 0,007
Carfedon -0,03 0,031 -0,01 0,01
Modafinil -0,427 0,433 -0,007 0,007
Octopamina T1 -0,112 0,116 -0,012 0,012
Octopamina T2 -0,235 0,233 -0,012 0,012
Epimetendiol -0,038 0,039 -0,006 0,006
Amiloride -0,207 0,206 -0,008 0,008
Triantereno -0,066 0,067 -0,005 0,005
5pTHMT -0,382 0,391 -0,005 0,005
6p-Hidroximetandienona -0,09 0,09 -0,007 0,007

Os limites definidos foram posteriormente testados através da andlise de cinco urinas diferentes
fortificadas a diversos niveis de concentragdo de analito, independentes das usadas na definicdo dos
limites. Foram calculadas as diferengas para as razdes de abundancia e para os tempos de retencéo
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relativos entre o controlo positivo e a amostra fortificada, tendo-se obtido os valores apresentados nas
Tabelas 3.2 e 3.3 e nas Tabelas 6.4 a 6.9 do Anexo 2. Considerando cada combinagdo matriz, analito
e nivel de concentracdo de analito estudadas como a analise de uma amostra individual, pode-se afirmar
que foram realizadas 260 analises. Deste total apenas 8 casos, devidamente assinalados a negrito nas
tabelas apresentam valores de d(RA) que ndo se encontram dentro dos respetivos limites, sendo que
estes casos foram, na maioria, observados ao nivel de concentracdo mais baixo. E de salientar o caso do
analito 6p-Hidroximetandienona na matriz #05, a todos os niveis de concentragdo, uma vez que 0S
valores de d(RA) se encontram fora dos limites estatisticos estabelecidos. Este caso podera estar
relacionado com a presenca de algum interferente na matriz que resulta na incorreta identificacao deste.

De uma forma geral e tendo em consideracdo a totalidade das analises efetuadas, os resultados
obtidos foram ao encontro do esperado, uma vez que os limites de aceitacdo de d(RA) foram definidos
para um intervalo de confianca de 95 % e tendo apenas 8 em 260 casos (aproximadamente 3 %) sido
incorretamente identificados. No que diz respeito aos valores correspondentes as relativos (TRR), a
totalidade destes foi corretamente identificada pelos intervalos definidos.

Tabela 3.2: Diferencas de razdes de abundancia de ides entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de

concentracédo de analito correspondente ao MRPL. Os valores a negrito encontram-se fora dos limites de aceitac8o estabelecidos
para um nivel de confianca de 95 %.

Analito dRA)
#01 #02 #03 #04 #05
THC 0,000 -0,046 0,003 -0,004 -0,027
19-NorA 0,098 0,032 -0,042 -0,025 0,099
19-NorE -0,059 -0,049 -0,036 -0,056 0,013
Drostanolona -0,019 0,005 -0,012 -0,014 -0,004
Canrenona 0,034 0,010 0,013 0,013 0,008
Carfedon -0,024 -0,018 -0,015 -0,011 -0,027
Modafinil -0,087 0,086 0,064 -0,041 0,012
Octopamina T1 -0,025 0,006 -0,002 0,004 -0,015
Octopamina T2 -0,073 -0,004 -0,009 -0,019 -0,045
Epimetendiol 0,001 0,011 -0,002 0,007 0,010
Amiloride -0,029 -0,001 -0,060 0,018 0,022
Triantereno -0,011 0,000 -0,020 0,008 0,001
SpTHMT -0,158 0,030 -0,293 0,045 0,048
6p-Hidroximetandienona -0,009 0,032 -0,040 0,042 -0,381
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Tabela 3.3: Diferengas de tempos de retencdo relativos entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentracédo de analito correspondente ao MRPL. Todos os valores se encontram dentro dos limites de aceitac&o estabelecidos
para um nivel de confianca de 95 %.

d(TRR)
Analito (TRR)
#01 #02 #03 #04 #05
THC -0,0004 -0,0004 -0,0011 -0,0005 -0,0008
19-NorA 0,0002 0,0002 0,0017 0,0001 0,0010
19-NorE 0,0001 -0,0003 0,0012 0,0001 0,0002
Drostanolona 0,0002 -0,0005 0,0002 -0,0002 -0,0001
Canrenona 0,0000 0,0002 0,0020 0,0003 0,0009
Carfedon 0,0010 0,0010 0,0017 0,0005 0,0014
Modafinil 0,0000 0,0000 0,0016 0,0001 0,0004
Octopamina T1 -0,0001 -0,0011 -0,0005 0,0000 -0,0007
Epimetendiol 0,0006 0,0006 0,0013 0,0005 0,0007
Amiloride 0,0006 0,0006 0,0020 0,0005 0,0006
Triantereno 0,0006 0,0006 0,0013 0,0005 0,0008
5BTHMT 0,0003 0,0003 0,0014 -0,0001 0,0008
6p-Hidroximetandienona 0,0005 0,0005 0,0020 0,0000 0,0006

3.3.Estimativa de taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos

Tendo por base a folha de céalculo MS-Excel desenvolvida, foram estimadas as taxas de sucesso
dos critérios de aceitacdo estatisticos definidos. Uma vez que o critério de identificacdo mencionado na
alinea 3.2 foi estabelecido para um nivel de confianga de 95 %, a taxa de TP para identificacdo de
analitos baseada em d(RA) e d(TRR) é de 95 %. A taxa da FP da identificacdo de analitos foi estimada
em 1 % com base na experiéncia dos analistas nestas analises. Estima-se que existe 1 % de probabilidade
de se observar um pico dentro da janela de TRR do analito, que ndo corresponde a este analito.
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Figura 3.2: Taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos, referentes as diferengas de razdes de abundancia, das
substancias em analise, aos quatro niveis de concentragdo estudados, de acordo com os critérios de aceitacdo estatisticos
definidos no presente trabalho.
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A taxa de FP de identificacdo de analitos recorrendo a d(RA) foi estimada para os quatro niveis
de concentracdo com recurso a folha de calculo desenvolvida, tendo-se obtido os resultados descritos na
Figura 3.2, e na Tabela 6.10 do Anexo 3.

Nos resultados obtidos é possivel observar uma variacdo decrescente nas taxas de FP a medida
que se passa a niveis de concentracdo mais elevados. Esta tendéncia é expectavel e tem a sua explica¢éo
no facto de existirem analitos cujo nivel de concentracdo mais baixo é inferior ao limite de detecéo,
assim como analitos cujo comportamento para estes niveis de concentracdo mais baixos € bastante
variavel. Uma vez que estes fatores conduzem a definigéo de intervalos de aceitagdo mais amplos, existe
uma maior probabilidade da identificacdo de interferentes da matriz ou ruido instrumental como sendo
resultados positivos conduzindo assim a estimativa de valores de taxas de FP bastante elevadas como é
o0 caso dos analitos Modafinil, Octopamina (em ambas as suas raz0es de abundancia representadas por
T1e T2 respetivamente) e 5SBTHMT. Para a maioria dos outros analitos, a taxa de FP é bastante reduzida
e constante a medida que se varia a concentracdo, como por exemplo analitos THC, Canrenona ou
Triantereno visto que os niveis de concentracdo estudados estdo bem acima do limite de detecdo do
método.

E de salientar ainda o caso do analito 5BTHMT em que a taxa de FP sofre um ligeiro aumento de
um nivel de concentragdo mais baixo para um nivel de concentracdo superior. Este comportamento
particular resulta da variabilidade dos resultados simulados pelo método numérico de Monte Carlo que
ndo deve afetar a interpretacdo geral do sistema estudado. Esta variabilidade é observavel
maioritariamente para valores de FP elevados, que correspondem a niveis de concentracéo baixos onde
o ruido de sinal tem maior probabilidade de produzir sinais superiores ao limite inferior de aceitacdo de
sinal de analito, uma vez que para estes niveis de concentracdo os intervalos de aceitagdo de valores de
d(RA) sdo mais largos. As Figura 3.3 eFigura 3.4 apresentam os limites estatisticos para valores de
d(RA) para niveis de 5THTM correspondentes a ¥4 e %2 de MRPL. Os intervalos de aceitacdo de d(RA)
sdo assimétricos sendo que a amplitude do intervalo a ¥4 de MRPL é ligeiramente menor do que a % de
MRPL. Na generalidade dos outros analitos a amplitude dos intervalos de aceitagdo diminui com o
aumento da concentragao.
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Figura 3.3: Grafico da distribuicdo das diferengas de razdes de abundancia simuladas para o analito 53THMT ao nivel de
concentracdo de ¥ x MRPL. Na figura, a traco continuo vermelho encontram-se os percentis que definem um nivel de
confianca de 99 %, a tracejado os percentis que definem um nivel de confianga de 95 % e a trago continuo preto, o percentil
50.
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Figura 3.4: Gréfico da distribuigdo das diferengas de razdes de abundincia simuladas para o analito STHMT ao nivel de
concentracéo de % x MRPL. Nafigura, a trago continuo vermelho encontram-se os percentis que definem um nivel de confianga
de 99 %, a tracejado os percentis que definem um nivel de confianca de 95 % e a traco continuo preto, o percentil 50.

