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RESUMO 

 

A utilização de substâncias com o intuito de aprimorar e potencializar o desempenho 

atlético tem sido documentada no âmbito esportivo. O esteroide 6-

Oxoandrostenodiona (6-Oxo) é um suplemento nutricional disponível comercialmente, 

reconhecido por sua capacidade de inibir a aromatase. Os inibidores de aromatase, 

classificados como hormônios e moduladores metabólicos, estão incluídos na lista de 

substâncias proibidas no âmbito esportivo pela Agência Mundial Antidopagem (World 

Anti-Doping Agency, Wada). Conforme estabelecido pela Wada, a técnica de 

cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a espectrometria de massas 

por razão isotópica (CG/C/EMRI) é utilizada para distinguir os esteroides produzidos 

na cadeia metabólica humana dos que possuem uma origem sintética através da 

análise e determinação da razão entre as abundâncias de carbonos 13C e 12C nos 

esteroides. Este trabalho consiste no desenvolvimento e validação de um método de 

análise para determinação da origem endógena ou exógena de metabólitos de 6-

oxoandrostenodiona em urina humana. O preparo de amostras envolve extração por 

fase sólida, extração líquido-líquido, hidrólise enzimática, fracionamento e purificação 

por cromatografia líquida preparativa, derivatização dos analitos e posterior análise 

por CG/C/EMRI. A validação do método foi conduzida em conformidade com as 

exigências do Documento Técnico emitido pela Wada para análise por CG/C/EMRI 

(TD2022IRMS) e englobou linearidade do instrumento, limite de quantificação, 

precisão intermediária, exatidão e incerteza combinada. O método desenvolvido 

apresentou um limite de quantificação correspondente a 50 % da concentração 

mínima requerida pela Wada e valores menores do que 1,0 % para a incerteza 

combinada. Os resultados obtidos nos ensaios de validação do método desenvolvido 

neste trabalho atenderam aos requisitos estabelecidos pela Agência Mundial 

Antidopagem para distinguir a origem endógena ou exógena de metabólitos de 6-Oxo 

na matriz urina.       

 

Palavras-chave: controle de dopagem, inibidores de aromatase, CG/C/EMRI, 

validação, 6-oxoandrostenodiona. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dopagem no esporte 

 

Visando a uma melhora em seu rendimento físico ou psíquico, muitos atletas 

fazem o uso indevido de substâncias consideradas ilícitas no esporte, o que 

caracteriza a dopagem. Diante do aumento da utilização de substâncias que ampliam 

o rendimento físico por atletas profissionais, tornou-se essencial estabelecer 

mecanismos para monitorar o uso inapropriado de anabolizantes, estimulantes, entre 

outros, em competições. Isso visa a assegurar a justiça e a equidade entre os atletas 

que competem de maneira limpa e aqueles que poderiam obter vantagens indevidas 

pelo consumo dessas substâncias (AQUINO NETO, 2001).  

Como consequência, o uso de anabolizantes foi proibido em 1976 pelo Comitê 

Olímpico Internacional (COI), o que levou ao desenvolvimento de vários estudos para 

detectar o uso indevido dessas substâncias, que podem ser de origem endógena ou 

exógena. Substâncias endógenas são aquelas produzidas pelo metabolismo humano, 

enquanto as exógenas são decorrentes de substâncias externas e não são produzidas 

naturalmente pelo corpo humano. No caso de controle de dopagem por esteroides 

exógenos, apenas sua presença é suficiente para caracterizar em um resultado 

analítico adverso, ao contrário de esteroides endógenos (a exemplo da testosterona), 

presentes em qualquer amostra de urina, com enorme variação na excreção em 

diferentes atletas, não sendo, por isso, possível delimitar uma concentração para 

atestar um resultado analítico adverso ou negativo (CUNHA et al., 2004). 

Portanto, a confirmação do abuso de esteroides que são naturalmente 

produzidos pelo metabolismo humano depende de um método em que seja possível 

a distinção entre a origem endógena ou exógena dessas substâncias (WADA, 2021a). 
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1.2 Cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a 

espectrometria de massas por razão isotópica aplicada ao controle de 

dopagem 

 

Na técnica de cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a 

espectrometria de massas por razão isotópica (CG/C/EMRI) é feita uma análise capaz 

de distinguir os esteroides produzidos na cadeia metabólica humana dos que 

possuem uma origem sintética. Essa distinção é possível pois avalia-se a abundância 

relativa dos isótopos de carbono 13C e 12C, que estão presentes em diferentes 

proporções, a depender de sua origem.  

A espectrometria de massas por razão isotópica (EMRI) é uma técnica de 

análise usada para determinação da razão dos isótopos de hidrogênio (H), carbono 

(C), oxigênio (O), nitrogênio (N) e enxofre (S), em que ocorre queima total das 

moléculas orgânicas e conversão aos gases H2, CO2, CO, N2, SO2, respectivamente 

(MEIER-AUGENSTEIN, 1999). 

Esse sistema, conforme esquematizado na Figura 1, utiliza a coluna 

cromatográfica para a separação, seguida da interface de combustão, onde, no caso 

de análise de isótopos de carbono,  a amostra sofre oxidação em forno de cerâmica a 

950 °C e ocorre a conversão dos analitos a CO2, que é direcionado para o 

espectrômetro de massas pelo gás de arraste (MEIER-AUGENSTEIN, 1999; ZHANG 

et al., 2012). O CO2 formado é introduzido na fonte de íons e as espécies são 

ionizadas, aceleradas e separadas por um analisador de massas que utiliza um campo 

magnético para detectar partículas. Os detectores são coletores do tipo copo de 

Faraday que são posicionados e dedicados para a análise dos íons formados de m/z 

44 (12C16O16O), m/z 45 (13C16O16O) e m/z 46 (12C18O16O) e (12C17O17O) (ZHANG et al., 

2012). 
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Figura 1 - Esquema do sistema CG/C/EMRI.  

Adaptado de Thermo Scientific© 

 

A razão dos isótopos de carbono é relatada utilizando a notação padrão com 

valores de ·13C, expressos pela unidade <por mil= (‰), calculados frente à escala do 

padrão primário, de origem calcária e rico em 13C, Vienna Pee Dee Belemninta, que 

corresponde ao zero da escala de delta (‰ = 0,0 ‰) (VAN RENTERGHEM et al., 

2012). O valor de ·13C em uma amostra é calculado conforme a Equação 1.  

·13C(‰) = [(13C 12C)⁄ amostra - (13C 12C)⁄ padrão

(13C 12C)⁄ padrão
]   x 1000 

Equação 1 

 

 

Onde:  

 (13C/12C)amostra = razão isotópica entre 13C e 12C na amostra; 

 (13C/12C) padrão = razão isotópica entre 13C e 12C no padrão. 
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1.3 Discriminação isotópica 

 

Becchi e colaboradores (1994) foram os primeiros a propor a caracterização da 

testosterona presente no organismo do indivíduo quanto à sua origem endógena ou 

sintética através da razão entre os isótopos estáveis de carbono 13 e 12 (13C/12C). 

Essas substâncias apresentam diferentes razões isotópicas, com valores divergentes, 

conforme a sua origem endógena ou exógena (BECCHI et al., 1994). Essa 

diferenciação quanto à origem do esteroide está associada ao ciclo de carbono na 

natureza (CAWLEY et al., 2009). 

As plantas, ao realizarem a fotossíntese, captam o carbono atmosférico na 

forma de CO2 e é durante esse processo de fixação do carbono atmosférico que ocorre 

a variação na abundância dos isótopos de carbono por consequência do 

fracionamento isotópico que ocorre durante o processo de fotossíntese. Existem três 

tipos de vias para a fotossíntese, a depender do tipo de planta: C3, C4 ou CAM. O ciclo 

de Calvin-Benson é feito por plantas C3, em que as reações são catalisadas por 

enzimas que possuem uma maior capacidade de fixação de 12C, o que resulta em 

valores mais baixos de ·13C nessas plantas. Cerca de 85 % das plantas são C3, como 

arroz, soja, aveia, cevada e feijão (CAWLEY et al., 2009; JANSSENS et al., 2013; 

KUMAR et al., 2017). 

Plantas do tipo C4 reduzem CO2 através do ciclo de Hatch-Slack e discriminam 

menos o 13C, resultando em maiores valores de ·13C, por terem um maior teor de 13C 

quando comparadas com as plantas C3. Gramíneas, milho e cana-de-açúcar são 

exemplos de planta C4. Já as do tipo CAM usam a via metabólica do ácido crassuláceo 

e seguem ambas as rotas metabólicas (Calvin-Benson e de Hatch-Slack) e resultam 

em ·13C maior que o das plantas C3. Abacaxi e cacto são exemplos de plantas CAM 

(CAWLEY et al., 2009; JANSSENS et al., 2013; KUMAR et al., 2017). 

As cópias semissintéticas de esteroides provenientes da indústria farmacêutica 

são sintetizadas a partir de plantas, em sua maioria do tipo C3. Portanto, a distinção 

entre os esteroides naturais e os de origem farmacêutica é possível pois estes 

possuem menor concentração relativa de 13C do que os que são provenientes do 
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metabolismo do colesterol humano e, portanto, possuem valores mais negativos de 

·13C (DE LA TORRE et al., 2012).  

A diferença entre o hormônio endógeno ou exógeno é dada pela diferença de 

delta (Δ·13C) entre a referência endógena e a substância-alvo. As referências 

endógenas são esteroides produzidos a partir do colesterol, porém possuem rotas 

metabólicas diferentes das dos analitos-alvo. Essa comparação é necessária pois a 

razão isotópica dos carbonos dos hormônios de um humano é dependente de sua 

dieta e é sujeita a variações individuais (DE OLIVEIRA et al., 2019; PIPER et al., 2008). 

