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RESUMO

MELO, Thalita Neves de. Desenvolvimento de um Método de Identificaciao de Molidustat
em Urina Humana por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas de
Alta Resolu¢dao. Rio de Janeiro, 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdao em
Quimica Industrial) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro, 2024.

O controle de dopagem desempenha um papel crucial no esporte, assegurando a integridade
fisica dos atletas e promovendo um ambiente competitivo justo para todos. Com o aumento
do nimero de amostras e da diversidade de substincias proibidas, torna-se necessario
desenvolver métodos de deteccao mais sofisticados e simplificar os procedimentos de preparo
de amostras. Diante disso, este trabalho aborda o desenvolvimento de um procedimento de
confirmacdo para molidustat em amostras de urina humana, utilizando a técnica de
cromatografia liquida bidimensional acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo. O
molidustat ¢ um agente ativador de fatores indutores da hipoxia, incluido na Lista de
Substancias e Métodos Proibidos da Agéncia Mundial Antidopagem (AMA) por seu potencial
de melhorar o desempenho esportivo. A metodologia desenvolvida inclui uma etapa de
hidrélise enzimatica, seguida pela adicdo de acido tricloroacético a 10% e centrifugacao.
Posteriormente, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida bidimensional, uma
técnica analitica promissora, reconhecida por sua ampla aplicabilidade a diversos compostos e
seus metabolitos, além de oferecer uma preparagdo rapida da amostra e de baixo custo. O
método foi validado conforme os critérios estabelecidos pela AMA, abrangendo linearidade,
seletividade, limite de identificagdo, arraste e efeito de matriz. Os resultados demonstraram
que o método ¢ seletivo e linear, sem ocorréncia de arraste ou interferéncia da matriz, com
limite de identificacdao estimado em 0,70 ng/mL, valor satisfatorio por estar abaixo do limite
minimo de desempenho requerido de 2 ng/mL. Assim, foi possivel incorporar o procedimento

a rotina do Laboratério Brasileiro de Controle de Dopagem.

Palavras-chave: controle de dopagem; molidustat; agente ativador de HIF; inibidor de prolil

hidroxilase; cromatografia liquida bidimensional; CL-EMAR.



ABSTRACT

MELO, Thalita Neves de. Desenvolvimento de um Método de Identificaciao de Molidustat
em Urina Humana por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas de
Alta Resolu¢dao. Rio de Janeiro, 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdao em
Quimica Industrial) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro, 2024.

Doping control plays a crucial role in sports by ensuring the physical integrity of athletes and
promoting a fair competitive environment for all. With the increasing number of samples and
the diversity of prohibited substances, it is necessary to develop more sophisticated detection
methods and simplify sample preparation procedures. In this context, this study addresses the
development of a confirmation procedure for molidustat in human urine samples, utilizing
two-dimensional liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry.
Molidustat is a hypoxia-inducible factor activating agent included in the World Anti-Doping
Agency (WADA) Prohibited List due to its potential to enhance sports performance. The
developed methodology includes an enzymatic hydrolysis step, followed by the addition of
10% trichloroacetic acid and centrifugation. Subsequently, the samples were analyzed using
two-dimensional liquid chromatography, an analytical technique recognized for its wide
applicability to various compounds and their metabolites, as well as for offering rapid and
low-cost sample preparation. The method was validated according to the criteria established
by WADA, covering linearity, selectivity, identification limit, carryover, and matrix effect.
The results demonstrated that the method is selective and linear, with no occurrence of
carryover or matrix interference, and an estimated identification limit of 0.70 ng/mL, which is
satisfactory as it is below the minimum required performance limit of 2 ng/mL. Thus, it was
possible to incorporate the procedure into the routine of the Brazilian Doping Control

Laboratory.

Keywords: doping control; molidustat; HIF activating agent; prolyl hydroxylase inhibitor;
two-dimensional liquid chromatography; LC-HRMS.
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1 INTRODUCAO

O esporte desempenha um papel fundamental na sociedade, servindo ndo apenas como
forma de lazer e manutencao da saude, mas também como meio de ascensdao social e
econdmica. No entanto, o cendrio esportivo profissional enfrenta desafios significativos,
principalmente no que diz respeito ao uso de substancias proibidas, conhecidas como doping,
que visam aumentar o desempenho de forma ilicita. A busca incessante por superar limites,
aliada a pressao para atingir altos resultados, tem levado muitos atletas a recorrerem ao uso de
substancias capazes de melhorar a performance, comprometendo a integridade fisica e ética
do esporte (AQUINO NETO, 2001).

Para combater essa pratica, a World Anti-Doping Agency (WADA) tem desempenhado
um papel crucial desde sua criacdo em 1999. A WADA ¢ responsavel por monitorar e regular
o uso de substancias e métodos proibidos no esporte, visando garantir uma competicao justa e
proteger a saude dos atletas (WADA, 2024a). A cada ano, a WADA revisa e publica a Lista de
Substancias e Métodos Proibidos, que categoriza compostos com potencial de aumentar o
desempenho ou colocar em risco a saude dos atletas (WADA, 2024b).

Entre as substincias destacadas na lista estd o molidustat, um agente ativador de
fatores indutores da hipoxia (HIF), utilizado clinicamente para promover a producdo de
globulos vermelhos em condi¢des como a anemia (FLAMME et al., 2014). Embora promissor
no tratamento de doengas, seu uso no esporte € proibido devido a capacidade de aumentar a
disponibilidade de oxigénio no sangue, oferecendo uma vantagem competitiva desleal
(LOCATELLI et al., 2022). Com isso, surge a necessidade de métodos de detec¢do precisos e
eficazes, como os que envolvem a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
de alta resolucao (CL-EMAR), para assegurar a identificacao de tais substancias em amostras
biologicas, protegendo a integridade esportiva (MAZZARINO et al., 2021).

