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INTRODUCAO

O uso de farmacos que proporcionam melhora do de-
sempenho fisico permeia a historia da humanidade desde o

Medicina, Universidade de Sdo Paulo

Esteroides androgénicos anabolicos (EAA) sdo substdncias
naturais, sintéticas ou semi-sintéticas derivadas da testosterona,
utilizadas em atividades esportivas com o objetivo de melhorar o
desempenho fisico pelo aumento de massa e for¢ca muscular. Apesar
de causarem efeitos toxicos graves, principalmente sobre os sistemas
cardiovascular, hepatico e neuro-endocrino, os EAA tém sido
amplamente utilizados no ambito esportivo. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo a validacdo de um método para a
determinagdo de esteroides e/ou seus produtos de biotransformag¢ado
em amostras de urina por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). O método baseou-se na
hidrélise enzimdtica de esteroides conjugados, no emprego da
extragdo liquido-liquido e na derivagdo do extrato para posterior
andlise por CG-EM, no modo de monitoramento seletivo de ions
(SIM). O método validado cumpriu com os principios de confian¢a
necessarios para a determinag¢do de EAA em amostras de urina
com a finalidade de controle de dopagem no esporte. Os limites de
detecgdo dos esteroides analizados variaram de 0,5 a 15 ng/mL.
Bons valores de precisdo (intra e interensaio) também foram obtidos
(CV< 11%). Amostras de voluntarios (n=10) que relataram uso de
EAA foram submetidas ao método. Pela andlise das amostras, foi
verificado o uso dos principais esterdides utilizados no dmbito
esportivo no Brasil.

Unitermos

e Esterdides androgénicos
anabélicos

* Dopagem

e Espectrometria de massas/
Cromatografia gasosa

Periodo Classico. Os gregos ingeriam cogumelos, pois acre-
ditavam que esses poderiam melhorar o desempenho de atle-

tas em competicdes. Os gladiadores romanos utilizavam
certos estimulantes para atenuar a fadiga. Entretanto, somen-
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teem 1967, o uso de substancias ergogénicas foi oficialmen-
te proibido no esporte pelo Comité Olimpico Internacional
(COI); a lista de substancias de uso proibido incluia farmacos
estimulantes e narcéticos analgésicos. Posteriormente, em
1974, previamente aos Jogos Olimpicos de Montreal (1976),
os esterdides androgénicos anabolicos (EAA) foram incluidos
na lista de substancias proibidas devido ao advento da técni-
ca analitica capaz de detectar tais substancias em amostras
bioldgicas, o radioimunoensaio (Yesalis, 2000; De Rose,
Nobrega, 2004). No inicio da década de 80, a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) sur-
ge como a técnica analitica de escolha para a detecgdo e
quantificacdo de EAA em programas de controle da dopagem
no esporte. Também, em 1983, foi estabelecida a razao
Testosterona/Epitestosterona urinaria maior que 6 (T/E > 6)
para a constatacdo do uso de ésteres de testosterona por
atletas e esportistas (Van de Kerkhof et al., 2000).

Naatualidade, os EAA sdo utilizados intensamente pela
comunidade esportiva com o objetivo de aumentar a massa
muscular e a resisténcia fisica, apesar da literatura internaci-
onal apresentar dados que evidenciam seus efeitos toxicos,
principalmente sobre os sistemas cardiovascular, hepatico e
neuro-enddcrino. Estudos como os de Hurley, Seals, Ehsani.
(1984) demonstraram alteragdes significativas no perfil
lipoprotéico (razao LDL/HDL) de usuarios de esterdides.
Carcinomas hepato-celulares, colestases ¢ hepatites foram
descritos por Pérssinen e Seppala (2002) e alteragdes nas
enzimas hepaticas foram observadas por Lenders ef al.
(1988) e Urhausen, Torsten, Wilfried (2003). Atletas do sexo
masculino, usuarios de esterdides, também apresentam um
decaimento dos niveis séricos de testosterona, em funcao da
supressao do eixo hipotaldmico-hipofisario, resultando em
atrofia testicular, infertilidade e perda de libido (Torres-Calleja,
Gonzalez-Unzaga, Pedron., 2001; Silva, Yonamine, 2004). O
uso continuo também pode levar ao desenvolvimento do te-
cido mamario, alteragdo anatdmica denominada ginecomastia
(De Luis, Aller, Cuellar, 2001).