Assim, a técnica de cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a 

espectrômetro de massas por razão isotópica (CG/C/EMRI) é capaz de detectar o 

abuso de esteroides baseado nessa diferença de abundância relativa dos isótopos de 

carbono na amostra analisada (CAWLEY e FLENKER, 2008).  

 

1.4 6-Oxoandrostenodiona  

 

A substância 4-androsteno-3,6,17-triona, ou 6-oxoandrostenodiona (6-Oxo), é 

um esteroide comercializado como suplemento nutricional e possui atividade para a 

inibição da aromatase. A aromatase é uma enzima que converte andrógenos, como a 

testosterona, em estrogênio e, com a sua inibição, essa conversão é impedida, o que 

resulta em uma redução dos níveis de estrogênio após sua administração. Os 

inibidores de aromatase são uma classe de medicamento utilizada clinicamente para 

ajudar na manutenção de níveis baixos de estrogênio em mulheres pós menopausa 

com câncer de mama, que é sensível ao estrogênio, e para o tratamento da síndrome 

do ovário policístico, o que inibe o crescimento de tumores dependentes de estrogênio 

(NUMAZAWA et al., 1996).  

Os principais relatos de usos off-label dos inibidores de aromatase são para 

minimização e/ou prevenção de efeitos colaterais causados pelo abuso de esteroides 

andrógenos, como o desenvolvimento da mama em homens (VARI et al., 2016). Além 

disso, essa classe de medicamentos também vem sendo utilizada para o aumento dos 



 

23 

  

 

níveis de testosterona em homens, em que acontece dopagem indireta por bloqueio 

do hormônio estrogênio, causando um aumento da secreção de testosterona 

endógena (DE RONDE e DE JONG, 2011; VARI et al., 2016). 

Portanto, por manter artificialmente um nível alto de andrógenos no corpo, 

acarretando melhorias no desempenho, e minimizar efeitos colaterais indesejados 

provenientes do uso de esteroides anabolizantes, os inibidores de aromatase são 

classificados como hormônios e moduladores metabólicos e fazem parte das 

substâncias proibidas no esporte pela Agência Mundial Antidopagem (World Anti-

Doping Agency, Wada).  

Após administração do suplemento 6-Oxo, o metabólito 

6³-hidroxiandrostenodiona  (6³-OH) é detectado em níveis elevados em amostras de 

urina, com origem exógena (DEVENTER et al., 2005). 6³-OH é uma substância que, 

de acordo com a literatura, possui um tempo de detecção de 37 horas no organismo 

após ingestão do suplemento. Quando comparado com a 6-Oxo e 

6³-hidroxitestosterona, que são detectadas por até 24 horas, possui um tempo de 

detecção elevado, como consequência de seu maior tempo de metabolização (VAN 

THUYNE et al., 2005). Sendo assim, por ser o metabólito de detecção mais longa, 

6³-OH é considerado um bom marcador para análise de controle de dopagem de 

6-Oxo. 

Embora a detecção de 6³-OH em amostras de urina possa ser um indicativo 

do uso exógeno do suplemento 6-Oxo, existem outras vias de formação desse 

metabólito. 6³-OH pode ser detectado em baixas concentrações em decorrência da 

metabolização da androst-4-en-3,17-diona (Adiona) endógena (POLET et al., 2014; 

WADA, 2021b), formada a partir do colesterol no organismo humano, ou administrada 

em sua forma sintética como hormônio precursor da testosterona (CAWLEY; 

FLENKER, 2008), conforme esquematizado na Figura 2. 
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Figura 2 - Formação da Adiona endógena e 6³-OH a partir do colesterol. 
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6-Oxo também pode ser formada em amostras de urina, durante o 

armazenamento, como resultado da degradação bacteriana de 

de-hidroepiandrosterona (DHEA) endógena, tendo a substância 6β-OH como um dos 

intermediários nessa reação (KOZŁOWSKA et al., 2017; WADA, 2021b). A Figura 3 

apresenta a via de formação de 6-Oxo a partir de DHEA endógeno durante a 

estocagem de amostras. 

 

Figura 3 - Degradação microbiana de DHEA endógeno durante a estocagem de amostras de urina. 

 

 

Por isso, a Wada determina que seja realizada a análise confirmatória do 

metabólito 6³-OH em amostras de urina por CG/C/EMRI para inferir a origem 

endógena ou sintética da molécula e garantir se é o metabólito é proveniente de uma 

produção endógena ou administração ilícita de 6-Oxo ou de um precursor de 

testosterona (PIPER e THEVIS, 2022; WADA, 2022).    

 

1.4.1 Desenvolvimento de método de análise 

 

Um estudo recente de Piper e colaboradores (2022) apresenta um método de 

análise para 6³-OH, 6ꞵ-OH e outros esteroides relacionados a diferentes suspeitas. 

Ao comparar com os esteroides envolvidos na confirmação do abuso de testosterona 

e substâncias relacionadas, 6³-OH e 6ꞵ-OH são mais polares e, consequentemente, 

requerem de um gradiente de fase móvel na etapa de purificação por cromatografia 

líquida que seja mais polar, o que impede o isolamento dessas substâncias em um 

método de preparo para confirmação dos marcadores clássicos para confirmação de 
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testosterona (DE OLIVEIRA et al., 2019), exigindo um uso de uma alíquota de urina 

dedicada a esta confirmação, em um preparo também dedicado a essa análise. 

 No método proposto por Piper e colaboradores em 2022, as amostras são 

extraídas em bancada e os extratos são submetidos a duas etapas consecutivas de 

fracionamento por CLAE, uma antes e outra após a acetilação das amostras, 

utilizando acetonitrila e água como fase móvel em fase reversa e uma coluna C18. Seu 

método obteve LQ igual a 10 ng/mL e uC igual a 0,9 ‰ para 6³-OH e 6ꞵ-OH e não 

demonstrou ser um método adequado para a análise dos marcadores de testosterona 

utilizando a mesma alíquota de urina. 

Polet e colaboradores em 2014 também propuseram um método para análise 

de 6³-OH, em que as amostras também são extraídas em bancada e os extratos são 

submetidos a duas etapas consecutivas de fracionamento por CLAE, uma antes e 

outra após a acetilação das amostras, utilizando acetonitrila e água como fase móvel 

em fase reversa e uma coluna C18 no primeiro fracionamento e metanol e água como 

fase móvel no segundo fracionamento. Seu método obteve LQ igual a 5 ng/mL para 

6³-OH e não demonstrou ser um método adequado para a análise dos marcadores 

de testosterona utilizando a mesma alíquota de urina. Além disso, esse método 

provavelmente não atende aos requisitos atuais da Wada, já que foram restringidos e 

ampliados várias vezes após a publicação do artigo em 2014. 

O  documento técnico da Wada (WADA, 2022) recomenda que, sendo 6³-OH 

também um marcador da administração de testosterona e substâncias relacionadas, 

para amostras contendo esse metabólito a concentrações maiores que 10 ng/mL e 

sem sinais de degradação, os laboratórios podem analisar os marcadores do perfil 

endógeno antes de realizar a análise de 6³-OH por CG/C/EMRI. Nesse sentido, cabe 

ressaltar que a análise isotópica de esteroides em urina requer volumes grandes de 

amostra (DE OLIVEIRA et al., 2019; PIPER et al., 2022; WADA, 2022), e duas análises 

desse tipo em uma mesma amostra podem demandar um volume superior ao 

disponível. 
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1.5 Validação do método 

 

Para a validação de um método para confirmar a origem exógena de 

substâncias por CG/C/EMRI, os critérios a serem atendidos são os exigidos pela 

Wada em seu documento técnico (WADA, 2022), que requer a determinação da 

linearidade do equipamento, limite de quantificação e incerteza combinada. 

 

1.5.1 Linearidade do instrumento 

 

Corresponde à faixa de intensidades dos picos, expressa em mV, para a qual 

são obtidos valores repetitivos e consistentes de ·13C a partir da análise de soluções 

padrão do analito que está sendo validado. Devem ser analisadas de 6 a 10 diluições 

dessas soluções de um material de referência acetilado, com n ≥ 3 (WADA, 2022). 

Os critérios exigidos são:  

• O desvio-padrão entre as replicatas de cada diluição (n ≥ 3) deve ser 

menor ou igual a 0,5 ‰; 

• A diferença entre o valor médio de ·13C entre as replicatas (n ≥ 3) em 

cada diluição e a média geral da faixa linear não deve ser maior do que 

0,5 ‰. 

 

1.5.2 Limite de quantificação  

 

Corresponde à menor concentração, em urina, utilizando um volume de 

alíquota menor ou igual a 25 mL, que produz um pico com amplitude dentro da 

linearidade do instrumento com um desvio-padrão (n ≥ 3) menor ou igual a incerteza 

combinada determinada para o analito. Para 6³-OH, o limite de quantificação (LQ) não 

deve ser maior que 10 ng/mL (WADA, 2022). 
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1.5.3 Incerteza combinada 

 

Considera todas as contribuições do método analítico para a incerteza, desde 

o preparo das amostras até a determinação da razão isotópica. Para tanto, a precisão 

intermediária e a exatidão são utilizadas como componentes para o cálculo da 

incerteza combinada. 

A incerteza combinada máxima aceita para 6³-OH é de 1,0 ‰ (WADA, 2022). 

A incerteza combinada é calculada conforme a Equação 2. 