Um dos maiores desafios enfrentados pelos laboratorios de controle de dopagem na
identificacdo de agentes ativadores de HIF ¢é sua presenga em baixas concentragcdes nas
amostras biologicas, o que exige métodos analiticos altamente sensiveis. Além disso, essas
substancias passam por um metabolismo rapido no organismo, originando diversos
metabolitos, muitos deles conjugados, como glicuronideos. Para torna-los detectaveis, etapas
especificas, como a hidrdlise enzimatica, sdo indispensaveis no preparo das amostras

(MAZZARINO et al., 2021).
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O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a validagdo de um método
analitico para a confirmacdo de molidustat em amostras de urina humana, utilizando técnicas
avangadas de cromatografia e espectrometria de massas. Além disso, a abordagem utilizada
visa minimizar os esfor¢os de preparacdo de amostras, preservando a sensibilidade e

especificidade do ensaio (GORGENS et al., 2016).
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2  OBJETIVO

O escopo deste trabalho objetiva o desenvolvimento de um método de deteccao de
molidustat (BAY 85-3934) em amostras de urina humana, utilizando o sistema de

cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa de alta resolugdo (CL-EMAR).
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Estabeleceu-se os seguintes objetivos especificos para alcangar o objetivo proposto:

e Desenvolver um método para a confirmagdo de molidustat em amostras de
urina humana, utilizando hidrélise seguida de inje¢do direta e andlise por
cromatografia liquida bidimensional acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucao.

e Realizar a validacdo da metodologia desenvolvida para a analise qualitativa do
molidustat em amostras de urina humana, de acordo com os critérios exigidos
pela WADA.

e Avaliar os seguintes parametros na validagdo do método analitico: linearidade,

seletividade, limite de identificacdo, arraste e efeito de matriz.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONTROLE ANTIDOPAGEM NO ESPORTE

A dopagem, caracterizada pela violagdo do Cdédigo Internacional Antidopagem,
compromete a integridade das competi¢des e coloca em risco a satide dos atletas. As infragdes
as regras antidopagem incluem a recusa em fornecer amostras, o uso ou tentativa de uso de
métodos proibidos e a presenca de substancias proibidas ou de seus metabolitos nas amostras,
resultando em um resultado analitico adverso. Detectada principalmente pela andlise de
fluidos corporais como urina e sangue, a dopagem € uma preocupagdo crescente para
organizagdes esportivas em ambito mundial (WADA, 2021b).

A preocupagdo com a dopagem no cendrio esportivo s6 emergiu apos a morte de Kurt
Jensen em 1960, nas Olimpiadas de Roma, por overdose de anfetamina. Esse incidente levou
a implementa¢do de medidas de controle pelo Comité Olimpico Internacional (COI) a partir
de 1967, com a primeira testagem oficial ocorrendo nos Jogos Olimpicos de Inverno de
Grenoble em 1968. Entretanto, as limitagdes tecnoldgicas iniciais restringiam a detec¢do a
apenas alguns estimulantes e narcdticos, impedindo a identificacdo de uma variedade maior
de substancias dopantes (AQUINO NETO, 2001).

A Agéncia Mundial Antidopagem (AMA), conhecida como World Anti-Doping
Agency (WADA) em inglés, foi fundada em 1999 como uma agéncia internacional
independente. Seu papel principal ¢ liderar um movimento colaborativo global em direcdo a
um esporte livre de doping. Em parceria com o meio desportivo € os governos, ela busca
harmonizar e coordenar as politicas antidopagem, desenvolvendo regras universais para
proteger a integridade do esporte e fomentar um ambiente competitivo justo e limpo para
todos os atletas (WADA, 2024a).

No cenario nacional, a Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem (ABCD)
regulamenta e promove agdes antidopagem no Brasil, assegurando que as praticas esportivas
no pais atendam aos padrdes estabelecidos pela WADA. Suas atribui¢des incluem a gestdo de
politicas antidopagem, a educacdo de atletas e a coordenacdo dos testes de controle de
dopagem em competi¢des nacionais e internacionais (ABCD, 2024).

Em paralelo, o Laboratdrio Brasileiro de Controle de Dopagem (LBCD) ¢ responsavel
pela andlise de amostras coletadas em eventos esportivos, sendo o Unico laboratorio
credenciado pela WADA na América Latina. Localizado no Polo de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), o LBCD encontra-se associado ao Laboratdrio de Apoio ao

Desenvolvimento Tecnologico (LADETEC) e desempenha um papel essencial no
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monitoramento de substincias proibidas, garantindo a integridade dos resultados e
contribuindo para a promog¢ao de um esporte justo e €tico no pais (LBCD, 2024).

A responsabilidade de definir e revisar anualmente a Lista de Substancias e Métodos
Proibidos ¢ atribuida a AMA. Esse documento detalha todas as substincias e métodos
considerados ilicitos no esporte devido aos potenciais efeitos que podem ter no aumento do
desempenho, nos riscos a saide dos atletas ou na violagdo do espirito esportivo. Ele ¢
monitorado por laboratérios credenciados e funciona como um padrdo internacional
obrigatorio, integrando o Programa Mundial Antidopagem (WADA, 2024b).

A lista ¢ organizada em substancias e métodos proibidos a todo momento, ao periodo
de competicdo e aqueles restritos a determinados esportes. Dentro de cada categoria sdo
estabelecidas classes com base nos efeitos que cada composto apresenta no organismo,
incluindo  substancias ndo aprovadas (S0), agentes anabolizantes (S1), hormonios
peptidicos, fatores de crescimento, substidncias relacionadas e miméticos (S2),
beta-2-agonistas (S3), hormonio e moduladores metabolitos (S4), diuréticos e agentes
mascarantes (S5), estimulantes (S6), narcoéticos (S7), canabinoides (S8), glicocorticoides
(S9) e betabloqueadores (P1) (WADA, 2024c).

Entre as intimeras classes presentes na Lista Proibida da AMA, encontra-se o
composto de estudo deste trabalho, conhecido como molidustat ou BAY 85-3934. Essa
substancia ¢ um agente ativador de fatores indutores da hipdxia (HIF), associada a classe S2.
Sua principal funcdo € estimular a produgdo de globulos vermelhos, um processo denominado
eritropoiese, util no tratamento de hipoxia e anemia. No entanto, devido ao seu potencial de
melhorar o desempenho esportivo ao aumentar o transporte de oxigénio, os ativadores de HIF

sao proibidos pelas regulamentagdes da AMA (DIB et al., 2017).
3.2 MOLIDUSTAT

O molidustat, também conhecido como BAY 85-3934, ¢ um novo agente terapéutico
classificado como um agente ativador de fatores indutores da hipoxia (HIF), atualmente em
ensaios clinicos (DIB et al, 2017). Pertencente a uma nova classe de medicamentos, os
ativadores de HIF aumentam a eritropoiese, o processo de producdo de gldobulos vermelhos,
tornando-se uma opc¢do promissora para o tratamento de condi¢des como anemia,
especialmente em pacientes com doenga renal cronica ou em quimioterapia (LOCATELLI et
al., 2022; WIGERUP, C.; PAHLMAN, S.; BEXELL, D., 2016).