Até o presente, a maneira mais eficaz de minimizar
a dopagem no esporte tem sido seu controle sistematico
pela realizagdo de analises toxicologicas em material bio-
logico fornecido pelo atleta. Este controle tem sido reali-
zado no periodo das competi¢des ou durante os treinamen-
tos. Nos ultimos anos, de acordo com recentes dados es-
tatisticos do COI, cerca de metade das amostras positivas
dos laboratorios de controle de dopagem conveniados a
essa entidade sdo de esterdides (Kicman, Gower, 2003).

Na literatura cientifica alguns métodos cromatogra-
ficos foram propostos para detecgdo de EAA em urina
(Schanzer, Donike, 1993; Ayotte, Goudreault, Chanlebois,
1996; Ozer, Temizer, 1997; Schanzer, 1998; Yoon, Lee,
2001; Marcos et al., 2002). No presente trabalho, um
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método analitico por GC-MS para a determinagdo de EAA
e/ou seus produtos de biotransformagdo em amostras de
urina foi validado de acordo com os guias internacionais e
nacionais que norteiam as normas de boas praticas
laboratoriais (World Anti-Doping Agency, 2003a;
ANVISA, 2003).

MATERIAL E METODOS
Solucdes-padrao

Solugdes-padrao de testosterona e epitestosterona, na
concentracao de 1 mg/mL em metanol, foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Franz T. Delbeke (Labo
Farmacologie en Toxicologie der Huisdieren, Faculteit
Diergeneeskunde, Belgium). Solugdes-padrao de 19-
noretiocolanolona e 19-norandrosterona (produtos de
biotransformagao da nandrolona), 3-hidroxiestanozolol e 16-
beta-hidroxiestanozolol (produtos de biotransformagao do
estanozolol), 17-alfa-metil-5-beta-androstano-3-alfa-17-
beta-diol e 17-alfa-metil-5-alfa-androstano-3-alfa-17-beta-
diol (produtos de biotransformacao da metiltestosterona), 9-
alfa-fluoro-17-alfa-metil-4-androsteno-3-alfa-6-beta-11-
beta-tetrol e 9-alfa-fluoro-18-nor-17,17-dimetilandrostan-
4,13-dieno-11-beta-ol-3-ona (produtos de biotransformagao
da fluoximesterona), 17-alfa-etil-5-beta-estrano-3-alfa-17-
beta-triol (produto de biotransformagao da noretandrolona),
oximesterona, oxandrolona e metenolona, na concentragao
de 1 mg/mL em metanol, foram obtidas da Radian
International (Austin, EUA). Metiltestosterona (padrao in-
terno) também foi obtida da Radian International.

Reagentes

Metanol, éter-t-butilmetilico, bicarbonato de sodio,
carbonato de potassio e acido cloridrico foram de grau p.a.
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha). lodeto de
amonio foi obtido da Fluka (Buchs, Suiga). N-metil-
trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) e enzima beta-
glicuronidase (E. coli) foram obtidas da Sigma (St. Louis,
EUA). Etanotiol foi obtido da Aldrich (Milwaukee, EUA).

Amostras de urina de voluntarios

Amostras de urina de voluntarios (n=10), que rela-
taram uso de esteroides anabodlicos, foram obtidas de indi-
viduos adultos (acima de 21 anos), do sexo masculino,
recrutados pelo Laboratdrio de Fisiologia do Exercicio e
Reabilitagdo Cardiaca — InCor/FMUSP. A coleta das
amostras foi aprovada pelo Comité de Etica do InCor (pro-
cesso SDC 2246/03/40).
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Preparo das amostras