                                                   uc =√P2+E2 
 

Equação 2 

 

Onde: uc = incerteza combinada 

P = precisão intermediária 

E = exatidão 

 

1.5.3.1 Precisão e exatidão 

 

Na precisão intermediária, é considerada a variação nos resultados quando a 

análise é feita sob diferentes condições, como modificando analistas e dias. Esse 

parâmetro é calculado pela análise de variância (ANOVA) de um fator. Primeiramente, 

calcula-se a variância, a variância dentro do grupo e assim pode-se obter a 

repetibilidade, conforme Equação 3, Equação 4 e Equação 5. 

s2 =  ∑ (x 2 x)2n 2 1 = var1. . varnn
i=1  

Equação 3 

 Onde: 
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s2 = variância; 

n = número de replicatas; 

x = valor medido; 

 x = valor médio. 

vardentro do grupo = var1+. . +varnn  

 

Equação 4 

�� =  √vardentro do grupo  Equação 5 
Onde: 

Sr = repetibilidade. 

Então, é calculada a variância entre os grupos e a precisão intermediária, 

conforme mostrado na Equação 6, Equação 7 e Equação 8. 

varentre os grupos = n .∑(x2x)2p           

 

Equação 6 

�� = √varentre os grupos2vardentro do grupo �    Equação 7 

 

S� = √��2 + ��2 
Equação 8 

 

Onde: 

p = número de variações; 

Sb = precisão entre os grupos; 

Sw = precisão intermediária. 

A exatidão de um método de análise é calculada pela diferença absoluta entre 

o valor obtido experimentalmente e o valor esperado. Portanto, para determinação 

desse parâmetro, as alíquotas de urina são fortificadas com os padrões da substância 

e submetidas a todo o processo de extração e análise. Ao final, compara-se com 

valores de ·13C da análise direta do padrão dos analitos e os que estavam presentes 
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na matriz. A Equação 9 representa o cálculo da exatidão do método para cada 

esteroide (DE OLIVEIRA et al., 2019). 

Exatidão =|δ13C esperado 2 δ13Cobservado  | Equação 9 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e validar um método de análise dos metabólitos 6³-

hidroxiandrostenodiona e 6β-hidroxiandrostenodiona em urina humana por 

cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a espectrometria de massas 

por razão isotópica (CG/C/EMRI) para confirmação do abuso de 6-

Oxoandrostenodiona. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

• Desenvolvimento das condições de análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) de 6³-hidroxiandrostenodiona e 6β-hidroxiandrostenodiona, a 

partir da mesma alíquota de urina usada para a confirmação dos marcadores do 

abuso de esteroides endógenos; 

• Desenvolvimento das condições de análise por cromatografia gasosa acoplada a 

forno de combustão e a espectrometria de massas por razão isotópica 

(CG/C/EMRI); 

• Validação do método conforme os critérios estabelecidos pela Wada, consistindo 

na determinação da linearidade do instrumento, do limite de quantificação, da 

precisão intermediária, da exatidão e da incerteza combinada. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Reagentes 

 

Os padrões de referência de esteroides 6³-hidroxiandrostenodiona e 6β-

hidroxiandrostenodiona foram adquiridos de LGC GmbH (Luckenwalde, Alemanha); 

17β-trembolona (Tremb) foi adquirido de Dr. Ehrenstorfer (Augusburg, Alemanha); 5³-

androstan-3β-ol (3β-OH) foi adquirido de Toronto Research Chemicals (Toronto, 

Canadá). 

 A mistura de padrões CU/USADA 33-1 (MRC) foi adquirida de National 

Measurement Institute (North Ride, Austrália). 

Os solventes acetonitrila (ACN) grau HPLC, metanol (MeOH) grau GC e terc-

butilmetiléter (TBME) grau HPLC foram adquiridos de Tedia (Fairfield, Estados 

Unidos). Anidrido acético foi adquirido de Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). 

Fosfato de sódio monobásico e fosfato dissódico anidro foram adquiridos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Piridina anidra, bicarbonato de potássio e carbonato de 

potássio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados Unidos). Enzima β-

glicuronidase de Escherichia coli, a 500 kU/mL foi obtida da Roche (Basel, Suíça).  

Gases He 5.0 (99,999 %), O2 6.0 (99,9999 %) e CO2 4.5 (99,995 %) foram 

adquiridos da Air Products (Rio de Janeiro, Brasil).  

Água ultrapura foi obtida através de sistema de purificação presente no 

Laboratório Brasileiro de Controle de Dopagem (LBCD; Millipore Corporation, Billerica, 

MA, Estados Unidos). 

 

3.2 Equipamentos 

 

Pesagens de padrões foram feitas em balança de precisão ME5 Sartorius 

(Gottingen, Alemanha), com 6 casas decimais e massa mínima igual a 0,992 mg. 
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Pesagens de reagentes foram feitas em balança de menor precisão TE6101 Sartorius 

(Gottingen, Alemanha), com 1 casa decimal e massa mínima de 5,0 g. 

Para preparação e extração das amostras foram utilizados centrífuga Multifuge 

X3R, agitador orbital 4625 e concentrador a vácuo SpeedVac Savant SPD 2010 

adquiridos de ThermoFisher Scientific, Estados Unidos; evaporador com banho 

termostatizado e corrente de nitrogênio TurboVap adquirido de Biotage, Suécia; estufa 

a vácuo Isotemp Vacuum Oven 280A adquirida de Fisher Scientific, Estados Unidos; 

banho seco para aquecimento Reach-Therm III adquirido Pierce. 

A purificação das amostras foi feita em cromatógrafo a líquido de alta eficiência 

acoplado a detector por arranjo de diodos com coletor de frações Dionex Ultimate# 

3000, bomba quaternária LPG- 3400RS e forno de coluna TCC3000RS, detector DAD 

– 3000RS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).  

A análise por razão isotópica das substâncias foi realizada em cromatógrafo a 

gás Trace 1310 acoplado a espectrômetro de massas por razão isotópica Delta V Plus, 

controlador de forno GC Isolink, controlador de fluxo CONFLO IV adquirido de Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos. A avaliação da pureza e identificação das 

substâncias foi efetuada em um espectrômetro de massas com filtro de massas do 

tipo quadrupolo simples ISQ adquirido de Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados 

Unidos e que está conectado ao fim da coluna do CG. 

 

3.3 Preparo das Soluções 

 

Armazenamento 

 

Todas as soluções preparadas em MeOH ou ACN foram estocadas em freezer 

a -30 °C até sua utilização. As soluções aquosas foram estocadas a temperatura 

ambiente. 
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3.3.1 Preparo das soluções iniciais 

 

 Foram preparadas soluções iniciais a 1000 ng/µL de Tremb, 6³-OH e 6β-OH, 

em MeOH para a realização dos experimentos. Foi utilizada uma balança analítica 

previamente calibrada para pesagem das substâncias.  

 

3.3.2 Preparo de STDMIX 

 

 Uma mistura de padrões (STDMIX) foi utilizada para definir o tempo de 

retenção das substâncias nas etapas de purificação por cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a detecção por arranjo de diodos (CLAE-DAD). Essas soluções 

foram feitas a partir das soluções iniciais previamente preparadas, misturadas, 

evaporadas à secura e avolumadas com ACN. 

 Para as etapas de purificação por CLAE1 e CLAE1B, em que os esteroides 

estavam em sua forma livre, o STDMIX1 foi composto por 40 ng/µL de 6³-OH e 

6β-OH, e 32 ng/µL de Tremb previamente acetilada (Tremb_Ac).  

Para a etapa de CLAE2, a purificação foi feita com os esteroides acetilados. 

Assim, o STDMIX2 foi composto por 40 ng/µL de 6³-OH e 6β-OH, e 16 ng/µL de 

Tremb. Após evaporação e desumidificação, a mistura foi acetilada com piridina e 

anidrido acético (ver item 3.4), avolumada com ACN. 

 

3.3.3 Preparo de solução de fortificação 

 

Para fortificação das urinas, a partir das soluções iniciais de 6³-OH e 6β-OH foi 

feita uma mistura com concentração de 25 ng/µL de ambas as substâncias em MeOH. 
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3.3.4 Preparo de tampão fosfato de sódio 0,8 M 

 

Com o auxílio de uma balança analítica previamente calibrada, foram pesados 

4,4 g de NaH2PO4, 8,6 g de Na2HPO4 e 115 g de água deionizada a temperatura 

ambiente de 22 °C. A solução foi mantida sob agitação até homogeneização completa. 

 

3.3.5 Preparo de tampão carbonato/bicarbonato 20 %  

 

Com o auxílio de uma balança analítica previamente calibrada, foram pesados 

15 g de K2CO3 e 15 g de KHCO3 e 120 g de água deionizada a temperatura ambiente 

de 22 °C. A solução foi mantida sob agitação até homogeneização completa. 

 

3.4 Preparo de amostras 

 

Os volumes das alíquotas de amostras de urina foram de 25 mL. Cada amostra 

foi levada à centrífuga a 3000 rpm por 5 min para deposição de possíveis partículas 

sólidas. Em seguida, foi realizada extração por fase sólida com cartucho de C18 de 

500 mg de fase estacionária e com capacidade de 3 mL. O cartucho foi previamente 

ativado com 5 mL de MeOH e 5 mL de H2O ultrapura, a amostra foi eluída e lavada 

com 5 mL de água ultrapura. Após, as substâncias de interesse foram eluídas com 

3 mL de MeOH. O solvente foi evaporado até a secura sob fluxo de N2 a 60 °C. 

