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Resumo

Atualmente, o doping é um grave problema na area do desporto, principalmente por este
ser um fendmeno que move milhGes de pessoas por todo 0 mundo. A préatica de desporto
deve ser sempre realizada de forma segura e, em particular, a competicdo deve assentar
em valores como a honestidade e igualdade, o que ndo é alcangcado com o uso de
substancias ou métodos proibidos. Contudo, para além dos atletas que conscientemente
escolhem a via mais facil e rapida para o sucesso - doping - existem relatos de outros
atletas que acusam positivo nos controlos anti-doping e afirmam ndo ter qualquer
comportamento que leve a este resultado. Desta forma, a realiza¢éo deste trabalho tirou
partido de um problema que ha muito se debate: a possivel contaminacéo (intencional ou
ndo) de suplementos alimentares com substancias proibidas. De facto, existem diferentes
estudos que demonstram que tanto os suplementos hormonais como ndo hormonais
podem conter substancias ndo declaradas no rétulo. Muitas destas substancias nédo
declaradas sdo pro-hormonas de testosterona ou 19-nortestosterona, designadas por

esteroides anabdlicos-androgénicos (EAA).

Numa primeira parte da dissertacdo, é dada uma breve contextualizacdo do problema do
doping e das contaminacfes de suplementos alimentares. De seguida, sdo descritos 0s
procedimentos para analise de 4 suplementos consumidos num contexto desportivo,
escolhidos por serem os suplementos com maior probabilidade de ter contaminacgdes. A
analise destes foi feita recorrendo a técnicas de GC-FID e GC-MS, com um passo prévio
de extracdo em dois passos, usando metanol e hexano como solventes. Esta etapa permitiu
eliminar alguns dos constituintes dos suplementos, dado que a matriz destes € muito
complexa. Foram ainda preparados padres externos e feita uma injecdo direta dos
suplementos, para analise por GC-FID.

A andlise por GC-FID revelou algumas informagdes interessantes sobre a quantidade de
substancias presentes nos suplementos e sobre 0s seus tempos de retengéo. Por si s, esta
informacao ndo é suficiente para fazer a sua identificacdo, ndo existindo padrdes de EAA
para poder fazer um trabalho comparativo. Procedeu-se entdo a alguns estudos de
espetrometria de massa, tendo sido feita uma identificacdo de alguns dos componentes.
O estudo por GC-MS das amostras dos suplementos alimentares revelou-se bastante

complexo, pois implica conhecer as moléculas descritas no rétulo e que possam estar no
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extrato final, assim como fazer a identificagdo de outras moléculas, ndo descritas no
rotulo, pelos seus padrdes de fragmentacdo. Em muitos casos ndo foi possivel identificar
a molécula em questédo, devido a complexidade do seu espetro de massa e a ndo haver um
padrdo disponivel para comparacdo. Dos componentes identificados, alguns faziam parte
da constituicdo dos suplementos, como alguns &cidos gordos, lactose ou glicerol, sendo
seguros para consumo. Foi também identificado o acetato de etilo, em dois suplementos,
cuja origem é desconhecida, podendo tratar-se de uma contaminacdo por solvente usado
no processo de fabrico ou como aroma sintético. Ja o ester metilico do &cido 15 —
tetracosanoico, identificado num suplemento, cuja sua origem também é desconhecida,
pode ser toxico para o ser humano, indicando que o suplemento em questdo pode ndo ser

Seguro para consumao.

Palavras-chave: GC-MS, GC-FID, doping, desporto, suplementos alimentares
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Abstract

Doping is a widespread problem in sports, mainly because it’s a phenomenon that moves
millions of people. Sports practice should be safe, and competitions should be honest and
equal between athletes, values that are not achieved with the use of prohibited substances
or methods. However, besides the athletes that choose this easy way of wining — doping
— there are reports that sate that some athletes, whose anti-doping tests were positive,
didn"t consciously consume any substances. Thus, the present work took advantage of a
problem that is being debated for a long time: the possibility of contaminations
(intentional or not) of nutritional supplements, consumed by sportsmen, with prohibited
substances. In fact, there are different studies that demonstrate that nutritional
supplements, hormonal or non-hormonal, may have substances not declared on the label.
Many of these substances are pro-hormones from testosterone or 19-nortestosterone, like

anabolic-androgenic steroids.

Firstly, in this dissertation, the background of the doping problem and the contaminations
of sports supplements. Then, the steps for the analysis of 4 supplements, consumed by
sportsmen, are explained. These were chosen for being the ones with greater probability
of being contaminated. Analytical studies were made by GC-FID and GC-MS, with a
previous phase of a 2-step extraction, with methanol and hexane. This allowed the
elimination of some supplements’ constituents, which is crucial because of their complex
matrix. In addition, external standards were prepared, and a direct injection of the

supplements was made for the GC-FID analysis.

The GC-FID analysis revealed some interesting information about the quantity of
substances present in the various supplements tested and their retention time. However,
this analysis alone was not sufficient for the identification of this substances, as were not
available standards of anabolic-androgenic steroids for a comparative work.
Consequently, mass spectrometry studies were conducted, and the identification of some
components of the 4 supplements were made. This GC-MS study was found to be
complex, not only because it involved previous knowledge of the molecules described in
the label and maybe in the final extract, but also because it was necessary to identify
others not disclosed in the label, through their fragmentation patterns. In many cases,
identification of the molecules in question was not possible, because of the complex mass

spectrum and the lack of standards for comparison. From the identified components, some
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were part of the supplement constitution, like some fatty acids, lactose, or glycerol. It was
also identified ethyl acetate, in 2 supplements, which origin is unknown, indicating the
possibility of contamination with an industrial solvent used during the manufacturing
phase or may be use as a synthetic flavor additive. The 15-tetracosanoic acid methyl ester,
identified in 1 supplement, which origin is also unknown, may be toxic for humans,
indicating that this supplement may not be safe for human consumption.

Keywords: GC-MS, GC-FID, doping, sports, nutritional supplements.
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CAPITULO 1







1- Introducéo

A ciéncia forense € uma area com um papel importante na aplicacdo da lei e que conjuga
diferentes disciplinas cientificas, como a quimica, fisica, toxicologia, genética, balistica,
antropologia, entre outras.! Os cientistas forenses procuram examinar e interpretar
evidéncias que possam ser Uteis para uma investigacdo criminal, com o objetivo de
auxiliar a justica na percegdo dos acontecimentos, culminando na condenagdo ou

absolvicdo de suspeitos.?

De acordo com o World Anti-Doping Code, doping é definido como uma ocorréncia de
uma ou mais violagOes das regras anti-doping, que englobam a posse, administragdo ou
tentativa de administracdo e trafico ou tentativa de trafico de substancias ou métodos
proibidos.® Uma vez que estes problemas assentam nos objetivos de uma investigaco
criminal, uma abordagem forense pode auxiliar na avaliacdo de potenciais violagdes
destas regras. Por este motivo, o controlo anti-doping faz parte da area das ciéncias

forenses.*

Atualmente, o doping é um grave problema na area do desporto, principalmente por este
ser um fendmeno que move milhdes de pessoas por todo 0 mundo. A préatica de desporto
deve ser sempre realizada de forma segura e, em particular, a competicdo deve assentar
em valores como a honestidade e igualdade, o que ndo é alcancado com o uso de
substancias ou métodos proibidos. Desta forma, percebe-se a importancia do controlo
anti-doping.

Varios sdo 0s nomes de atletas de alta competicdo associados a praticas de doping, mas
talvez o mais mediatico seja Lance Armstrong. O ciclista tornou-se um idolo a nivel
mundial depois de ter recuperado de um cancro e vencido a Tour de France, a principal
competicdo do ciclismo, sete vezes consecutivas. Por este motivo os rumores de doping
comecaram a surgir e, em 2012, estes foram finalmente confirmados. A Union Cycliste
Internationale (UCI) em conjunto com a U.S. Anti-Doping Agency (USADA) decidiu,
entdo, retirar todos os titulos a Lance Armstrong e bani-lo do ciclismo profissional. Em
janeiro de 2013, Armstrong confessa tudo numa entrevista dada a Oprah Winfrey.> Este

é um dos muitos casos de doping voluntario no desporto profissional.



Contudo, para além dos atletas que conscientemente escolhem a via mais facil e rapida
para 0 sucesso - doping - existem relatos de outros atletas que acusam positivo nos
controlos anti-doping e afirmam ndo ter qualquer comportamento que leve a este
resultado. Exemplo disso é o caso de Taylor Lewan, atleta profissional de futebol
americano, que em 2019 foi suspenso. Em declaracdes numa conferencia de imprensa,
Lewan, que testou positivo para ostarina (um modulador seletivo do recetor de
androgeénio), afirma que ndo teve qualquer intencdo de consumir substancias dopantes e
que devera ter sido fruto do consumo de suplementos contaminados.® Este caso é s6 mais
uma confirmacdo de que existe um problema que ha muito se debate: a possivel
contaminagdo (intencional ou ndo) de suplementos alimentares com substancias
proibidas, originando positivos nos controlos anti-doping. De facto, existem diferentes
estudos que demonstram que tanto os suplementos hormonais como ndo hormonais
podem conter substancias ndo declaradas no rotulo e que estdo proibidas pelo Comité
Olimpico Internacional (I0C) e pela World Anti-Doping Agency (WADA).”® Muitas
destas substancias ndo declaradas sdo pro-hormonas de testosterona ou 19-
nortestosterona, designadas por esteroides anabolicos-androgénicos (EAA).” Dentro
desta categoria recaem varias substancias, sendo as mais comummente encontradas o
Estanozolol, Metandienona, Prostanozol, Metasterona, DHEA, 4-androstanediona, 4-

androstaneniol e outros analogos.®°

Atualmente, o consumo de suplementos alimentares ndo esta restrito apenas a atletas
profissionais, podendo ser adquiridos por qualquer pessoa e em diversos locais, desde
farmacias e ginasios, supermercados e até diferentes sites da internet.*12 Por este motivo,
0 mercado dos suplementos alimentares tem vindo a crescer nas Gltimas décadas. Em
2006, o valor deste estava estimado em mais de 60 bilhdes US$ e alguns investigadores
estimam que o valor do mercado de suplementos alimentares desportivos chegue aos 12
bilhdes US$ em 2020.1314

Assim, com o largo consumo de suplementos alimentares torna-se premente garantir a
sua seguranca. Os atletas amadores, apesar de ndo serem controlados, podem estar a
ingerir substancias que pdem em risco a sua saude. Os atletas profissionais tém um risco
acrescido, ja que podem acusar positivo nos controlos anti-doping, sem estarem

conscientes das substancias que ingeriram.

Atualmente, existe uma grande variedade de métodos de analise e detecdo de agentes
dopantes em diferentes matrizes biol6gicas, especialmente urina, o tipo de amostra com
4



mais relevancia em controlos anti-doping.>8. Para extracio e detegdo destes agentes em
suplementos alimentares desportivos também existem diferentes métodos de andlise
possiveis”1®2 mas a amostra de suplementos testada ndo acompanha o crescimento
deste mercado. Desta forma, considera-se pertinente a investigacdo para detecdo de
algumas substancias proibidas em suplementos, uma ferramenta importante aliada ao

controlo anti-doping em atletas.

1.1- Doping
Desde os primérdios da sociedade, quer em guerras, competicGes desportivas, no
emprego ou na vida em geral, os seres humanos competem entre si, na esperanca de serem
o melhor.?? Este fator competitivo estd profundamente inserido nas nossas estruturas
sociais quando se fala em produtividade ou capital, no mundo da tecnologia ou inovagéo
social.?® H4, entdo, uma constante procura pelo sucesso, por ser o melhor e pela vantagem

a todo o custo.

Esta procura incessante faz com que se escolha, muitas vezes, o caminho mais facil, mas
nem sempre o mais correto. E o que acontece frequentemente nas competicdes
desportivas. No entanto, a natureza do ser humano ndo é o unico fator a ter em conta,
sendo necessario salientar a pressdo gerada pelo publico e treinadores, o interesse
financeiro e/ou a sede por fama. A préatica de doping é um problema complexo no mundo
do desporto e que merece séria consideracdo, ndo sO pelas consequéncias a nivel da
credibilidade dos desportistas como também pelos problemas de satde que podem surgir
com esta préatica, cabendo aos especialistas procurar perceber como acontece e como

preveni-lo.?

Para além da pratica, também a prépria definicdo de doping é bastante complexa. Até a
origem da palavra doping é controversa. De acordo com o Servigo de Intervencdo nos
Comportamentos Aditivos e nas Dependéncias (SICAD), o termo doping tem origem na
palavra doop, que significa um sumo vistoso obtido do Opio, originado no tempo da
Grécia Antiga.?® Outros afirmam que a palavra tem origem em doop do dialeto Sul
Africano, referindo a uma infusdo estimulante usada em festividades religiosas.?® Ha
ainda ha quem defenda que a palavra doping tem origem na expressdo americana dope,

uma palavra caldo para referir 6pio.?’

Ao longo dos anos a definigédo de doping tem sofrido alteragdes. A primeira definigéo

oficial de doping é apresentada em 1963 pelo European Committee Council, em que o



define como a “representagdo do uso de substancias ou mediadores fisioldgicos, nao
presentes normalmente no corpo humano, introduzidas como ajuda externa para aumentar
a performance de um atleta durante competicio.”?* Atualmente, doping é definido pela
WADA como a ocorréncia de uma ou mais violacdes das regras anti-doping, que
englobam a posse, administracdo ou tentativa de administracdo e trafico ou tentativa de
trafico de substancias ou métodos proibidos.® Esta definicdo pode ser encontrada no
cddigo publicado pela agencia, revisto todos 0s anos.

