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RESUMO

LOUZADA, Natasha Veiga. VALIDACAO DA METODOLOGIA DE QUANTIFICACAO
DE ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS ENDOGENOS EM URINA
HUMANA. Rio de Janeiro, 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em

Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os esteroides anabdlicos androgénicos estao entre as drogas mais utilizadas
pelos atletas no abuso de substancias proibidas. Desde 1982, o Comité Olimpico
Internacional baniu o uso da testosterona e definiu uma razao entre as concentracdes
de testosterona e epitestosterona para indicar o abuso da substancia exdégena. Desde
entdo, a caracterizacdo do perfil endogeno de esterdides tornou-se rotina nos
laboratorios. Para se diferenciar as substancias endégenas das substancias exdgenas
administradas, os laboratorios de controle de dopagem demandam confiabilidade em
seus métodos de analise, que devem ser validados por um 6rgdo nacional, como o
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo Qualidade Industrial (INMETRO) e
internacional, como a Agéncia Mundial de Antidoping (WADA). Neste trabalho,
validou-se a metodologia de quantificacdo de esterdides anabdlicos androgénicos
enddgenos em urina humana por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Foram avaliados os seguintes parametros de validacdo: linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, arraste, repetibilidade, precisdo intermediaria,
tendéncia e incerteza de medicdo. Realizou-se, ainda, a quantificacdo do ponto de
calibracédo (CALENDO) frente a curva de calibracdo e, por fim, avaliou-se a tendéncia
através da comparagdo com um material de referéncia certificado (MRC). Os

resultados obtidos mostraram-se em conformidade com os critérios de aceite
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desejados, permitindo o uso do método para analise de rotina no laboratorio brasileiro
de controle de dopagem (LBCD).

Palavras chave: esteréides endogenos, dopagem e validacéao.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

O esporte representa um modelo para a sociedade contemporanea, um
exemplo de sucesso e uma busca por performance e rendimento corporal. Esta
amplamente presente na sociedade por se enquadrar como um espetaculo de grande
publico na industria cultural, sendo uma fonte de entretenimento (VAZ, 2005).

O alto rendimento é o desejo de todo atleta a fim de alcangcar o melhor
desempenho, levando o esportista a conquistar prémios, medalhas e reconhecimento.
Dessa forma, na corrida pela superacéo, os atletas podem recorrer a meios ilegais a
fim de melhorar seu desempenho, e essa busca pela poténcia corporal esta ligada ao
uso de drogas na sociedade ocidental contemporanea. Os atletas buscam
complementar os treinos fisicos com diversas substancias conhecidas, que estdo
facilmente disponiveis no mercado, tanto em academias, quanto com 0sS proprios
atletas de elite (VAZ, 2005).

O uso de drogas para melhorar o desempenho fisico vem desde os tempos dos
antigos egipcios, atletas gregos e gladiadores romanos (EHRNBORG; ROSEN, 2009).
Os gregos envolviam, em seu modo de vida, os eventos esportivos, a participacao
artistica do atleta e sua preparacdo para ser um guerreiro. Nessa época, 0 esporte
ditava a importancia geogréfica, politica e econémica das regides. Ja no periodo
romano, a violéncia tomou conta das lutas de gladiadores e das corridas de cavalo, e,
como consequéncia, evidenciou o doping dos competidores. Desde entdo, o esporte
sofreu uma baixa popularizacdo até o século XIX, quando ressurgiu na época da
revolucao industrial, com cunho politico e socioecondémico. Dessa forma, o esporte foi
comercializado, trazendo consigo a exigéncia pelo rendimento dos atletas, e
novamente, o historico de dopagem (AQUINO NETO, 2001).

Os motivos econdmicos também cativam os atletas ao uso de substancias
proibidas, pois traz a possibilidade de ganhos de prémios de elevados valores e
podem levar o atleta a solugbes impensaveis mesmo violando regras juridicas e de
etica (EHRNBORG; ROSEN, 2009). A pressao familiar, social e da midia também sé&o



fatores que influenciam as atitudes desses atletas e os cegam frente as situacdes em
que se deve reagir pela moral, ética e seguranca (AQUINO NETO, 2001).