Os valores de d(RA) e d(TRR) simulados, foram igualmente utilizados para avaliar os critérios
de aceitacdo do procedimento de triagem, que se encontram descritos na sec¢ao 2.7, no que respeita as
taxas de FP e TP.

A taxa FP de identificacdo de analitos usando d(TRR), tal como no caso anterior, foi estimada

como sendo 1 % com base na experiéncia do analista. Quanto aos TP referentes a d(TRR) (Figura 3.5

e Tabela 6.13 do Anexo 4), a maioria dos resultados obtidos ronda os 99 %, havendo uma variacao

minima, expectavel, entre os diferentes niveis de concentracdo, que pode ser atribuida a aleatoriedade

das simulacdes de Monte Carlo. Em alguns casos é também verificado um aumento na taxa de TP com

0 aumento da concentracdo, sugerindo que os TRR s&o mais precisos quanto maior for o nivel de
100%

concentragéo.
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Figura 3.5: Taxas de Verdadeiros Positivos, referentes as diferencas de tempos de retengdo relativos, das substancias em
analise, aos quatro niveis de concentragao estudados. O critério de identificacdo utilizado na estimativa dos valores foi o critério
aplicado no LAD no procedimento de triagem.
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Nas Figuras 3.6 e 3.7 e Tabelas 6.11 e 6.12 do Anexo 4 sdo apresentados os valores das taxas
de TP e FP, relativas a d(RA), obtidas através da aplicacdo dos critérios de identificacao utilizados pelo
laboratério no procedimento de triagem. Estes valores foram estimados pelos modelos desenvolvidos
da variabilidade de d(RA) recorrendo a simulagdes Monte Carlo. Por comparagdo de ambos os graficos
de barras é possivel destacar em primeiro lugar o quao reduzidas sdo as taxas de FP relativamente as
taxas de TP, sendo isto um indicador de que os critérios utilizados sdo apertados o suficiente para que
um minimo de resultados negativos seja reportado incorretamente.

Tal como descrito anteriormente, a tendéncia geral é a de se verificar um aumento nas taxas de
TP a medida que sdo analisados niveis de concentracdo mais elevados, uma vez que 0s Sinais
instrumentais sdo menos dispersos em termos relativos e a identificacdo de analito menos influenciada
pela presenca de ruido instrumental e interferentes de matriz. E, no entanto, possivel identificar algumas
excegdes em que existe uma diminuigdo das taxas de TP com o aumento da concentracdo, que pode ser
justificado pela disperséo dos resultados simulados. Uma destas excegdes € o analito 5THMT, cuja
taxa de TP diminui drasticamente entre os niveis de concentracdo de MRPL e 2 x MRPL, motivo este
que se prende, tal como referido anteriormente, com a baixa sensibilidade que demonstra nas analises
de GC e pela mé& resolugdo cromatografica, que levam a que as diferencas de razbes de abundancia para
este caso se encontrem mais dispersas e sejam consequentemente mais suscetiveis a variabilidade de
estimativas do desempenho da identificag&o.
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Figura 3.6: Variacdo das Taxas de Verdadeiros Positivos, referentes as diferencgas de razdes de abundancia, das substancias
em andlise com a concentracdo. O critério de identificagdo utilizado na estimativa dos valores foi o critério aplicado no LAD
ao procedimento de triagem.

Contrariamente as taxas de TP, e devido a forma como os positivos sao definidos no procedimento
de triagem, as taxas de FP s&o independentes do nivel de concentragdo de analito. Aplicando os critérios
do laboratério na etapa de triagem verifica-se que um FP ocorre sempre que simultaneamente as
abundéncias ionicas dos sinais de branco simulados, correspondentes as transi¢des do analito em
questdo, sejam superiores a trés vezes o desvio padrdo dos sinais de branco recolhidos e quando a
diferenca entre a razdo de abundancias destas transi¢des idnicas e a razdo de abundancia do controlo
positivo se encontre no intervalo de aceitagdo definido. Como a tolerancia é definida relativamente a
razdo de abundancia do controlo positivo, e sendo que a concentracdo deste € fixa, a taxa de FP pode
apenas ser estimada no geral para cada analito. Devido a aleatoriedade das simulaces de Monte Carlo,
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as taxas de FP foram calculadas como a média de quatro simulagdes consecutivas de forma a
apresentarem um valor mais estabilizado e préximo do real.

Analisando o grafico de barras correspondente as taxas de FP é possivel observar que as
percentagens obtidas sdo bastante reduzidas, tal como seria de esperar, sendo esse um dos motivos pelo
qual estes pardmetros ndo podem ser determinados experimentalmente. Em 100 000 resultados
simulados para os varios analitos o nimero mais elevado de falsos positivos obtidos foi de 27. A
observacao destes resultados permite afirmar que os critérios utilizados pelo laboratério no processo de
triagem sé@o na generalidade simultaneamente largos o suficiente para ndo deixar escapar a presenca de
analitos, assim como apertados o suficiente para ndo reportar erradamente a presenca destes. No entanto,
para o caso dos analitos Modafinil, Octopamina, 5THMT e 6B-Hidroximetandienona observa-se taxas
de TP muito inferiores a 95 %, que indicam elevadas taxas de FN (FN = 1 — TP). Ou seja, 0s critérios
utilizados podem deixar escapar um numero elevado de verdadeiros positivos. Os falsos positivos
podem, no entanto, ser reduzidos através da intervencgdo atenta do analista, que durante a realizagdo da
etapa de confirmagdo tem em conta pequenos desvios da d(RA) e d(TRR) em relagdo aos limites
definidos. E de referir, no entanto que para o presente critério, a reportacdo de um resultado como FP
ndo é critica uma vez que se trata de um procedimento de triagem que carece posteriormente de uma
confirmagdo com critérios mais apertados.
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Figura 3.7: Variacdo das Taxas de Falsos Positivos, referentes as diferencas de razdes de abundancia, das substancias em
analise com a concentracéo. O critério de identificagdo utilizado na estimativa dos valores foi o critério aplicado no LAD ao
procedimento de triagem.

Foram ainda aplicados aos resultados de d(RA) e d(TRR) simulados, os critérios de identificacao
definidos pela WADA para a confirmacdo da presenca de analitos que também se encontram descritos
na secc¢do 2.7 com o intuito de estudar e comparar o desempenho destes no que diz respeito as taxas de
FP e TP em relagdo aos dois critérios apresentados anteriormente. Existem, no entanto, analitos cuja
simples confirmacéo da sua presencga ndo ¢é considerada uma infragdo por si, sendo necessario evidenciar
que estes se encontram acima de um dado nivel de concentragdo. Como tal, estes casos recaem sobre o
dominio das analises quantitativas. Uma vez que de entre os analitos estudados trés deles devem ser
analisados quantitativamente para serem considerados positivos, a estimativa das taxas de TP e FP
utilizando os critérios da WADA néo lhes foi aplicada. Sao eles os analitos THC, 19-NorA e 19-NorE.