A preparagdo das amostras foi realizada de acordo
com método modificado de Delbeke, Desmet, Debackere
(1995) conforme descrito por Castilho e Nascimento (2003).
Em tubos de centrifuga foram pipetados 4 mL de urina, 2 mL
de tampao fosfato pH 6,8 e 40 ml da enzima beta-
glicuronidase de E.Coli. Essas solugdes foram submetidas
a temperatura de 55 °C por 60 minutos em estufa. Em se-
guida, foi adicionado 100 mg de tamp@o solido (NaHCO,/
K,CO, 2:1) que levou a pH 9-10 ¢ em seguida 50 uL de
metiltestosterona — 2 ug/mL (Padrao Interno). As amostras
foram submetidas a extragdo com 10mL de éter terc-
metilbutilico. Os tubos foram agitados por 15 minutos e
centrifugados por 5 minutos a 350 g. Os sobrenadantes fo-
ram retirados e colocados em um béquer contendo sulfato
de sddio anidro e transferidos para frascos previamente
silanizados, os quais foram submetidos a fluxo de nitrogénio
em bloco de aquecimento a 40 °C. A derivagéo foi realiza-
da com 40 uL do agente de derivagao (MSTFA/etanotiol/
NH, ) por 120 minutos a 80 °C no bloco de aquecimento. Do
extrato final, 2 mL foram injetados no sistema GC-MS.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

A anélise cromatografica foi realizada em um
espectrometro de massas Hewllet Packard (HP), mode-
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lo 5972, associado a um equipamento de cromatografia ga-
sosa, modelo 6890. A separacao cromatografica foi reali-
zada através de coluna HP Ultra 1 modificada (17 mx 0,22
mmx 0,11 pm), utilizando-se hélio como gés de arraste. O
injetor foi operado a 270 °C (modo splitless). A seguinte
programacao do forno foi utilizada: temperatura inicial de
120 °C seguido de aumento de 70 °C/min até 182 °C, e
posterior aumento da temperatura de 4 °C/min até 235 °C
e de 30 °C/min até 300 °C. A temperatura final permane-
ceu por 1 minuto. O espectrometro de massas foi opera-
do no modo SIM (Monitoramento Seletivo de fons) com
impacto de elétrons (70 eV). As substancias detectadas e
seus respectivos tempos de retengdo e fragmentos
monitorados sdo apresentados na Tabela .

Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

O LD e o LQ foram determinados pelo método
empirico de dilui¢des sucessivas com urina contendo os
esterdides anabodlicos e considerando tal valor como a
menor concentra¢ao determinavel com precisao aceitavel,
isto €, com coeficiente de variacao (CV) <20% parao LD
e CV < 10% para o LQ. Sua determinagao foi realizada
por meio de seis replicatas. O LD e o LQ deveriam ainda
satisfazer os seguintes critérios: tempo de retencao rela-
tivo menor que 1% em relacdo ao calibrador (amostra
adicionada com 100 ng/mL dos esterdides) e razdo de ions
dentro de 20% (World Anti-Doping Agency, 2003b).

TABELA | - Esteroides androgénicos anabodlicos e parametros de deteccao por espectrometria de massas

Esteroide androgénico anabélico

TR (min) Janela de fons monitorados

detec¢io (min)

1 19-norandrosterona

2 19-noretiocolanolona

3 17-alfa-metil-5-alfa-androstano-3-alfa-17-beta-diol

4 9-alfa-fluor-18-nor-17,17-dimetilandrostan-4,13-
dieno-11-beta-ol-3-ona

5 17-alfa-metil-5-beta-androstano-3-alfa-17-beta-diol
6 Epitestosterona

7 Testosterona

8 Metenolona

9 17-alfa-etil-5-beta-estrano-3-alfa-17-beta-triol

10 Metiltestosterona (padrao interno)

11 Oxandrolona

12 9-alfa-fluor-17-alfa-metil-4-androsteno-3-alfa-
6-beta-11-beta-tetrol

13 Oximesterona

14 3-hidroxiestanozolol

15 16-beta-hidroxiestanozolol

9,382 8,0-11,0 315,405,420
10,165 315,405, 420
12,002 11,0-13,0 360, 435,450
12,059 208,357,462
12,087 360, 435,450
12,158 417,432
12,856 417,432
13,340 13,0-13,9 195,208,446
13,368 157,331,421
14,237 13,9-14,4 301