O extrato foi reconstituído em 1,5 mL de tampão fosfato 0,2 M (pH 7), que foi 

preparado no momento do uso por diluição da solução de tampão fosfato 0,8 M em 

água à proporção de 1:3. Foram adicionados 4 mL de TBME, e a mistura foi submetida 

a agitação mecânica por 5 min para extração líquido-líquido e posterior centrifugação 

a 3000 rpm por 5 minutos para separação das fases. Em seguida, a fração orgânica 

(contendo esteroides em sua forma livre e outras impurezas menos polares) foi 

removida, e o resíduo de TBME da fase aquosa foi evaporado sob fluxo de N2 a 60 °C. 
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Para hidrólise enzimática das substâncias glicoconjugadas, foram adicionados 

100 µL da enzima β-glicuronidase de Escherichia coli à amostra, que foi incubada em 

seguida por 1 hora a 50 °C. 

Após a hidrólise enzimática, foram adicionados 500 µL de tampão carbonato 

20 %, pH 9-10. Em seguida, a amostra foi fortificada com 10 µL da mistura de 6³-OH 

e 6β-OH a 25 ng/µL, e uma extração líquido-líquido das substâncias hidrolisadas foi 

feita por duas vezes com 4 mL de TBME, agitação por 5 minutos e centrifugação a 

3000 rpm por 5 minutos. As duas frações orgânicas foram reunidas e o solvente foi 

evaporado sob fluxo de N2 a 60 °C. O extrato foi ressuspendido com 100 µL de MeOH, 

transferido para insert de fundo cônico e evaporado em concentrador a vácuo a 60 °C 

sob vácuo nominal de 5,1 mbar. 

Após evaporação do solvente, o extrato foi ressuspendido em 67,5 µL de 

solução de Trem (utilizada como padrão interno) a 32 ng/µL em ACN e 67,5 µL de 

água ultrapura para a primeira etapa de purificação por CLAE preparativa (CLAE1). 

Foi coletada uma fração contendo as substâncias 6³-OH e 6β-OH, que foi 

evaporada em concentrador a vácuo a 60 °C sob vácuo nominal de 5,1 mbar e 

transferida para insert de fundo cônico com 100 µL de MeOH. O solvente foi 

evaporado e o extrato foi ressuspendido em 135 µL de ACN/H2O em proporção 1:4. 

Em seguida, a fração foi submetida à segunda etapa de purificação por CLAE 

preparativa (CLAE1B).  

Então, foram coletadas separadamente as substâncias-alvo, evaporadas à 

secura em concentrador a vácuo a 60 °C sob vácuo nominal de 5,1 mbar e estocadas 

em estufa a vácuo por 1 hora para desumidificação. Após, foram adicionados 50 µL 

de piridina e 50 µL de anidrido acético para acetilação e os frascos foram incubados, 

lacrados, a 70 °C por 1 hora. A seguir, os reagentes foram evaporados em 

concentrador a vácuo a 60 °C sob vácuo nominal de 5,1 mbar, o extrato seco foi 

ressuspendido em 135 µL de ACN/H2O em proporção 1:1 e purificado novamente por 

CLAE preparativa para purificação das substâncias acetiladas (CLAE2). 

Em seguida, a fase móvel das frações foi evaporada até a secura em 

concentrador a vácuo a 60 °C sob vácuo nominal de 5,1 mbar, e os resíduos foram 
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ressuspendidos em acetato de etila e analisados por CG/C/EMRI. A Figura 4 

apresenta o fluxograma do método de extração e purificação para análise por 

CG/C/EMRI. 

 

Figura 4 - Fluxograma do preparo de amostras para determinação do ·13C de esteroides por 

CG/C/EMRI. 

 

 

3.5 Condições de análise 

 

3.5.1 Cromatografia líquida de alta eficiência 

 

Foi utilizada uma coluna analítica XBridge# Shield RP18 da Waters, fase 

estacionária C18, 250 mm x 4,6 mm x 5 µm de diâmetro de partícula, sendo protegida 

por uma pré-coluna XBridge# Shield RP18 de 20 mm x 4,6 mm x 5 µm de tamanho 

de partícula, também do fabricante Waters. A temperatura da coluna foi de 25 °C. A 

fase móvel foi composta de H2O e ACN, respectivamente como A e B, com vazão de 

1,0 mL/min; o volume de injeção foi de 125 µL; o comprimento de onda para detecção 

dos analitos foi de 195 nm e para detecção do padrão interno, 345 nm.  

Centrifugação Extração por fase 
sólida

Extração líquido-
líquido 

(esteroides 
glicoconjugados)

Hidrólise 
enzimática

Extração líquido-
líquido

(esteroides 
livres)

CLAE1CLAE1BAcetilação

CLAE2 Análise 
CG/C/EMRI
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Antes de cada sequência de injeção, a coluna foi lavada por 30 min com 98 %   

ACN / 2 % H2O e, após, foi realizada uma corrida em branco sob as mesmas 

condições de análise, para condicionar a coluna. 

As Tabela 1 e Tabela 2 apresentam os gradientes de eluição utilizados para a 

separação dos esteroides livres (CLAE1 e CLAE1B, respectivamente), e a Tabela 3 

apresenta o gradiente para purificação dos esteroides acetilados (CLAE2). 

 

Tabela 1 - Gradiente de fase móvel para a purificação por CLAE1 

Tempo (min) % H2O % ACN 
0,00 60,0 40,0 

18,00 40,0 60,0 
19,00 2,0 98,0 
30,00 2,0 98,0 
30,01 60,0 40,0 
35,00 60,0 40,0 

 

Tabela 2 - Gradiente de fase móvel para a purificação por CLAE1B 

Tempo (min) % H2O % ACN 
0,00 78,0 22,0 

15,00 63,0 37,0 
15,01 40,0 60,0 
25,00 40,0 60,0 
25,01 78,0 22,0 
30,00 78,0 22,0 

 

 

Tabela 3 - Gradiente de fase móvel para a purificação por CLAE2 

Tempo (min) % H2O % ACN 
0,00 75,0 25,0 

18,00 48,0 52,0 
19,00 2,0 98,0 
24,00 2,0 98,0 
24,01 75,0 25,0 
29,00 75,0 25,0 

 

Para a marcação do tempo de coleta das frações, três injeções do STDMIX 

correspondente foram feitas. O sistema foi considerado estável quando a variação dos 
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tempos de retenção de cada pico entre as injeções não excedeu 0,05 min. Para 

definição dos intervalos de coleta, foram considerados o início e final do pico de 

interesse na injeção com valor de mediana dos tempos de retenção. Uma margem de 

segurança foi aplicada, igual a 0,20 min antes do início e após o fim do pico de 

interesse no CLAE1, e igual a 0,15 min no CLAE1B e CLAE2. Assim, foram 

demarcadas janelas de coleta satisfatórias para eliminar os interferentes de matriz e 

purificar a substância-alvo. 

 

3.5.2 Cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e espectrometria de 

massas por razão isotópica 

 

O método utilizado foi baseado no descrito por DE OLIVEIRA et al., 2019. 

A coluna usada foi a coluna capilar VF-17ms J&W (50 % fenil, 50 % 

metilsiloxana, 30 m, 0,25 mm D. I., espessura de filme 0,25 µm), com He 6.0 como 

gás de arraste a fluxo constante de 1,4 mL/min.  

A temperatura do injetor foi de 280 °C, com volume de injeção de 1, 2 ou 3 µL, 

sem divisão de fluxo (splitless); abertura do split após 1,20 min com fluxo de 

50 mL/min; purga do septo de 50 mL/min, com pausa de 1,20 min. Injeção com 

pressão de 45 psi e com duração de 1,20 min. 

A programação de temperatura do cromatógrafo a gás foi de temperatura inicial 

do forno de 100 °C (temperatura mantida por 2 min), seguida de aquecimento até 

270 °C a uma taxa de aquecimento de 25 °C/min, depois até 290 °C a 2 °C/min e em 

seguida, 300 °C a 30 °C/min (mantida por 7 min). A temperatura do reator de oxidação 

foi de 950 °C.  

Pulsos do gás de referência CO2 foram aplicados com intensidades de 

2500 mV, durante 20 s nos intervalos: 100 s, 200 s, 300 s, 400 s, 500 s, 1380 s e 

1440 s. O quinto e o sétimo pulsos de CO2 são usados como pulsos de referência.  

O contrafluxo de He foi desativado (Backflush OFF) aos 530 s e reativado 

(Backflush ON) aos 1420 s.  
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Os parâmetros de integração dos picos foram: inclinação inicial: 0,2 mV/s; 

inclinação final: 0,4 mV/s; altura mínima de pico: 50 mV; resolução de pico: 50 %; 

largura máxima de pico: 50 s. Tipo de linha de base: individual; intervalo: 5 s. 

As condições de operação do espectrômetro de massas foram: temperatura da 

interface de 250 °C; temperatura da fonte iônica de 230 °C; temperatura do quadrupolo 

de 150 °C; energia de ionização, 70 eV. Os espectros de massas foram obtidos no 

modo de varredura de m/z 50 a 500, com tempo de aquisição de 20 ms. 

 

3.5.3 Calibração do gás de referência para análise por CG/C/EMRI          

 

A calibração do gás de referência deve ser feita periodicamente ou após notar 

uma variação fora do aceitável nas medições, religamento do equipamento, troca da 

fonte iônica, reator de oxidação ou do cilindro de CO2, conforme requerido pelo 

TD2022IRMS (WADA, 2022).  

Para essa calibração, foi feita a análise, em quintuplicata, de solução em 

acetato de etila do material de referência certificado CU/USADA 33-1 a 25 ng/µL para 

verificação da exatidão da calibração, estabilidade do sistema e recalibração do gás 

de referência quando necessário.  

O material de referência certificado CU/USADA 33-1 consiste em uma mistura 

de esteroides com valores de ·13C certificados. A Tabela 4 apresenta a composição 

da mistura e os valores de ·13C certificados. 