49



Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

As taxas de TP estimadas para d(TRR) dos diversos analitos estudados e ao longo da gama de
concentragao estudada s&o apresentadas na Figura 3.8 e na Tabela 6.16 do Anexo 5. E possivel observar
as semelhancas entre as taxas de TP referentes as diferencas de TRR estimadas através dos critérios da
WADA e os critérios utilizados pelo LAD no procedimento de triagem, devendo-se estas ao valor
utilizado como toleréncia em ambos os critérios. Assim, e tal como no critério anterior, pode-se observar
a variacao crescente nas taxas de TP a medida que se utilizam niveis de concentracdo mais elevados, tal
como alguma variacao atribuida a aleatoriedade das simula¢fes de Monte Carlo e que é responsavel
pela diminuicdo das taxas de TP quando se aumenta a concentra¢cdo. De uma forma geral, os resultados
obtidos vao de encontro ao esperado e rondando na sua maioria 0s 90 %. Quanto a taxa de FP de
identificacdo de analitos referente d(TRR), tal como em ambos os casos anteriores, esta foi estimada
como sendo 1 % com base na experiéncia do analista.
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Figura 3.8: Taxas de Verdadeiros Positivos, referentes a d(TRR), das substancias em andlise, aos quatro niveis de concentracdo
estudados. O critério de identificagdo utilizado foi o definido pela WADA para a confirmagao da presenca de analitos.

As taxas de TP referentes as diferencas de razbes de abundéncia, estimadas com base na
aplicacdo dos critérios de identificacdo definidos pela WADA, tém uma variagdo com a concentragdo
semelhante & observada aquando da aplicagdo do critério de identificagdo anterior na medida em que
variam de forma crescente com o aumento da concentracdo (Figura 3.9 e Tabela 6.15 do Anexo 5). E,
no entanto, possivel notar que os valores de TP sdo menores comparativamente aos valores obtidos para
0s mesmos analitos e niveis de concentracdo estimados com base na aplicacdo do procedimento de
triagem. Esta diferenca deve-se a tolerancia do critério utilizado, que no caso da etapa de triagem é
bastante mais larga visto que o objetivo passa pela avaliagdo inicial e rapida da presenca de todos 0s
compostos nas amostras analisadas. O intervalo de aceitacdo de valores de d(RA) definido pela WADA
é mais apertado pois ha a necessidade de garantir que ndo ocorram falsos positivos. No entanto, a
preocupacdo com a possivel ocorréncia de falsos positivos resulta, nalguns casos, em valores de falsos
negativos elevados. Por exemplo para os analitos Modafinil e 5THMT existe uma probabilidade
superior a 50 % da presenca destes analitos abaixo de 2 x MRPL ndo serem detetados. Mais uma vez, e
tal como em ambos os cenérios anteriores, é de referir 0 caso do analito 5THMT cuja taxa de TP
diminui drasticamente entre os niveis de concentracdo de MRPL e 2 x MRPL pelo mesmo motivo
descrito anteriormente.
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Figura 3.9: Variacdo das Taxas de Verdadeiros Positivos, referentes as diferengas de razdes de abundancia, das substancias
em analise com a concentragdo. O critério de identificacdo aplicado na estimativa dos valores foi o critério definido pela WADA
para a confirmagdo da presenca de analitos.

As taxas de FP referentes a d(RA), foram tal como no critério anterior, definidas no geral e ndo
em funcg&o do nivel de concentragéo estudado uma vez que sdo aplicadas as mesmas raz0es previamente
descritas a sinais trés vezes superiores ao ruido observado. Tal como anteriormente as taxas de FP foram
calculadas como a média de quatro diferentes simulacdes sucessivas de forma a apresentarem um valor
mais estabilizado e proximo do real. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 3.10 e na Tabela
6.14 do Anexo 5, estdo associados a taxas de FP bastante reduzidas, o que seria de esperar visto que 0s
critérios utilizados sdo mais apertados que os utilizados no procedimento de triagem, impedindo desta
forma a incorreta reportacao de resultados positivos, que na fase de confirmacéo seria bastante grave.
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Figura 3.10: Taxas de Falsos Positivos, referentes as diferencas de razdes de abundancia, das substancias em anélise com a
concentragdo. O critério de identificacdo aplicado na estimativa dos valores foi o critério definido pela WADA para a
confirmacéo de analitos.
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3.4.Razbes de verosimilhanca e classificacdo de evidéncias

Com o objetivo de comparar a qualidade dos exames dos diversos analitos em estudo usando 0s
trés critérios de aceitacdo aplicados, foram calculadas as razdes de verosimilhanga combinadas para as
evidéncias necessarias a identificacdo de compostos por GC-MS/MS tendo por base a Equacédo 1.6. O
calculo destas LR combinadas tem em conta os valores das taxas de TP e FP das identificacGes baseadas
nas d(RA) e d(TRR). De forma a facilitar a interpretacéo e comparacéo dos resultados, os valores obtidos
para LR foram convertidos em log(LR) e representados graficamente. A classificacdo dos resultados é
efetuada de acordo com a Tabela 1.2 proposta pela UK ’s Association of Forensic Science Providers.

Da analise dos valores de LR obtidos quando sdo usados os critérios de aceitacdo estatisticos
definidos no presente trabalho, e tendo em conta a tabela de classificacdo de evidéncias, constata-se que
guando os analitos THC, 19-NorE, Drostanolona, Carnenona, Carfedon, Epimetendiol ou Triantereno
estdo presentes, a qualquer dos niveis de concentragdo estudados, as evidéncias relativas a sua presenca
sdo extremamente fortes (Log(LR) > 6), isto é, a qualidade do exame para estes analitos é extremamente
elevada. E ainda possivel verificar que a qualidade das identificacBes é idéntica nestes casos e aos
mesmos niveis de concentracdo (Figura 3.11. e Tabela 6.17 do Anexo 6).

Por outro lado, € possivel observar também que relativamente aos analitos 19-NorA, Amiloride
e 6B3-Hidroximentandienona, a qualidade da identificacdo aumenta com a concentra¢do. No analito 19-
NorA, as evidéncias produzidas sdo fortes para o nivel de concentracdo de ¥z x MRPL, muito fortes
para ¥2 x MRPL e extremamente fortes para os dois niveis de concentracdo mais elevados.
Relativamente ao analito Amiloride as evidéncias produzidas sdo consideradas fortes para o nivel de
concentracdo mais baixo e extremamente fortes para as restantes concentragdes. Quanto ao analito 63-
Hidroximentandienona a qualidade da identificagdo é apenas forte para os trés niveis de concentracéo
mais baixos e extremamente forte a 2 x MRPL.

No caso do analito Octopamina, o valor de log(LR) obtido para todos os niveis de concentracdo
destaca-se dos valores obtidos para os restantes analitos uma vez que a presenca deste € baseada na
aceitacdo de duas razfes de abundancia ionicas e do tempo de retencdo relativo. Isto €, a presenca de
uma evidéncia adicional na forma de uma razdo de abundancia leva a que qualidade dos exames desta
substancia seja melhor.

Em relagdo aos restantes analitos Modafinil e 5THMT, as evidéncias relativas & sua presenca
guando estes se encontram nas amostras sao as mais fracas de entre o lote de substancia analisadas. No
caso do analito Modafinil a qualidade das evidéncias produzidas aumenta com o0 aumento da
concentragdo, no entanto para os niveis mais baixos é apenas moderadamente forte. Ja o analito
5BTHMT quando presente numa amostra conduz apenas a producéo de evidéncias moderadamente
fortes ao longo de toda a gama de concentracdo estudada. A explicagdo por trés da baixa qualidade do
exame para estes analitos deve-se principalmente & presenca de interferentes que resultam em
estimativas de taxas de FP mais elevadas, afetando assim o valor obtido de log(LR) nestes casos.

A qualidade das evidéncias da presenca de analitos foi também calculada tendo em conta os
critérios de identificacdo utilizados pelo LAD no procedimento de triagem, tendo-se obtido os resultados
representados graficamente na Figura 3.12 com a respetiva correspondéncia na Tabela 6.18 do Anexo
6. Na figura é possivel destacar que, de uma forma geral, a qualidade de identificacdo dos analitos é
bastante elevada, sendo que as evidéncias obtidas para os exames dos diversos analitos aos varios niveis
de concentracdo sdo ou muito fortes (casos dos analitos THC, 19-NorA e 19-NorE) ou extremamente
fortes (restantes analitos), e bastante semelhantes entre sim. Tal como para o caso anterior, os dados
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relativos ao analito Octopamina destacam-se devido a presenca de uma evidéncia adicional na forma de
uma razéo de abundancias.
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Figura 3.11: Representacéo grafica do logaritmo das razdes de verosimilhanca associado aos niveis de concentracéo estudados
com base em d(TRR) e d(RA) considerando os critérios estatisticos de aceitacdo dos valores de d(TRR) e d(RA).
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Figura 3.12: Representacao grafica do logaritmo das razdes de verosimilhanca associado aos niveis de concentracao estudados
com base em d(TRR) e d(RA) considerando o critério de identificagdo aplicado no LAD ao procedimento de triagem.