A problematica do doping ndo € nova e esta pratica continua nos dias de hoje, ainda que
de forma mais evoluida. Em 1972, Csaky menciona o comeco desta pratica no paraiso
quando Eva entrega alimentos a Ad&o para o tornar tdo forte como Deus.? Os primeiros
registos oficiais do uso de doping em desportos remetem para os Jogos Olimpicos da
Antiguidade, na Grécia, onde os atletas consumiam figos, chas de ervas e cogumelos
acreditando na sua capacidade de aumentar a performance desportiva.?®?’ Qutra forma
peculiar de doping descrita nesta época era 0 ato de beber um preparado de 6leo, po6 e
suor de um atleta recolhido ap6s a competicdo. Quem consumia acreditava que esta

mistura traria de forma milagrosa as competéncias fisicas de um campeo.2

Independentemente da forma rudimentar como era realizado o doping, o objetivo
intemporal estava presente: aumentar a forca, ultrapassar mais rapidamente a fadiga e
melhorar a performance em geral. Desta forma, os atletas colocavam em risco a
credibilidade da performance desportiva e abriam precedentes para questionar 0s
supostos ‘“her6is”. Para além disso, ¢ importante referir ainda o impacto negativo do
doping na salude dos atletas, pois 0 que comegou com o consumo de alimentos inofensivos

logo se tornou fatal.?®

A primeira fatalidade descrita ocorreu em 1886, 10 anos antes da inauguracao dos Jogos
Olimpicos modernos. O ciclista Linton morreu de overdose de um estimulante durante
uma volta entre Bordeaux e Paris.?® Mais tarde, em 1904, durante a maratona de Sant
Louis, nos Estados Unidos, Tom Hicks teve uma overdose como resultado do consumo
de uma mistura de conhaque e estricnina, um alcaloide muito téxico, hoje usado como
veneno, acreditando que lhe traria vantagem na corrida.?*?° Estes incidentes em
competi¢des ndo foram eventos unicos, pelo que foi necessario colocar um travdo no
problema. A primeira tentativa surge em 1928, quando a International Athletics
Federation (IAF) se tornou a primeira federagcdo a banir o doping de competigdes.

Passados 32 anos é implementado o controlo anti-doping.?*26



1.1.1 Controlo Anti-Doping

Apbs a posicdo tomada pela IAF, em 1928, outras seguiram o seu exemplo. No entanto,
esta acdo ndo foi suficiente, especialmente pela falta de testes eficazes para detecéo de
substancias ou métodos ilicitos, o que levou a uma onda de acontecimentos negros na
historia do desporto.?” Em 1960, nos Jogos Olimpicos em Roma, houve uma série de
mortes relacionadas com o consumo de anfetaminas, como Knud Jensen, um ciclista
dinamarqués. Mais tarde, em 1967, morre um ciclista britanico Tom Simpson, na Tour
de France.3%3! Estes foram apenas dois exemplos que traduzem o perigo do doping,
escolhidos para ilustrar o facto de em 7 anos pouco ou nada se evoluiu em termos do
controlo anti-doping. Para além disso, a escolha destes dois exemplos prende-se também
com o facto de os Jogos Olimpicos e a Tour de France serem competi¢cfes muito
prestigiadas que ainda hoje sdo palco para resultados positivos nos controlos anti-doping.
Assim, com estas (e outras) fatalidades, entende-se a motivacdo para abolir o consumo de

substancias ou o uso de métodos proibidos.

As medidas anti-doping comegaram em 1962 na Austria. Mais tarde, em 1965, a Franca,
Bélgica e Grécia adotam a legislacdo anti-doping.?® Em 1966, a International Cycling
Union e a International Federation of Association Football decidem introduzir os testes
anti-doping pela primeira vez. Um ano depois, o International Olympic Committee
estabelece uma comissdo médica para adotar uma politica de testes mais extensa, de
forma a banir o uso de drogas especificas, especialmente narcéticos e estimulantes como
anfetaminas ou cocaina.?’3! Em 1968, foram coletadas, pela primeira vez, amostras de
atletas nos Jogos da Cidade do México. Nestas analise foi detetado um caso positivo para
alcool num membro da equipa da Suécia de pentatlo moderno, tendo sido assim
encontrado o primeiro caso de doping olimpico.®? Também em 1968 foi implementado o
primeiro controlo anti-doping em Portugal, no decurso da Volta a Portugal em bicicleta.
Dois anos mais tarde, é publicado o primeiro diploma legal (Decreto-Lei n® 420/70) em
Portugal onde é abordado o tema do doping.*

Apesar de terem sido implementados testes anti-doping estes eram muito rudimentares e
pouco abrangentes, tendo sido s6 em 1972 introduzido um programa de testes mais
complexo, ainda que focado apenas em estimulantes. Este teve inicio nos jogos de verdo
de Munique, onde cerca de 7000 atletas competiram, tendo sido recolhidas 2000

amostras.?**? Para além de serem o0s primeiros jogos sob testes anti-doping estes ficaram



marcados por outro motivo: 0 ndo reconhecimento do direito ao tratamento do atleta. O
nadador Rick DeMont testou positivo para efedrina, um estimulante usado para tratar
asma.>* Ainda que ele tivesse sido diagnosticado com asma e reportado o uso desde
composto, o facto de a efedrina ser considerada uma substancia proibida e de ndo haver

regras de isencdo levou a retirada da sua medalha de ouro.®®

Mais tarde, em 1986, o ICO inaugurou o International Olympic Charter contra o doping
no desporto.®® Em 1987, é acreditado o Laboratério de Andlises do Doping por esta
mesma entidade, em Portugal, passando este laboratorio a fazer parte de um grupo muito
pequeno de laboratorios acreditados a nivel mundial.>® Em 1989 ¢é finalizada a Convengéo
Anti-Doping do Conselho Europeu, o primeiro passo para a harmonizagao internacional
na luta contra o doping, assinada por Portugal em 1990 e ratificada em 1994 (Decreto-
Lei n.° 2/94, de 20 de Janeiro)3*3® Também em 1990 surge uma nova definicdo de doping
em Portugal, sendo necessaria uma nova reforma na legislacéo, o que levou a publicacéo
do Decreto-Lei n.° 105/90, de 23 de Marco, regulamentado pela Portaria n.° 130/91 e,

consequentemente, & criacio do Conselho Nacional Antidopagem (CNAD).%

Apesar dos esforcos destas organizagoes, a falta de testes verdadeiramente eficazes e o
aparecimento de novas substancias e métodos para 0s quais ndo existiam testes levou a
que os atletas continuassem a praticar doping, continuando a arriscar a sua saude e
reputacdo. Apds um desenrolar de eventos no Tour de France, na segunda metade dos
anos 90, o I0C propde a criacdo de uma agéncia internacional anti-doping. Em dezembro
de 1999 é criada a World Anti-Doping Agency (WADA), com o apoio do IOC, do
Conselho da Europa e de alguns representantes governativos.*®*” Portugal tem
colaborado de forma ativa com a WADA, na elabora¢do do cdédigo mundial anti-doping,
na participacdo de varias comissdes, em campanhas informativas e educativas e na

realizagdo de controlos anti-doping.*

E importante ainda salientar o papel pioneiro de Portugal no reconhecimento do direito
ao tratamento dos desportistas, ainda em 1994, com a criacdo de um sistema de
notificagdo do uso de substancias proibidas, em condi¢fes patoldgicas. Este direito sé

viria a ser reconhecido internacionalmente pela WADA em 2004.3338

A criacdo de todas estas regras e agéncias mundiais prende-se ndo s6 com uma questéo
da promocdo do Fair-Play, mas também com a preocupacdo pela saude publica. O

conceito de doping € normalmente associado ao desporto, principalmente ao desporto



elite, no entanto, ndo esta limitado apenas a este. Substancias dopantes como os esteroides
anabolizantes-androgenicos (EAA) estdo largamente disponiveis a atletas de todos os
niveis.!® Para além disso, estas substancias tém-se tornado bastante populares entre as
camadas mais jovens. Um estudo publicado na revista “Pediatrics in Review”, comprovou
que cerca de 3.3% dos estudantes do secundario nos Estados Unidos admite usar estas

substancias, de forma a melhorar a sua aparéncia ou aumentar a sua massa muscular.®

A par com a preocupacdo do risco para a saude publica da pratica de doping consentida,
ndo sé por atletas profissionais como por amadores, surge um novo problema: a préatica
de doping, principalmente o consumo de EAA, ndo consentido obtido através de

suplementos alimentares adulterados, 01940

1.2- Suplementos Alimentares
Nos ultimos anos, 0 mercado mundial de suplementos alimentares tem ganho um grande
destaque. De acordo com a diretiva parlamentar europeia (2002/46/EC), todo e qualquer
suplemento alimentar é definido como um produto que suplementa a dieta normal do
consumidor e consiste numa fonte de nutrientes ou outras substancias com efeitos
nutricionais ou fisioldgicos.*! Para além da definicdo de suplemento alimentar, esta
norma visa garantir a seguranca destes produtos e a veracidade da informacdo contida nos
rotulos. Esta foi a primeira norma a ser formada, mas ao longo dos anos tem sido

reformulada de modo a atualizar a lista de substancias abrangentes.*?

Em Portugal, os suplementos alimentares estdo sob o controlo legal do Decreto-Lei
n°118/2015, que transpde a Diretiva n® 2002/46/CE, passando a haver uma uniformidade
entre produtos que anteriormente tinham designacdo e categorias variadas.** Neste
sentido, a Associacdo Portuguesa de Suplementos Alimentares (APARD) tem vindo a
desempenhar um papel muito importante na implementacdo das regras definidas por este

Decreto-Lei.

De acordo com a Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Salde
(INFARMED), os suplementos alimentares podem ser divididos em 3 grupos: Vitaminas
e Minerais, Plantas e Extratos Botanicos e Outras Substancias (como fibras e
protobioticos, &cidos gordos e aminoacidos e enzimas). No entanto, apesar de se
apresentarem com formas doseadas e de terem um suposto efeito benéfico, os
suplementos alimentares ndo séo regulados pelo INFARMED, por ndo se tratar de

medicamentos.** Ainda assim, foi assinado um protocolo entre a Autoridade de
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Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE) e o INFARMED para a colaboracéo e partilha

de recursos de forma a fiscalizar diferentes suplementos alimentares.*

Nos Estados Unidos, o Dietary Supplemnet Health and Education Act (DSHEA) de 1994
classifica os suplementos alimentares como uma subcategoria de alimentos, o que isenta
as empresas que os fabricam de providenciar evidencias de seguranca e eficacia do

produto antes da sua venda.** Em Portugal, 0 mesmo acontece.

De acordo com o Decreto-Lei n® 118/2015 a colocagdo dos suplementos alimentares no
mercado requer a notificacdo da Direcdo Geral da Alimentacdo e Veterinaria (DGAV),
com envio do rétulo para esse produto. A rotulagem dos suplementos deve também estar
de acordo com este mesmo Decreto-Lei. Contudo, em nenhum passo deste processo €

requerido a apresentacdo de ensaios de seguranga.*44°

Assim, a fiscalizacao dos suplementos alimentares € feita apenas apos a sua colocacao no
mercado e esta fiscalizacdo é da responsabilidade da Food and drug Administration
(FDA), nos Estados Unidos, onde s&o produzidos a maioria dos suplementos a venda na
internet e pela ASAE, no nosso pais. ¢4’

Os suplementos alimentares sdo largamente utilizados na populagéo, ainda que ndo sejam
obrigatérios num regime alimentar saudavel e variado.*® Um estudo de 2017 sobre a
populacéo holandesa mostra que muitos dos que consumem suplementos sdo pessoas com
um estilo de vida saudavel, que inclui a pratica regular de desporto e com uma
alimentagao variada e com um status economico médio-alto.*® Este aparente paradoxo do
uso de suplementos por pessoas que ndo necessitam deles tem intrigado a comunidade
cientifica. Em Portugal, foi publicado este ano um estudo sobre a prevaléncia do uso de
suplementos alimentares por membros do ginasio. Este estudo envolveu cerca de 459
participantes e mostra que a maioria dos consumidores sao homens cujo principal motivo
para o uso de suplementos € o desejo pelo aumento de massa muscular (Figura 1-A) e 0
principal suplemento consumido é a proteina em po (Figura 1-B). Este trabalho mostra
ainda a tendéncia do aumento do consumo de suplementos alimentares, tendo sido 25%
em 2010, 41% em 2012 e 44% em 2020.%°
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Figura 1: Grafico representativo do motivo para o consumo de suplementos alimentares por membros de ginésio (A)
e grafico representativo do tipo de suplementos alimentares mais consumidos por membros de ginésio (B). Adaptado
de: Ruano, J. & Teixeira, V. H. Preva.

Apesar de ndo obrigatérios para a populacdo em geral, sdo considerados necessarios no
desporto profissional e € raro o atleta de elite que ndo os consuma. Durante os Gltimos 50
anos o mundo do desporto competitivo tem operado sob uma regulacdo muito estrita no
que toca a substancias proibidas, pelo que os atletas recorrem a suplementos legais que
Ihes permita melhorar a cada dia a sua performance.®>2 A maioria dos suplementos
alimentares cujos consumidores alvo, sao desportistas sdo publicitados salientando a sua
capacidade de aumentar a performance desportiva, melhorar a recuperagdo do atleta,
prevenir lesbes ou permitir atingir a composicdo corporal 6tima, que sdo 0s motivos
principais que levam ao seu consumo.>® Este consumo pretende satisfazer algumas
deficiéncias em micronutrientes (como vitaminas e minerais) ou aumentar a massa
muscular (suplementos proteicos ou aminoacidos).*! Em 2019, um estudo conduzido por
Baltazar-Martins reporta que cerca de 64% dos atletas elite entrevistados consumem, de

forma regular, suplementos alimentares.>*

E conhecido que os atletas sdo considerados exemplos a seguir, pelo seu carécter e pela
sua disciplina e perseveranca. Para além disso, tém uma presenca constante nos media,
pelo que se tornam figuras publicas, ganhando bastante visibilidade.>® De acordo com
Bandura (1977), o nosso processo de aprendizagem enquanto humanos passa pela
imitacdo de comportamentos, surgindo o conceito de role models ou modelos.>® E
considerado um “modelo” toda e qualquer pessoa cujo comportamento sirva como

estimulo para um comportamento de um observador.’” Consequentemente, os atletas
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podem servir como “modelos” no que toca ao consumo de suplementos alimentares, o

que explica o aumento da popularidade destes produtos.
1.2.1 Probleméatica dos suplementos alimentares

A atleta Jessica Hardy, uma nadadora profissional, conseguiu assegurar o seu lugar nos
Jogos Olimpicos de Verdo, em Beijing 2008, sendo uma forte candidata a medalha de
ouro nesta modalidade. Num esforgo para ganhar massa muscular e forca consumiu um
suplemento alimentar de arginina, um aminoacido metabolicamente versatil, com efeitos
farmacoldgicos benéficos quando usado em doses maiores do que numa alimentacao
normal, como a melhoria da performance aerébica e anaerébica.>® Contudo, antes desses
jogos, Jessica testou positivo nos controlos anti-doping para uma substancia com
propriedades anabolicas. Isto fez com que fosse banida durante 1 ano, ndo sendo um
periodo maior por ter sido provado que essa substancia veio do suplemento e ndo constava
no rétulo.® Este é apenas um dos exemplos de doping ndo intencional por consumo de

suplementos alimentares contaminados com substancias proibidas.