 

Tabela 4 - Composição e valores certificados de ·13C e desvio-padrão do MRC CU/USADA 33-1  

Substância δ13C (‰) Desvio-padrão (‰) 
Acetato de 5³-androstan-3β-ol (3ꞵ-OH_Ac) -30,61 0,14 

5³-colestano (5ɑ-Col) -24,77 0,13 
 Acetato de Androsterona (A_Ac) -33,04 0,02 

Acetato de 11-cetoetilcolanolona (11K_Ac) -16,69 0,06 
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Para recalibração do gás de referência, foi calculado o valor médio de ·13C de 

cada esteroide na quintuplicada do material certificado e, em seguida, a diferença 

entre o valor médio e o valor certificado em cada esteroide. A média dessas diferenças 

calculadas foi aplicada ao valor de ·13C do gás de referência. Essa calibração foi 

considerada válida quando os valores de ·13C obtidos para a quintuplicata após a 

recalibração estiveram dentro do intervalo compreendido como o respectivo valor 

certificado ± 0,5 ‰. 

Para a avaliação da estabilidade do sistema durante a calibração, o desvio-

padrão do ·13C de cada esteroide em quintuplicada foi calculado e considerado 

aceitável quando menor ou igual a 0,4 ‰.  

Antes de cada sequência de análise por CG/C/EMRI, a calibração do sistema 

foi verificada por meio da análise de materiais de referência internos, ou seja, soluções 

de padrões acetilados a 25 ng/µL em acetato de etila e cujos valores de ·13C eram 

conhecidos. Essa análise permitiu avaliar a estabilidade, calibração e desempenho de 

todo o sistema. 

 

3.6 Validação do método analítico 

 

3.6.1 Linearidade do instrumento 

 

Foram feitos 10 pontos de diluição, em triplicata, para cada analito. Uma 

alíquota de 200 µL de uma solução inicial com concentração de 1000 ng/µL foi 

transferida para um frasco de 2 mL, evaporada até a secura. Em seguida, acetilada e 

ressuspendida em 1000 µL de MeOH (Solução I, C = 200 ng/µL). 

Então, 50 µL da Solução I foram transferidos para outro frasco de 2 mL e foram 

adicionados 350 µL de MeOH (Solução II, C = 25 ng/µL). A partir das soluções obtidas, 

diferentes volumes foram transferidos para frascos de 2 mL com insert de fundo cônico 

e foram diluídas com acetato de etila, de modo a se obterem concentrações finais de 

1,5 ng/µL, 2,5 ng/µL, 5,0 ng/µL, 10 ng/µL, 20 ng/µL, 40 ng/µL, 80 ng/µL, 120 ng/µL, 

250 ng/µL e 400 ng/µL. 
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Todas as soluções do padrão de diferentes concentrações foram analisadas 

em triplicata (volume de injeção de 1 µL) por CG/C/EMRI e a faixa de intensidade dos 

picos (mV) foi determinada. O desvio-padrão entre as replicatas a cada nível (n ≥ 3) 

foi calculado, e foram considerados aprovados os níveis cujos desvios-padrão foram 

menores ou iguais a 0,5 ‰. O valor médio de ·13C entre as replicatas (n ≥ 3) em cada 

concentração foi calculado, e foram considerados aprovados os níveis em que o valor 

médio não excedeu a média geral da faixa linear ± 0,5 ‰, conforme os critérios 

exigidos pela Wada (WADA, 2022). 

 

3.6.2 Limite de quantificação 

 

3.6.2.1 Faixa de trabalho 

 

Foram preparadas 5 alíquotas de 25 mL de urina, de acordo com o método de 

extração e análise descrito no item 3.4. As alíquotas foram fortificadas após a hidrólise 

com diferentes volumes, utilizando uma solução de uso contendo os analitos com 

concentração de 30 ng/µL para que se obtivessem as concentrações de 5 ng/mL, 

10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL e 60 ng/mL em cada alíquota. Foi avaliada a faixa de 

concentrações em urina na qual foi determinado o valor de ·13C de forma consistente, 

ou seja, com desvio-padrão menor ou igual a 0,5 ‰. 

O volume de urina determinado para a análise corresponde ao volume máximo 

de urina estabelecido pela Wada para determinação dos LQ (WADA, 2022). 

 

3.6.2.2 Determinação do limite de quantificação 

 

Os pontos de concentração 5 ng/mL e 10 ng/mL foram preparados em triplicata, 

utilizando alíquotas de 25 mL de urina de acordo com o método de extração e análise 

descrito no item 3.4 e foram fortificadas utilizando uma solução de uso contendo os 

analitos com concentração de 30 ng/µL. Assim, foi determinada a concentração 
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mínima em que os analitos podem ser detectados e analisados de acordo com o 

método analítico desenvolvido. Essa concentração mínima, ou seja, o limite de 

quantificação, foi aquela que produziu uma amplitude de pico dentro da faixa linear e 

cujo desvio-padrão da triplicata não excedeu a respectiva incerteza combinada do 

método, em atendimento aos critérios estabelecidos pela Wada (WADA, 2022). 

 

3.6.3 Precisão intermediária 

 

Nesta etapa, a precisão foi avaliada variando-se o analista, o dia de preparo e 

a urina. Foram usadas duas urinas, sendo uma feminina fortificada à concentração de 

10 ng/mL e uma masculina fortificada à concentração de 25 ng/mL. Quatro alíquotas 

de cada urina foram preparadas por vez. No total, foram feitos 2 preparos em dias 

diferentes pelo analista A e 2 preparos, também em dias diferentes, pelo analista B, 

contabilizando 16 alíquotas para cada concentração definida. As replicatas foram 

analisadas por CG/C/EMRI, tendo como variáveis dia, analista e urina (ou 

concentração). 

A precisão intermediária, além da repetibilidade (ou precisão intraensaio) e a 

precisão interensaio, foi calculada por ANOVA.  

 

3.6.4 Incerteza da medição 

 

A incerteza combinada (uc) foi calculada como a raiz quadrada da soma dos 

quadrados da precisão intermediária e da exatidão. Seu valor deve ser igual menor 

ou igual a 1,0 ‰ para os analitos, conforme requisito estabelecido pela Wada (WADA, 

2022). 
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3.6.4.1 Exatidão 

 

A exatidão foi calculada como a diferença entre o valor de ·13C dos padrões 

utilizados no experimento de linearidade instrumental e o valor de ·13C obtido no 

experimento de precisão através da fortificação das urinas com o padrão do analito. 

Essa diferença expressa o valor de exatidão do método. 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na última revisão do documento técnico da Wada que trata da análise isotópica 

de esteroides, o TD2022IRMS, a substância 6ɑ-OH foi incluída como um dos analitos 

cuja análise por CG/C/EMRI é requerida para determinação de sua origem exógena 

ou endógena, o que exige o desenvolvimento de um método analítico. Amostras que 

contenham uma concentração maior do que 10 ng/mL dessa substância, estimada na 

análise de triagem dos laboratórios de controle de dopagem, devem ser consideradas 

suspeitas e encaminhadas para a análise confirmatória por CG/C/EMRI (WADA, 

2022). 

 

4.1 Cromatografia líquida preparativa 

 

Por ser uma técnica delicada e suscetível a interferentes, a análise de 

esteroides por CG/C/EMRI requer um preparo de amostras com a maior eliminação 

possível de interferentes em uma matriz complexa como a urina, a fim de evitar uma 

provável interferência de matriz. Essa etapa requer cuidado e deve ser bem controlada 

para evitar a ocorrência de fracionamento isotópico, que poderia afetar a 

determinação da razão isotópica, ou seja, do ·13C dos esteroides. O fracionamento 

isotópico pode ocorrer durante a coleta das frações no CLAE ou na ausência de 

controle das reações químicas durante o processo e, assim, a amostra é enriquecida 
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com um dos isótopos, o que provoca uma alteração na composição isotópica (DE 

OLIVEIRA et al., 2019). 

No método proposto, o preparo de amostras envolveu as etapas de extração 

por fase sólida, extração líquido-líquido, hidrólise enzimática com E. coli, purificação 

das amostras por CLAE preparativa em três etapas e acetilação dos analitos. A 

princípio, três etapas por CLAE preparativa seriam um cuidado demasiado, visto que 

diversos trabalhos publicados apresentam protocolos de preparo de amostras que 

contêm duas etapas de purificação por CLAE para diversos esteroides nas mais 

variadas concentrações em urina (DE LA TORRE et al., 2012; DE OLIVEIRA et al., 

2019; PIPER et al., 2008), inclusive para 6³-OH e 6β-OH (PIPER e THEVIS, 2022);  

porém, conforme mencionado anteriormente, a presença de 6³-OH em uma amostra 

pode ocorrer em razão da administração de um precursor de testosterona, um 

anabolizante endógeno (POLET et al., 2014; WADA, 2021b). 

Portanto, se 6³-OH for detectada em uma amostra, pode-se determinar a razão 

isotópica dos outros marcadores do perfil endógeno, e a Wada recomenda, 

especialmente aos laboratórios que não tenham um método validado para 

confirmação de 6³-OH, que, em caso de tais suspeitas, realizem a confirmação dos 

marcadores do perfil endógeno antes de enviar a amostra para outro laboratório com 

capacidade analítica para confirmar o metabólito de 6-Oxo (WADA, 2022). Então, a 

fim de minimizar o consumo de amostras e realizar as duas confirmações a partir de 

uma mesma alíquota, a primeira etapa de CLAE preparativa é a mesma já 

implementada pelo LBCD (DE OLIVEIRA et al., 2019) para confirmação de 

testosterona e metabólitos (o que inclui a análise das referências endógenas). Por 

serem moléculas mais polares, 6³-OH e 6β-OH não apresentam uma boa retenção 

pela coluna empregada mediante o gradiente de fase móvel aplicado quando 

comparado com as demais substâncias (Figura 5), sendo coletadas em uma fração 

muito impura e exigindo uma melhor purificação. 
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Figura 5 - Comparação entre os cromatogramas dos STDMIX utilizados na primeira etapa de 

purificação por CLAE. 