14,650 14,4-16,5 308,321,363
15,305 462,552,642
15,931 389,519,534
17,070 16,5-19,3 254,545,560
17,725 218,545,560

TR = Tempo de retengao.
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Linearidade

A correlagdo entre a resposta obtida e a concentra-
¢do nominal de testosterona e epitestosterona foi realiza-
da a partir de 3 replicatas das concentragdes de 10 (LQ),
30, 50, 80, 100 e 200 ng/mL, sob as quais foi aplicado o
método estatistico de regressdo linear ponderada (1/x?).
Valores de coeficiente de correlagdo (r%) superiores a 0.99
foram considerados adequados.

Precisao intra e interensaio

Para a precisdo intra-ensaio foi realizada a ana-
lise, em um mesmo dia, de seis replicatas de amostras
de urina adicionadas de solugdo padrao dos esteroides
anabolicos em concentragdes iguais a 3 vezes o limite
de deteccdo, e, de testosterona e epitestosterona em
concentragoes de 20, 90 e 150 ng/mL, adicionadas do
padrdo interno. A precisdo interensaio foi estabelecida
da mesma forma que a precisdo intra ensaio, porém
realizada em trés dias consecutivos. Os coeficientes de
variagao (CV) foram obtidos através do método esta-
tistico da Analise de Variancia (Bressolle, Bromet-Petit,
Audram, 1996). Considerou-se adequados valores de
CV inferiores a 15%.

Inexatidio intra e interensaios

Para avaliar a concordancia entre o valor deter-
minado e o valor real, foram analisadas amostras de
urina nas concentragdes de 20, 90 e 150 ng/mL de
testosterona e epitestosterona, em triplicata, realizadas
em um dia (intra-ensaio) e em trés dias consecutivos
(interensaio). Considerou-se que o desvio ndo deveria
ser superior a 15%.

Recuperacao

A recuperagao foi realizada com trés replicatas de
amostras de urina adicionadas das solu¢des padrdo dos
esteroides anabdlicos em concentracdes iguais a 3 vezes
o limite de detecgdo para os esteroides anabdlicos. Para
testosterona e epitestosterona foram utilizadas as concen-
tragdes referentes as concentragdes de 20, 90 e 150 ng/
mL. Em paralelo, mais trés replicatas foram analisadas,
porém com a adi¢ao dos padrdes, posteriormente a etapa
de extracdo para cada concentragao referida. A recupe-
racdo foi avaliada através da comparagao entre as razoes
de areas das amostras em que os padroes foram adiciona-
dos anteriormente a extracdo, com aqueles adicionados
posteriormente.
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Estabilidade

Foi avaliada a estabilidade da amostra, adicionada
dos padroes dos esteroides anabolicos, congelada a — 20°
C por 5 dias consecutivos. Amostras, adicionadas de pa-
droes de esterdides, foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento (em temperatura ambi-
ente), em trés dias consecutivos.

Foram avaliadas para cada modalidade de estabi-
lidade cinco amostras de concentragdo igual a 3 x LD
para todos os esterdides anabolicos. Os dados de razdo
de area da média das amostras submetidas ao ensaio de
estabilidade foram comparadas com a média da razdo de
area de trés amostras recém preparadas, de igual con-
centracao.

Neste estudo também foi avaliada a estabilidade do
extrato derivado, que permaneceu por um periodo de 12
horas a temperatura ambiente.

RESULTADOS

A Tabela II apresenta os parametros de confianca do
método validado (LD, precisdo intra ¢ interensaios, recu-
peracao) para analise dos esterdides anabolicos e/ ou seus
produtos de biotransformacao. Para a analise quantitativa
de testosterona e epitestosterona, os parametros de vali-
dacao estdo apresentados na Tabela III.

A linearidade da curva de calibracdo para a
quantificacdo de testosterona e epitestosterona foi obtida
entre 10 (LQ) e 200 ng/mL. As equagdes referentes as
regressoes lineares ponderadas (1/x?) e os coeficientes de
correlagdo foram, respectivamente: 0,034173 x —0,06596
(r* =0.99948) € 0,021763 x — 0,04669 (r* = 0,99963).