Adicionalmente foi ainda calculada a qualidade do exame tendo em conta os critérios de
identificacdo definidos pela WADA para a confirmacdo da presenca de analitos. Com base nestes,
constata-se que para todos os analitos, a sua presenca numa amostra leva a producdo de evidéncias
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extremamente fortes, com excec¢do do analito 5pTHMT, cuja presenga nas amostras aos niveis de
concentracdo de ¥4 X MRPI e 2 X MRPL ¢ apenas corroborada por evidéncias muito fortes. O analito
Octopamina, tal como referido nos dois casos anteriores, destaca-se pela utilizacdo de uma evidéncia
adicional, comparativamente com os restantes analitos, pois € necessaria a aceitacdo de duas razdes de
abundancia ionicas para confirmar a sua presenca (Figura 3.13 e Tabela 6.19 do Anexo 6).
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Figura 3.13: Representagdo grafica das razdes de verosimilhanga sob a forma Log(LR) para os vérios analitos as diversas
gamas de concentracdo estudadas, obtidas para critério de identificacdo definido pela WADA para a confirmacdo de analitos.

Apobs a apresentacdo das conclusdes extraidas das Figuras 3.11 a 3.13 convém focar que a
qualidade de uma metodologia de identificacdo de compostos é dependente dos valores de LR dos
resultados positivos e da taxa de falsos negativos.

3.5.Probabilidade a posteriori

Para além das razbes de verosimilhanca da identificacdo do varios analitos aplicando os trés
critérios estudados, foi também calculada a probabilidade a posteriori P(X|e) de o analito em causa estar
presente quando se obtém um resultado positivo na analise, com o objetivo de estimar a incerteza dos
exames usando uma métrica alternativa a LR. O conceito de probabilidade a posteriori é de interpretacdo
mais direta por ndo precisar de uma tabela conversora de LR em niveis de qualidade de evidéncia.

Os célculos realizados foram efetuados tendo em conta duas probabilidades a priori distintas:
assumindo um valor neutro da presenca do analito (i.e., P(X) = 0.5 e O (X) = 1) e utilizando os valores
referentes ao nimero de resultados positivos para analises de dopagem do ano de 2015 (World Anti-
Doping Agency 2015a) e sumarizadas na Tabela 3.4. Posteriormente foram utilizadas as Equactes 1.4
e 1.5 para calcular o valor da distribuicdo a posteriori O(X|e) e transforma-la numa probabilidade a
posteriori (P (X|e)).
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Tabela 3.4: Dados relativos a analises de dopagem realizadas pelos laboratérios acreditados pela WADA no ano de 2015.
Calculo da distribuicédo a priori com base nos valores reportados.

Total de andlises 303369
Analises positivas P(X) 3809
Andlises negativas P(=X) 299560
Distribuicdo a priori O(X) 0,013

As probabilidades a posteriori associadas a resultados positivos obtidos para diversas
concentracdes de analito por aplicacdo dos diferentes critérios de identificacdo, considerando as duas
probabilidades a priori mencionadas encontram-se sumarizadas nas Tabelas 3.5 a 3.10. Os valores de
P(X|e) devem ser apresentados com um ndmero elevado de algarismos significativos porque as diversas
casas decimais da percentagem de P(X|e) encerram informacdo relevante. Por analise das tabelas
constata-se que, de uma forma geral, quando se observam evidéncias da presenca de um analito a
probabilidade de este se encontrar na amostra é bastante elevada rondando valores entre 0s 90 % e 0s
100 %, isto é, para este tipo de analises qualitativas a probabilidade de um resultado positivos estar
correto é elevada. No entanto, assumindo O(X) = 1 ou O(X) = 0,013 a Association of Forensic Sciences
sO considera que uma evidéncia é conclusiva se as P(X|e) forem superiores a 99,9999 % e 99,9923 %
respetivamente.

E também possivel observar a diferenca existente quando é utilizada uma probabilidade a priori
neutra ou quando este valor é estimado com base nos resultados das analises reportadas pela WADA.
Assim, no primeiro caso, a probabilidade a posteriori € mais elevada, como seria de esperar, pois parte-
se do principio que uma amostra tem tanta probabilidade de ter analito como de ndo ter. A diferenca
entre P(X|e) estimado considerando O(X) = 0,013 ou O(X) = 1 é maior quanto menor for o valor de
P(X]e) estimado por O(X) = 0,013

Destaca-se também nestes resultados, a relagdo com os resultados obtidos para as razdes de
verosimilhanga, sendo que aqueles que apresentam uma probabilidade a posteriori mais baixa tém uma
menor LR, isto é, a qualidade de resultados positivos é mais reduzida devido a menor qualidade das
evidéncias recolhidas, como se pode verificar nos analitos Modafinil e STHMT.

Como observado nos resultados previamente analisados, é ainda de mencionar que a
probabilidade de um resultado positivo estar correto aumenta a medida que aumenta a concentracao de
analito, sendo esta variacdo mais visivel para determinados casos. Esta variacdo é expectavel visto que
as evidéncias obtidas sdo mais fortes quanto mais o sinal instrumental se destacar do ruido ou de
possiveis interferentes de matriz.
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Tabela 3.5: Probabilidade a posteriori P(X|e) dos analitos a diversos niveis de concentracdo, tendo em conta o critério
estatistico de aceitacdo estabelecido e O(X) = 0,013.

Analito \ Concentracéo

P(Xle) (%)

Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 99,999 99,999 99,999 99,999
19-NorA 98,921 99,465 99,999 99,999
19-NorE 99,999 99,999 99,999 99,999
Drostanolona 99,999 99,999 99,999 99,999
Canrenona 99,999 99,999 99,999 99,999
Carfedon 99,999 99,999 99,999 99,999
Modafinil 73,121 81,632 96,849 99,988
Octopamina 99,718 99,940 100,000 100,000
Epimetendiol 99,999 99,999 99,999 99,999
Amiloride 95,357 99,999 99,999 99,999
Triantereno 99,999 99,999 99,999 99,999
SpTHMT 77,334 74,955 79,173 93,556
6p-Hidroximetandienona 99,998 99,999 99,999 99,998

Tabela 3.6: Probabilidade a posteriori P(X|e) dos analitos a diversos niveis de concentracdo, tendo em conta o critério

estatistico de aceitagdo estabelecido e O(X) = 1.

Analito \ Concentracéo

P(XJe) (%0)

Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 100,000 100,000 100,000 100,000
19-NorA 99,986 99,993 100,000 100,000
19-NorE 100,000 100,000 100,000 100,000
Drostanolona 100,000 100,000 100,000 100,000
Canrenona 100,000 100,000 100,000 100,000
Carfedon 100,000 100,000 100,000 100,000
Modafinil 99,535 99,715 99,959 100,000
Octopamina 99,996 99,999 100,000 100,000
Epimetendiol 100,000 100,000 100,000 100,000
Amiloride 99,938 100,000 100,000 100,000
Triantereno 100,000 100,000 100,000 100,000
S5pTHMT 99,629 99,577 99,667 99,912
6p-Hidroximetandienona 100,000 100,000 100,000 100,000
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Tabela 3.7: Probabilidade a posteriori P(X|e) dos analitos a diversos niveis de concentragédo, tendo em conta o critério de
aceitacdo de d(RA) definido pelo LAD para o procedimento de triagem e O(X) = 0,013.

P(XJe) (%0)

Analito \ Concentracéo

Y4 x MRPL 1 x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 99,983 99,983 99,983 99,983
19-NorA 99,979 99,978 99,979 99,979
19-NorE 99,981 99,981 99,981 99,981
Drostanolona 99,999 99,999 99,999 99,999
Canrenona 99,999 99,999 99,999 99,999
Carfedon 99,999 99,999 99,999 99,999
Modafinil 99,991 99,993 99,993 99,993
Octopamina 100,000 100,000 100,000 100,000
Epimetendiol 99,999 99,999 99,999 99,999
Amiloride 99,999 99,999 99,999 99,999
Triantereno 99,999 99,999 99,999 99,999
SpTHMT 99,999 99,999 99,999 99,999
6p-Hidroximetandienona 99,996 99,999 99,999 99,998

Tabela 3.8: Probabilidade a posteriori para os analitos e respetivos niveis de concentragdo estudados, tendo em conta o critério
de aceitacdo de d(RA) definido pelo LAD para o procedimento de triagem e O(X) = 1.