Estes casos de doping ndo intencional resultam, entdo, em cenarios de Adverse Analytical
Finding (AAF), que segundo a WADA se traduzem na presenca de substancias ou
métodos proibidos numa amostra, ou seja, resultados positivos nos controlos anti-doping.
De acordo com as estatisticas da WADA, entre 2013 e 2017, 4 a 19% destas AAF eram
relativas a contaminagdes de suplementos alimentares e carne, que depois de confirmadas

levaram & exoneracéo dos atletas.®

A presenca de substancias em suplementos alimentares que n&o constam nos seus rotulos
ndo € um problema recente. Jaem 1990 o I0C emitiu um comunicado ao publico avisando
sobre a possibilidade de alguns suplementos alimentares estarem contaminados com
pseudoefedrina, na altura uma substancia proibida. Este comunicado veio no seguimento
do caso do corredor Linford Christie que testou positivo para esta substancia nos Jogos
Olimpicos de 1988. Na altura o atleta ndo sofreu nenhuma sangéo pois foi apurado a fonte,
depois de ele ter negado o0 consumo consciente dessa substancia: um cha de ginseng, uma
planta muito usada na medicina tradicional chinesa.'®® Este foi o primeiro caso oficial
de reconhecimento de doping néo intencional e abriu precedentes para a investigacao de

outros casos.

Um estudo conduzido na Gré-Bretanha mostra que entre 1994 e 1998 houve um aumento

do nimero de casos positivos para nandrolona, um esteroide anabolizante, associados ao
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consumo de suplementos alimentares contaminados.*? Entre 2005 e 2013, 8.8% das
violagBes no Codigo da WADA dos atletas britanicos estavam associadas ao uso de
suplementos.!! Em 2010, a ASEA emitiu um comunicado onde notifica os consumidores
da probabilidade de contaminacdo de 65 suplementos alimentares com EAA, fabricados

nos Estados Unidos e vendidos na internet pela Bodybuilding.com.®°

Devido a estas descobertas é importante perceber como € que estas contaminacdes
ocorrem. Enquanto que os produtos farmacéuticos sdo extensamente controlados de
forma a garantir a sua seguranca, pureza e eficacia, os suplementos alimentares nédo
necessitam deste controlo.**®! Estas contaminacdes podem ocorrer de forma acidental,
uma vez que muitos fabricantes de suplementos in6cuos também produzem produtos com
EAA ou estimulantes ou de forma intencional, quando os fabricantes colocam grandes
quantidades destas substancias para que aumente a eficacia do seu produto e leve a mais
vendas.*+®2 Isto revela ser um problema para os atletas, que pdem em risco a sua satde e
podem originar AAF nos controlos anti-doping, sem estarem conscientes das substancias
que ingeriram.%®* Para além disso, é também um problema para a populagdo em geral,
que apesar de ndo serem controlados, podem estar a ingerir substancias desconhecidas,
que pdem em risco a sua saude, diretamente pelos seus efeitos secundarios ou

indiretamente devido a interagdes com medicamentos ou outras substancias.®%1465

Os problemas com a contaminacdo de suplementos existem em todos o0s paises e dizem
respeito a todos os tipos de suplementos, seja vendido na forma de p6, comprimidos,
capsulas ou liquidos, incluindo BCAAs (Branched-chain amino acids), carnitina,
glutamina, proteinas, vitaminas, etc.!? Nestes casos, os ingredientes que constam no
rotulo ndo correspondem ao contetdo verdadeiro do produto. Atualmente existem
diversos estudos sobre a prevaléncia de suplementos contaminados que sugerem que entre
3 a 25% destas contaminagdes se devem a pro-hormonas, especialmente EAA e

estimulantes.40:62.66

1.3- Esteroides Anabolizantes
O termo “esteroide” refere-se um grupo de compostos lipossolUveis que possuem uma
estrutura basica de 17 atomos de carbono, dispostos em 4 aneis ligados entre si de forma
especifica (Figura 2-A).%” Podem ser divididos em dois grupos: corticosteroides, versoes
sintéticas de hormonas produzidas naturalmente e o0s esteroides anabolizantes-

androgénicos (EAA).%8.69
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Figura 2: Estrutura quimica basica de um esteroide (A) e estrutura molecular da testosterona, a principal hormona
sexual masculina, sendo esta o ponto de partida para o design dos EAA (B). Estruturas desenhas no ChemDraw Ultra.

Os EAA sdo derivados sintéticos da testosterona (Figura 2-B), a principal hormona

sexual masculina com efeitos anabolizantes e androgénicos no organismo humano.®8

Esta foi descoberta e purificada pela primeira vez em 1935 e desde entdo tem sido

extensamente estudada pelo seu potencial terapéutico e como agente dopante.’t"?

A administracdo oral ou parenteral de testosterona exdgena ndo exerce grande efeito no
organismo humano, pois é rapidamente metabolizada. Por este motivo, sdo feitas
modificacbes quimicas & molécula de testosterona, de forma a aumentar a sua
biodisponibilidade ou o tempo de duracdo dos efeitos.”® Existem trés tipos de EAA

dependendo das alteragdes introduzidas™"®:

1) Derivados por alquilagdo do carbono 17-a, ultrapassando assim o metabolismo
hepatico, tornando-os vidveis para administracdo oral; no entanto também os torna
hepatotdxicos.

2) Derivados por esterificagdo do carbono 17-p, tornando as moléculas mais
hidrofébicas e, logo, mais duradoura.

3) Derivados por alteracao nos anéis.

Apesar de, nos dias de hoje, os EAA serem largamente usados em casos de doping, esta
ndo é a sua unica finalidade. Desde os anos 40, os EAA sdo usados na reabilitacdo em
queimados, em traumas ou cirurgias.’® Por promoverem a sintese de proteinas, mantendo
ou aumentando a massa muscular, a hematopoiese e a proliferacdo da medula éssea, 0s
EAA podem ser usados no tratamento de algumas doencas causadas por virus ou de

alguns cancros, como leucemia, que levam a uma deficiéncia do sistema imunitario.”®"®

Contudo, a partir dos anos 50, estes comecaram a ser usados por atletas elite como
estimulantes para aumentar a sua performance desportiva, tirando partido dos efeitos
anabolicos e androgénicos dos EAA.”®? O seu uso indevido aumentou exponencialmente

no inicio dos anos 60, sendo banidos em 1968 pelo 10C."

Ao longo destes anos muito se procurou separar os efeitos androgénicos e anabdlicos

destes esteroides, mas sem sucesso. A ac¢do androgénica inclui o desenvolvimento de

14



caracteristicas masculinas, como o aumento da forca, engrossamento da voz e
crescimento tipico masculino de pelos. Ja a agdo anabdlica inclui a estimulagéo da sintese
proteica, resultando no crescimento do musculo esquelético e estimulagédo do crescimento

6sse0.’4"®

Atualmente sdo conhecidos varios EAA, que constam na lista de substancias proibidas,
classe S1, pela WADA, divididos em EAA exogenos (normalmente ndo produzidos
naturalmente no organismo), como 1-Androstenediol (5a-androst-1-ene-3f,17p-diol), 1-
Androstenediona  (5a-androst-1-ene-3,17-diona), 1-Androsterona  (3a-hidroxi-5a-
androst-1-ene-17-ona), 1-Testosterona (17B-hidroxi-5a-androst-1-en-3-ona),
Estanozolol, etc.; e EAA enddgenos (substancias e metabolitos produzidos naturalmente
pelo organismo, mas administrados externamente), como 4-Androstenediol (androst-4-
ene-3p,17p-diol), 4-Hidroxitestosterona (4,17B-di-hidroxiandrost-4-en-3-ona),
Nandrolona (19-nortestosterona), Prasterona (de-hidroepiandrosterona, DHEA, 3[-
hidroxiandrost-5-en-17-ona), Testosterona, etc.

A crescente popularidade dos EAA leva a muitas questdes a nivel da prevaléncia do seu
uso. Quem consome? Como consome? Porque consome? A resposta a estas questoes
depende de varios fatores, como a disponibilidade dos produtos, politicas

governamentais, ambiente cultural e condic@es individuais do consumidor.8

Um estudo conduzido por Hanley Santos e Coomber®, mostra que certas ocupagdes como
a industria de seguranca ou forcas armadas, a exposi¢do a drogas ilicitas ou a entrada em
certas competicdes desportivas podem levar ao consumo de EAA. O motivo comum para
0 consumo destas substéncias prende-se com o desejo de aumentar a massa muscular e

melhorar a aparéncia fisica, tanto em atletas profissionais como amadores.8

Para além do consumo consistente destas substancias, é importante ainda salientar a
problematica das contaminacgdes de suplementos alimentares com EAA, discutida nos
capitulos anteriores. Por estes motivos, & importante conhecer 0 mecanismo de acéo e

efeitos adversos dos EAA.
1.3.1 Mecanismo de agdo

O mecanismo de acdo dos esteroides anabolizantes-androgénicos tem sido largamente
estudado ao longo dos anos. Varios mecanismos gerais tém explicado o modo de atuacéo

dos EAA, mas devido as variacdes nas moléculas, o0 mecanismo especifico de acdo sofre
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também variagdes, sendo dificil prevé-lo.”* O primeiro passo para compreender 0s seus
mecanismos de acdo é perceber de que forma os esteroides androgénicos naturais atuam
(Figura 3).
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Figura 3: Esquema do metabolismo da testosterona e ligagdo ao recetor de androgénio (AR) ou ao recetor de estradiol
(ER). Adaptado de: Kicman, A. T. Pharmacology of anabolic steroids. Br. J. Pharmacol. 154, 502-521 (2008).

A molécula com propriedades androgénicas mais importante no organismo humano é a
testosterona.” Esta hormona esteroide é produzida naturalmente nas células Leydig nos
testiculos do organismo masculino e nos ovarios no organismo feminino, sendo também
produzida pela glandula adrenal, nos dois sex0s.2® Nos ovarios e na glandula adrenal a
testosterona é produzida em quantidades muito reduzidas. Estes 6rgéos produzem ainda
outros androgenios, ainda que mais fracos: de-hidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenediona, muito importantes num organismo feminino pois sdo percursores da

testosterona e Sa-di-hidrostestosterona (DHT).™

Os efeitos androgénicos sdao modulados a nivel celular, ou seja, a sua acdo depende do
tecido em questdo, recorrendo a enzimas especificas. Nos tecidos reprodutivos, a
testosterona é considerada uma pré-hormona, sendo convertida a DHT pela So-
redutase.”*8485 No tecido adiposo é convertida a estradiol, em ambos os sexos, pela
aromatase.”*¢87 J4 no tecido 6sseo 0 seu mecanismo néo esta bem definido, mas sabe-se
que o seu efeito é mediado diretamente pela testosterona e pela aromatizagao a estradiol.”
No musculo esquelético, a testosterona liga diretamente ao recetor de androgénio, uma
vez que a atividade enzimatica da So-redutase é quase ndo existente. No entanto, a
atividade da aromatase € significativa, ainda que o seu papel no desenvolvimento das

fibras musculares seja debatido.”> %8

Uma vez que os EAA derivam da testosterona a sua acdo no organismo € muito
semelhante a esta hormona. Os EAA, sendo uma grande classe de derivados esteroides,

podem exercer a sua agdo por diversos mecanismos: modulagdo da expressao do recetor
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de androgenio por metabolismo intracelular ou por acao direta, afetando co-ativadores e
a atividade transcricional; efeito anti-catabolico, por intervencdo no recetor de
glucocorticoides; e por vias gendmicas no sistema nervoso central, causando mudangas

no comportamento, ’479:89-100

Dependendo da interagcdo com os recetores de esteroides intracelulares, pode-se distinguir
trés grupos: EAA que ligam com grande afinidade ao recetor de androgénio, chamados
de EAA fortes, como é o caso da 19-nortestosterona e metenolona; EAA que ligam com
pouca afinidade, designados por EAA fracos, como o Estanozolol e fluoximesterona; e
EAA que ndo ligam de todo aos recetores, como a oximetolona, que necessitam de
biotransformacéo para formarem compostos mais ativos ou por uma via alternativa, ainda

ndo estabelecida.’#84101.102

Para os EAA cujo mecanismo passa pela ativacdo de um recetor € possivel delinear um
mecanismo geral (Figura 4). Por serem moléculas relativamente pequenas e hidrofobicas,
os esteroides atravessam facilmente a membrana celular, até ao citoplasma da célula.
Aqui as hormonas ligam ao dominio do recetor que estabelece uma conexao com o
ligando, causando uma dissociacdo do complexo recetor-Hsp90, resultando numa
alteracdo da conformacao do mesmo, tornando assim o recetor ativo. Ocorre, entdo, uma
dissociacdo da chaperona e o complexo recetor-ligando é translocado para o nucleo da
célula, onde pode interagir, como homodimero, com a cromatina. Esta ligacdo ao DNA
promove a transcricdo do mRNA e, consequentemente, ao aumento da sintese proteica.
Para além disso, podem também ativar co-reguladores positivos do recetor, aumento o
nimero destes na célula.587579.103

steroid

N L
N VDB
000 0 B @
0%’ @Dy a

cytoplasm

oooooooooo

nucleus

DNA binding

Figura 4: Esquema geral do mecanismo de agdo dos EAA, cuja acdo envolve a ligagdo aos recetores de androgénio,
culminando na transcri¢do de DNA. Adaptado de: Kicman, A. T. Pharmacology of anabolic steroids. Br. J. Pharmacol.
154, 502-521 (2008).
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1.3.2 Eficacia