Neste trabalho, os dois ensaios de estabilidade (es-
tabilidade da amostra e estabilidade do extrato derivado)
apresentaram dados de variacdo inferiores a 15% para
todos os esteroides estudados, nas condigdes preconizadas.

Os resultados das analises das amostras de volunta-
rios que relataram uso de esterdides androgénicos
anabolicos estdo apresentados na Tabela IV. Verifica-se a
prevaléncia de uso de estanozolol pela detec¢ao de seus
produtos de biotransformag¢ao na urina (3-hidroxi-
estanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol).

Na Figura 1 ¢ apresentado o perfil cromatografico
da analise de uma amostra de urina de um individuo adul-
to, do sexo masculino, ndo usuario de esterdides
anabolicos. Nesta Figura, os picos relativos a androsterona
e a etiocolanolona (metabolitos da testosterona) sao bem
proeminentes (abundancias superiores a 220.000) e obser-
va-se a presenc¢a de concentra¢cdes semelhantes de
testosterona e epitestosterona (razdo T/E proxima de 1).



Determinacao de esterdides androgénicos anabdlicos em urina

471

TABELA Il - Parametros de confianga do método para a analise qualitativa por CG-EM dos esterdides anabdlicos e/ ou

seus produtos de biotransformagao

Esterdides Limite de deteccdo Precisio intra ensaio Precisio inter ensaio Recuperacao
anabdlicos* (ng/mL) (%) (%) (%)
1 1,5 10,0 3,9 91,0
2 2 5,0 2,1 96,0
3 5 10,5 47 104,0
4 5 3,0 1,3 82,5
5 10 10,2 33 84,0
8 5 8,2 10,5 101,6
9 5 6,7 3,0 94.0
11 2 8,6 49 93,0
12 10 7,2 32 41,7
13 0,5 9,1 3,8 93,0
14 15 9,1 4,1 96,0
15 15 7,6 24 26,0
*(Os ntimeros dos esterdides anabolicos se referem a Tabela .
TABELA 111 - Parametros de confianga do método para a analise quantitativa por CG-EM dos esterdides anabolicos
testosterona e epitestosterona
Testosterona Epitestosterona
Limite de Quantifica¢ao (ng/mL) 10,0 10,0
Precisdo intra-ensaio (CV%)
20 ng/mL 2,3 54
90 ng/mL 6,7 6,5
150 ng/mL 1,7 1,5
Precisdo interensaio (CV%)
20 ng/mL 2,0 32
90 ng/mL 1,0 54
150 ng/mL 1,5 32
Inexatidao intra-ensaio (%)
20 ng/mL -0,6 -0,8
90 ng/mL -4.4 -6,3
150 ng/mL -11,6 -13,0
Inexatiddo interensaio (%)
20 ng/mL =35 -6,9
90 ng/mL -8,1 9,2
150 ng/mL 84 11,6
Recuperacao média (%) 80,9 83,5
As Figuras 2 ¢ 3 apresentam os cromatogramas ob-  DISCUSSAO

tidos por CG-EM das amostras de urina, respectivamen-
te, de um individuo usudario do esteréide anabodlico -
testosterona (Durateston®) com razdo T/E superior a 6 e
de um individuo usuario de estanozolol (Winstrol®), apre-
sentado uma abundancia inferior a 100.000 para os produ-
tos de biotransformacgao da testosterona.