A palavra doping teve sua origem na Holanda. Guerreiros zulus utilizavam o
dop (bebida alcodlica a base de uva) para melhorar a performance e destreza nas
batalhas. Na virada do século XX, a palavra doping (dopagem, em portugués) tornou-
se popularmente conhecida através das corridas de cavalo. Mas a pratica de melhorar
o desempenho através de substancias ou outros meios artificiais, no entanto, é tao
antiga quanto o esporte competitivo em si (WADA. A brief history of anti—-doping).

Nos Jogos olimpicos de Saint Louis, Thomas Hicks venceu a maratona de 1904
injetando estricnina e doses de conhaque durante a corrida (AQUINO NETO, 2001).
Na década de 1920 tornou-se evidente que as restricdes relativas ao uso de drogas
no esporte eram necessarias, apos sucessivas dietas especiais com estimulantes
(WADA. A brief history of anti—-doping).

A Federagéo Internacional de Atletismo, tornou-se, em 1928, a primeira
federacdo a banir o uso de estimulantes. Muitas outras federa¢des tentaram seguir o
exemplo, porém tiveram muitas restricdes em seus testes realizados. O horménio
sintético foi o vildo na década de 1930, com sua invencao e crescente uso para fins
de dopagem na década de 1950. Com a morte do ciclista Dinamarqués Knut Enemark
nos Jogos Olimpicos de 1960, houve uma introducéo das autoridades esportivas no
controle de dopagem no esporte (WADA. A brief history of anti—-doping).

Em 1967, o Comité Olimpico Internacional (COI) instituiu sua Comisséo
Médica e montou a primeira lista de substancias proibidas. E no ano seguinte, os
atletas ja foram testados nos Jogos Olimpicos do México. Em 1970 a maioria das
FederacBes Internacionais introduziu analises anti dopagem, porém ndo havia
maneira de detectar os esterdides anabolizantes, o que levou a generalizacao de seu
uso em eventos de resisténcia a partir desta década (WADA. A brief history of anti—
doping). Segundo o COI, o doping € definido como o uso de qualquer substancia
enddgena ou exdgena em quantidades ou vias anormais com a intencédo de aumentar
o desempenho do atleta em uma competi¢éo (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI,
2002).

Somente em 1974 um novo método de confianga foi introduzido para analisar
os esterbides anabolizantes e esses passaram a integrar a lista de substancias

proibidas do COl em 1976, acarretando em diversas ocorréncias de desqualificacbes



relacionadas aos esportes de resisténcia, como o levantamento de peso (WADA. A
brief history of anti—-doping).

Frente aos resultados obtidos na luta contra o doping até entdo reconhecidos,
o alvo dos atletas passou a ser o doping no sague. Houve uma busca em aumentar o
nivel de hemoglobina, a fim de se obter maior oxigenacdo, a partir do uso de
eritropoetina e, dessa forma, tem-se praticado o doping sanguineo desde a década
de 1970 (WADA. A brief history of anti—doping).

A eritropoetina (EPO) é um horménio endbégeno cuja principal funcéo é regular
a eritropoese. Suas formas recombinantes vem sendo usadas por atletas em esportes
de resisténcia a fim de aumentar a concentracdo de hemacias, gerando maior aporte
de oxigénio ao tecido muscular (BENTO; DAMACENO; AQUINO NETO, 2003).
Porém, somente em 1986 este passou a ter um método analitico, sendo assim, a EPO
passou a ser incluida na lista de substancias proibidas do COI em 1990. O teste de
deteccdo de EPO de confianga foi implementado pela primeira vez nos Jogos
Olimpicos de Sidnei, em 2000 (WADA. A brief history of anti—-doping).