Atualmente, a informacdo disponivel que suporte a eficacia dos EAA na performance
desportiva € limitada e muitos estudos contém falhas no que toca a dose consumida e as

estratégias de administracdo. %

Geralmente, a administracdo dos EAA ¢ feita através de ciclos, com aumento gradual das
doses, entre 7 a 14 semanas. No entanto, por questdes éticas, a investigacdo esta limitada
ao estudo da eficacia de uma Unica dose, de concentracdo inferior a usada para efeitos de
doping.1941% Ainda assim, é uniforme na comunidade cientifica de que os EAA n&o sio
totalmente eficazes se 0 seu consumo ndo for complementado com um regime de

exercicio fisico.10410°
1.3.3 Efeitos Adversos

O uso cronico de EAA causa diversas alteracbes fisioldgicas, dependendo da dose
consumida, frequéncia e tipos de ciclos de administracdo usados, alteracfes estas quase
sempre associadas a efeitos adversos no organismo.t? Apesar de alguns destes efeitos
serem reversiveis, especialmente no sexo masculino, muitos sdo irreversiveis e estdo na

origem de varias mortes.%

Atualmente, os efeitos a longo prazo do consumo de EAA ainda ndo sdo conhecidos,
especialmente os efeitos relacionados com tipos especificos de esteroides, dose,
frequéncia de uso ou idade. No entanto, os efeitos a curto-prazo tém sido intensamente
estudados nas ultimas décadas.’® Ainda assim, como por questdes éticas € dificil de
replicar os efeitos dos EAA no laboratdrio, alguns destes efeitos adversos poderdo ser

mais prenunciados.”

Existem inumeros efeitos adversos do uso de EAA e podem ser divididos em 5 categorias
gerais:  hepaticos, cardiovasculares, endocrinos/reprodutivos, — psiquiatricos e

dermatoldgicos, resumidos na Tabela 1.104111

1.4- Analise de EAA em suplementos alimentares
Os métodos de andlise de esteroides, incluindo os EAA, envolvem quase sempre uma
primeira etapa de extracdo, com recurso aos mais variados solventes. De seguida, para a
separacdo das diferentes substancias que possam estar na amostra extraida e a
identificacdo das mesmas é frequente o uso da cromatografia gasosa e espetrometria de

massa. 2
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No que toca a extracdo de EAA de suplementos alimentares, esta é a etapa decisiva para
0 alcance da seletividade e sensibilidade da sua andlise. De facto, existem diferentes
fatores que interferem com o processo de extragdo como a complexidade das matrizes
dos diferentes suplementos, a baixa concentracdo de EAA e a possibilidade de

deterioracio dos EAA pelos solventes usados.’

Relativamente a escolha dos melhores solventes para a extracdo de EAA de suplementos
alimentares, esta é feita com base nas caracteristicas ndo s6 destes compostos como
também do proprio suplemento.''? As hormonas esteroides s3o, no geral, consideradas
moléculas hidrofdbicas devido ao seu nucleo de base tetraciclico. Contudo, possuem
diferentes grupos funcionais, em diferentes posicdes, sendo estes grupos polares.!** Por
este motivo, estas hormonas sdo soltveis em solventes polares e solventes ndo-polares,
tendo mais afinidade para um ou outro dependendo do grau de polaridade dos grupos

funcionais.!*

A escolha do solvente também pode ajudar na purificacdo do extrato final, sendo por isso
influenciada pela constituicdo dos suplementos. Suplementos a base de BCAA, contém
leucina, isoleucina e valina, que sio aminoacidos ndo-polares.!*> Neste caso, 0 uso de um
solvente polar para extracdo de EAA contaminantes, faz com que o extrato final seja mais
puro, pois ndo vai extrair estes aminoacidos. O mesmo acontece com suplementos a base
de proteina, se estas forem maioritariamente compostas por aminoacidos ndo-polares,
principalmente a superficie. E com base neste principio que é feita a precipitacdo de
proteinas com solventes polares, nomeadamente metanol, de modo a separé-Ilas de outros

componentes de uma solucio.**®
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Tabela 1: Efeitos secundarios do uso de EAA, divido pelas 5 categorias conhecidas: problemas hepéticos, cardiovasculares, no sistema enddcrino/reprodutivo, dermatoldgicos e psicologicos.

Problemas Hepéticos
74,104,105,107,111,117-122

Problemas

Cardiovasculares
70,74,103-105,107,110,111,123-125

Problemas no sistema

enddcrino/reprodutivo
74,103,104,107,111,126,127

Problemas

dermatoldgicos
104,128

Problemas psicoldgicos
105,129-138

AlteragBes enzimaticas

Mudanga na fragdo de
lipoproteinas

Supressdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal

Acne

Comportamentos
agressivos

Colestase aguda

Aumento fatores coagulantes

Supressdo de LH e FSH

Aumento da produgéo de
sebo

Dano cognitivo

Dano crénico vascular

Hipertenséo

Infertilidade

Oleosidade da pele

Depresséo

Desenvolvimento de
tumores

AlteracOes no miocérdio

Alteracdo do tecido mamario

Oleosidade do cabelo

Psicose
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Por estes motivos, pensa-se que para a extracdo de EAA de suplementos alimentares seja
pertinente realizar uma extragdo em 2 passos. Em primeiro lugar dever-se-a realizar uma
extracdo sélido-liquido, no caso de suplementos sélidos, ou liquido-liquido, no caso de
6leos ou suplementos liquidos usando um solvente polar, como o metanol. Pretende-se
com este passo dissolver os EAA, eliminando impurezas maioritariamente ndo-polares.
De seguida, dever-se-a proceder a uma extracdo liquido-liquido, com fase aquosa e
organica, usando um solvente ndo-polar, como o hexano, para o qual os EAA possuem

maior afinidade.®5114
1.4.1 Metodologias de detecdo de EAA

Técnicas hifenadas como a cromatografia de gas (GC) ou liquida (LC) acoplada a
espetrometria de massa (MS) sdo a primeira abordagem nos testes anti-doping realizados
nos laboratorios creditados, para detecio de EAA.139140 Este tipo de analise prevé a
detecdo das substancias e/ou 0s seus metabolitos, mesmo em pequenas concentracdes, em
amostras de urina dos atletas.’®'%* Em 2007, a WADA estipulou o painel de marcadores
de EAA em amostras de urina que devem ser testados: testosterona, epitestosterona,
androsterona, etiocolanolona, Sa-androstano-3a, 17p-diol e 5B-androstano-3a, 17p-

diol 142

Os métodos usados nos laboratérios de controlo de doping tém de cumprir certos
requisitos analiticos tal como a sensibilidade, especificidade, rapidez e poder de
quantificacdo e identificacdo. Pelo grande impacto social de um resultado positivo nos
controlos anti-doping, estes laboratorios tém que se certificar que cumprem todas as
normas estabelecidas, de forma a que os resultados ndo sejam questionaveis.'*! Assim, as
amostras sdo analisadas por GC-MS e/ou LC-MS, uma vez que estes sdo considerados
sistemas analiticos de elevada resolucdo e recolhem informacdo espetrométrica precisa,

em full-scan.13%143

A escolha do método de analise e feita com base nas propriedades dos EAA a analisar.
Pela sua baixa eficiéncia de ionizagdo, a maioria dos EAA sdo analisados por GC-MS.
Hidroxi-esteroides ou oxo-esteroides, por exemplo, ndo sdo possiveis de analisar por LC-
MS.2#* O uso do método de LC-MS recai na analise de EAA faceis de ionizar por

electrospay (ESI), como € o caso de alguns EAA na sua forma livre (ndo-conjugados).t’

Relativamente ao GC-MS, s6 alguns EAA com alta conjugacado nos grupos ceto, como o

tetra-hidrogestrinona (THG), sdo dificeis de analisar pois ndo sdo facilmente
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derivatizados.'® Por proporcionar uma maior eficiéncia de separagdo e porque as suas
propriedades combinam melhor com 0 MS, o0 método de GC-MS é o método preferencial
para a detecdo de EAA em amostras bioldgicas. 144146

Atualmente, ndo s6 em amostras bioldgicas se detetam EAA. Devido a problemética da
contaminacdo de suplementos alimentares, é necessario que estes sejam monitorizados
pelas entidades competentes. Esta analise aos suplementos pode ser realizada por GC-
MS, que mantém todas as suas vantagens, de forma semelhante as amostras de urina, com

excecio do passo de hidrolise enzimatica.’®
1.4.1.1 Cromatografia de gas

Os métodos de separacdo cromatografica sdo dos métodos mais utilizados para
determinar contaminantes e residuos em diferentes tipos de comida.'*® A cromatografia é
uma técnica de quimica analitica desenvolvida no inicio do século 20, cujo objetivo é
separar os diferentes compostos quimicos que compdem uma mistura.**’ Esta separagdo
de componentes pressupde a existéncia de duas fases distintas: uma fase estacionéaria e
uma fase moével, que passa de forma continua na coluna cromatogréfica e baseia-se no
principio de afinidades: diferentes compostos possuem diferentes afinidades para com a
fase mdvel e estacionaria, afetando assim a sua distribuicdo entre as duas fases e o seu
comportamento dentro do sistema (Figura 5).148A cromatografia de gas ¢ uma técnica
capaz de separar misturas complexas, baseado nos diferentes pontos de ebulicdo e
polaridade, desenvolvida em 1952. Com o0s avancos da ciéncia, é espectavel que a
instrumentacao continue a melhorar com o passar dos anos. Ainda assim, 0s componentes
basicos de um cromatografo gasoso mantiveram-se e continuam bastante simples (Figura
6).

Figura 5: llustracdo do conceito de separagdo cromatogréafica, onde A e B representam diferentes compostos numa
mistura e t representa o tempo decorrido. Adaptado de: Harvey, D. J. Gas chromatography | Gas chromatography/mass
spectrometry. Encycl. Anal.
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Figura 6: Exemplo esquemético de um cromatdgrafo gasoso e os seus componentes principais. Adaptado de: Harvey,
D. J. Gas chromatography | Gas chromatography/mass spectrometry. Encycl. Anal. Sci. 169-179 (2019)
doi:10.1016/B978-0-12-409547-2.14103-4.

O processo inicia-se com a introducdo da amostra via injetor, onde é vaporizada. O gas
arrastador, que é a fase mdvel, transporta a amostra para a coluna, onde se encontra a fase
estacionaria, com temperatura regulada. Aqui €, entdo, separada de acordo com
caracteristicas dos seus componentes, sendo estes monitorizados por um detetor, a medida
que saem da coluna. Cada componente ird chegar a este detetor em tempos diferentes,
tempos de retengdo.'*314° Existem diferentes tipos de detetores, sendo o mais usado o
detetor de ionizacdo por chama ou FID. Este detetor permite uma analise de compostos
organicos com elevada sensibilidade, permitindo avaliar uma amostra em termos de
concentragdo de hidrocarbonetos.’®® Um FID usa uma chama, geralmente de
hidrogénio/ar, pela qual passa a amostra para oxidar as moléculas do analito, produzindo
i0es. De forma a detetar estes ides sdo usados dois elétrodos (um positivo e um negativo,

para onde os ides sdo atraidos) que medem a diferenca de potencial.1>015

Apesar de ser bastante usado, o FID também tem algumas limitacGes, pois destrdi a
amostra, s6 fornece informacéo sobre a presenca de compostos, ndo os identificando, ndo
deteta compostos inorganicos e é sensivel a humidade, pois esta ndo permite a igni¢éo do

gas e, logo, ndo é possivel acender a chama.!
1.4.1.2 Espetrometria de massa

A espetrometria de massa é uma técnica de quimica analitica usada para a identificacdo
de compostos de estrutura conhecida ou para elucidar sobre a estrutura de compostos
desconhecidos.'3* Esta técnica foi desenvolvida na base de um Gnico principio: quando
uma particula carregada percorre um campo magneético, o seu percurso é desviado de

forma inversamente proporcional & massa da particula.'®
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Esta técnica pode ser aplicada a variadas substancias, que sejam volateis ou ndo volateis,
polares ou ndo polares, solidas, liquidas ou gasosas. Dentro de condi¢des especificas, 0
MS também pode fornecer informacdo quantitativa.®® Os resultados do MS s&o
apresentados em unidades de racio massa-carga ou m/z, onde m representa a massa do

ido (em Dalton) e z o numero de cargas presentes na molécula.*>*

A andlise por MS consiste em trés fases: uma fase I, onde ocorre fragmentacdo da
molécula através da fonte de ionizacdo. Estas fontes podem ser variadas, sendo a mais
usada a ionizacdo por impacto eletronico, ou seja, por aplicacdo de um feixe de eletroes
de elevada energia que ira quebrar as ligacGes na molécula, com perda de eletres; uma
fase 11 de separacédo dos ides formados com recurso a um analisador de massa. A escolha
deste depende da amplitude de massas que se pretende separar, da resolucéo,
sensibilidade e transmissdo dos ides, ou seja, a percentagem de ides que chega ao detetor;

e, por fim, uma fase 111 que permite a detecdo da molécula.’>®

A aquisicdo do espetro de massa pode ser feito através do método de varrimento total
(TIC), sendo monitorizados todos os ides do intervalo predefinido ou pelo método de
monitorizacao seletiva de i6es (SIM), onde sdo monitorizados um pequeno grupo de ides

ou apenas um 0.1

Nos Ultimos anos, os espetrémetros de massa evoluiram bastante e os Gltimos modelos
possuem uma maior sensibilidade e rapidez, ainda que a sua composic¢do bésica se tenha

mantido (Figura 7).14

Electronics
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Figura 7: Composigo basica de um espetrémetro de massa. Adaptado de: Perutka, Z. & Sebela, M. Basis of Mass
Spectrometry: Technical Variants. Use Mass Spectrom. Technol. Clin. Microbiol. 19-45 (2018) doi:10.1016/B978-0-
12-814451-0.00002-2.
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1.4.1.3 Derivatizacao