Na maioria dos métodos cromatograficos empre-
gados para detectar EAA, amostras de urina sdo sub-
metidas a hidrolise enzimatica diretamente ou apos o
procedimento de extragdo em fase solida. Em seguida,
os analitos sdo extraidos por extracao liquido-liquido em
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TABELA 1V - Resultados das analises por GC-MS de amostras de voluntarios que relataram uso de esteroides
androgénicos anabolicos

Voluntario Resultado da analise de esterdides androgénicos anabdlicos
1 3-hidroxiestanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol

3-hidroxiestanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol
3-hidroxiestanozolol € 16-beta-hidroxiestanozolol
3-hidroxiestanozolol € 16-beta-hidroxiestanozolol
Relagdo T/E=16,9
Relacdo T/E = 16,4 ¢ metenolona
3-hidroxiestanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol
3-hidroxiestanozolol € 16-beta-hidroxiestanozolol
3-hidroxiestanozolol € 16-beta-hidroxiestanozolol

0 Relagao T/E = 8,8; 3-hidroxiestanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol

— O 0 3N L B Wi

T/E = Testosterona/Epitestosterona

Abundance
250000

200000
130000

100000

500010

0
Time--= 10.00 12.00 14.00 16.00

FIGURA 1 - Perfil cromatografico da analise de uma amostra de urina de um individuo adulto, do sexo masculino, nao
usuario de esterdides anabolicos. Sendo, A — androsterona, B — etiocolanolona, C — epitestosterona, D — testosterona.

Abundance lon 432.00 (431.70 to 432.70):
] lon 417.00 (416.70 to 417.70):
60000
60000
] B
40000 A /
20000 A &
D= e e W
Tifme--= 10.00 11.00 12.00 13.00

FIGURA 2 - Perfil cromatografico da analise de uma amostra de urina de um individuo adulto, do sexo masculino, usuario
de ésteres de testosterona (Durateston®). Sendo A — epitestosterona, B — testosterona.
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Abundance|
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FIGURA 3 - Perfil cromatografico da analise de uma amostra de urina de um individuo adulto, do sexo masculino, usuario
de estanozolol (Winstrol®). Sendo A — androsterona, B — etiocolanolona, C — 3-hidroxiestanozolol. D — 16-beta-

hidroxiestanozolol.

meio alcalino (Schanzer, Donike, 1993; Ayotte,
Goudreault, Chanlebois, 1996; Ozer, Temizer, 1997;
Schanzer, 1998; Yoon, Lee, 2001; Marcos et al., 2002).
Na extracao em fase so6lida, a resina XAD-2 e colunas
C-18 sdo as mais utilizadas (Ozer, Temizer, 1997; Yoon,
Lee, 2001). No presente trabalho, optamos pela realiza-
¢do de extragao liquido-liquido apds a hidrolise, por ser
mais simples e representar um custo menor em relagao
a extragdao em fase solida. Na extragdo liquido-liquido,
o solvente mais utilizado € o dietil-éter. Porém, devido
a sua alta volatilidade e necessidade periodica de des-
tilagdo para eliminagdo de peroxidos, o éter-¢-
butilmetilico foi preferencialmente utilizado, visto que
ndo permite a formagao de perdxidos e possui capaci-
dade extratora semelhante (Schanzer, 1998).

As Tabelas II e III demonstram que o método ana-
litico validado apresenta-se preciso e sensivel para a
analise quantitativa e qualitativa dos principais
esterdides anabolicos androgénicos utilizados no ambi-
to esportivo (Jiménez, Ventura, Segura, 2002; Bressolle,
Bromet-Petit, Audram, 1996). O parametro linearidade
foi avaliado por meio de uma regressao linear ponderada
(1/x?), visto que foi considerada a existéncia de
heteroscedasticidade (“Goodness-of-fit”’) dos dados
residuais (Sadray, Rezace, Rezakhah, 2003), devido ao
amplo intervalo de concentragdes dos calibradores uti-
lizados (10-200 ng/mL).

A analise para caracterizacdo da dopagem geral-
mente ndo € quantitativa, pois o significado do valor de
concentragao urinaria proveniente de uma coleta inica ¢
limitado. Entretanto, para algumas substancias, existem
valores de referéncias estipulados pelo COI que definem
quando o resultado deve ser considerado positivo ou nega-

tivo. No caso da testosterona, o limite tem por base a re-
lagdo de concentracao de testosterona/epitestosterona (T/
E) na urina. Um valor de T/E maior que 6 sugere o uso de
testosterona pelo atleta (Van de Kerkhof et al., 2000).
Desta forma, para essas substancias, foi necessario fazer
analise quantitativa.