P(XJe) (%0)

Analito \ Concentracéo

Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 100,000 100,000 100,000 100,000
19-NorA 100,000 100,000 100,000 100,000
19-NorE 100,000 100,000 100,000 100,000
Drostanolona 100,000 100,000 100,000 100,000
Canrenona 100,000 100,000 100,000 100,000
Carfedon 100,000 100,000 100,000 100,000
Modafinil 100,000 100,000 100,000 100,000
Octopamina 100,000 100,000 100,000 100,000
Epimetendiol 100,000 100,000 100,000 100,000
Amiloride 100,000 100,000 100,000 100,000
Triantereno 100,000 100,000 100,000 100,000
5BTHMT 100,000 100,000 100,000 100,000
6f-Hidroximetandienona 100,000 100,000 100,000 100,000
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Tabela 3.9: Probabilidade a posteriori P(X|e) dos analitos a diversos niveis de concentragdo, tendo em conta o critério de
aceitacéo de d(RA) definido pela WADA para a identificagdo de compostos e O(X) = 0,013.

P(XJe) (%0)

Analito \ Concentracéo

Y x MRPL % x MRPL MRPL 2 x MRPL
Drostanolona 99,658 99,309 99,654 99,600
Canrenona 99,368 99,303 99,331 99,303
Carfedon 93,389 92,929 94,054 94,528
Modafinil 98,292 98,963 99,616 99,488
Octopamina 89,401 89,922 90,738 91,349
Epimetendiol 99,793 99,829 99,784 99,879
Amiloride 98,469 98,794 98,719 98,792
Triantereno 99,993 99,981 99,988 99,987
SpTHMT 57,440 99,960 99,968 99,949
6p-Hidroximetandienona 99,581 99,176 99,388 99,415

Tabela 3.10: Probabilidade a posteriori P(X|e) dos analitos a diversos niveis de concentragéo, tendo em conta o critério de
aceitacéo de d(RA) definido pela WADA para a identificacdo de compostos e O(X) = 1.

P(XJe) (%0)

Analito \ Concentracéo

Y2 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
Drostanolona 100,000 100,000 100,000 100,000
Canrenona 100,000 100,000 100,000 100,000
Carfedon 100,000 100,000 100,000 100,000
Modafinil 100,000 100,000 100,000 100,000
Octopamina 100,000 100,000 100,000 100,000
Epimetendiol 100,000 100,000 100,000 100,000
Amiloride 100,000 100,000 100,000 100,000
Triantereno 100,000 100,000 100,000 100,000
5pTHMT 99,998 100,000 100,000 100,000
6p-Hidroximetandienona 100,000 100,000 100,000 100,000

3.6.Comparacéao dos critérios de identificacio estudados

Os resultados obtidos pelas trés abordagens baseadas em diferentes critérios de identificacdo sao
distintos entre si podendo, no entanto, afirmar-se que, no geral, todas elas garantem a identificacdo dos
analitos estudados aos varios niveis de concentracdo com uma qualidade de resultados positivos
extremamente elevada. Ha, no entanto, necessidade de destacar e justificar as diferencas observadas ao
nivel de taxas de TP, FN, FP, LR e probabilidade a posteriori, prendendo-se estas com a forma como
os critérios foram definidos.

No caso do critério estatistico definido no presente trabalho, tendo em conta que os limites foram
definidos para um nivel de confianca de 95 %, os resultados positivos ficam associados a taxas de TP e
FN de 95 % e 5 %, respetivamente, independentemente do analito e nivel de concentracdo. Os valores
de TP e FN foram confirmados experimentalmente através de 260 ensaios realizados em amostras
independentes das utilizadas na definicdo dos limites. Quanto aos FP e uma vez que os limites sdo
definidos com base no desempenho experimental dos analitos, quando os sinais de analito sdo muito
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dispersos a taxa de FP é mais elevada comparativamente com o observado quando sao usados 0s outros
critérios estudados. Estes dois fatores aliados levam a que, por exemplo, as LR e as probabilidades a
posteriori para determinados analitos como o Modafinil ou o SBTHMT sejam menores
comparativamente com o observado para os restantes critérios.

Relativamente ao critério aplicado pelo LAD na fase de triagem, constata-se que, na
generalidade dos casos, este é lato o suficiente para que ndo sejam reportados muitos FN e apertado o
suficiente para que ndo sejam reportadas incorretamente como positivas (suspeitas) muitas amostras,
exigindo que sejam sujeitas ao procedimento de confirmacdo qualitativa. No que diz respeito a taxas de
TP para d(RA), este critério permite obter valores elevados, mas nem sempre superiores a 95 %,
especialmente para analitos cuja razdo de abundancias seja mais variavel entre amostras. Como as taxas
de FP no geral sdo extremamente baixas para este critério, a qualidade de resultados positivos é
extremamente elevada mesmo para casos onde os TP sejam reduzidos, como se pode verificar ao longo
dos resultados obtidos.

Por fim, o critério definido pela WADA é ainda mais apertado pois destina-se a confirmacao final
da presenca de analito onde é importante que ndo seja reportada erradamente a presenca de analitos nas
amostras. Desta forma, a tendéncia observada é a de que se verifiquem valores mais reduzidos nas taxas
de TP como consequéncia da obtencdo de valores minimos nas taxas de FP. Tal como para o critério
anterior, por mais baixas que sejam as taxas de TP, as taxas de FP sdo também extremamente baixas o
que conduz a qualidade de resultados positivos extremamente elevadas. E assim evidente que a WADA
na definicdo dos critérios harmonizados de identificacdo de compostos optou por reduzir drasticamente
os FP a custo do aumento dos FN. Nalguns casos, nomeadamente nos analitos Modafinil e 5 THMT, é
notorio este aumento nas taxas de FN, observando-se para alguns niveis de concentragdo valores deste
pardmetro superiores a 50 % enquanto que 0s FP nestes casos se mantém extremamente baixos. Por
outro lado, os critérios estatisticos de identificacdo de compostos definidos no presente trabalho
permitem um balango mais harmonizado entre FN e FP que poderd auxiliar o analista na aplicacéo dos
critérios regulamentados pela WADA.
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Neste trabalho desenvolveu-se e avaliou-se 0 desempenho de uma ferramenta computacional que
produz critérios estatisticos de identificagdo da presenca de substancias dopantes em amostras bioldgicas
por GC-MS/MS. Os critérios estatisticos definidos foram comparados com dois critérios previamente
aplicados, um ao procedimento de triagem e outro ao procedimento de confirmacdo final da presenga
de substancias dopantes ou relacionadas com estas. Esta comparacao foi realizada através da estimativa
a incerteza do exame com recurso a métricas do Teorema de Bayes.

A ferramenta computacional utilizada recorre a SimulacBes Monte Carlo de diferencas de
variaveis correlacionadas (i.e., tempos de retencéo relativos, TRR), e razbes de abundancias ionicas,
RA) caracterizadas experimentalmente de forma a modelar a distribuicdo dos pardmetros de
identificacdo. A distribuicdo de diferencas de TRR, d(TRR) e de RA, d(RA) é na maioria dos casos ndo
normal, ndo sendo assim recomendada a utilizacdo de estatistica normal no seu estudo.

A ferramenta computacional foi implementada numa folha de calculo de MS-Excel
“transparente” (i.e., cujos algoritmos podem ser acompanhados) e de simples utilizacdo que permite
definir os critérios estatisticos de identificacdo e avaliar o desempenho da identificagdo, ao nivel das
taxas de verdadeiros positivos, TP, e falsos positivos, FP, para os analitos monitorizados a diferentes
niveis de concentracdo. Permite ainda a comparacdo de forma imediata destes parametros de
desempenho considerando os diversos critérios de identificacdo estudados. Os critérios de identificacdo
estatisticos definidos foram testados através da analise de amostras independentes das utilizadas na sua
definicéo, tendo os resultados obtidos sido satisfatorios.

Por comparacdo dos parametros de desempenho obtidos para as trés abordagens podem ser
retiradas algumas conclus6es. Em primeiro lugar, a qualidade dos resultados positivos é extremamente
elevada na maioria dos casos, apresentando, no entanto, algumas diferencas dependendo do critério em
causa. As metodologias de identificacdo distinguem-se mais pela taxa de falsos negativos, FN, que,
nalguns casos apresentam valores bastante elevados.