Relativamente ao GC, certas moléculas com grupos funcionais como -COOH, -NH, -SH
e -OH, como é o caso dos esteroides (incluindo os EAA), tém a capacidade de formar
ligacdes de hidrogénio entre compostos e, consequentemente, sdo pouco volateis, tém
baixa estabilidade térmica e podem interagir com compostos da coluna cromatografica,
resultando em baixa detetabilidade.’>"'>® Para ultrapassar este problema €, ento,
adicionada uma etapa de derivatiza¢o. E denominado por derivatizagio todo e qualquer
processo que envolve a transformacdo de um composto num produto derivado, com
melhores propriedades cromatograficas.’>"*>° Desta forma, pretende-se converter
substancias polares ou ndo-volateis a substancias ndo polares e volateis, melhorar a
estabilidade térmica, aumentar o sinal no detetor ao adicionar certos grupos funcionais

e/ou melhorar a separacéo no GC.1%

As reacOes de derivatizacdo mais usadas incluem esterificacdo, sililacdo, acetilacdo e
alquilacdo.'®! Existem varios reagentes que podem ser usados para gque ocorram estas
reaces, cuja escolha depende das caracteristicas do analito. Uma das reacGes mais usadas
em GC para a derivatizacdo é a trimetilsililacdo, que envolve a adicdo de grupos
trimetilsilil (TMS) (Figura 8). O reagente N, O - bis(trimetilsililtrifluoroacetamida,
conhecido pelo seu acrénimo BSTFA, é um dos mais utilizados para este tipo de

reagﬁes. 159,162-164

CH, Hac\ /CHB (|3H3
s 5 &
F*—Cl)i +  H,C—Si—X ——> FI—Cl)——————-Sli———————-X ——> R—O—S&i—CH; | H—X
H é}Hz H  CH, CH,

Figura 8: Reacdo de sililagdo de um grupo -OH, com o reagente BSTFA por adi¢do de um grupo TMS. Adaptado de:
Biology, M. The Strengths and Weaknesses of NMR Spectroscopy and Mass Spectrometry with Particular Focus on
Metabolomics Research Metadata of the chapter

1.5- Objetivos
A contaminacédo de suplementos alimentares com EAA constitui uma preocupagédo para
a comunidade medico-cientifica devido aos indimeros efeitos secundarios destes
compostos e ao desconhecimento da sua toma, o que faz com o diagnostico de certas
condicGes de saude seja dificil. Adicionalmente, atletas profissionais correm o risco de

originar AAF nos controlos anti-doping.
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Este trabalho tem como finalidade a analise de alguns tipos diferentes de suplementos
alimentares, consumidos num contexto desportivo. O objetivo principal € a tentativa de
avaliacdo da veracidade do rétulo de suplementos ndo hormonais, determinando o seu

conteddo em termos de EAA por GC-MS.
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CAPITULO 2







2- Experimental

2.1- Materiais e Equipamentos

Tabela 2: Lista de reagentes, equipamentos e software utilizados ao longo do trabalho.

REAGENTES

Acido Estedrico Merck KGaA
Cloreto de Sadio Baker Analyzed
Diclorometano seco e destilado -
Hexano seco e destilado -
Hidrdxido de Sodio Baker Analyzed
L-Leucina Fluka-Garantie
L-Valina 99% Acros Organics

Metanol seco e destilado -
BSTFA Sigma Aldrich

EQUIPAMENTOS
Cromatografo gasoso com detetor de

ionizacdo de chama Agilant 6890
Cromatdgrafo gasoso Agilant 78202 GC System
Espetrometro de Massa Agilant 5975 series MSD
Centrifuga Hettich Universal Il
Placa de agitacdo e aquecimento Heidolph MR 3001
Balanca semi-analitica Mettler Toledo
Evaporador a vacuo IKA MVP10 Basic
SOFTWARE
Origin 8.5.1 Origin Lab

O metanol foi seco em refluxo segundo o método de Lund e Bjerrum e destilado a partir
do respetivo alcoxido de magnésio. O hexano foi também seco em refluxo, na presenca
de fios de sddio e benzofenona e destilado. O diclorometano foi refluxado na presenca de
CaCl> e destilado.
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Para a realizacdo deste trabalho foram ainda adquiridos em lojas fisicas 4 tipos de
suplementos diferentes, os mais consumidos em contexto desportivo, como consta na
Tabela 3.

Tabela 3: Tipo de suplementos adquiridos bem como o local de aquisi¢do dos mesmos e uma breve descrigdo da sua
funcio. 'Descricdo adaptada da publicidade feita aos suplementos.

SUPLEMENTO LOCAL RECOLHA DESCRICAQ!

“Para desenvolver ou

Proteina (po) Loja produtos saudaveis ”»
manter a massa muscular

“Blocos de construgdo do

BCAAs (comprimido) Loja produtos saudaveis novo tecido muscular, que

0 NOSSO organismo néo
consegue produzir”

Tribulus Terrestris
(comprimido)

“Impulsiona os niveis

Hipermercado . ”
P naturais de testosterona

CLA com Carnitina
(capsula)

“Eficaz na queima de

Hipermercado . -
P gordura, dia e noite

2.2- Preparacgdo das amostras
Para a identificacdo de possiveis contaminacdes de EAA em suplementos alimentares
desportivos foi necessaria uma etapa de extracdo, pois a matriz destes suplementos é
muito complexa. E importante salientar que a extracio de EAA é considerada a etapa
obstaculo do processo. Por este motivo, a extracdo foi otimizada de forma a minimizar
perdas e a maximizar o isolamento dos EAA no passo final, tendo sido adaptado o
protocolo de V. Abbate et al (2014).1°

Assim, para este trabalho foram adquiridos suplementos em forma de pd, capsula ou
comprimidos. As cépsulas foi lhe retirado o contetido e utilizado cerca de 1 mL deste.
Entre 5 e 10 compridos (dependendo do seu tamanho) foram reduzidos a p6 e usada 1¢g
deste homogeneizado. Foi também usada 1g de suplemento em p6. De seguida, foram
adicionados 20 mL de metanol e a mistura foi colocada numa placa de agitagdo durante

cerca de 15 minutos para auxiliar a dissolugéo.

A mistura foi entdo centrifugada a 80 rpm, durante 5 minutos, tendo sido transferida a
camada metandlica para um novo tubo e o solvente evaporado a vacuo. Ao residuo seco
foram adicionados 5 mL de NaOH (0.1M), 1g de NaCl e 10 mL de hexano, de forma a
criar uma fase aquosa e repetiu-se as condicbes de centrifugacdo. Posteriormente, a

camada de hexano foi transferida para um novo tubo e guardada. A camada aquosa
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restante foram adicionados 5 mL de hexano, sendo esta mistura novamente centrifugada.

Esta etapa foi repetida duas vezes.

Como os EAA sdo moléculas pouco volateis é necessaria uma etapa de derivatizagdo
antes da analise por GC-FID ou GC-MS. Para esse efeito, a camada de hexano foi retirado
1 mL e a este volume adicionados 200 puL de BSTFA e verificou-se a mudanca de cor da
solucdo. As amostras onde néo se verificou mudanca de cor foram colocadas num banho
de parafina, a cerca de 80°C, durante 30 minutos. De seguida, o solvente foi evaporado
com atmosfera de azoto. Por fim, adicionou-se 500 pL de diclorometano para

reconstituicdo do residuo e procedeu-se as inje¢des no GC-FID e GC-MS.

2.3- Preparacao dos padrdes externos
Foram preparadas solugdes de L-valina, L-Leucina e Acido Estearico em diclorometano,
com concentracdes de 4 mg/mL, 25 mg/mL e 29 mg/mL respetivamente. Estas foram
posteriormente derivatizadas com BSTFA, de igual forma as amostras de suplementos

alimentares desportivos e procedeu-se as inje¢coes no GC-FID.

2.4- Preparacdo das amostras para injecéo direta
As amostras de suplementos alimentares desportivos foram também preparadas para
injecdo direta, ou seja, sem 0 passo de extracdo. Para isso foram preparadas solu¢des com
10 mL de diclorometano e 1g de suplemento sélido (p6 ou comprimidos
homogeneizados) ou 1 mL de suplemento em Gleo (interior das capsulas). A 1 mL destas
foram adicionados 200 puL de BSTFA, seguindo 0 mesmo processo de derivatizagdo que

as amostras no ponto 2.1 e procedeu-se a injecao no GC-FID.

2.5- Metodologias analiticas

2,51 GC-FID

Os cromatogramas obtidos das amostras e padrbes externos foram obtidos recorrendo ao
GC-FID Agilant 6890, equipado com uma coluna HP-5 crosslinked com uma fase
estacionaria 5% fenilo e 95% metilpoli-siloxano (Agilant), de dimensdes 30m x 0.32mm
x 0.25um. O gas arrastador usado foi 0 azoto, a 1 mL/min. O injetor foi mantido a uma
temperatura de 250°C. Para as injecOes foi utilizado um volume de amostra de 1pL. O
forno foi colocado a uma temperatura inicial de 70°C. A temperatura aumentou até 290°C

a 10°C/min, sendo mantida neste valor durante 15 minutos. Este programa permitiu ter os
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sinais dos diferentes compostos da amostra com a separacdo necessaria e 0S

cromatogramas correspondentes foram analisados atraves do Origin 8.5.1.
252 GC-MS

As aliquotas das amostras ap6s derivatizacdo foram analisadas por GC-MS, equipado
com uma coluna HP5-MS com uma fase estacionaria 5% fenilo e 95% metilpoli-siloxano
(Agilant), de dimensdes 30m x 0.25mm x 0.25um. O gas arrastador usado foi o hélio, a
ImL/min. O injetor foi mantido a uma temperatura de 250°C. Para as injec¢des foi utilizado
um volume de amostra de 1pL. O forno foi colocado a uma temperatura inicial de 70°C.
A temperatura aumentou até 290°C a 10°C/min, sendo mantida neste valor durante 15
minutos, para a amostra de suplemento de CLA com carnitina. Para as restantes amostras
a temperatura aumentou de 70°C até 290°C a 10°C/min, sendo mantida neste valor 5
minutos e de 290°C até 310°C a 10°C/min, também mantida durante 5 minutos. Este
programa permitiu ter os sinais dos diferentes compostos da amostra com a separacao

necessaria.
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CAPITULO 3







3- Resultados e discussao

3.1- Andlise por GC-FID

Como referido anteriormente, a etapa de extracdo dos suplementos alimentares
desportivos com metanol seguida de hexano esta otimizada de forma a eliminar o maximo
de constituintes ndo relevantes para o estudo em questao, enquanto assegura a integridade
dos EAA que possam estar presentes.’® As amostras dos 4 suplementos e os padrdes
externos foram analisados por GC-FID, tendo-se obtido os cromatogramas apresentados
neste capitulo.

De acordo com a informagdo que consta no seu rétulo, a amostra do suplemento de
BCAAs continha, para além de outras substancias, L-Valina, L-Leucina e Acido
Estearico, sendo estas realcadas pois eram as unicas disponiveis em laboratorio para
serem usadas como padrdo externo. Como controlo da extracao foi também efetuada uma
injecdo direta deste suplemento. Os tempos de retencdo (TR) mais relevantes para o
estudo encontram-se discriminados na Tabela 4 e os cromatogramas correspondentes

encontram-se da Figura 9.

Como se pode observar, é possivel identificar alguns tempos de retengdo iguais entre as
amostras e 0s padrdes externos. O TR de 4.6 minutos é referente & L-valina e apresenta-
se tanto na amostra de BCAA pds extracdo como na injecdo direta. Com a presenca deste
sinal é admitida a hipétese de que este aminoacido nédo é totalmente eliminado na etapa
de extracdo. Relativamente a L-leucina, a sua presenca nao é detetada, nem na amostra
nem na injecdo direta. J& o acido estearico encontra-se apenas na amostra de BCAA com
um TR de 18.9 minutos. Assim, ainda que ndo possa ser feita uma identificacéo total dos
compostos presentes na amostra do suplemento de BCAA, pode-se esperar uma extracao
pouco eficaz no que toca a eliminacdo de substancias ndo revelantes para o estudo, como
é 0 caso dos aminoacidos e &cido estearico. Por outro lado, comparando o padréo
cromatogréafico da amostra pos extracdo (Figura 9-A) com o da injecdo direta (Figura 9-
B) é notoria a diferenca entre ambos, indicando a existéncia de outras substancias na
injecédo direta que foram eliminadas durante o processo de extragdo, mas que ndo sao

passiveis de identificagdo por GC-FID.
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Figura 9: Cromatogramas relativos a amostra de BCAA (A), injecdo direta (B), acido esteérico (C), L-leucina
(D) e L-valina (E).



Tabela 4: Resumo dos tempos de retengdo relevantes para o estudo por comparagdo obtidos por GC-FID da amostra
de BCAA e asua injeco direta, L-valina e Acido esteérico.

Amostra BCAA
Sinal Tempo Retenc¢do (min)
1 4.6
6 18.9
Acido estearico
Sinal Tempo Retenc¢do (min)
13 18.9
L-valina
Sinal Tempo Retencéo (min)
4 4.6
Injecdo direta
Sinal Tempo Retencéo (min)
4 4.6

Uma vez que no laboratério ndo existem as substancias descritas nos rotulos dos
suplementos alimentares de proteina em pd, de Tribulus Terrestris ou de CLA com
carnitina, ndo foi possivel usar padrdes externos para fazer o mesmo tipo de comparagéo
feita com o suplemento de BCAA. No entanto, tal como foi feito para o suplemento
anterior, é possivel tirar algumas conclusfes quanto a eficAcia do método de extragdo
usado, por comparagio com a injeco direta. E também possivel proceder as otimizagoes

da cromatografia gasosa.