Sua acdo inibe a atividade das prolil-hidroxilases de HIF, enzimas que degradam a

subunidade HIF-o em niveis normais de oxigénio. Ao estimular o HIF-a, o molidustat
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promove a formag¢do do complexo HIF-0/B, que ativa genes relacionados a eritropoiese,
incluindo o gene da eritropoietina (EPO). Isso, em ultima andlise, leva ao aumento da
producao de globulos vermelhos e a capacidade aprimorada de transporte de oxigénio

(MAZZARINO et al., 2021). A estrutura quimica do molidustat pode ser vista na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica do molidustat (BAY 85-3934).
)

N

N
N N/
AN
NH
Fonte: Autoria propria, utilizando o software Chemsketch.

Além de seu potencial terapéutico, o uso dessa substidncia no esporte levanta
preocupagoes €ticas e de saude, devido a sua capacidade de aumentar a disponibilidade de
oxigénio no sangue, melhorando o desempenho dos atletas. Por esse motivo, ativadores de
HIF, como o molidustat, sdo proibidos pela Agéncia Mundial Antidopagem (AMA). Para
prevenir o uso indevido e proteger a integridade esportiva, os laboratorios de controle de
dopagem adotaram técnicas analiticas de alta sensibilidade, como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao, que permitem a detec¢do eficaz desses
compostos em amostras biolodgicas, especialmente na urina (DIB ef al., 2017; MAZZARINO
etal.,2021).

O monitoramento de substincias proibidas segue os critérios estabelecidos pela
WADA em seus documentos técnicos, que incluem classificacdes como substancias threshold
e non-threshold. Enquanto substancias threshold requerem analise quantitativa, em que a
concentragdo do analito determina o resultado analitico adverso (RAA), as non-threshold sao
analisadas qualitativamente e podem possuir um limite minimo para ser reportado (MRL)
(WADA, 2021a).

Outro parametro relevante € o limite minimo de desempenho requerido (MRPL), que
consiste na concentragdo minima que os laboratérios devem ser capazes de detectar e
identificar de forma consistente. No caso do molidustat, ele se enquadra como uma substancia
non-threshold cujo MRPL ¢ de 2 ng/mL e, sem um valor de MRL, qualquer concentracao
estimada pode configurar um RAA. Esses parametros garantem a padronizacdo e a
confiabilidade das andlises realizadas pelos laboratorios acreditados, assegurando a

integridade dos resultados (WADA, 2022).
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3.3 ANALISE INSTRUMENTAL

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo
(CL-EMAR) ¢ uma técnica amplamente empregada em diversas areas, especialmente no
controle de dopagem, devido a sua capacidade de separar, identificar e quantificar compostos
quimicos de forma eficiente. No presente trabalho, essa técnica analitica foi aplicada e sera

detalhada nos topicos subsequentes.
3.3.1 Cromatografia Liquida Bidimensional

A cromatografia liquida é uma técnica analitica que permite a separagdo dos
componentes de uma amostra com base em suas interagdes com duas fases: a fase
estacionaria, que pode ser solida ou liquida, e a fase mével, que € liquida. No caso da fase
estaciondria liquida, esta ¢ adsorvida ou imobilizada sobre um suporte solido, enquanto a fase
estaciondria solida constitui diretamente o material de preenchimento da coluna. Durante o
processo, a amostra ¢ dissolvida na fase movel e bombeada pela coluna, onde os analitos
interagem de forma diferenciada com as fases, migrando a velocidades variadas. Esse
comportamento resulta em tempos de retencao distintos, promovendo a separacao eficiente
dos compostos (SKOOG et al., 2009).

Com o avanco dos instrumentos analiticos, a cromatografia bidimensional (2D-LC)
tem se tornado uma técnica comum no controle de dopagem. Essa abordagem avangada
utiliza dois mecanismos de separacdo em sequéncia, proporcionando uma melhor resolugao
de misturas complexas em comparagdo a cromatografia liquida convencional (1D-LC). Além
de permitir a injecdo direta das amostras, a 2D-LC realiza uma limpeza e pré-concentragao
automaticas, protegendo tanto a coluna analitica quanto o espectrdmetro de massas das
interferéncias da matriz. Embora mais complexa, essa técnica proporciona maior agilidade no
tempo de resposta e reducdo de custos devido a simplificagdo no preparo das amostras,
permitindo a detec¢do de uma ampla variedade de compostos (GORGENS et al., 2016).

Esse método utiliza um sistema de comutagdo com duas valvulas de seis portas, que
alternam entre as etapas da analise em 2D-LC. Inicialmente, a amostra ¢ carregada na coluna
SPE com alta vazao, descartando os compostos nao retidos. Em seguida, a vazao ¢ reduzida,
as valvulas sdo ajustadas, e o solvente orgénico transfere os compostos retidos para a coluna
analitica, onde ocorre a segunda separacdo. Durante a andlise, o circuito ¢ recarregado com
solvente organico, € ao final, o sistema ¢ lavado e preparado para a proxima analise. Essa

técnica pode ser acoplada a detectores, como a espectrometria de massas, para aprimorar a
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identificacdo e quantificacdo de compostos, como foi realizado no presente trabalho (DE

WILDE et al., 2018; GORGENS et al., 2018).
3.3.2 Espectrometria de Massas de Alta Resolucio

A espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR) ¢ uma técnica analitica que
permite determinar com precisdo a massa molecular de compostos, medindo a razdo
massa/carga (m/z) dos ions gerados na fonte do espectrometro. As informagdes obtidas sao
convertidas em espectros detalhados, que auxiliam na identificagdo e quantificacdo de
compostos. Além disso, ¢ um método reconhecido por sua alta seletividade e sensibilidade,
contribuindo significativamente para a descoberta de estruturas quimicas (WATERS, 2024;
SILVERSTEIN et al., 2005).

A eficiéncia da EMAR esta diretamente associada a escolha do método de ionizagao.
Entre as fontes mais relevantes, destaca-se a ionizagdo por eletrospray (ESI), amplamente
utilizada em conjunto com a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS). A ESI apresenta fragmentagdo branda das moléculas, formando ions
pseudomoleculares do tipo [M+H]" no modo positivo ou [M—H] no modo negativo, o que
contribui para a preservagdo da estrutura molecular dos analitos. Isso, pois, a ESI opera a
pressdo atmosférica, convertendo ions em fase condensada para a fase gasosa, e apresenta trés
principais etapas de funcionamento, conforme observado na Figura 2 (KONERMANN et al.,
2013; SILVERSTEIN et al., 2005).