Para o critério estatistico definido existem alguns casos em que os resultados positivos apresentam
niveis de qualidade inferiores ao desejado devido a taxa de FP. De entre os trés critérios estudados,
apenas o critério definido neste trabalho permite estimar como variam as taxas de FP com a
concentracdo, sendo que nos restantes casos o valor estimado é independente desta. Esta avaliagdo da
variagdo das taxas de FP em funcdo da concentracdo realga as vantagens do critério definido, pois
permite estudar de uma forma mais exata o desempenho das analises qualitativas. Relativamente as taxas
de TP para o critério definido, no presente trabalho estas foram definidas para 95 % de forma a balancear
as diversas taxas de resultados falsos. No entanto, o nivel de confianca do critério estatistico pode ser
alterado com implicagdes nos diversos parametros de desempenho.

A andlise dos critérios estudados permite ainda concluir que o critério definido pela WADA para
o procedimento de confirmagdo qualitativa é seguro no que diz respeito a resultados positivos, ndo
existindo duvida da sua classificacdo. No entanto, este critério estd associado a elevadas taxas de FN,
devido a apertada tolerancia dos intervalos de aceitacdo, que podem ser reduzidas por uma avalia¢do
mais atenta por parte do analista.

O procedimento de triagem usado no laboratorio esta associado a TP e FP mais altos que os
observados quando se usam os critérios da WADA, no entanto, o desempenho observado nestas duas
fases da identificacdo ndo é substancialmente diferente.

O critério estatistico desenvolvido pode ser utilizado como uma ferramenta auxiliar da
identificacdo de substancias dopantes nos fluidos biol6gicos com vista a diminuir as taxas de FN, dos
outros critérios de identificagdo tendo como consequéncia um aumento potencial da taxa de FP, que
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deve estar sob controlo por forma a que ndo sejam incorretamente reportados resultados como positivos.
A determinacéo da incerteza do exame permite reduzir a apresentagéo de FP visto que um positivo como
uma LR menor que 1000000 jamais sera reportado como um resultado conclusivo. Deve ainda
destacar-se que, apesar da grande utilidade da folha de MS-Excel desenvolvida para a definicdo de
critérios de identificagdo estatisticos, estes ndo devem ser seguidos inflexivelmente, isto €, ha que
interpretar os resultados tendo em conta toda a informacéao disponivel sobre o sistema estudado.
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4.1.Perspetivas futuras

Em termos de perspetivas futuras, pode concluir-se que a ferramenta computacional desenvolvida
pode ser aplicada a identificacdo de outras substancias dopantes habitualmente pesquisadas nos fluidos
bioldgicos dos atletas. A sua utilidade ndo se limita, no entanto, a substancias dopantes, podendo
também ser aplicada a drogas de abuso e/ou pesticidas, quando analisados por diferentes técnicas
cromatograficas.

A vantagem da utilizacdo da ferramenta desenvolvida assim como dos critérios por esta definidos
prende-se também com a estimativa da incerteza dos resultados das andlises qualitativas, que ndo é
ainda tida em conta nos laboratorios de anélise, e que permite a reportacao de resultados de uma forma
mais fiavel. A estimativa de LR permite ainda identificar os procedimentos para o qual a qualidade do
exame é adequada, evitando assim o dispéndio de recursos em analises qualitativas adicionais.

Em suma, perspetivam-se novas aplicagcbes para a ferramenta desenvolvida neste trabalho na
identificacdo das mais variadas classes de compostos em matrizes complexas (e.g. bioldgicas, forenses
e ambientais).
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Tabela 6.1: Limites estatisticos de aceitacéo de diferencas de razdes de abundancia e de tempos de retencdo relativos entre um
controlo e a solugdo analisada, definidos para um nivel de confianca de 95%, para o nivel de concentracdo de analito

correspondente a ¥4 x MRPL.

d(RA) d(TRR)
Analito

Min Max Min Max

THC -0,079 0,13 -0,005 0,005
19-NorA -0,387 0,226 -0,007 0,007
19-NorE -0,260 0,150 -0,007 0,008
Drostanolona -0,153 0,113 -0,007 0,006
Canrenona -0,052 0,055 -0,007 0,007
Carfedon -0,064 0,046 -0,011 0,01
Modafinil -0,663 0,728 -0,008 0,008
Octopamina T1 -0,388 0,414 -0,013 0,012
Octopamina T2 -0,745 0,866 -0,013 0,012
Epimetendiol 0,084 0,099 -0,006 0,006
Amiloride -0,334 0,192 -0,008 0,008
Triantereno -0,121 0,094 -0,004 0,004
S5pTHMT 0,123 0,664 -0,021 0,028
-0,366 0,07 -0,007 0,007

6p-Hidroximetandienona

Tabela 6.2: Limites estatisticos de aceitacao de diferencas de razdes de abundancia e de tempos de retencdo relativos entre um
controlo e a solucdo analisada, definidos para um nivel de confianca de 95%, para o nivel de concentracdo de analito

correspondente a ¥2 x MRPL.

d(RA) d(TRR)
Analito

Min Max Min Max
THC -0,069 0,057 -0,005 0,005
19-NorA -0,467 0,271 -0,008 0,008
19-NorE -0,301 0,225 -0,008 0,008
Drostanolona -0,149 0,079 -0,007 0,007
Canrenona -0,04 0,04 -0,007 0,007
Carfedon -0,058 0,039 -0,011 0,011
Modafinil -0,719 0,566 -0,008 0,007
Octopamina T1 -0,147 0,237 -0,012 0,012
Octopamina T2 -0,353 0,572 -0,012 0,012
Epimetendiol -0,052 0,073 -0,006 0,006
Amiloride -0,298 0,296 -0,008 0,007
Triantereno -0,081 0,077 -0,005 0,005
S5pTHMT -0,163 0,501 -0,005 0,005
6p-Hidroximetandienona -0,149 0,073 -0,007 0,007
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Tabela 6.3: Limites estatisticos de aceitacdo de diferencas de raz6es de abundancia e de tempos de retencdo relativos entre um
controlo e a solugdo analisada, definidos para um nivel de confianca de 95%, para o nivel de concentracdo de analito
correspondente a 2 X MRPL.

d(RA) d(TRR)

Analito Min Max Min Max

THC -0,055 0,061 -0,005 0,005
19-NorA -0,28 0,234 -0,007 0,007
19-NorE -0,134 0,157 -0,008 0,008
Drostanolona -0,051 0,075 -0,007 0,007
Canrenona -0,031 0,02 -0,007 0,007
Carfedon -0,029 0,03 -0,011 0,011
Modafinil -0,452 0,352 -0,007 0,007
Octopamina T1 -0,085 0,137 -0,011 0,011
Octopamina T2 -0,194 0,24 -0,011 0,011
Epimetendiol -0,042 0,038 -0,006 0,006
Amiloride -0,19 0,198 -0,008 0,008
Triantereno -0,048 0,068 -0,005 0,005
S5pTHMT -0,594 0,086 -0,005 0,005
6p-Hidroximetandienona -0,091 0,073 -0,006 0,007

Anexo 2: Diferencas de razdes de abundancias e tempos de retengdo
relativos entre controlo e amostras analisadas
Tabela 6.4: Diferengas de razdes de abundancia de ido entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de

concentracdo de analito correspondente a ¥ x MRPL. Os valores a negrito encontram-se fora dos limites de aceitacdo
estabelecidos para um nivel de confianca de 95%.