Relativamente a amostra de proteina em pd, é possivel verificar que aparecem mais sinais
na injecao direta, apds os 15 minutos (Figura 10 A-2) do que na amostra p6s extracdo
(Figura 10 A-1). Logo, pode-se suspeitar que a extracdo foi, de alguma forma, eficaz na
eliminacdo de algumas substancias, que ndo podem ser identificadas por GC-FID. A
existéncia de poucos sinais nesta amostra pode ser explicada pela composi¢do do
suplemento analisado, sendo maioritariamente constituido por proteinas que ndo se

dissolvem nos solventes usados e, logo, ndo estardo presentes na solucdo analisada.

Em relacdo as amostras de Tribulus Terrestris (Figura 10-B) e de CLA com carnitina
(Figura 10-C) chega-se a mesma concluséo relativamente a eficacia da extragéo,
novamente por comparacgao entre a amostra apos extracdo e a injecdo direta de ambos 0s

suplementos.
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Através das injecbes do GC-FID apenas se retira informacdo sobre a quantidade de
substancias presentes nos suplementos e sobre 0s seus tempos de retencao. Por si s, esta
informacdo ndo é suficiente para fazer a sua identificacdo, ndo existindo padrbes de EAA
para poder fazer um trabalho comparativo. Consequentemente, procedeu-se a alguns

estudos de espetrometria de massa, na tentativa de identificar alguns dos componentes.
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Figura 10: Cromatogramas relativos a uma amostra de um suplemento desportivo proteico (A) apos extracdo (A-1) e
injecdo direta (A-2), de um suplemento de Tribulus Terrestris (B) apds extracdo (B-1) e inje¢do direta (B-2) e de um
suplemento de CLA com carnitina (C) apos extragdo (C-1) e injecdo direta (C-2).
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3.2- Andlise por GC-MS
O estudo por GC-MS das amostras dos suplementos alimentares revelou-se bastante
complexa, pois implica conhecer as moléculas descritas no rétulo e que possam estar no
extrato final, assim como fazer a identificacdo de outras moléculas, ndo descritas no

rotulo, pelos seus padrdes de fragmentacao.
3.2.1 Suplemento de Tribulus Terrestris

Tribulus Terrestris € uma planta comum que cresce sem discriminagdo um pouco por
todo 0 mundo e ¢ bastante usada na medicina tradicional Chinesa e Indiana.'® E também
conhecida no mundo do desporto pelo seu contetido em saponinas esteroides, que podem
atuar como promotor natural de testosterona ao aumentar a hormona luteinizante.%® No
entanto, considerando os poucos estudos conduzidos, a influencia de Tribulus Terrestris
em atletas ndo é conclusiva, pelo que a publicidade que acompanha este suplemento
(“Impulsiona os niveis naturais de testosterona”, retirado do site do supermercado onde ¢
comercializado) parece ser infundada.®’

Relativamente ao contetdo do roétulo e tendo em conta o tipo de extracdo feita, ndo seria
de esperar a presenca de muitos componentes no cromatograma. De facto, como se pode
observar pelo cromatograma representado na Figura 11, apenas foram detetados 5 sinais

com interesse para este estudo, por serem os de maior intensidade.
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Figura 11: Cromatograma do suplemento alimentar de Tribulus Terrestris, obtido por GC-MS, entre os 18 e os 23
minutos, em que o sinal 1 é referente & molécula de 1-monolinoleoilglicerol bis-TMS, o sinal 2 e 3 a0 &cido 9,12,15 -
octadecatrienoico bis-TMS, o sinal 4 ao 4cido hexadecanoico bis-TMS e o sinal 5 ao 4cido octadecanoico bis-TMS.
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A Unica molécula identificada por GC-MS que estava descrita no rétulo foi o “estereato
de magnésio”, com um TR de 22.7 minutos. O estereato de magnésio é um sal de
magnésio do cido esteérico, também conhecido por acido octadecanoico (IUPAC). Uma
vez que 0 magnesio ndo é detetado por GC-MS, o estereato de magnesio € identificado
pelo &cido estearico. Este é usado na industria alimentar como aditivo, especialmente em
comprimidos, devido & sua capacidade aglutinante e emulsionante, mantendo o0s
ingredientes ativos juntos.'® O seu espetro de massa e estrutura do fragmento maioritario

estdo representado na Figura 12.
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Figura 12: Espetro de massa acido octadecanoico (IUPAC) ou &cido estedrico, relativo ao TR de 22.672 minutos (A)
e estrutura do fragmento maioritario com 399 m/z (B).

Como descrito por Georgi Petkovi®® e A. Al Maofari et al'®®, extratos de Tribulus
Terrestris também possuem outros acidos gordos como o acido hexadecanoico (IUPAC)
ou acido palmitico. Este também foi identificado na amostra de suplemento analisado,
tendo um TR de 21.1 minutos, ainda que ndo venha especificado no rétulo. O seu espetro

de massa e a estrutura do fragmento maioritario com 371 m/z esté representado na Figura

13.
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Figura 13: Espetro de massa do acido hexadecanoico (IUPAC) ou acido palmitico, relativo ao TR de 21.116 minutos
(A) e estrutura do fragmento maioritario com 371 m/z (B).
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Adicionalmente, este suplemento contém também 1-monolinoleoilglicerol, detetado com

um TR de 19.7 minutos, um composto presente em diversos extratos vegetais com

atividade antimicrobial e antioxidante!’®11 e 9,12,15 — 4cido octadecatrienoico (IUPAC)

ou &cido alfa-linolénico, um émega-3 comum de origem vegetal, detetado com dois sinais

no cromatograma com TR de 20.2 e 20.8 minutos, cuja presenca ja foi confirmada por

outros autores.'%>19172 Og seus espetros de massa estdo representados nas Figura 14 e

15, respetivamente, com a estrutura dos fragmentos maioritarios. Relativamente ao Gltimo

composto, é ainda apresentada a estrutura de um dos fragmentos caracteristicos com 147

m/z. N&@o foi possivel identificar a fragmentacdo que origina o outro fragmento

caracteristico com 129 m/z.
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Figura 15: Espetro de massa do 1-monolinoleoilglicerol, relativo ao TR de 19.7 minutos (A) e estrutura do fragmento

maioritario, com 207 m/z (B).
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Figura 14: Espetro de massa do acido 9,12,15 — octadecatrienoico (IUPAC) ou acido alfa-linolénico, relativo ao TR
de 20.2 e 20.8 minutos (A) e do fragmento maioritario com 73 m/z e um dos fragmentos caracteristicos encontrados

com 147 m/z (B).

41



Este suplemento foi escolhido para esta andlise, pois estd a venda em qualquer
supermercado e € publicitado como um suplemento que “impulsiona os niveis naturais de
testosterona”, o que poderia indicar que tivesse vestigios de EAA na sua composi¢do, de
forma a atender as espectativas dos consumidores. Nesta analise ndo foram identificados
EAA. Os compostos identificados que ndo estdo descritos no rotulo sdo seguros para
consumo humano. Assim, é possivel concluir que este suplemento é seguro para 0s
consumidores, ndo contendo substancias toxicas aparentes nem EAA que possam fazer

com que atletas apresentem testes positivos nos controlos anti-doping.

3.2.2 Suplemento de BCAAs

O suplemento de BCAA escolhido para este estudo € composto maioritariamente por
valina, isoleucina e leucina, aminoécidos essenciais para 0 ser humano. Nenhum destes
foram identificados por GC-MS no extrato final, apesar de se suspeitar da presenca de
valina pela andlise por GC-FID. Por serem estes 0s compostos maioritarios, € de esperar
gue 0s outros compostos ndo tenham sinais muito intensos. Esta suspeita é confirmada

pela observagéo do cromatograma, na Figura 16.
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Figura 16: Cromatograma do suplemento alimentar de BCAAs, obtido por GC-MS, entre 0s 16 e 0s 23 minutos, em
que o sinal 1 é referente @ molécula de &cido 9,12,15 — octadecatrienoico bis-TMS, o sinal 2 ao acido oleico TMS, o
sinal 3 ao 1-monolinoleoilglicerol bis-TMS, o sinal ao &cido hexadecanoico bis-TMS, o sinal 5 novamente ao 1-
monolinoleoilglicerol bis-TMS e o sinal 6 ao &cido octadecanoico bis-TMS.

De todas as moléculas identificadas, apenas o estereato de magnésio e o acido estearico
ou éacido octadecanoico (IUPAC), detetado com um TR de 22.8 minutos, estavam
especificados no rotulo. Estes dois compostos sdo usados em conjunto neste suplemento
como agentes anti-aglomerantes. O espetro de massa relativo ao acido esteérico e a

estrutura do fragmento maioritario encontram-se na Figura 17.

42



20000 =

389

15000 5 S,

10000 [399 m/z]
T3

207

Abundancia

147

50004 4 ” 281

miz

Figura 17: Espetro de massa acido octadecanoico (IUPAC) ou &cido estedrico, relativo ao TR de 22.8 minutos (A) e
estrutura do fragmento maioritario com 399 m/z (B).

Para além destas substancias, este suplemento tem ainda na sua constituicdo cera de
carnauba, usada como agente de revestimento. Estudos anteriores mostram que esta cera
€ composta por 5 constituintes principais: hidrocarbonetos, esteres, alcoois gordos,
aldeidos gordos e acidos gordos.'’® Contudo, ndo s&o especificados quais 0s 4cidos gordos
presentes. Pela analise feita a este suplemento, foram detetados 3 acidos gordos nao
especificados no rétulo: &cido 9,12,15 — octadecatrienoico bis-TMS (IUPAC) ou &cido
alfa-linolénico (6mega 3), com um TR de 17.68 minutos, acido (Z)-octadec-9-enoico
(IUPAC) ou acido oleico (6mega 9), com um TR de 17.72 minutos e acido hexadecanoico
(IUPAC) ou acido palmitico, com um TR de 21.3 minutos. Os espetros de massa destes
acidos gordos e respetivas estruturas dos fragmentos maioritarios encontram-se na Figura

18, 19 e 20, respetivamente.
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Figura 18: Espetro de massa do &cido 9,12,15 — octadecatrienoico (IUPAC) ou écido alfa-linolénico, relativo ao TR
de 17.68 minutos (A) e estruturas do fragmento maioritario com 73 m/z e um dos fragmentos caracteristicos
encontrados com 147 m/z (B).
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Figura 19: Espetro de massa do acido (Z)-octadec-9-enoico (IUPAC) ou é&cido oleico, relativo ao TR de 17.72 minutos
(A) e algumas das estruturas dos fragmentos maioritarios com 55 m/z, 207 m/z e 281 m/z (B).
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Figura 20: Espetro de massa do acido hexadecanoico (IUPAC) ou &cido palmitico, relativo ao TR de 21.3 minutos
(A) e estrutura do fragmento maioritario com 371 m/z (B).

Para além destas moléculas, foi ainda detetado o 1-monolinoleoilglicerol, com dois TR
diferentes: 19.2 e 22.3 minutos, cujo espetro de massa se encontra na Figura 21. A
presenca deste composto no suplemento de BCAAS néo seria de esperar uma vez que nao
existem relatos da presenca deste composto na cera de carnadba, ainda que esta seja de
origem vegetal. Para além disto, este suplemento ndo possui na sua composi¢do mais
substancias de origem vegetal. Contudo, este suplemento contém um aviso de alergénios
que informa os consumidores sobre a possibilidade de ter vestigios de leite, ovos, glaten
e derivados e soja, pois é fabricado nas mesmas instalacdes em que se manuseiam estes
produtos. A soja € uma das leguminosas mais consumidas em todo o mundo, pelo que
existe um grande interesse em estudar o seu perfil fitoquimico.*’* Os estudos realizados
aos gréos de soja, conduzidos por GC-MS, detetam a presenca de 1-
monolinoleoilglicerol, entre outros compostos.!” Por este motivo, é provavel que a

presenca desta molécula no suplemento de BCAAs seja fruto de contaminacdes.
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Figura 21: Espetro de massa do 1-monolinoleoilglicerol, relativo ao TR de 19.2 e 22.3 minutos (A) e estrutura do
fragmento maioritario com 207 m/z (B).

Este suplemento foi escolhido pois é um dos mais consumidos em contexto desportivo e
é um dos suplementos com maior probabilidade de terem contaminagdes por EAA, como
discutido no Capitulo 1. No entanto, nesta analise ndo foram identificados vestigios de
EAA. Além disso, as substancias identificadas ndo presentes no rétulo podem ser
consumidas pelo ser humano e fazem parte de outros compostos usados. Também a
possivel contaminag¢do com 1-monolinoleoilglicerol ndo é problematica, uma vez que este
€ comum em compostos vegetais. Assim, conclui-se que este suplemento é seguro para

os consumidores, de igual forma ao suplemento anterior.

3.2.3 Suplemento de proteina

O suplemento de proteina escolhido para este estudo é composto por 98% de proteinas
do soro de leite que, devido ao tipo de extracdo feita, ndo estdo no extrato final e, como
tal, ndo aparecem na analise por GC-MS. Para além de proteinas, este suplemento contém
ainda outras moléculas, como aditivos e adogantes, que podem aparecer na analise por
GC-MS. De facto, aparecem diversos sinais entre 0s 18 e 28 minutos no cromatograma,

como se pode observar na Figura 22.
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Figura 22: Cromatograma do suplemento alimentar de proteina, obtido por GC-MS, entre os 18 e 0s 28 minutos, em
que o sinal 2 é referente & molécula de 1-monolinoleoilglicerol bis-TMS, o sinal 3 ao acido miristico bis-TMS, o sinal
4 a0 acido hexadecanoico bis-TMS, o sinal 5 ao 4cido 9,12,15 — octadecatrienoico bis-TMS, o sinal 6 & lactose 8-TMS,
o sinal 7 ao &cido octadecanoico bis-TMS, o sinal 8 ao acido propanoico 2-(3-acetoxi-4,4,14- trimetilandrost-8-en-17-
yl) e o sinal 9 ao colesterol TMS.