Durante o Tour de France, em 1998, diversas substancias proibidas foram
encontradas pela policia em uma operacao, que levou a reavaliagdo do papel das
autoridades publicas em assuntos antidoping. Esse escandalo evidenciou a
necessidade da criacdo de uma agéncia internacional independente, a fim de definir
padrées para o esforco antidoping e coordenar as organizacdes desportivas e
autoridades publicas. Desde entéo, a Primeira Conferéncia Mundial sobre Doping, em
Lausanne, prop0s a criacdo da Agéncia Mundial de Antidoping (WADA), que foi
instituida em novembro de 1999 (WADA. A brief history of anti—-doping). A partir dessa
criacdo, o COl intensificou o numero de testes nos Jogos Olimpicos, de 2359 (em
Sidnei no ano 2000) para 5051 (em Londres no ano de 2012) (INTERNATIONAL
OLYMPIC COMMITTEE, 2014).

A WADA coordena o desenvolvimento do combate a dopagem no mundo
através de pesquisas cientificas com intuito de melhorar o desenvolvimento de meios
de deteccdo de substancias proibidas, conscientizacdo e orientacdo dos atletas
(ALVES, 2012) e é responsavel pela evolucdo do Cédigo Mundial Anti-dopagem em
nivel internacional, o documento que fornece a base para enquadrameno das politicas
publicas antidopagem, regras e regulamentos dentro das organiza¢gdes desportivas.
Entre diversas responsabilidades, a WADA também desenvolve protocolos para

garantir a disponibilidade de informacé&o entre 0 movimento desportivo e 0s governos



(WADA, Strategy). Atualmente, existem 29 laboratérios credenciados em todo o
mundo para realizar as analises de controle de dopagem humano e ainda 2
laboratorios suspensos (WADA, Laboratories).

As substancias controladas pela WADA se enquadram em diferentes classes:
agentes anabdlicos, agentes mascarantes, [-2 gonistas, [(-bloqueadores,
canabindides, estimulantes, glicocorticoides, horménios peptidicos, horménios
agonistas e moduladores, narcoticos e alcool. Entre eles, os esterdides anabdlicos
androgénicos sao as substancias que apresentam 61% de resultados analiticos
adversos no controle de dopagem. Portanto, pode-se compreender a importancia de

se estudar os agentes desta classe de substancias (ALVES, 2012).

1.2 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

Os esterdides anabolizantes ou esterdides anabdlicos androgénicos (EAA)
referem-se aos hormonios esteroides da classe dos horménios sexuais masculinos,
gque garantem as caracteristicas sexuais associadas a masculinidade (SILVA;
DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002). Todos os EAA sintéticos ou semissintéticos
comercializados sao derivados da testosterona (LIMA; CARDOSO, 2011).

A testosterona e seus precursores estdo ligados a duas atividades: anabdlica
e androgénica. A primeira esta relacionada a estimulacao do crescimento e maturacao
dos tecidos ndo reprodutores e a segunda esta relacionada ao desenvolvimento
reprodutor e as caracteristicas sexuais secundarias (CUNHA et al, 2004)

A testosterona € o hormonio esteréide androgénico mais importante produzido
pelas células de Leydig nos testiculos. Nas mulheres, esta é produzida pelos ovarios
em menor quantidade. Porém, em ambos o0s casos, pode ser produzida pelo cortex
da supra-renal, onde também s&o produzidas a desidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenodiona. A sintese dos hormonios androgénicos se da pelo colesterol. Apds
sucessivas oxidacdes, o mesmo ird formar a pregnenolona, que € a precursora dos
horménios esterdides. Durante a conversao da pregnenolona a testosterona, ocorre a
formacdo de DHEA e androstenodiona. Os testiculos também produzem, em menor
quantidade, DHEA E 5a-dihidrotestosterona (DHT) (SILVA; DANIELSKI,
CZEPIELEWSKI, 2002).



A testosterona € metabolizada no figado, e se administrada oralmente,
ocorrendo o metabolismo de forma muito rapida. A meia-vida da testosterona livre
de 10-21 minutos. Ela é inativada no figado pela conversdo em androstenodiona e
90% dos seus metabdlitos sdo excretados na urina (SILVA; DANIELSKI;
CZEPIELEWSKI, 2002).