Anal d(RA)

nalito #01 #02 #03 #04 #05
THC -0,067 -0,008 -0,041 -0,014 -0,007
19-NorA -0,009 0,068 -0,039 -0,022 0,069
19-NorE -0,051 -0,042 -0,153 -0,100 0,010
Drostanolona -0,065 0,042 -0,023 -0,036 -0,007
Canrenona 0,029 0,012 0,015 -0,003 0,009
Carfedon -0,042 -0,027 -0,055 -0,017 -0,093
Modafinil 0,179 0,396 0,325 0,176 0,190
Octopamina T1 -0,093 0,069 0,350 -0,040 0,215
Octopamina T2 0,026 -0,012 0,045 -0,088 0,032
Epimetendiol 0,026 -0,043 -0,020 -0,043 -0,012
Amiloride -0,002 -0,020 -0,270 -0,033 0,000
Triantereno 0,017 0,006 -0,016 -0,061 -0,023
S5pTHMT -0,054 0,329 0,032 0,300 0,232
6p-Hidroximetandienona -0,162 -0,060 -0,357 0,077 -1,572
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Tabela 6.5: Diferengas de tempos de retencdo relativos entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentragdo de analito correspondente a ¥4 X MRPL. Todos os valores se encontram dentro dos limites de aceitagdo

estabelecido para um intervalo de confianga de 95%.

d(TRR)
Analito #01 #02 #03 #04 #05

THC 20,0005 20,0009 20,0007 20,0001 -0,0004
19-NorA 0,0005 0,0001 0,0008 0,0005 0,0010
19-NorE 20,0004 20,0004 0,0007 0,0001 0,0002
Drostanclora 20,0002 20,0002 -0,0003 0,0001 -0,0001
Canrenona -0,0005 20,0003 0,0013 0,0002 0,0007
Carfedon -0,0006 0,0005 0,0001 0,0005 0,0003
Modafinil 0,0001 0,0014 0,0022 0,0008 0,0010
Octopamina -0,0005 -0,0005 0,0002 20,0005 -0,0007
Epimetendiol 0,0009 0,0005 0,0012 0,0005 0,0007
Amiloride 0,0002 0,0002 0,0015 0,0010 0,0006
Triantereno 0,0005 0,0005 0,0011 0,0005 0,0011
SPTHMT 0,0004 0,0000 0,0001 10,0008 -0,0004

0,0000 0,0000 0,0015 0,0000 0,0009

6p-Hidroximetandienona

Tabela 6.6: Diferengas de razdes de abundancia de ido entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentragdo de analito correspondente a %2 X MRPL. Os valores a negrito encontram-se fora dos limites de aceitagdo

estabelecidos para um nivel de confianga de 95%.

d(RA)
Analito (RA)
#01 #02 #03 #04 #05
THC 0,009 -0,016 -0,019 -0,029 -0,051
19-NorA -0,039 -0,021 0,041 -0,002 0,071
19-NorE -0,066 -0,068 -0,061 -0,036 -0,056
Drostanolona -0,057 -0,030 -0,030 0,009 -0,023
Canrenona -0,022 0,013 0,007 0,018 0,003
Carfedon -0,034 -0,021 -0,015 -0,002 -0,049
Modafinil 0,092 0,166 0,254 -0,012 0,123
Octopamina T1 -0,001 0,078 0,167 -0,051 0,024
Octopamina T2 0,018 0,013 0,053 -0,029 -0,004
Epimetendiol 0,002 0,035 0,017 0,025 -0,031
Amiloride 0,005 -0,041 -0,126 -0,004 -0,038
Triantereno -0,036 0,033 0,026 -0,005 0,000
S5pTHMT -0,026 0,179 0,032 0,030 0,314
6p-Hidroximetandienona -0,062 -0,042 -0,111 0,060 -0,828
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Tabela 6.7: Diferencas de tempos de retencdo relativos entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentracéo correspondente a %2 x MRPL. Todos os valores se encontram dentro dos limites de aceitagéo estabelecidos para

um intervalo de confianga de 95%.

Analito d(TRR)
#01 #02 #03 #04 #05

THC -0,0004 -0,0004 -0,0010 -0,0001 -0,0008
19-NorA 0,0002 0,0006 0,0017 0,0001 0,0002
19-NorE -0,0003 -0,0003 0,0012 0,0001 0,0001
Drostanolona 0,0002 0,0002 0,0002 0,0001 -0,0005
Canrenona -0,0001 0,0001 0,0020 0,0002 0,0005
Carfedon -0,0001 0,0010 0,0006 0,0005 0,0010
Modafinil -0,0003 0,0005 0,0019 0,0001 0,0005
Octopamina -0,0011 -0,0011 -0,0005 -0,0005 -0,0001
Epimetendiol -0,0042 0,0006 0,0013 0,0005 0,0002
Amiloride 0,0002 0,0006 0,0017 0,0005 0,0002
Triantereno 0,0006 0,0006 0,0013 0,0008 0,0004
S5pTHMT 0,0008 0,0003 0,0009 0,0003 -0,0001
6p-Hidroximetandienona 0,0005 0,0005 0,0020 0,0000 0,0005

Tabela 6.8 Diferencas de razdes de abundancia de ido entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentragdo de analito correspondente a 2 x MRPL. Os valores a negrito encontram-se fora dos limites de aceitacéo

estabelecidos para um intervalo de confianca de 95%.

: d(RA)
Analito (RA)
#01 #02 #03 #04 #05
THC -0,009 -0,020 -0,019 -0,016 -0,013
19-NorA -0,030 0,030 0,038 0,056 0,016
19-NorE -0,042 -0,069 -0,067 -0,032 -0,067
Drostanolona 0,000 -0,007 -0,005 0,008 -0,040
Canrenona -0,004 0,015 0,010 0,007 0,011
Carfedon -0,016 -0,008 -0,004 -0,013 -0,017
Modafinil -0,092 0,047 0,008 -0,061 -0,041
Octopamina T1 0,002 -0,037 -0,063 0,002 0,020
Octopamina T2 -0,026 -0,052 -0,025 -0,036 -0,006
Epimetendiol 0,009 0,005 0,004 0,004 0,023
Amiloride -0,018 0,024 -0,006 -0,004 0,015
Triantereno -0,009 0,011 0,013 -0,010 -0,005
SpTHMT -0,400 -0,299 -0,215 -0,124 -0,139
6p-Hidroximetandienona 0,026 0,043 -0,004 0,024 -0,162
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Tabela 6.9: Diferencas de tempos de retencdo relativos entre um controlo positivo e as amostras fortificadas para um nivel de
concentracdo correspondente a 2 X MRPL. Todos os valores se encontram dentro dos limites de aceitagdo estabelecidos para
um intervalo de confianga de 95%.

d(TRR)
Analito
#01 #02 #03 #04 #05
THC -0,0004 -0,0009 -0,0016 -0,0005 -0,0008
19-NorA 0,0002 0,0001 0,0012 0,0001 0,0006
19-NorE 0,0001 -0,0007 0,0007 0,0001 0,0001
Drostanolona 0,0002 -0,0002 -0,0007 0,0001 -0,0001
Canrenona 0,0004 0,0000 0,0016 0,0005 0,0006
Carfedon 0,0021 0,0016 0,0001 0,0029 0,0021
Modafinil 0,0000 0,0001 0,0009 -0,0002 0,0000
Octopamina T1 -0,0001 -0,0005 -0,0020 -0,0005 -0,0001
Epimetendiol 0,0002 0,0001 0,0008 0,0001 0,0002
Amiloride 0,0010 0,0005 0,0007 0,0010 0,0002
Triantereno 0,0006 0,0002 0,0008 0,0005 0,0006
S5BTHMT 0,0003 -0,0001 0,0004 0,0003 0,0003
6p-Hidroximetandienona 0,0005 0,0000 0,0015 0,0000 0,0005

Anexo 3: Taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos para o0s
critérios de aceitacao definidos no presente trabalho

Tabela 6.10: Taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos, referentes a identificagdo baseada em valores de d(RA)
observados aos quatro niveis de concentragdo estudados, considerando os critérios estatisticos definidos para este parametro.

Analito FP% x MRPL (%) FP% x MRPL (%) FP MRPL (%) FP2xMRPL (%) TP (%)
THC 0,001 0,001 0,001 0,001 95
19-NorA 1,252 0,617 0,001 0,001 95
19-NorE 0,001 0,001 0,001 0,001 95
Drostanolona 0,001 0,001 0,001 0,001 95
Canrenona 0,001 0,001 0,001 0,001 95
Carfedon 0,001 0,001 0,001 0,001 95
Modafinil 42,183 25,821 3,733 0,014 95
Octopamina T1 42,128 20,914 0,001 0,001 95
Octopamina T2 69,460 29,549 0,001 0,001 95
Epimetendiol 0,001 0,001 0,001 0,001 95
Amiloride 5,588 0,001 0,001 0,001 95
Triantereno 0,001 0,001 0,001 0,001 95
SBTHMT 33,634 38,343 30,188 7,904 95
6p-Hidroximetandienona 7,862 7,311 3,618 0,002 95
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Anexo 4: Taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos aplicando os
critérios utilizados pelo laboratério no procedimento de triagem

Tabela 6.11: Taxas de Falsos Positivos, FP, observada utilizando a diferenca de razdes de abundancia maxima admissivel
usando o procedimento de triagem do LAD.