Na analise deste suplemento foi detetado, com um TR de 1.6, o acetato de etilo (ndo
representado no cromatograma acima), cujo espetro de massa se encontra representado
na Figura 23. As estruturas dos fragmentos originados encontram-se na Figura 24. Por

ser uma molécula cuja presenca € totalmente inesperada, foi feita uma analise mais

detalhada do espetro de massa, para confirmar a identificacdo da molécula.

O sinal com 88 m/z é o ido molecular [M+:]; 0 ido com 43 m/z é o mais estavel e, logo,
0 mais abundante. O acetato de etilo é também conhecido pela sua fragmentacéo pelo
Rearranjo de McLafferty +1, originando o fragmento com 61 m/z. Esta molécula pode

também originar um fragmento com 70 m/z por perda de uma molécula de dgua.t’®
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Figura 23: Espetro de massa do acetato de etilo, relativo ao TR de 1.6 minutos.
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Figura 24: Estruturas dos fragmentos do acetato de etilo, com 73 m/z, 70 m/z, 61 m/z, 45 m/z, 43 m/z e 42 m/z.

A presenca destes ides no espetro de massa confirma a suspeita de que existe acetato de
etilo nesta amostra de suplemento analisada. Na industria alimentar, a manipulacdo da
soja envolve a utilizagdo de solventes como etanol.r’”1"8 O etanol pode ser oxidado a
acido acético, que por sua vez pode originar acetato de etilo, 0 que explica a sua presenca
neste composto. Por outro lado, o acetato de etilo € também um solvente bastante usado
nas diferentes industrias, podendo ser usado na indstria alimentar como aroma. 17918
Este suplemento de proteina tem também especificado no rétulo a presenca de lecitina de
soja. A lecitina € uma mistura constituida por colina, glicerol, &cidos gordos, glicolipidos,
triglicerideos e fosfolipidos, sendo a lecitina de soja a mais comum.®! Devido & presenca
de soja neste suplemento, ndo é de estranhar a presenca de 1-monolinoleoilglicerol, com
um TR de 19.6 minutos.!”™ O espetro de massa encontra-se representado na Figura 25.
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Figura 25: Espetro de massa do 1-monolinoleoilglicerol, relativo ao TR de 19.6 minutos (A) e estrutura do fragmento
principal com 207 m/z (B).

Para além destas moléculas, foram ainda detetados 4 acidos gordos: acido tetradecanoico
(IUPAC) ou &cido miristico, com um TR de 19.7 minutos, cido hexadecanoico (IUPAC)

ou acido palmitico, com um TR de 21.3 minutos, acido 9,12,15 — octadecatrienoico
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(IUPAC) ou acido alfa-linolénico, com um TR de 22.0 minutos e acido octadecanoico
(IUPAC) ou &cido esteérico, com um TR de 22.9 minutos, ndo especificados no rétulo do
suplemento em analise. Os espetros de massa e estruturas de alguns dos fragmentos estéo

representados nas Figuras 26-29.
O acido Tetradecanoico (IUPAC) ou acido miristico € um dos principais acido gordo

presentes na gordura de leite, o que justifica a sua presenca neste suplemento.!82
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Figura 27: Espetro de massa do acido tetradecanoico (IUPAC) ou &cido miristico, relativo ao TR de 19.7 minutos (A)
e estrutura de um dos fragmentos caracteristicos com 211 m/z e do fragmento principal com 343 m/z. (B).

Relativamente aos restantes acidos gordos detetados, como o &cido palmitico, acido alfa-
linolénico e o &cido estearico, a sua provavel origem € a lecitina de soja, ainda que na
literatura consultada ndo sejam especificados os acidos gordos que a constituem. No
entanto, existem relatos da presenca destes acidos gordos nos gréos de soja que lhe dao
origem.2”™ A lecitina de soja é usada como emulsionante, impedindo a separacéo da agua

e gordura no suplemento.'®
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Figura 26: Espetro de massa do acido hexadecanoico (IUPAC) ou &cido palmitico, relativo ao TR de 21.3 minutos (A)
e estrutura do fragmento principal com 371 m/z (B).
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Figura 28: Espetro de massa do &cido 9,12,15 — octadecatrienoico (IUPAC) ou &cido alfa-linolénico, relativo ao TR
de 22.0 minutos (A) e da estrutura do fragmento principal com 73 m/z e um dos fragmentos caracteristicos com 147

miz (B).
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Figura 29: Espetro de massa acido octadecanoico (IUPAC) ou acido esteéarico, relativo ao TR de 22.8 minutos (A) e
do fragmento principal com 399 m/z (B).

Na anélise a este suplemento foi ainda detetada a presenca de lactose, com um TR de 22.5
minutos. A lactose ¢ um dissacarideo que consiste em B-D-galactose e B-D-glucose,
unidas por uma ligagdo glicosidica B(1-4).134 Esta é também conhecida como “agticar do
leite” e estd presente no soro do leite, de onde sdo retiradas as proteinas para este
suplemento. Por este motivo, ndo é de estranhar a presenca de lactose. O espetro de massa

da lactose encontra-se na Figura 30.
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Figura 30: Espetro de massa da molécula de lactose 8-TMS, relativo ao TR de 22.5 minutos.

Neste suplemento foi também foi detetada a presenca de colesterol, cujo espetro de massa
encontra-se representado na Figura 31. O sinal com 458 m/z é o ido molecular [M+-] e 0
sinal com 443 m/z corresponde a perda de um grupo metilo. O colesterol € um esteroide
muito comum em produtos animais para consumo humano, como a carne e o leite.'® Tal

como acontece com a lactose, a presenca de colesterol é justificada, uma vez que este

suplemento é fabricado a partir do soro do leite.
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Figura 31: Espetro de massa do colesterol TMS, relativo ao TR de 27.4 minutos.

Por fim, foi ainda detetado o acido propanoico 2-(3-acetoxi-4,4,14- trimetilandrost-8-en-
17-yl), com um TR de 26.8 minutos, que ndo se encontra no rétulo do suplemento. O seu
espetro de massa esta representado na Figura 32. O acido propanoico é uma molécula
natural com 3 carbonos usado como conservante alimentar devido a sua atividade anti
microbial e antifingica.’®® A molécula detetada parece tratar-se de um derivado esteroide
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deste &cido, pelo que podera ser um conservante sintético, usado com o mesmo objetivo.
Na literatura parece ndo haver registo da fungéo desta molécula, pelo que esta teoria ndo
pode ser confirmada.
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Figura 32: Espetro de massa do &cido propanoico 2-(3-acetoxi-4,4,14- trimetilandrost-8-en-17-yl), relativo ao TR de
26.8 minutos.

Este suplemento foi escolhido para esta analise pois € um dos mais consumidos em
contexto desportivo, em conjunto com o suplemento anterior de BCAAS e também é um
dos suplementos com maior probabilidade de terem contaminagdes por EAA, como
discutido no Capitulo 1. Contudo, nesta analise ndo foram identificados vestigios de
EAA.

A anélise deste suplemento revelou ainda a presenca de acetato de etilo, que poderé ter
origem numa contaminagdo com o solvente industrial ou podera ser usado como aroma
sintético. A FDA caracteriza este composto como sendo de classe 3, ou seja, € uma
substancia com baixo risco de toxicidade para o ser humano a curto prazo. No entanto,
desconhecem-se os seus efeitos secundarios a longo prazo.'®’ Por ser uma potencial
contaminagdo com possiveis repercussdes negativas para 0 ser humano, sugere-se uma
analise confirmatdria a este suplemento e uma analise a outros lotes a venda, para
perceber se a esta substancia esta presente. Dos outros compostos identificados que nao
constam no rotulo, deve-se ter atencdo apenas ao acido propanoico 2-(3-acetoxi-4,4,14-
trimetilandrost-8-en-17-yl), por ndo se saber que implicagdes tem 0 seu consumo para o

ser humano, uma vez que os outros sao moléculas seguras para consumo.

Assim, ndo é possivel concluir com certezas de que este suplemento € seguro para 0s

consumidores. Sugere-se, para estudos futuros, uma analise por GC-MS/MS, que permite
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eliminar algumas interferéncias da matriz, de modo a perceber se possam existir outras

moléculas contaminantes e 0 uso de um padréo para 0s contaminantes encontrados.
3.2.4 Suplemento de CLA com carnitina

O suplemento de CLA com carnitina revelou ser o suplemento com mais substancias no
extrato final detetadas por GC-MS. Para facilitar a interpretacdo dos sinais, 0
cromatograma estara divido em 3 partes, que ndo incluem os TR inicias.

Na anélise deste suplemento foi detetado, com um TR de 2.0 minutos, o acetato de etilo,
0 mesmo encontrado no suplemento anterior. Este suplemento contém 6leo de soja, pelo
que se chega a mesma conclusdo quanto a origem deste componente.

Com um TR de 7.9 minutos, foi detetado o glicerol (ndo representado no cromatograma),
cujo espetro de massa e estrutura dos fragmentos principais se encontram na Figura 33.
O sinal com 293 m/z € relativo a perda de um grupo metilo. O sinal com 147 m/z é
caracteristico de compostos com mais de um grupo trimetilsilil.®® O glicerol é muito
usado em produtos alimentares como solvente para aromatizantes e corantes
alimentares.'® Este é assinalado no rétulo do suplemento, ndo como “glicerol” mas como

“glicerina”, que ¢ o nome dado ao glicerol comercial.
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Figura 33: Espetro de massa do glicerol, relativo ao TR de 7.9 minutos (A) e estrutura do fragmento principal com 73
m/z e do fragmento com 205 m/z (B).

Como se pode observar na primeira parte do cromatograma (Figura 34), entre 0s 16 e 0s
20 minutos é possivel detetar 5 substancias diferentes: cafeina, com um TR de 16.2
minutos, ester etilico do acido hexadecanoico, com um TR de 16.7 minutos, oleato de
etilo, com um TR de 18.4 minutos, ester etilico do acido 9,12 — octadecadienoico, com

um TR de 18.9 minutos e ester metilico do acido 10, 13 — eicosadienoico, com um TR de
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19.9 minutos. Os espetros de massa destes e respetivos fragmentos principais encontram-

se representados nas Figuras 35-39.
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Figura 34: Cromatograma do suplemento alimentar de CLA com carnitina, obtido por GC-MS, entre o0s 16 e os 20
minutos, em que o sinal 3 é referente a cafeina, o sinal 4 ao ester etilico do &cido hexadecanoico, o sinal 5 ao oleato de
etilo, o sinal 6 ao ester etilico do acido 9,12 — octadecadienoico e o sinal 7 ao ester metilico do acido 10, 13 —

eicosadienoico.

A cafeina € um alcaloide psicostimulante, com estrutura de purina, naturalmente
encontrada no café, cha, cacau, entre outros. Atualmente, sabe-se que a cafeina esta
presente em mais de 60 espécies de plantas.'®® Devido a sua presenca em diversas plantas,
é levantada a hip6tese de que a cafeina foi, originalmente, um nutriente ndo essencial,
presente em quantidades minimas, mas extremamente Gtil como pesticida. Ao longo dos

anos, a sua presenca foi aumentando a probabilidade de sobrevivéncia da planta, pelo que

se tornou um agente protetor co evolucionario.'%

O suplemento de CLA com carnitina analisado contém cha verde, que por sua vez contém

cafeina, pelo que a presenca desta substancia nao é de estranhar. O ido mais predominante

€ 0 ido molecular com 194 m/z. pois é o ido mais estavel.
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Figura 35: Espetro de massa da cafeina, relativo ao TR de 16.2 minutos.

200



Este suplemento também contém na sua constituicdo Camellia Sinensis, a espécie mais
usada para o fabrico de cha verde.!® Os extratos desta planta possuem diversos
compostos ativos com fungdo anti fungica, anti microbial e antioxidante. Um destes
compostos é o ester etilico do acido hexadecanoico, que foi detetado na anélise a este
suplemento e cujo espetro de massa e os fragmentos caracteristicos se encontram na

Figura 36.1% Os ides caracteristicos desta molécula tém 88 e 101 m/z.

5000000 - +OH

4000000 <

2000000 - [88 m/z]

12

+OH

2000000 <

Abundanc

435
% 157 [M+]

RORE] 241 ]
i 239 [101 m/z]
13 199

1000000

U - - T + - T . 1
0 100 200 300

miz
Figura 36: Espetro de massa do ester etilico do &cido hexadecanoico, relativo ao TR de 16.7 minutos (A) e estrutura
dos dois fragmentos principais caracteristicos com 88 m/z e 101 m/z (B).

Relativamente aos restantes compostos, ndo existe um motivo aparente para que estes se
encontrem no suplemento analisado, uma vez que se trata de esteres metilicos e etilicos
dos acidos gordos, ndo descritos no rétulo. Para além disso, na literatura consultada, estes
derivados sdo maioritariamente relatados como constituintes de biocombustiveis,
fabricados a partir de Oleos vegetais e ndo em produtos para consumo humano.®
Contudo, existem alguns relatos destes esteres de acidos gordos presentes em azeite,
derivados de processos de fermentacdo nas azeitonas.'®® Tendo isto em conta e pelas
caracteristicas destes compostos, estes tanto podem ter origem no extrato de cha verde
usado como no 6leo de soja. No entanto, na literatura consultada ndo existem dados que

suportem esta teoria.1">1%
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Figura 37: Espetro de massa do oleato de etilo, relativo ao TR de 18.4 minutos (A) e estrutura do fragmento principal
com 55 m/z e fragmentos caracteristicos com 69 m/z e 88 m/z (B).