A concentracao plasmatica de testosterona em um homem adulto é de 300 a
1000 ng/dL, sendo uma producéo diaria de 2,5 a 11 mg. Aproximadamente 95% da
testosterona circulante € proveniente dos testiculos e apenas 5% é oriunda das
glandulas suprarenais. J4 nas mulheres a producdo normal é de cerca de 5% da taxa
masculina (FERREIRA et al, 2007; LIMA; CARDOSO, 2011).

1.2.1 EAA como droga de abuso

Durante a Segunda Guerra Mundial, os EAA foram utilizados para restaurar o
nitrogénio em vitimas desnutridas, submetidas a jejum forcado. E as tropas alemas
também fizeram uso dessas substancias a fim de aumentar a gressividade dos seus
soldados (CUNHA et al, 2004). A partir de um campeonato de levantamento de peso,
na década de 1954, no Vietna, foi divulgada a idéia de aperfeicoamento de
desempenho dos atletas com administracdo de EAA (FERREIRA et al, 2007).

O caso mais conhecido de uso de EAA em Jogos olimpicos foi o do corredor
canadense Ben Johnson, que ganhou medalha de ouro nos 100 metros rasos nas
Olimpiadas de Seul, 1988, cujo exame detectou a presenca dos metabdlitos do
anabolizante estanozolol. Outros esportes olimpicos vieram a apresentar atletas que
usam EAA para ganhar destaque, como natacéo, o esqui, o volei, o ciclismo, o futebol,
entre outros (SILVA et al, 2002).

Dentre as diferentes formas de utilizacdo, a mais frequente € por via oral ou
parenteral, no entanto, pode-se descrever o uso de substancias por via retal, nasal,
transdérmica, ou implante de capsula (FERREIRA, 2011). Contudo, o padrdo de
utilizac&o ao se prever uma realizagdo de controle de dopagem € o oral, uma vez que

sé@o mais rapidamente eliminados pelo organismo (RIBEIRO, 2011).



1.2.2 Aspectos fisiologicos

Os EAAs sao substancias sintéticas derivadas da testosterona, produzidos
para aumentar o potencial dos efeitos anabdlicos e minimizar os efeitos androgénicos.
Sao também importantes na recuperagdo dos atletas apds o treino fisico. Esse efeito
recuperador tem relacdo com a aceleragdo do metabolismo protéico na regeneracao
mais rapida das micro lesGes decorrentes das agressdes musculares no esforgo fisico
(RIBEIRO, 2011).

Os hormoénios esterdides e os tireoidianos se unem através das proteinas de
ligagcdo com horménios do plasma, permitindo sua entrada nas células, porém, alguns
séo convertidos em outros hormdnios esteroides. Ja o esterdide intracelular entra no
ndcleo e se liga com receptores nucleares, mudando sua conformacgéo, que resulta
na transcricdo do DNA. O RNA resultante irhd se mover para o citoplasma iniciando a
sintese de uma proteina especifica, que expressa a acao fisiolégica do horménio.
Apos exercerem essa funcéo, os esterdides sdo desativados no figado e excretados
pelos rins (LIMA; CARDOSO, 2011).

1.2.3 Uso clinico

Desde a Segunda Guerra Mundial, muitos casos clinicos foram tratados com
EAA. Nessa época, 0s pacientes apresentavam doencas terminais ligadas a
debilidade cronica, tais como: traumatismos, queimaduras, depressao e recuperacao
de grandes cirurgias. Os EAA tém sido administrados no tratamento das deficiéncias
androgénicas, puberdade e crescimento retardado, e contracepcdo hormonal
masculina (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

Outras indicacbes da administracdo de EAA sdo para o tratamento de
hipogonadismo nos homens, para aumentar a concentragdo de testosterona e
derivados fundamentais ao desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas.
Também é utilizado para o tratamento da anemia, faléncia da medula 6ssea e doenca
renal cronica. Ha ainda, associacdes dos EAA ao tratamento de osteoporose por
estimularem os osteoblastos - células responsaveis pela deposicéo do tecido 0sseo
(CUNHA et al, 2004).