Analito FP d(RA) (%)
THC 0,022
19-NorA 0,027
19-NorE 0,024
Drostanolona 0,001
Canrenona 0,001
Carfedon 0,001
Modafinil 0,008
Octopamina T1 0,001
Octopamina T2 0,001
Epimetendiol 0,001
Amiloride 0,001
Triantereno 0,001
SPTHMT 0,001
6p-Hidroximetandienona 0,001

Tabela 6.12: Taxas de Verdadeiros Positivos, TP, observada utilizando a diferenca de razdes de abundancia maxima admissivel
usando o procedimento de triagem do LAD. S&o apresentados valores estimados para quatro niveis de concentragao de analito.

TP d(RA) (%)

Analito
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 X MRPL
THC 99,563 99,791 99,849 99,862
19-NorA 98,902 97,771 97,929 98,901
19-NorE 99,347 98,758 99,716 99,743
Drostanolona 94,566 95,491 98,620 98,768
Canrenona 96,914 97,690 99,020 99,316
Carfedon 96,914 97,240 99,020 98,993
Modafinil 76,085 89,886 93,499 94,226
Octopamina T1 52,222 73,259 89,946 89,846
Octopamina T2 73,582 85,215 95,823 96,154
Epimetendiol 73,366 88,953 97,454 97,079
Amiloride 92,210 92,018 95,383 95,659
Triantereno 99,135 99,292 99,484 99,670
SpTHMT 19,644 66,635 86,190 38,657
6p-Hidroximetandienona 40,885 80,611 84,974 86,371
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Tabela 6.13: Taxas de Verdadeiros Positivos, TP, observadas utilizando a diferenca de tempos de retencéo relativos maxima
admissivel usando no procedimento de triagem do LAD. S&o apresentados valores estimados para quatro niveis de concentragao
de analito.

TP d(TRR) (%)

Analito
Ya x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 99,979 99,963 99,968 99,959
19-NorA 99,531 98,765 99,612 99,572
19-NorE 98,977 98,313 98,781 98,070
Drostanolona 99,613 99,330 99,625 99,561
Canrenona 99,413 99,294 99,307 99,381
Carfedon 93,457 93,011 94,198 94,489
Modafinil 98,280 98,955 99,624 99,543
Octopamina 89,105 89,909 90,857 91,398
Epimetendiol 99,786 99,857 99,782 99,860
Amiloride 98,479 98,836 98,658 98,744
Triantereno 99,996 99,989 99,989 99,989
SBpTHMT 57,817 99,961 99,969 99,941
6p-Hidroximetandienona 99,520 99,508 99,569 99,651

Anexo 5: Taxas de Falsos Positivos e Verdadeiros Positivos aplicando os
critérios definidos pela WADA para a confirmacéo de analitos

Tabela 6.14: Taxas de Falsos Positivos, FP, observadas utilizando a diferenca de razfes de abundancia de ifes maxima
admissivel indicada pela WADA.

Analito FP d(RA) (%)
Drostanolona 0,001
Canrenona 0,001
Carfedon 0,001
Modafinil 0,002
Octopamina T1 0,001
Octopamina T2 0,001
Epimetendiol 0,001
Amiloride 0,001
Triantereno 0,001
SPTHMT 0,001
6p-Hidroximetandienona 0,001
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Tabela 6.15: Taxas de Verdadeiros Positivos, TP, observadas utilizando a diferenca de raz6es de abundancia de iGes maxima
admissivel indicada pela WADA. Séo apresentados valores estimados para quatro niveis de concentragdo de analito.

TP d(RA) (%)

Analito
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
Drostanolona 67,172 80,257 92,744 91,561
Canrenona 94,585 95,324 96,344 97,545
Carfedon 92,865 92,866 98,287 98,342
Modafinil 21,136 22,892 48,745 50,842
Octopamina T1 38,825 53,273 77,541 77,556
Octopamina T2 35,867 48,324 76,561 81,545
Epimetendiol 76,096 90,278 97,853 98,230
Amiloride 62,876 63,702 82,247 85,297
Triantereno 93,985 96,828 97,920 98,558
SBpTHMT 0,761 27,840 53,461 8,467
6p-Hidroximetandienona 40,477 78,459 83,746 84,404

Tabela 6.16: Taxas de Verdadeiros Positivos, TP, observadas utilizando a diferenca de tempos de retencéo relativos maxima
admissivel indicada pela WADA. Séo apresentados valores estimados para quatro niveis de concentragéo de analito.

. TP d(TRR) (%)
Analito
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 X MRPL
Drostanolona 99,658 99,309 99,654 99,600
Canrenona 99,368 99,303 99,331 99,303
Carfedon 93,389 92,929 94,054 94,528
Modafinil 98,292 98,963 99,616 99,488
Octopamina 89,401 89,922 90,738 91,349
Epimetendiol 99,793 99,829 99,784 99,879
Amiloride 98,469 98,794 98,719 98,792
Triantereno 99,993 99,981 99,988 99,987
SBTHMT 57,440 99,960 99,968 99,949
6p-Hidroximetandienona 99,581 99,176 99,388 99,415
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Anexo 6: Razbes de verosimilhanca para os diferentes critérios de
identificacdo estudados

Tabela 6.17: Valores do logaritmo da razdo de verosimilhanca log(LR) da identificagdo dos analitos estudados usando vérias
gamas de concentracdo, considerando os critérios de aceitacdo estudados definidos no presente trabalho.

log (LR)
Analito \ Concentracao
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
THC 6,96 6,96 6,96 6,96
19-NorA 3,86 4,17 6,96 6,96
19-NorE 6,96 6,96 6,96 6,96
Drostanolona 6,96 6,96 6,96 6,96
Canrenona 6,96 6,96 6,96 6,96
Carfedon 6,96 6,96 6,96 6,96
Modafinil 2,33 2,54 3,38 5,81
Octopamina 13,52 13,70 13,85 13,86
Epimetendiol 6,96 6,96 6,96 6,96
Amiloride 321 6,96 6,96 6,96
Triantereno 6,96 6,96 6,96 6,96
SpTHMT 2,43 2,37 2,48 3,06
6p-Hidroximetandienona 3,06 3,09 3,40 6,65

Tabela 6.18: Valores do logaritmo da razdo de verosimilhanca log(LR) da identificagdo dos analitos estudados usando varias
gamas de concentracdo, considerando o critério de identificagdo aplicado no LAD na etapa de triagem.

log (LR)
Analito \ Concentracéo
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 X MRPL
THC 5,66 5,66 5,66 5,66
19-NorA 5,57 5,56 5,57 5,57
19-NorE 5,62 5,61 5,62 5,61
Drostanolona 6,97 6,98 6,99 6,99
Canrenona 6,98 6,99 6,99 6,99
Carfedon 6,96 6,96 6,97 6,97
Modafinil 5,96 6,03 6,05 6,06
Octopamina 13,48 13,70 13,85 13,86
Epimetendiol 6,86 6,95 6,99 6,99
Amiloride 6,96 6,96 6,97 6,98
Triantereno 7,00 7,00 7,00 7,00
5pTHMT 6,06 6,82 6,94 6,59
6p-Hidroximetandienona 6,61 6,90 6,93 6,93
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Tabela 6.19: Valores do logaritmo da razdo de verosimilhanca log(LR) da identificagdo dos analitos estudados usando varias
gamas de concentracéo, considerando o critério de identificacdo definido pela WADA para a confirmagao de analitos.

log (LR)
Analito \ Concentracéo
Y4 x MRPL Y% x MRPL MRPL 2 x MRPL
Drostanolona 6,83 6,90 6,97 6,96
Canrenona 6,97 6,98 6,98 6,99
Carfedon 6,94 6,94 6,97 6,97
Modafinil 6,02 6,05 6,39 6,40
Octopamina 14,05 14,32 14,69 14,72
Epimetendiol 6,88 6,95 6,99 6,99
Amiloride 6,79 6,80 6,91 6,93
Triantereno 6,97 6,99 6,99 6,99
SpTHMT 4,64 6,44 6,73 5,93
6p-Hidroximetandienona 6,61 6,89 6,92 6,92
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