Figura 2 — Representacido esquematica de uma fonte ESI operada em modo positivo.
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O processo comeca com a emissdo de um spray de goticulas, produzido quando a
amostra em solugdo ¢ introduzida através de um capilar metalico. Esse capilar gera um
aerossol de goticulas carregadas, que ¢ direcionado por um gas nebulizador, geralmente
nitrogénio. A medida que o solvente evapora com o auxilio do gas de secagem, a densidade
de carga superficial das goticulas aumenta até que a repulsdo eletrostatica atinja um limite
critico, levando a explosdo coulombica. A partir disso, formam-se goticulas menores, das
quais os ions da amostra sdo finalmente liberados para a fase gasosa e direcionados para o
analisador de massas (KONERMANN et al., 2013; SILVERSTEIN et al., 2005).

O analisador de massas ¢ essencial para determinar com precisdo a razdo massa/carga
dos ions, sendo o Orbitrap amplamente utilizado em anélises antidopagem devido a sua alta
resolucdo, capaz de medir massas com precisdo de até cinco casas decimais. A Figura 3
apresenta um esquema do Q-Exactive Plus, um espectrometro de massas hibrido utilizado no
LBCD, que inclui uma fonte de ions, lentes focalizadoras, um filtro de massa quadrupolo,
uma regidao de acumulo de ions (C-Trap), uma célula de dissociagdo colisional de alta energia

(HCD) e o analisador Orbitrap (KAUFMANN, A.; BROMIRSKI, M., 2018).

Figura 3 — Representacdo esquematica do espectrometro de massas Q-Exactive Plus.
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Fonte: Adaptado de Creative Proteomics (2024).

focalizadoras. O fluxo de ions passa por um sistema condutor curvo, que remove residuos nao
ionizados, e segue para o quadrupolo, onde ocorre a separagdo dos ions. Esta separacdo ¢ feita

pela oscilagao de polaridade das suas quatro barras metalicas cilindricas, dispostas em pares, €
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da aplicacdo simultanea de voltagem continua e radiofrequéncia. Devido a baixa energia
aplicada, a fragmentagdo dos ions ndo costuma acontecer até essa etapa (MAKAROV, A.;
SCIGELOVA, M., 2010; KAUFMANN, A.; BROMIRSKI, M., 2018).

Para tal, a célula de colisdao (HCD) ¢ acionada e realiza experimentos especificos de
fragmentacdo, gerando espectros usados para elucidacdo e confirmacdo estrutural dos
analitos. Por fim, os ions sd3o acumulados na C-Trap e enviados ao Orbitrap, onde sdo
detectados pela correlagdao entre a frequéncia de suas oscilagdes harmonicas e a razdo m/z,
resultando em um espectro de alta resolugdo. Assim, o Orbitrap atua tanto como analisador de
massas quanto como detector (MAKAROV, A.; SCIGELOVA, M., 2010; KAUFMANN, A.;
BROMIRSKI, M., 2018).

O modo de fragmentacdo denominado monitoramento de reacdes paralelas (PRM) foi
escolhido para o procedimento de confirmacdo no Q-Exactive Plus, devido a sua alta
seletividade e sensibilidade. Nesse modo de varredura, os ions precursores sdo selecionados
pelo quadrupolo, que atua como um filtro de massa, isolando os ions em uma faixa estreita
previamente definida pelo usuario em uma lista de inclusdo. Apos a selecdo, os ions sao
transmitidos para a C-Trap, fragmentados na célula de colisio (HCD) e, posteriormente,
analisados no Orbitrap. Embora equivalente ao modo de varredura de ions produto (Product
Ion Scan) em instrumentos de triplo quadrupolo (QqQ), o PRM utiliza a tecnologia Orbitrap,
0 que permite alcancar niveis superiores de seletividade e sensibilidade (KAUFMANN, A.;
BROMIRSKI, M., 2018; ZHANG, W., 2014).

Figura 4 — Representacao esquematica do funcionamento do modo de aquisicio PRM.
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3.4 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagdo de métodos analiticos ¢ um processo sistemdatico que visa garantir que um
método ¢ capaz de fornecer resultados confidveis, rastredveis e comparaveis sob condi¢des
definidas, assegurando que ele atende as exigéncias de sua aplicacdo analitica especifica
(RIBANI et al., 2004). O procedimento de confirmag¢do descrito no presente trabalho foi
validado de acordo com a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e baseou-se nas diretrizes
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estabelecidas pela WADA no Padrdo Internacional para Laboratorios, bem como em seus
documentos técnicos (INMETRO, 2018; WADA, 2021).

Os parametros de validacao considerados foram a linearidade, seletividade, limite de
identificacdo, arraste e efeito de matriz, os quais sd@o detalhados nos topicos subsequentes.
Além disso, a anélise do rendimento de extracdo ¢ um aspecto fundamental na validacdo; no

entanto, nao foi abordada neste trabalho, pois 0 método utilizado ndo inclui esse processo.
3.4.1 Linearidade

A linearidade de um método refere-se a sua capacidade de gerar respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada ao longo de uma faixa
estabelecida, representada por uma curva analitica. A determinagdo dos coeficientes dessa
curva ¢ realizada por meio de regressao linear, que também permite o célculo do coeficiente
de correlagdo (R). Um valor de R superior a 0,999 ¢ considerado ideal, indicando minima
dispersdo dos pontos experimentais € maior precisdo nos coeficientes de regressdo. No
entanto, a ANVISA recomenda um valor minimo de 0,99, enquanto o INMETRO sugere um

valor acima de 0,90 (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2017).
3.4.2 Seletividade

A seletividade ¢ um parametro fundamental na validagao de métodos analiticos, pois
define a capacidade de um método em identificar o analito de interesse em amostras
complexas, sem a interferéncia de outros componentes presentes na matriz. Dessa forma,
assegura-se que o pico de resposta observado em uma analise refira-se exclusivamente a
substancia de estudo, evitando resultados equivocados devido a presenca de compostos que
possam co-eluir ou interferir no sinal do analito.

A avaliacdo da seletividade pode ser realizada de diversas maneiras, sendo comum a
abordagem de comparar a matriz isenta do analito com a matriz fortificada com o padrao
correspondente, que foi a utilizada neste trabalho. Neste contexto, espera-se que nenhum
interferente elua no mesmo tempo de retencdo do analito, assegurando, assim, a eficacia e a

confiabilidade do método analitico empregado (RIBANI et al., 2004).
3.4.3 Limite de Identificaciao

O limite de identificagdo (LOI) corresponde & menor concentragdo na qual a
substancia em analise pode ser confirmada pelo método, atendendo aos critérios de

identificacdo cromatografica e espectrométrica de massa estabelecidos pela Agéncia Mundial
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Antidopagem (WADA, 2023). Além disso, ela estabelece em seu Padrao Internacional para
Laboratorios (ISL) que essa concentragdo minima deve ser estimada a uma taxa de falsos
negativos de 5% (WADA, 2021a).