 

Para a análise de confirmação de 6³-OH (A) e para confirmação de testosterona e metabólitos (B). Em 

vermelho, o percentual de ACN no gradiente. 

 

A primeira etapa foi proveniente da injeção dos extratos puros obtidos na etapa 

de extração da alíquota de urina, em que os analitos são obtidos em sua forma livre. 

Por meio dessa primeira etapa por CLAE, foi obtida uma fração contendo 6³-OH e 

6β-OH.  

A marcação dos intervalos de coleta dos extratos foi estabelecida a partir da 

análise do STDMIX1, conforme mostrado na Figura 5. 

As substâncias 6³-OH e 6β-OH apresentaram picos cromatográficos com 

resolução próxima a linha de base, 6³-OH com tempo de retenção (tR) de 5,453 min, 

6β-OH com tR de 6,110 min; Tremb_Ac (padrão interno) apresentou tR de 17,733 min. 

Após a injeção do STDMIX1, o intervalo de coleta das substâncias de interesse 

foi estabelecido, conforme apresentado na Figura 6. 
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Figura 6 - Comparação entre cromatograma do STDMIX1 e amostra real de urina no CLAE1. 

Cromatograma do STDMIX (em preto) sobreposto ao cromatograma de uma amostra real de urina 

(em azul), com os intervalos de coleta demarcados na linha pontilhada. 

 

A fração coletada por CLAE1 foi submetida a uma nova separação 

cromatográfica (CLAE1B), com um gradiente de % ACN menor e com rampa menos 

inclinada, para purificação dos dois analitos, conforme apresentado na Figura 7. A 

Figura 8 apresenta a coleta dos analitos 6³-OH e 6β-OH separadamente. 

 

Figura 7 - Cromatograma do STDMIX1 no CLAE1B.  

 

Em vermelho, o percentual no gradiente de ACN. 
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Figura 8 - Comparação entre cromatograma do STDMIX1 e amostra real de urina no CLAE1B. 

Cromatograma do STDMIX (em preto) sobreposto ao cromatograma de uma amostra real de urina (em 

azul), com os intervalos de coleta demarcados na linha pontilhada. 

 

As substâncias apresentaram um pico cromatográfico com forma gaussiana e 

uma boa separação entre os picos, o que é ideal já que no CLAE1 as substâncias 

interagem pouco com a fase estacionária e o CLAE1B tem o objetivo de purificação e 

isolamento das substâncias. Os tR obtidos foram de 13,733 min para 6³-OH, 

15,060 min para 6β-OH e 24,130 min para Tremb_Ac. 

Após separação por CLAE1B, as amostras foram acetiladas com piridina e 

anidrido acético e levadas para o CLAE2 para uma etapa de purificação adicional dos 

analitos. O STDMIX2 foi injetado para demarcação dos intervalos de coleta, conforme 

demonstrado na Figura 9.  
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Figura 9 - Cromatograma do STDMIX2 no CLAE2.  

Em vermelho, o percentual no gradiente de ACN. 

 

Após definição dos intervalos de coleta, as frações foram injetadas 

separadamente para obtenção de uma fração ainda mais pura das substâncias, 

conforme demonstrado na Figura 10 e Figura 11. 

 

Figura 10 - Comparação entre cromatograma do STDMIX2 e amostra real de urina na fração 6³-OH_Ac 

no CLAE2. 

Cromatograma do STDMIX (em preto) sobreposto ao cromatograma de uma amostra real de urina 

(em azul), com o intervalo de coleta de 6³-OH_Ac demarcado na linha pontilhada. 
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Figura 11 - Comparação entre cromatograma do STDMIX2 e amostra real de urina na fração 6β-OH_Ac 

no CLAE2. 

Cromatograma do STDMIX (em preto) sobreposto ao cromatograma de uma amostra real de urina 

(em azul), com o intervalo de coleta de 6β-OH_Ac demarcado na linha pontilhada. 

 

As substâncias apresentaram picos cromatográficos com forma gaussiana e 

resolução próxima a linha de base, o que é ideal em termos de purificação. Os tR 

obtidos foram de 17,493 min para 6³-OH, 17,957 min para 6β-OH e 22,493 min para 

Tremb_Ac. 

 

4.1.1 Uso de Tremb_Ac como padrão interno 

 

Em geral, o uso do padrão interno é requerido em análises de quantificação. 

Porém, nesse caso, a Tremb_Ac é utilizada como padrão interno nas análises por 

CLAE para avaliar a repetilibidade do tempo de retenção entre as injeções e garantir 

a estabilidade do sistema. 

A Tabela 5 ilustra a avaliação da repetibilidade ao longo de uma sequência de 

cada CLAE. 
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Tabela 5 - Variação do tR do padrão interno durante a purificação de amostras em CLAE. 

 

 

Observou-se, para a sequência avaliada, uma variação máxima entre a média 

do tR do PI na análise em triplicada do STDMIX e na sequência correspondente igual 

a 0,06 para CLAE1, 0,07 para CLAE1B e 0,00 para CLAE2, o que indica uma variação 

satisfatória e repetitiva entre as medições do tR ao longo de uma sequência. 

 

4.2 Calibração do gás de referência para a análise por CG/C/EMRI 

 

O Documento Técnico emitido pela Wada em 2022 para análise por 

CG/C/EMRI exige que o sistema seja calibrado periodicamente com materiais de 

referências certificados, que consistam de uma mistura de esteroides com valores de 

·13C certificados (WADA, 2022). 

Análise  
tR (min) 

CLAE1 CLAE1B CLAE2 

STDMIX 17,73 24,13 22,51 
STDMIX 17,74 24,13 22,51 
STDMIX 17,75 24,14 22,51 

1 17,75 24,15 22,51 
2 17,76 24,16 22,51 
3 17,74 24,17 22,51 
4 17,73 24,18 22,51 
5 17,72 24,19 22,51 
6 17,70 24,20 22,51 
7 17,70 24,20 22,51 
8 17,70 24,19 22,51 
9 17,70 24,18 22,51 
10 17,69 24,18 22,51 
11 17,70 24,17 22,51 
12 17,69 24,17 22,51 
13 17,69 24,17 22,51 
14 17,68 24,17 22,51 
15 17,68 24,17 22,51 

Média STDMIX 17,74 24,13 22,51 
Δ máx 0,06 0,07 0,00 
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  A calibração do gás de referência CO2 foi feita através da análise em 

quintuplicata do material de referência certificado (MRC) CU/USADA 33-1 e o ·13C do 

gás de referência foi considerado calibrado quando os valores de ·13C medidos para 

cada esteroide não variaram mais do que 0,5 ‰ em relação aos valores certificados. 

Quando essa variação excedeu o limite de aceitação, a calibração foi corrigida através 

da média das diferenças entre o valor medido e o valor certificado dos esteroides 

presentes no MRC.  

 Para garantir a estabilidade, o desvio-padrão entre os valores de ·13C de cada 

esteroide foi considerado adequando quando menor do que 0,4 ‰ na análise em 

quintuplicata. 

A Figura 12 apresenta um cromatograma da análise de CU/USADA 33-1. 

Tabela 6 apresenta a avaliação da calibração e estabilidade do sistema por uma 

análise em quintuplicata do MRC. 

 

Figura 12 - Cromatograma de análise do MRC CU/USADA 33-1 por CG/C/EMRI. 
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Tabela 6 - Quintuplicata de análises do MRC CU/USADA 33-1. 

δ13C (‰)  
Replicata 3ꞵ-OH_Ac 5ɑ-Col A_Ac 11K_Ac 

1  -30,99 -24,55 -32,62 -16,95 
2 -30,79 -24,76 -32,73 -16,96 
3 -30,57 -24,81 -32,59 -17,16 
4 -30,78 -24,64 -32,57 -17,12 
5 -30,53 -24,72 -32,74 -17,01 

Média (‰) -30,73 -24,70 -32,65 -17,04 
Desvio-padrão (‰) 0,18 0,10 0,08 0,09 
Valor certificado (‰) -30,61 -24,77 -33,04 -16,69 
Certificado + 0,50 (‰) -30,11 -24,27 -32,54 -16,19 
Certificado - 0,50 (‰) -31,11 -25,27 -33,54 -17,19 
Certificado - Média (‰) 0,12 -0,07 -0,39 0,35 

 

Conforme demonstrado, os valores estão dentro dos limites de aceitação. 

Portanto, o sistema está devidamente calibrado. 

 

4.3 Cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e espectrometria 

de massas por razão isotópica 

 

Após a etapa de purificação por CLAE2, as amostras seguiram para análise por 

CG/C/EMRI. Para obter o tempo de retenção dos analitos, foi injetado o padrão 

acetilado de 6³-OH e 6β-OH, separadamente, em concentração de 80 ng/µL em 

acetato de etila, conforme apresentado na Figura 13 e Figura 14. Nessa análise, foi 

feita uma injeção sanduíche - em que o autoamostrador adiciona o padrão interno e a 

amostra na mesma injeção - compreendendo 1-3 µL da amostra e 0,2 µL de 

5³-androstan-3β-ol (3β-OH_Ac; utilizado como padrão interno) com concentração de 

30 ng/µL. 
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Figura 13 - Cromatograma CG/C/EMRI da análise do padrão de 6³-OH_Ac. 