Os dados obtidos nos ensaios de estabilidade per-
mitem inferir que os esterodides anabdlicos avaliados per-
manecem inalterados na amostra bioldgica quanto sub-
metidos a temperaturas de — 20°C, ambiente e ao ciclos
de congelamento e descongelamento. Essas condigdes
de temperatura e o periodo de estudo (5 dias) simulam as
situagdes de cadeia de custodia (coleta, transporte e
armazenamento da amostra) e analise de prova e contra-
prova preconizadas pelo COI e outras federacdes espor-
tivas. Além disso, o estudo de estabilidade do extrato
derivado permitiu concluir que as amostras podem ser
injetadas apds permanecer em temperatura ambiente por
um periodo de até doze horas.

A derivacao dos esteroides anabolicos com
MSTFA a temperatura de 80 °C por 120 minutos, bem
como a temperatura inicial do forno do cromatégrafo de
120 °C, proximos da temperatura de vaporizagdo do
agente de derivagdo (MSTFA — p.e = 130 °C), forneceu
caracteristicas cromatograficas adequadas, como por
exemplo os valores LD e LQ, que corroboram os dados
recentes da literatura internacional (Haber ef al., 2001;
Huenerbein, Marques, Neto, 2003).

As Figuras 2 e 3 evidenciam a aplicabilidade do
método na caracteriza¢do do uso de esteroides
anabolicos pelos sujeitos de pesquisa analisados. Nes-
te método, a constatagdo do uso pdde ser verificada
ndo somente pela identificag@o dos esterdides e/ou seus
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produtos de biotransformag¢ao, mas também pelas alte-
ragoes do perfil cromatografico das amostras bioldgicas
analisadas. Assim, observou-se a deteccdo de baixas
abundancias dos metabdlitos de testosterona
(androsterona e etiocolanolona) em usudarios de
estanozolol. Esses dados corroboram os estudos reali-
zados por Alen, Rahkila, Reinila (1987), Norli et al.,
(1995) e Marques, Pereira, Neto (2003), onde sao re-
portados que esse esterdide exdgeno promoveria a su-
pressdo do eixo hipotalamico-hipofisario e conseqiien-
temente a diminui¢do dos niveis de testosterona, seus
precursores e seus metabdlitos.

CONCLUSOES

O método validado por CG-EM descrito nesse tra-
balho cumpre com os principios de confianga necessarios
para a detecgdo de esterdides anabdlicos androgénicos em
amostras de urina com a finalidade de controle de
dopagem no esporte. Nas amostras de urina de voluntari-
os analisadas detectou-se a presenga dos principais
esteroides androgénicos anabdlicos utilizados com finali-
dade ergogénica no meio esportivo no Brasil (Moreau, Sil-
va, 2003; Lobo et al., 2003).

ABSTRACT

Detection of androgenic anabolic steroids (AAS)
in urine samples by gas chromatography-mass
spectrometry

Androgenic anabolic steroids (AAS) are defined as
natural, synthetic or semi-synthetic drugs chemically
derived from testosterone, used with the aim to
improve physical performance by increasing both
muscle strength and mass. Despite their reported
toxicological effects on the cardiovascular, hepatic
and neuro-endocrine systems, the AAS have been
extensively used in sports activities. The objective of
this study was to validate an analytical method for
the detection of AAS and/or their metabolites in urine
samples. The method was based on enzymatic
hydrolysis, liquid-liquid extraction, derivatization
and further analysis by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) operated in the selected ion
monitoring mode (SIM). The validated method
agrees with the confidence concepts for AAS
detection in urine samples for anti-doping control
programs. The limits of detection of AAS varied from
0,5 to 15ng/mL. Good inter and intra-assay
precisions were also observed (CV< 11%). Urine

D. R. Campos, M. Yonamine, M. J. N. N. Alves, R. L. M. Moreau

samples collected from volunteers (n=10) who
reported AAS use were submitted to the method and
the most used AAS in Brazil were successfully
detected.

UNITERMS: Androgenic anabolic steroids. Doping.
Gas chromatography-mass spectrometry.
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