A determinacdo do limite de identificacdo de um analito ¢ feita utilizando uma curva
de resposta de detec¢do, modelada por uma fungdo sigmoide. Neste trabalho, o modelo de
regressao logistica empregado se baseia na Equagdo 1, em que P representa a probabilidade de
deteccao, x corresponde ao nivel de concentracdo, e b, e b, sdo os coeficientes do modelo.
Para facilitar esse processo durante as validacdes de métodos, o LBCD faz uso de uma
planilha baseada nesse modelo e estruturada no Microsoft Excel®, conforme descrito por

Garrido e colaboradores (2023).
P0+b10)

P =—mmm (Equago 1)
1+e

3.4.4 Arraste

O estudo do arraste envolve a investigacdo de uma possivel contaminagdo de uma
amostra negativa por outra que contenha a substancia de interesse. Essa contaminagdo pode
ocorrer tanto durante o processamento das amostras quanto na analise instrumental,
resultando em falsos positivos. Dessa forma, os analitos de uma amostra anterior podem ainda
ser detectados na inje¢cdo da amostra subsequente, comprometendo a confiabilidade dos

resultados e, consequentemente, do método analitico (WADA, 2021a).
3.4.5 Efeito de Matriz

O efeito de matriz consiste na avaliagdo da influéncia dos componentes presentes na
matriz biologica sobre a resposta analitica. Esse efeito pode causar a diminui¢do ou
amplificagdo do sinal instrumental, comprometendo a precisdo e a exatidao dos resultados na
identificacdo do analito. Portanto, esse estudo é essencial para garantir a confiabilidade do

procedimento analitico, minimizando interferéncias provenientes da matriz (WADA, 2021a).
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4 METODOLOGIA

4.1 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes utilizados para a preparagdo da fase movel e das solugdes de
lavagem, como acido formico, acido acético glacial, acetonitrila, dimetilsulfoxido (DMSO),
isopropanol e metanol, possuiam grau analitico ou HPLC. Esses solventes foram adquiridos
da Tedia, localizada em Fairfield (Estados Unidos), ou da Biograde, sediada em Andpolis
(Brasil). Além disso, a agua ultrapura empregada foi obtida através do sistema de purifica¢ao
de 4gua tipo 1 da Thermo Fisher Scientific.

Quanto aos reagentes usados na metodologia, como acido tricloroacético (TCA),
fosfato de sodio monobasico, fosfato dissddico e a enzima B-glicuronidase de E. coli K12
foram comprados da Merck e da Roche. Os materiais de referéncia, como molidustat (BAY
85-3934) e D2-GHRP-2 metabdlito, foram fornecidos pelas empresas de biotecnologia
MedChemExpress (New Jersey, EUA) e AnaSpec (Califérnia, EUA).

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Ao realizar uma investigacdo de substancias proibidas em amostras por CL-EMAR, ¢
imprescindivel reunir um conjunto de controles positivos e negativos. Eles desempenham o
papel de referéncia para os resultados das andlises e devem ser submetidos ao mesmo
procedimento da amostra, visando minimizar possiveis erros. Esse conjunto inclui o branco de
reagente (BR), que contém apenas agua ultrapura; o controle de qualidade negativo (CQN),
composto por branco de urina; € o controle de qualidade positivo (CQP), referente ao branco
de urina fortificado com a substancia no qual se deseja confirmar.

A preparagdo das amostras ¢ iniciada com a fortificagdo de aliquotas de 1 mL de urina,
as quais foram adicionados 10 puL. de uma solucdo de padrdo interno contendo o metabolito
D2-GHRP-2 a uma concentracao de 1000 ng/mL. Em seguida, as amostras foram hidrolisadas
por 1 hora a 50 °C usando 25 pL de B-glicuronidase de E. coli e 200 pL de tampao fosfato a
0,8 M e pH 7,0. Quando necessario, o pH das amostras foi ajustado para uma faixa de 6,0 a
8,0, visando otimizar a atividade da enzima.

Ap6s a hidrolise enzimatica, adicionaram-se 100 pL. de TCA 10% a fim de precipitar
as proteinas presentes e evitar interferéncias na deteccdo do analito de interesse.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 4 °C e 14000 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo transferido para os vials correspondentes e injetado utilizando um

método de CL-EMAR.
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4.3 CONDICOES INSTRUMENTAIS

O sistema de cromatografia liquida utilizado foi um Dionex Ultimate 3000 acoplado a
um espectrometro de massa de alta resolugdo Q-Exactive Plus, ambos da Thermo Fisher
Scientific. O método cromatografico foi realizado em duas colunas de fase reversa do tipo
ACE UltraCore SuperC18 (2,5 um, 50 mm x 2,1 mm) a 40 °C. As fases moveis A e C foram
constituidas por dgua ultrapura e acetonitrila, ambas contendo 1% de é4cido férmico e 1%
DMSO. As solucdes de lavagem da seringa, apos cada inje¢do, foram compostas por agua
ultrapura, acetonitrila, isopropanol e metanol (1:1:1:1) e por dgua ultrapura e metanol (95:5).

Conforme ilustrado na Tabela 1, o gradiente de eluicdo comecou com 1% da fase
moével C, aumentando para 40% em 10 minutos. Apds 1 minuto, a propor¢ao subiu para 90%
desse mesmo eluente ¢, em 13 minutos, alcancou 99%. No final da analise, a coluna foi
equilibrada para a sua condi¢do inicial e o tempo total de execucdo foi de 15 minutos.
Destaca-se que a mudancga na posicao das valvulas ocorreu em 2,2 minutos para a realizagao
da separa¢do cromatografica na segunda coluna. O volume de injecdo foi de 80 pL e os

ajustes realizados na vazao estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 1 - Gradiente de eluicio da analise cromatografica.

Tempo (min) Posicdo das Valvulas ~ Vazdo (mL/min) FM A (%) FM C (%)

0,0 A(1-6)/B(1-2) 0,6 99 1
1,0 A(1-6)/B(1-2) 0,6 99 1
2,0 A(1-6)/B(1-2) 0,4 99 1
2,1 A(1-6)/B(1-2) 0,4 99 1
10,0 A(1-2)/B(1-6) 0,4 60 40
11,0 A(1-2)/B(1-6) 0,4 10 90
13,0 A(1-2)/B(1-6) 0,4 1 99
13,1 A(1-2)/B(1-6) 0,4 99 1
15,0 A(1-2)/B(1-6) 0,4 99 1

Fonte: Autoria propria.