 

 

Figura 14 - Cromatograma CG/C/EMRI da análise do padrão de 6β-OH_Ac. 

 

 

Os tR obtidos foram iguais a 1099,1 s para 6³-OH_Ac, 1027,0 s para 6β-OH_Ac 

e de 654,8 s - 656,3 s para 3β-OH_Ac.  

Para verificar a ausência de interferentes nas frações analisadas e avaliar a 

purificação dos analitos após o preparo de amostras, foi preparada uma urina 

fortificada com 6³-OH e 6β-OH com concentração de 60 ng/µL. Os resultados foram 

apresentados na Figura 15 e Figura 16. 
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Figura 15 - Cromatograma CG/C/EMRI da análise de 6³-OH_Ac proveniente da urina fortificada.  

 

 

Figura 16 - Cromatograma CG/C/EMRI da análise de 6β-OH_Ac proveniente da urina fortificada. 

 

 

Na Figura 15 foi observado um pico em 1103,9 s, que não foi observado na 

análise da injeção do padrão de 6³-OH, conforme demonstrado na Figura 13. 

Portanto, para confirmar que essa substância está presente na matriz e não era, por 

exemplo, um possível produto de degradação do padrão, foi feita a análise de um 

branco de urina, apresentado na Figura 17. 
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Figura 17 - Cromatograma obtido por CG/C/EMRI referente à análise da fração de 6³-OH_Ac 

proveniente do branco de urina. 

 

 

Foi observado o sinal do pico suspeito que apresentou ·13C igual a -18,8 ‰  - 

sendo um valor de ·13C próximo ao de esteroides endógenos (DE OLIVEIRA et al., 

2019) - e a ausência do pico de 6³-OH_Ac, o que confirmou que essa substância é 

proveniente da matriz analisada. Para essa análise, a fim de evidenciar o sinal deste 

pico, foi utilizado um volume de ressuspensão menor do que o referente à análise da 

urina fortificada (ver Figura 1Figura 15), o que resultou na diferença de intensidade 

deste sinal para as demais análises. 

 Como a análise por razão isotópica não fornece nenhum tipo de informação 

estrutural e para garantir que a substâncias isoladas foram as de interesse, foi 

analisado o espectro de massas dos picos das substâncias. Os espectros obtidos são 

apresentados na Figura 18, na Figura 19 e na Figura 20. 
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Figura 18 - Espectro de massas do 6³-OH_Ac. 

 

 

Figura 19 - Espectro de massas do 6β-OH_Ac 
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Figura 20 - Comparação entre o espectro de massas da substância presente na urina branco e a 

biblioteca de espectros. 

 

 

Nos espectros de massas apresentados, foi possível identificar o íon molecular 

dos dois isômeros, m/z 344, e o pico base esperado em m/z 302, indicando a perda 

do grupo acetil. No espectro de massas do pico analisado, proveniente da urina em 

branco, foi possível notar que não tem o mesmo padrão de quebra que o apresentado 

nas substâncias de interesse neste trabalho. Porém, ao comparar o espectro obtido 

com a biblioteca de espectros, foi visto que o pico analisado possui fragmentos 

comuns a esteroides endógenos, como demonstrado na Figura 20, em que mostrou 

similaridade com o esteroide 11K_Ac. Isso indica a possibilidade de ser um esteroide 

endógeno pela similaridade de fragmentação encontrada; entretanto, investigações e 

análises adicionais seriam necessárias para caracterizar a estrutura do interferente. 

 

 

4.4 Validação 

 

4.4.1 Linearidade do instrumento 

 

A linearidade é definida como uma faixa de amplitude de picos, expressa em 

mV, que produz um valor de ·13C consistente e repetitivo. 
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Esse parâmetro de validação foi avaliado a partir da análise de soluções de 

padrões que foram preparadas e injetadas com diferentes massas – de 5 a 400 ng – 

e previamente acetiladas. O volume de injeção foi de 1 µL de solução preparada. A 

Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para o analito 6ɑ-OH_Ac. A faixa linear do 

instrumento foi determinada de 107 mV a 5787 mV.  O desvio-padrão a cada nível foi 

menor do que 0,5 ‰, variando de 0,1 ‰ a 0,4 ‰, o que atendeu aos critérios de 

aceitação. A média dos valores de ·13C a cada nível variou menos que 0,5 ‰ em 

relação à média total.  

 

Tabela 7 - Resultados obtidos no experimento de linearidade do 6ɑ-OH_Ac. 

Massa  
injetada  

(ng) 

Amplitude 
média  
(mV) 

δ13C (‰) 
Curva 

1 
Curva 

2 
Curva 

3 
Média Desvio-

padrão 
5 107 -33,7 -33,0 -33,0 -33,3 0,4 

10 184 -33,3 -32,5 -33,1 -33,0 0,4 
20 329 -33,4 -33,6 -33,3 -33,4 0,1 
40 844 -33,0 -33,5 -33,7 -33,4 0,4 
80 1613 -33,1 -33,0 -33,5 -33,2 0,3 

120 2229 -32,9 -33,0 -33,2 -33,0 0,1 
250 3854 -33,2 -32,9 -33,1 -33,0 0,2 
400 5787 -33,4 -33,2 -33,4 -33,3 0,1 

Média (‰)  -33,2    
Média - 0,5 (‰)  -33,7    
Média + 0,5 (‰)  -32,7    
Desvio-padrão (‰)     0,3    

 

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para o analito 6ꞵ-OH_Ac, tendo 

como faixa linear 297 mV - 8965 mV e desvio-padrão menor do que 0,5 ‰, variando 

de 0,03 ‰ a 0,4 ‰, o que atendeu aos critérios de aceitação.  
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Tabela 8 - Resultados obtidos no experimento de linearidade do 6ꞵ-OH_Ac. 

Massa  
injetada  

(ng) 

Amplitude 
média  
(mV) 

δ13C (‰) 
Curva 

1 
Curva 

2 
Curva 

3 
Média Desvio-

padrão* 
10 297 -31,9 -31,8 -31,8 31,8 0,1 
20 677 -31,0 -31,8 -31,1 31,3 0,4 
40 1398 -31,4 -31,6 -31,2 31,4 0,2 
80 2738 -31,3 -31,7 -31,5 31,5 0,2 

120 4250 -31,6 -31,7 -31,5 31,6 0,1 
250 6869 -31,6 -31,6 -31,7 31,6 0,04 
400 8965 -31,5 -31,4 -31,4 31,4 0,03 

Média (‰)  -31,5    
Média - 0,5 (‰)  -32,0    
Média + 0,5 (‰)  -31,0    
Desvio-padrão (‰)     0,2    

*Para os resultados que, arredondados para uma casa decimal, eram iguais a zero, foram apresentados 

resultados com duas casas decimais. 

 

A Figura 21 apresenta a avaliação distribuição gráfica dos pontos analisados 

no experimento da linearidade. Diferentemente dos métodos de análise quantitativa 

convencionais, a linearidade do equipamento para análise isotópica avalia a faixa de 

amplitudes de pico que produz valores de ·13C consistentes, ou seja, dentro do valor 

médio de ± 0,5 ‰. Essa amplitude de pico, em amostras reais, é resultante não apenas 

da concentração do analito na amostra, mas também do volume de amostra extraído 

e do volume de injeção. A linearidade do equipamento foi testada para as duas 

substâncias e os resultados obtidos foram satisfatórios para ambas. 
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Figura 21 - Distribuição dos pontos em suas faixas lineares de amplitude de pico na análise por 

CG/C/EMRI.  

 

A linha em preto representa o valor de ·13C médio e as linhas em vermelho representam a faixa de 

média ± 0,5‰. Em (A) 6ɑ-OH_Ac e em (B) 6ꞵ-OH_Ac. 

 

As faixas lineares obtidas foram comparáveis às de outros métodos reportados 

na literatura para análise de 6ɑ-OH_Ac, 6ꞵ-OH_Ac e outros esteroides endógenos, 

cujos limites inferiores variam em torno de 200 mV a 500 mV para a análise de 

diferentes esteroides (DE OLIVEIRA et al., 2019; PIPER; THEVIS, 2022; POLET et 

al., 2014). 

 

4.4.2 Limite de quantificação 

 

A faixa de trabalho foi definida como a faixa de concentração em que o desvio-

padrão de ·13C, na urina, deve ser menor o igual a 0,5 ‰. Além disso, foi definido que 

o método analítico desenvolvido deve gerar resultados que estão dentro da faixa 

linear, com exatidão e precisão para a faixa de concentração testada. A 

Tabela 9 e Tabela 10 apresentam os resultados obtidos no experimento de faixa 

de trabalho. 
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Tabela 9 - Determinação da faixa de trabalho para 6ɑ-OH_Ac. 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10 - Determinação da faixa de trabalho para 6ꞵ-OH_Ac. 

 

 

 

 

 

Para os dois analitos, foram obtidos resultados satisfatórios e consistentes, com 

desvio-padrão dentro do limite de aceitação, menor do que 0,5 ‰. 

A partir desses resultados, a concentração de 5 ng/mL foi considerada como 

possível limite de quantificação (LQ) para ambos os analitos, ou seja, a menor 

concentração presente na amostra cuja razão isotópica se pode determinar com 

precisão. Essa concentração corresponde a 50 % da concentração mínima a partir da 

qual a análise por CG/C/EMRI é requerida para confirmação de 6ɑ-OH. 