A B
5000000 -
BT
RV N VA YA
4000000 - ! ~ TN
Bl
[67 m/z]
3000000 -
2 %
(=
+
.sé W/
3 20000001 55
< 41 [95 m/z]
1000000 "
[
]

Figura 38: Espetro de massa do ester etilico do 4cido 9,12 — octadecadienoico, relativo ao TR de 18.9 minutos (A) e
fragmentos principais com 67 m/z e 95 m/z (B).
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Figura 39: Espetro de massa do ester metilico do &cido 10, 13 — eicosadienoico, relativo ao TR de 19.9 minutos (A) e
estruturas dos fragmentos principais com 55 m/z, 67 m/z e 81 m/z (B).

55



Neste suplemento foram ainda identificados 4 compostos, entre 0s 20 e 21 minutos, como
se pode observar na segunda parte do cromatograma (Figura 40). Dentro deste intervalo
foram detetadas outras moléculas, cuja identificagdo ndo foi possivel fazer pela

complexidade dos espetros de massa correspondentes e a falta de padrdes.
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Figura 40: Cromatograma do suplemento alimentar de CLA com carnitina, obtido por GC-MS, entre os 20 e os 21
minutos, em que o sinal 8 é referente ao ester etilico do acido 9,12,15 — octadecatrienoico, o sinal 9 ao ester metilico
do A&cido 11 —eicosanoico, o sinal 10 ao 9,12,15 — octadecatrienoato de butilo e o sinal 11 ao ester etilico do &cido
eicosanoico.

Os compostos identificados foram entdo o ester etilico do &cido 9,12,15 -
octadecatrienoico, com um TR de 20.1 minutos, o ester metilico do &cido 11 —
eicosanoico, com um TR de 20.2 minutos, 0 9,12,15 — octadecatrienoato de butilo, com
um TR de 20.3 minutos e o ester etilico do &cido eicosanoico, com um TR de 20.4
minutos, que ndo constam no rétulo do suplemento em analise. Os espetros de massa
destes compostos e a estrutura dos fragmentos principais encontram-se representados nas
Figuras 41-44. Nenhum destes compostos esta descrito na literatura como componente
da Camellia Sinensis ou da soja, ainda que, pelas suas caracteristicas, esta seja a sua

provavel origem, tal como os &cidos gordos descritos anteriormente.
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Figura 41: Espetro de massa do ester etilico do &cido 9,12,15 — octadecatrienoico, relativo ao TR de 20.1 minutos (A)
e estrutura dos fragmentos com 55 m/z e 95 m/z (B). 56
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Figura 42: Espetro de massa do ester metilico do 4cido 11 —eicosanoico, relativo ao TR de 20.2 minutos (A) e estrutura
dos fragmentos principais com 55 m/z, 69 m/z e 83 m/z (B).
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Figura 43: Espetro de massa do 9,12,15 — octadecatrienoato de butilo, relativo ao TR de 20.3 minutos (A) e estrutura
de dois dos fragmentos principais com 55 m/z e 95 m/z (B).
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Figura 44: Espetro de massa do ester etilico do acido eicosanoico, relativo ao TR de 20.4 minutos (A) e estrutura dos
fragmentos principais com 88 m/z e 101 m/z (B).
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Por fim, foram também detetados 7 compostos, entre os 21 e 33 minutos, como se pode
observar na terceira parte do cromatograma (Figura 45). Dentro destes compostos foi
identificado o &cido hexadecanoico (IUPAC) ou &cido palmitico, com um TR de 22.0
minutos, a linoleina, com um TR de 22.9 minutos, o ester metilico do acido 15 —
tetracosanoico, com um TR de 23.6 minutos, o0 acido octadecanoico (IUPAC) ou acido
estedrico, com um TR de 23.7 minutos, o trioctanoato de glicerol, com um TR de 25.4
minutos, o acetato de a-tocoferol, com um TR de 29.5 minutos e o ester do acido 1,2,3 —
decanoico com glicerol, com um TR de 31.9 minutos. De todos estes compostos, apenas

o acetato de a-tocoferol se encontra descrito no rotulo.
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Figura 45: Cromatograma do suplemento alimentar de CLA com carnitina, obtido por GC-MS, entre os 21 e os 33
minutos, em que o sinal 12 é referente ao acido hexadecanoico bis-TMS, o sinal 13 a linoleina, o sinal 14 ao ester
metilico do 4cido 15 — tetracosanoico, o sinal 15 ao &cido octadecanoico bis-TMS, o sinal 16 ao trioctanoato de glicerol,
o sinal 17 ao acetato de a-tocoferol e o sinal 18 ao ester do acido 1,2,3 — decanoico com glicerol.

A presenca do é&cido hexadecanoico (IUPAC) ou acido palmitico e do &cido
octadecanoico (IUPAC) ou estearico podem ser rastreados até ao 6leo de soja, a Camellia
Sinensis e a cera de abelha (usada como espessante neste suplemento).l”>196-1% Qg
espetros de massa e as estruturas dos fragmentos principais encontram-se representados

nas Figuras 46 e 47, respetivamente.
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Figura 46: Espetro de massa do acido palmitico ou acido hexadecanoico (IUPAC), relativo ao TR de 22.0 minutos (A)
e estrutura do fragmento principal com 371 m/z (B).
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Figura 47: Espetro de massa acido octadecanoico (IUPAC) ou écido esteérico, relativo ao TR de 23.7 minutos (A) e
estrutura do fragmento principal com 399 m/z (B).

Também a linoleina tem origem no 6leo de soja usado neste suplemento. A linoleina é
um triglicerideo muito comum no qual o glicerol é esterificado com &cido linolénico,
estando presente em diversos 6leos vegetais, como o 6leo de girassol e 6leo de soja.9%2%

O espetro de massa deste composto encontra-se na Figura 48.

Relativamente ao ester metilico do &cido 15 — tetracosanoico, apesar de ter sido
identificado neste suplemento, a sua presenca ndo tem motivo aparente. O seu espetro de
massa encontra-se na Figura 49. Este aparenta ser um derivado do acido 15 —
tetradecanoico, mais conhecido como acido nervénico, um acido gordo de cadeira longa
encontrado em diversas plantas, como Lunaria annua ou Cannabis sativa, considerado
um nutriente vital para o bom funcionamento do cérebro humano.?®* A funcio do

derivado encontrado é desconhecida.
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Figura 48: Espetro de massa da linoleina, relativo ao TR de 22.9 minutos (A) e estrutura dos fragmentos principais
com 55 m/z e 67 m/z e de um dos fragmentos caracteristicos com 262 m/z (B).
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Figura 49: Espetro de massa do ester metilico do &cido 15 — tetracosanoico, com um TR de 23.6 minutos (A) e estrutura
dos fragmentos principais com 55 m/z, 69 m/z, 83 m/z e 97 m/z (B).

Neste suplemento, como mencionado anteriormente, foi também detetada a presenca de
trioctanoato de glicerol, um triglicerideo obtido pela acetilagdo dos 3 grupos hidroxilo do
glicerol com 4cido octan6ico.?®? O 4cido octanoico, também conhecido como &cido
caprilico, € naturalmente encontrado em leite de diversos mamiferos, estando presente
em maiores concentragdes no leite de cabra e ovelha e € um componente minoritario do
6leo de coco.?%®2%* Assim, dada a natureza do trioctanoato de glicerol, a sua presenca
neste suplemento ndo pode ser justificada. O seu espetro de massa e fragmentos principais

encontram-se na Figura 50.
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Figura 50: Espetro de massa do trioctanoato de glicerol, relativo ao TR de 25.4 minutos (A) e estrutura dos fragmentos
principais com 43 m/z, 57 m/z, 127 m/z e 327 m/z (B).

Foi ainda identificado neste suplemento acetato de a-tocoferol, composto este descrito no
rétulo do suplemento em questdo. O acetato de a-tocoferol é a forma primaria de vitamina
E que é bem absorvida pelo organismo humano e é frequente o seu uso como aditivo

alimentar.?% O seu espetro de massa na Figura 51.

Por fim, foi ainda detetado o ester do &cido 1,2,3 — decanoico com glicerol ou tricaprina,
um triglicerideo obtido por acilacdo dos 3 grupos hidroxilo do glicerol com &cido
decanoico ou acido caprico. A tricaprina quando consumida oralmente é metabolizada a
acido decanoico, que liga e ativa parcialmente o recetor-y ativado por proliferadores de
peroxissoma, sem induzir a adipogénese, o que Ihe confere um potencial anti androgénico
e anti hiperglicémico.?%® Dada a sua natureza a sua presenca neste suplemento, tal como
o trioctanoato de glicerol, ndo pode ser explicada. O seu espetro de massa e fragmentos

principais encontram-se na Figura 52.
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Figura 51: Espetro de massa do acetato de a-tocoferol, relativo ao TR de 29.5 minutos.
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Figura 52: Espetro do ester do 4cido 1,2,3 — decanoico com glicerol, com um TR de 31.9 minutos (A) e fragmentos
principais com 383 m/z e 155 m/z (B).

Este suplemento foi escolhido para andlise pois é um tipo de suplemento publicitado para
ajudar na perda de peso, 0 que o torna aliciante para os consumidores. Dada a sua suposta
funcdo, ndo seria de estranhar que tivesse contaminac6es por EAA, como discutido no
Capitulo 1. Contudo, nao foram identificados vestigios de EAA neste suplemento

alimentar, nestas condic¢des laboratoriais.

A anélise deste suplemento, tal como no suplemento anterior, revelou a presenca de
acetato de etilo, cuja origem € uma incdgnita. Assim, sugere-se para futuros estudos uma
analise confirmatoria e uma analise a outros lotes a venda, para perceber se esta presente.
Deve se ainda ter em atencdo outros compostos que foram detetados e que ndo constam
no rotulo, visto ndo terem uma origem confidvel e, logo, ndo se saber que implicacBes

tém para o ser humano, uma vez consumidas.

Assim, ndo é possivel concluir com certezas de que este suplemento é seguro para 0s
consumidores. Futuramente, sugere-se fazer uma andlise por GC-MS/MS e 0 uso de um

padrdo para 0s contaminantes encontrados, tal como sugerido para o suplemento anterior.
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Conclusao

Atualmente, o doping é um grave problema na area do desporto, principalmente por este
ser um fendmeno que move milhdes de pessoas por todo o mundo. Em particular, o
doping n&o consentido, através de suplementos alimentares contaminados, € um problema
real, mais dificil de controlar, que pde em risco a saude de quem 0s consume e acarta
consequéncias para o atleta que teste positivo nos controlos anti-doping. O objetivo deste
trabalho, que consistia na analise de alguns tipos de diferentes suplementos alimentares,
consumidos num contexto desportivo e na avaliacdo da veracidade do seu rétulo, foi
alcancado com sucesso, ainda que com alguns percalgos pelo caminho. No entanto,
devido a falta de padrdes, a analise destes suplementos em relacdo ao seu conteudo em

termos de EAA ndo foi totalmente conseguida.

A primeira analise dos 4 suplementos escolhidos foi feita por GC-FID, tendo sido
otimizadas as condicBes da cromatografia e feita uma pré-analise (por comparacdo) dos
compostos que apareceriam no extrato final. Relativamente ao suplemento de BCAAs, a
sua analise por GC-FID indicou a presenca de aminoacidos e de &cido esteérico no extrato
final. Por GC-MS foi apenas confirmada a presenca deste Gltimo, ndo aparecendo sinais
relativos aos aminoacidos. A diferenca entre as duas analises deve-se ao facto de o detetor
FID ser mais sensivel do que o MS. No entanto, a técnica de GC-MS continua a ser a
preferida para este tipo de analises pois permite a identificacdo dos compostos.

A interpretacéo dos resultados obtidos por GC-MS dos suplementos escolhidos, revelou-
se extremamente complexa, especialmente no suplemento de CLA com carnitina. Em
muitos casos ndo foi possivel identificar a molécula em questdo, devido a complexidade
do seu espetro de massa e a ndo haver um padréao disponivel para comparacao. Por outro
lado, este tipo de andlise ndo é muito explorado, o que se reflete na falta de informacéo
sobre 0os componentes das substancias que constituem os suplementos. Exemplificando,
no caso da cera de abelha ou na cera de carnaiba, usadas como espessantes ou como
agentes de revestimento, poucas sdo as publica¢fes que especificam o tipo de &cidos
gordos que detetam. Neste sentido, este trabalho veio, de certa forma, contribuir para

completar a informacgéo na literatura.

Os estudos realizados com os 4 suplementos alimentares permitiram concluir que alguns
componentes nos suplementos ndo estavam especificados nos rotulos das embalagens.

Alguns destes componentes seria de esperar serem encontrados, como 0s acidos gordos
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no oleo de soja, no chd verde ou no leite, nomeando alguns, identificados como
componentes do suplemento. Outros, como por exemplo o acetato de etilo, suscitam
duvidas quanto a sua origem, podendo tratar-se de um aditivo alimentar aprovado para

consumo ou uma contaminacdo com solvente durante o processo de fabrico.

Apesar de terem sido escolhidos suplementos com uma grande probabilidade de terem
contaminacgdes por EAA, estes ndo foram detetados nos estudos realizados, o que indica
que estes suplementos nédo irdo fazer com que os atletas testem positivo nos controlos
anti-doping. Relativamente a 2 dos suplementos, existe uma probabilidade de terem
contaminagfes que podem ser toxicas para o ser humano, pelo que seriam necessarios

estudos adicionais para confirmagéo.

Num projeto futuro, seria interessante alargar o espetro de suplementos analisados,
escolhendo alguns vendidos online, em sites como a Amazon ou 0 eBay e fazer um
levantamento do tipo de suplementos consumidos e onde foram adquiridos estes mesmos
suplementos por membros de ginasios ou por atletas de competicdo, procedendo a sua
analise. Seria também interessante fazer um estudo quantitativo, para determinar
concentragdes, dado importante no caso do acetato de etilo, por exemplo. Por fim, seria

importante a aquisi¢do de padrbes para completar a anélise e fazer réplicas das extracoes.
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