Apds a cromatografia, o efluente da segunda coluna foi bombeado para o Q-Exactive
Plus, utilizando o processo electrospray como fonte de ionizagdo. Para garantir precisdes de
massa abaixo de 6 ppm, o espectrometro de massa foi calibrado diariamente com solucdes
fornecidas pelo fabricante. Os parametros operacionais incluiram a voltagem do spray, a
temperatura do capilar e o nivel de radiofrequéncia da lente S, ajustados para 3,5 kV, 280 °C e
60 unidades arbitrarias, respectivamente. Adicionalmente, a vazao do gas nebulizador (sheath
gas) foi configurada em 55 unidades arbitrarias, enquanto a do géas de secagem (auxiliar gas)

foi definida em 20 unidades arbitrarias.
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O experimento de massas utilizado foi o de monitoramento de reagdes paralelas
(PRM), realizado no modo positivo de ionizacdo, com resolucdo de 17500 FWHM. O
espectro de massa dos ions produto do molidustat (BAY 85-3934) foi obtido a partir de sua
molécula protonada [M+H]", utilizando seu padrao de referéncia. Com uma energia de colisdo
normalizada (NCE) de 70, os principais ions produto derivados do ion precursor em m/z 315
foram identificados em m/z 207.08736, 137.07083 e 180.10028 (Figura 4). Essas transi¢des
foram fundamentais para a identificacao do analito nas amostras.

O ion em m/z 261.08984 ¢ resultante da perda do fragmento [C2H:N:]" da molécula
protonada. A eliminacdo subsequente de monoxido de carbono ou cianeto de hidrogénio desse
ion, correspondente a perda de 28 unidades de razao m/z, originou o ion em m/z 233.11373.
Adicionalmente, a perda do fragmento [C:H:N:]" gerou o ion em m/z 207.08736. Outras vias
de dissociacdo resultaram em ions observados em m/z 137.07083 e 180.10028, conforme

ilustrado na Figura 5 e sugeridas por Dib e colaboradores (2017).

Figura 5 — Espectro de massa de ions produto de BAY 85-3934 [M+H]".
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Fonte: Autoria propria, utilizando o software Xcalibur®, associado ao Q-Exactive Plus.
Figura 6 — Vias de dissociacio de BAY 85-3934 [M+H]".
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4.4 VALIDACAO DO METODO

A validagdo do método qualitativo baseou-se nas diretrizes do documento
International Standards for Laboratories (ISL) da WADA. Os ensaios foram conduzidos com
dez amostras de urina humana de diferentes origens, as quais foram fortificadas com
molidustat em concentragdo conhecida. Optou-se pelo metabolito D2-GHRP-2 como padrao
interno por ser integrante da classe S2 e devido a disponibilidade do material de referéncia.
Ademais, os seguintes parametros foram avaliados: linearidade, seletividade, limite de

identificacao, arraste e efeito de matriz.
4.4.1 Linearidade

Com o proposito de verificar uma correlagdo entre a concentracdo do analito e a
resposta de deteccdo, prepararam-se seis amostras de branco de urina de mesma origem. Elas
foram fortificadas com a substancia de interesse em diferentes niveis de concentragdo, sendo

elas: 0,5 ng/mL; 1,0 ng/mL; 2,5 ng/mL; 5,0 ng/mL; 7,5 ng/mL e 10 ng/mL.
4.4.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por meio da preparacdo e andlise, em momentos
diferentes, de dois lotes de cinco amostras de branco de urina, sem adi¢ao do analito e do
padrdo interno. As amostras, provenientes de diferentes origens, apresentaram variagdes em
termos de pH, gravidade especifica e género dos individuos, garantindo a representatividade
da matriz bioldgica. Desta forma, a metodologia permite assegurar auséncia de interferentes

nos tempos de retencdo da substancia de interesse e do padrao interno usado.
4.4.3 Limite de Identificacao

A determina¢do do limite de identificacdo foi realizada por meio da analise de seis
amostras de urina representativas, cada uma fortificada em seis niveis de concentracao
distintos, correspondendo a 100%, 50%, 25%, 12,5%, 5% e 2,5% do MRPL. Essas amostras
foram divididas em dois lotes e avaliadas em momentos diferentes. A estimativa do LOI foi
obtida a partir de uma curva de resposta de deteccdo modelada por uma fung¢ao sigmoide, a
uma taxa de deteccdo de 95%. Nesse contexto, ¢ importante destacar que o LOI deve ser

inferior ao respectivo MRPL.
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4.4.4 Arraste

O estudo do arraste consistiu na inje¢do de um controle negativo, seguido de um
branco de urina fortificado com o analito de interesse a 10 ng/mL. A concentragdo escolhida
representou 500% do MRPL, assegurando concentracdes superiores as normalmente
encontradas. Posteriormente, foi realizada a reinje¢do do CQN a fim de verificar a presenca

de picos correspondentes ao composto.
4.4.5 Efeito de Matriz

Para analisar o efeito de matriz, foram injetadas trés amostras de 4gua ultrapura, cada
uma fortificada com a substancia em estudo a uma concentragdo de 2 ng/mL. Os resultados
obtidos foram entdo comparados com aqueles de amostras de urina humana na mesma
concentragdo, avaliando a estabilidade do tempo de retengdo. Essa abordagem foi adotada

com o intuito de investigar a interferéncia da matriz na detec¢do do analito.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VALIDACAO DO METODO
5.1.1 Linearidade

A andlise da linearidade de um método ¢ realizada por meio de uma regressao linear,
buscando estabelecer uma relacao linear entre o sinal analitico e a concentracao da substancia
de interesse. Os resultados obtidos, apresentados na Tabela 2, permitiram a construgdo da

curva de calibragdo mostrada na Figura 6, utilizando o método dos minimos quadrados.

Tabela 2 - Dados obtidos para a realizacio da curva analitica.

Amostra Concentracao Analito PI Razao
(ng/mL) m/z 207,08804  m/z 244,15250 Analito/PI
ACI 0,5 187567 4189658 0,04
AC2 1,0 337754 3633713 0,09
AC3 2,5 948259 3591583 0,26
AC4 5,0 1783067 3326276 0,54
ACS 7,5 3507228 4508988 0,78
AC6 10,0 4574209 4143758 1,10

Fonte: Autoria prépria.

Conforme a RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, essa avaliacdo ¢ feita através dos
coeficientes de correlacdo (R), que deve estar acima de 0,990, e de determinacdo (R?), que
também deve estar o mais proximo de 1,000. A partir da curva de calibragdo (Figura 6),
nota-se que o coeficiente de determinagdo apresentou um valor de 0,9984 e,
consequentemente, o coeficiente de correlagdo apresentou um valor de 0,9992, confirmando a

linearidade do método.