A Wada define o LQ para a análise por CG/C/EMRI como a menor 

concentração do analito em urina que, analisada em triplicata, produz um pico com 

amplitude dentro da faixa linear do equipamento com um desvio-padrão entre os 

valores de ·13C menor ou igual a incerteza combinada do método (WADA, 2022). As 

alíquotas analisadas foram de 25 mL. A Tabela 11 e a Tabela 12 apresentam os 

resultados de LQ. A concentração a 10 ng/mL também foi testada para ambos os 

Concentração (ng/mL) Amplitude (mV) δ13C (‰) 
5 1179 -33,4 

10 2851 -33,1 
20 2872 -33,7 
40 2096 -34,2 
60 1769 -34,1 

Média (‰)  -33,7 
Desvio-padrão (‰)  0,4 

Concentração (ng/mL) Amplitude (mV) δ13C (‰) 
5 1081 -31,1 

10 1745 -31,5 
20 1963 -31,6 
40 1529 -31,7 
60 1524 -31,5 

Média (‰)  -31,5 
Desvio-padrão (‰)  0,2 
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analitos para o caso de a concentração mais baixa não atender aos critérios 

estabelecidos. 

Tabela 11 - Determinação do limite de quantificação para 6ɑ-OH_Ac. 

Concentração 
(ng/mL) 

Amplitude 
média 
(mV) 

δ13C (‰) 
Curva 

1 
Curva 

2 
Curva 

3 Média 
Desvio-
padrão uc* 

5 1517 -32,3 -32,4 -33,3 -32,7 0,5 0,6 
10 2812 -33,4 -33,7 -33,5  -33,5 0,1 0,6 

*A obtenção deste dado será discutida no item 654.4.3.2. 

 

Tabela 12 - Determinação do limite de quantificação para 6ꞵ-OH_Ac. 

Concentração 
(ng/mL) 

Amplitude 
média 
(mV) 

δ13C (‰) 
Curva 

1 
Curva 

2 
Curva 

3 Média 
Desvio-
padrão uc* 

5 1372 -31,7 -31,5 -31,6 -31,6 0,1 0,2 
10 2545 -31,6 -31,5 -31,8 -31,6 0,1 0,2 

*A obtenção deste dado será discutida no item 654.4.3.2. 

 

Conforme os resultados apresentados para ambos os analitos, os desvios-

padrão obtidos na triplicata foram menores do que as respectivas incertezas 

combinadas do método. Portanto, os LQ foram definidos a 5 ng/mL para 6ɑ-OH_Ac e 

6ꞵ-OH_Ac. 

 

4.4.3 Precisão  

 

Para a medição da razão isotópica, é essencial considerar a contribuição das 

incertezas atrelada a todo o método analítico para a interpretação de resultados. 

Portanto, é necessário utilizar a matriz de análise para incluir qualquer possível 

inferência de matriz, hidrólise, acetilação, separação e purificação cromatográfica em 

todo o procedimento. 

Sendo assim, a precisão do método desenvolvido foi avaliada sob condições 

de precisão intraensaio (repetibilidade) e precisão interensaio e precisão 

intermediária. 
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4.4.3.1 Precisão intermediária 

 

 A precisão intermediária foi avaliada através do preparo de 16 replicatas de 

amostra de duas urinas diferentes (feminina e masculina) fortificadas com os analitos, 

por dois analistas e em dias diferentes. A repetibilidade, também chamada de precisão 

intraensaio, é avaliada através do mesmo experimento utilizado para determinar a 

precisão intermediária dos analitos, através do cálculo da raiz quadrada da variância 

dentro do grupo.   

A Tabela 13 e a Tabela 14 apresentam os resultados obtidos. O valor de 

precisão intermediária obtido foi igual a 0,6 ‰ para o analito 6ɑ-OH_Ac e 0,1 ‰ para 

6ꞵ-OH_Ac e de repetibilidade igual a 0,3 ‰ para 6ɑ-OH_Ac e 0,1 ‰ para 6ꞵ-OH_Ac. 

 

 

Tabela 13 - Precisão intermediária do método para 6ɑ-OH_Ac. 

 

 

 

 δ13C (‰) 
Urina 1 (feminina, C = 10 ng/mL) 2 (masculina, C = 25 ng/mL) 

Analista 1 2 1 2 

Dia 1 2 1 2 1 2 1 2 

R1 -33,4 -34,1 -32,8 -33,3 -34,0 -33,6 -33,0 -33,6 

R2 -33,4 -33,6 -32,3 -33,3 -34,1 -33,1 -33,6 -33,5 

R3 -33,2 -34,3 -32,5 -33,3 -34,1 -32,9 -33,1 -33,6 

R4 -33,8 -34,0 -32,1 -32,9 -34,0 -33,7 -33,5 -33,6 

Média (‰) -33,3 -33,6 
Repetibilidade  

(‰)    0,3    0,3 

Precisão 
Interensaio 

(‰) 
0,6    0,3 

Precisão 
Intermediária 

(‰) 
0,6 
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Tabela 14 - Precisão intermediária do método para 6ꞵ-OH_Ac. 

 

A precisão interensaio para a urina 2 não foi possível calcular pois, no caso dos 

dados obtidos para esse grupo, a variação entre os grupos foi menor do que a variação 

dentro do grupo. Sendo assim, a equação para o cálculo da precisão interensaio ( �� = √varentre os grupos2vardentro do grupo �   ) não tem solução real. Essa exceção está 

descrita na Nota Técnica da Wada para Laboratórios que sugere, nesse caso, que a 

precisão intermediária deve ser igual a repetibilidade. (MAGNUSSON; ÖRNEMARK, 

2014) 

4.4.3.2 Exatidão e incerteza combinada 

 

A incerteza da medição (uc) é estimada para cada esteroide como a raiz 

quadrada da soma dos quadrados da precisão intermediária e da exatidão. O cálculo 

desse parâmetro envolve todo o procedimento de preparo de amostras. 

Aplicado à técnica de CG/C/EMRI, a exatidão é um parâmetro associado à 

ausência de fracionamento isotópico, que pode ocorrer durante todo o processo de 

preparo de amostras e que influencia no valor obtido do ·13C.  

 δ13C (‰) 
Urina 1 (feminina, C = 10 ng/mL) 2 (masculina, C = 25 ng/mL) 

Analista 1 2 1 2 

Dia 1 2 1 2 1 2 1 2 

R1 -31,1 -30,9 -31,1 -31,3 -31,5 -31,5 -31,4 -31,1 

R2 -31,3 -31,3 -31,2 -31,3 -31,5 -31,5 -31,3 -31,6 

R3 -31,2 -31,3 -30,9 -31,3 -31,5 -31,6 -31,5 -31,5 

R4 -31,2 -31,3 -31,2 -31,2 -31,5 -31,4 -31,6 -31,6 

Média (‰) -31,2 -31,5 
Repetibilidade  

(‰)      0,1      0,1 

Precisão 
Interensaio 

(‰) 
     0,04      Insignificante 

Precisão 
Intermediária 

(‰) 
0,1 
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A exatidão foi calculada através da diferença entre o valor de ·13C dos padrões 

utilizados no experimento de linearidade instrumental (·13C esperado) e o obtido no 

experimento de precisão (·13C observado), através da análise de alíquotas de urina 

fortificadas com o padrão do analito e submetidas a todo o procedimento de preparo 

e análise das amostras. A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos. A incerteza 

combinada obtida foi igual a 0,6 ‰ para o analito 6ɑ-OH_Ac e 0,2 ‰ para 6ꞵ-OH_Ac. 

 

Tabela 15 - Incerteza combinada estimada a partir da exatidão e precisão intermediária do método 

para 6ɑ-OH_Ac e 6ꞵ-OH_Ac. 
 

6ɑ-OH_Ac 6ꞵ-OH_Ac 

Valor esperado (‰) -33,2 
 

-31,5 
 

Valor observado (‰) -33,4 
 

-31,3 
 

Exatidão (‰) 0,2 0,2 

Precisão intermediária (‰)* 0,6 0,1 

uc (‰) 0,6 0,2 

*Ver Tabelas 13 e 14.



 

67 

  

 

5 CONCLUSÃO 

 

Um método de análise para determinar a razão isotópica de carbonos de 6ɑ-

OH e 6ꞵ-OH foi desenvolvido e validado.  

Foram desenvolvidas as condições de análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) e cromatografia gasosa acoplada a forno de combustão e a 

espectrometria de massas por razão isotópica (CG/C/EMRI). O método desenvolvido 

utiliza a mesma alíquota de urina para a confirmação da origem exógena de 6-Oxo e 

confirmação de testosterona e seus marcadores endógenos. 

A validação atendeu às exigências da Wada explicitadas no TD2022IRMS. 

A linearidade do instrumento é comparável a de outros métodos reportados na 

literatura para análise de diferentes esteroides. Para ambos os analitos, foi obtido um 

LQ com concentração correspondente a 50 % da concentração mínima requerida pela 

Wada para análise por CG/C/EMRI na confirmação de 6ɑ-OH. Foram obtidos valores 

de precisão e exatidão satisfatórios, a partir das quais foram estimados os valores de 

incerteza combinada do método, que foram menores do que 1,0 ‰. 

Os resultados obtidos nos ensaios de validação garantem a adequação do 

método para distinguir a origem endógena ou exógena de metabólitos de 6-Oxo na 

matriz urina. 

Como perspectivas futuras, propõe-se a modificação do CLAE1 utilizado para 

a análise de confirmação de testosterona, a fim de melhorar a interação com a fase 

estacionária e a retenção de 6ɑ-OH e 6ꞵ-OH e então eliminar a necessidade de três 

etapas de CLAE. Além disso, propõe-se a realização de um estudo de excreção para 

a avaliação da performance do método desenvolvido.
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