Figura 7 — Avaliacio da linearidade entre o sinal analitico e a concentracio de

molidustat.
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Fonte: Autoria propria, utilizando Microsoft Excel®.

5.1.2 Seletividade

O critério de analise da seletividade do método ¢ definido pela auséncia de um pico
com mesmo tempo de retengdo, area comparavel e/ou razdo entre os ions produtos. Com o
intuito de realizar uma andlise comparativa, prepararam-se dez amostras de branco de urina e
seus respectivos controles positivos, contendo a substincia molidustat ¢ o metabolito
D2-GHRP-2. Conforme ilustrado na Figura 7, ndo foi encontrado nenhum interferente nos
tempos de retengdo do analito ¢ do padrao interno. Esse resultado foi consistente em todas as
amostras de branco de urina analisadas, cujos cromatogramas estdo disponibilizados no

APENDICE A.

Figura 8 — Cromatogramas do controle negativo (CN1 - linha 1) e do controle positivo
(LOI1 _1 - linha 2) referentes ao experimento de seletividade do molidustat, com cada

janela representando uma transicio monitorada do analito.

CHN1
Fragment: Peak Area: RT Fragment: Peak Area: RT Fragment: Peak Area: RT
315.13120->207 08804 miz MIF 315.13120-=137.07T115 Mz NF 315.13120->180.10083 miz NP
":;’!;Ji"-' " £ e b r-l.,m.j,- U ——— v o e e S 8
o 2o
[ s |
o ? e
s o= ama]
w ] 1081 |
! =
=] 1067 o,
1 e
07 75 T TR e} TE B x I ) R T TR T T T T e
o ATy ST
LOI_1
Fragment: Peak Area: RT Fragment: Peak Area: RT Fragment: Peak Area: RT
316 13120-207 08804 miz 432793 7784 5 1312013707115 miz 352150 7784 315.13120->180.10083 miz 191332 7784
e S o s VY e e = s - e e o

—
|
—y
g 8
——
]

it 2=
s 1
-
" 2o i
=

e - T - T T T o L T T ' 5

S TR R R TR TR SR R TR T T8 7% AB EY B3 IR S R DR T ]
= gy e

Fonte: Autoria propria, utilizando o software TraceFinder®, associado ao Q-Exactive Plus.

5.1.3 Limite de Identificaciao

Com o intuito de determinar o limite de identificagdo (LOI) do molidustat, foram
utilizadas seis amostras de urina fortificadas em diferentes concentragdes. O limite minimo de
desempenho requerido (MRPL) para o grupo dos agentes ativadores de HIF ¢ de 2 ng/mL,
conforme estabelecido no documento técnico da WADA, TD2022MRPL. Esse valor foi usado

como referéncia na avaliagdo, com todas as concentragdes expressas como uma porcentagem
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do MRPL (% MRPL). Os resultados estdo apresentados na Tabela 3, onde o nimero 1 indica

a deteccao do analito e 0 indica que ele nao foi detectado.

Tabela 3 - Resultado da detec¢ao de molidustat em diferentes niveis de concentracao.

Co(nrf;/ﬁ?)g a0 C(c());:cl\e/lnlt{r;ﬁa)lo Resultado da Deteccao
2,0 100 1 1 1 1 1 1
1,0 50 1 1 1 1 1 1
0,5 25 1 1 1 0 0 1
0,25 12,5 1 1 0 0 0 0
0,1 5 0 0 0 0 0 0
0,05 2,5 0 0 0 0 0 0

Fonte: Autoria propria.

Em posse dos dados da Tabela 3, o LOI foi estimado a partir de uma curva de resposta
de detec¢ao modelada por uma fungao sigmoide (Equacao 1), considerando uma taxa de
detec¢do de 95%. Isso, pois, a WADA define que o LOI de uma substancia, cujo material de
referéncia estd disponivel, deve ser determinado com uma taxa maxima de falsos negativos de
5%. A curva de regressao logistica, ilustrada na Figura 8, resultou em um LOI estimado de
0,70 ng/mL, valor que estd abaixo do MRPL e atende aos critérios da WADA para o

procedimento de confirmagao de analitos.

Figura 9 — Curva de regressao logistica para a determinacio do LOI de molidustat.
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Fonte: Autoria propria, utilizando Microsoft Excel®.
5.1.4 Arraste

O estudo do arraste foi realizado por meio da injecdo de uma amostra fortificada em

500% do MRPL, precedida e seguida por duas amostras de controle negativo (CNI1 e
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CNI1 reinj). A auséncia de molidustat nas amostras de branco de urina, conforme mostrado na
Figura 9, confirma a seguranga do método em amostras reais. Além disso, os resultados
indicam que o gradiente cromatografico foi bem ajustado, garantindo o equilibrio adequado

da coluna e a limpeza eficiente da seringa, evitando a transferéncia de contaminantes.

Figura 10 — Cromatogramas do controle negativo (CN1 - linha 1 e CN1_reinj - linha 3) e
da amostra fortificada com molidustat a 500% do MRPL (CPA - linha 2) referentes ao

estudo do arraste, com cada janela representando uma transicio monitorada do analito.
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Fonte: Autoria propria, utilizando o software TraceFinder®, associado ao Q-Exactive Plus.

5.1.5 Efeito de Matriz

O efeito de matriz foi avaliado através da andlise comparativa de seis amostras
fortificadas com a substancia molidustat a uma concentra¢do de 2 ng/mL, sendo metade em
agua ultrapura e a outra metade em urina humana. Na Tabela 4, percebe-se que o tempo de
retengdo do analito de interesse permaneceu em 7,8 minutos € os picos cromatograficos

apresentaram areas satisfatorias. Vale ressaltar que esse parametro de validagdo ¢ uma analise
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complementar, sem critério estabelecido, e os cromatogramas estdo disponibilizados no

APENDICE B.

Tabela 4 - Tempo de retencio e areas dos picos cromatograficos do analito.

Amostra Tempo de Retencao Analito Analito Analito
(min) m/z 207,08804  m/z 137,07115  m/z 180,10083
EM1 7,79 812345 647693 367970
EM2 7,79 771684 603906 332387
EM3 7,79 851322 619473 386085
LOIl 1 7,78 432793 352150 191332
LOIl 2 7,78 513175 410015 237270
LOIl 3 7,78 479643 360810 202224

Fonte: Autoria propria.
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6 CONCLUSOES

O procedimento de confirmagdo da substdncia molidustat, utilizando hidrolise
enzimatica seguida de injecao direta da amostra, foi desenvolvido e validado com sucesso.
Ap0s atender a todos os critérios estabelecidos pela WADA no documento técnico "Minimum
Required Performance Levels and Applicable Minimum Reporting Levels for Non-Threshold
Substances Analyzed by Chromatographic-Mass Spectrometric Analytical Methods" e no
"International Standard for Laboratories", o método foi incorporado a rotina do LBCD.

A avaliagdo da linearidade demonstrou que a resposta analitica possui uma correlacao
linear com a concentracdo do analito. Isso foi evidenciado pelo coeficiente de determinacao
(R?), que apresentou um valor de 0,9984, indicando uma excelente linearidade conforme os
critérios definidos na RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Ademais, a seletividade do
método foi confirmada pela auséncia de interferentes nos tempos de retencao previstos para o
analito e o padrdo interno em diferentes amostras de urina humana.

Com base nos ensaios realizados, foi possivel estimar o limite de identificagdo da
substancia molidustat em 0,70 ng/mL, o qual se mostrou satisfatorio por estar abaixo do
MRPL definido pela WADA para substancias non-threshold. Estas substancias sao analisadas
de forma qualitativa, ndo sendo necessaria a determinacdo de sua concentragdo na amostra.
Além disso, nao foi observado o arraste do analito em questdo, nem houve efeito dos
componentes da matriz no sinal analitico ao substituir urina humana por dgua ultrapura.

Outro aspecto relevante deste estudo foi o uso da cromatografia liquida bidimensional
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo, o que permitiu reduzir
significativamente o uso de materiais e reagentes, resultando em um procedimento de baixo
custo. A automacdo no processo de limpeza de amostras também proporcionou maior
agilidade no preparo, com expressiva economia de tempo. Em comparagao com métodos que
envolvem a preparagdo manual das amostras, este ensaio se mostrou competitivo em termos
de sensibilidade analitica.

Dessa forma, a abordagem adotada atende as crescentes demandas por um maior
volume de amostras em testes de dopagem esportiva, eliminando a preparagdo laboriosa e
mantendo a eficiéncia necessaria para as andlises. Como perspectiva futura, propde-se a
inclusdo de outros integrantes da classe de agentes ativadores de HIF no método

desenvolvido, ampliando sua aplicabilidade.
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Andlise dos fragmentos do metabolito D2-GHRP-2 nas dez amostras de branco de

urina utilizadas (CN1 a CN10).
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Fonte: Autoria propria, utilizando o software TraceFinder®, associado ao Q-Exactive Plus.
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Andlise dos fragmentos de Molidustat nas dez amostras de branco de urina utilizadas

(CN1 & CN10).
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Fonte: Autoria propria, utilizando o software TraceFinder®, associado ao Q-Exactive Plus.



APENDICE B — CROMATOGRAMAS REFERENTES AO ESTUDO DO EFEITO DE MATRIZ

Andlise dos fragmentos de Molidustat nas seis amostras fortificadas, sendo trés em

agua ultrapura (EM1 a EM3) e trés em urina humana (LOI1 1 a LOI1_3).
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41

Fragment; Peak Area:
315.13120->207 08804 m/z 812345

RT
7.794

Fragment: Peak Area:
I5AFN0-=1I7 07115 Mz 647693

RT
7.789

Fragment: Peak Area:
315.13120->160.10083 m/z 367370

7.7839

fp i ¢ e oz 2t b e v e
2am

Tams
aess ]
am
i
o
;1.:5
v
o
s
-
1=
- ST T T AT TR
AT

& Er 3

fr T 4 5 e 347 T2 O 5 D34 TS
-
1
1
1
E 1o,
8084
voes
anrs

% e

EM2

Fragment: Peak Area:
315.13120->207 08804 miz 771684

RT
7789

Fragment: Peak Area:
A15.13120->137 07115 miz 603306

RT
T 783

Fragment: Feak Area:
315 13120->180. 10083 m'z 332367

RT
783

- v v e e e

- # TV« 250 F ot a2 312 9IRS 0 (05 5800 45 00

N TR T ]

\WK
L]
EM3

& & g

- s 27 vt ngeem T T e e

a T

LY W W 2] L
L

& B

Fragment: Peak Area:
319.13120->207 06804 mfz 851322

RT
7789

Peak Area:
618473

Fragment:
315.13120->137.07115 miz

RT
7734

Fragment: Peak Arsa;
315.13120->180.10083 m/z 366085

RT
TiE3

e ot - o 3 et a1 1 g b R S ey

I TS . 5 o 1 13T 20 55 GO 0D

LI T T

et S EFERINE R SEE

ARRARNNR

®* TAE T a0 A
e

1] 7

R

"&K‘
g
Lon_1

Fragment: Peak Area:
315 13120->207 08804 miz 432793

RT
7 TR

Peak Area:
352150

Fragment:
315 13120->137 07115 miz

RT
77B4

Fragment: Feak Area:
315.13120->180, 10083 miz 191332

RT
7784

TR 2 kS 4 G A B0

1

s
+25]
e
v
A
2ma]
E k% A
Al

3 ra vy

. #TUS « 25 P S 12 T3PS 190.0000- 345 0250
1288,

e £l 2 G T RS

5

=
s
P
™
s
ama
{m
P
Py
1ame
rame]
o
s
LR IR T T
L

[




42

LOI_2
me: Peak Area: RT Fﬂwm: Peak Area: RT Fragmenl: Peak Area: RT
315.13120->207 DBA0A miz 5131785 7784 31512120>137.071115 Mz 410015 7784 315 13120->180 10083 miz 237270 7784
e - 3t P OGRS OON S T b #1h08 1.9 3 Pz 118 1303 et 0 (50 000 008 b £ s e 3 BT B E DT

i LS

s Yoo T

e e

it i s
o P o

[=>-~1 R

anes
LT |
R 2o A
R R S F e T = CURRE S T I TR T T ] B ERE R N N N B T
T AT T

Lon_3
Fragment: Peaak Area: RT Fragment: Peak Area: RT Fragment: Feak Area: RT
315.13120->207 08804 miz 479543 7784 351312013707 M5 miz . 360810 T.7e4 315.13120->180.10083 miz 202224 7779
e —— T S ——

] .

o rass =

v

o BOE- o=

som] .
i - g aoEL I ey

] 1ame |

_—— e

s s =

s L%

g = =

comee e

B I R A R T T e P T T T TR T TR T R A T o W R T
ATy

Fonte: Autoria propria, utilizando o software TraceFinder®, associado ao Q-Exactive Plus.
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