1.2.4 Efeitos colaterais

Em pessoas saudaveis, as doses de EAA ndo apresentam a capacidade de
aumentar a massa muscular e a performance dos atletas, se forem doses
terapéuticas. Porém, para objetivos esportivos, as doses variam de 10 a 100 vezes
mais do que as ditas anteriormente, o que leva ao hiperandrogenismo. Ainda que se
promovam os efeitos desejados, como aumento da resisténcia, forca e crescimento
muscular, originam um distirbio hormonal causando diversas consequéncias
negativas (FERREIRA et al, 2007). A falsa sensacao de bem estar permite prolongar
as sessOes de exercicio, uma vez que os EAA promovem o estado de euforia e
diminuem a fadiga dos usuérios (RIBEIRO, 2011), além de propiciarem a recuperacao
muito mais rapida do que em condi¢cGes normais de atividade fisica (LIMA; CARDOSO,
2011).

Algumas das caracteristicas oriundas do uso da testosterona séo: surgimento
de pelos faciais e corporais, espessamento das cordas vocais, aumento da producao
das glandulas sebaceas, aumento da agressividade e do interesse sexual (FERREIRA
et al, 2007), além do surgimento de acnes, infertilidade, problemas hepaticos, e
cardiovasculares ao usuario da testosterona. Para as mulheres, pode ocorrer também:
anovulagcédo, atrofia das mamas, auséncia de menstruacdo, alopecia (perda de
cabelo); e nos homens: atrofia testicular, hipertrofia prostatica, ginecomastia,
disfuncdo erétil, hipogonadismo (diminuicdo da producdo de horménios)
(NIESCHLAG; VERONA, 2015).

Um dos casos de abuso ocorreu com um atleta de culturismo, por nandrolona
e mesterolona, onde foi relatado o aparecimento de hematoma hepatico e
subsequente hemorragia-abdominal (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

O uso indiscriminado em todo o mundo traz uma preocupacdo Ssocio-
governamental, dentro e fora do meio desportivo, por 0rgaos sanitarios e esportivos,
como a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e o COI, dado que ndo somente 0s
atletas profissionais, mas também os amadores sdo usuarios das substancias em
questédo (LIMA; CARDOSO, 2011).



1.3 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS ENDOGENOS

A testosterona é um esterdide androgénico anabdlico endégeno (EAAE), que
foi purificado e sintetizado em 1935. E, desde entdo, novos esteréides ou o0s
endogenos passaram a ser comercializados (FABREGAT et al, 2011).

O estudo de excrecdo de esterdides enddgenos é um tépico importante em
muitas areas de pesquisa, incluindo a aplicacdo ao uso indevido de esterdides no
esporte. Os esterdides sdo moléculas derivadas do colesterol que se dividem em
diversas categorias: androgénios, estrogénios, glicocorticéides, mineralocorticoides,
etc, de acordo com sua estrutura e atividade. Como hormdnios, 0s esterdides sédo
sintetizados por glandulas endoécrinas, liberados na corrente sanguinea e
metabolizados de forma variada. A maior parte dos esterdides excretados na urina,
em torno de 90%, esta presente sob forma de glicuronideos e sulfatos, entre outras
formas. As concentragbes encontradas variam de ng/pL, para o0s principais
enddgenos, a ng mL? para os componentes em menor quantidade produzida, como
0s metabdlitos de estrogénios (ROBLES et al, 2017).

1.3.1 Estruturas quimicas

Uma das etapas do processo de validacdo de um método € a andlise dos
dados produzidos, e para tal, sdo respeitados diversos critérios abordados pela
WADA, como por exemplo, os critérios minimos para identificacdo dos analitos para
fins de controle de dopagem (TD2015IDCR).

Os analitos sao identificados a partir de uma propriedade fisica. Uma vez que
os ions de fase gasosa séo produzidos, eles precisam ser separados de acordo com
suas massas. A propriedade fisica dos ions que € medida pelo analisador de massa
€ a sua relacdo massa carga (m/z). Alguns analisadores, como € o caso do triplo-
guadrupolo, permite que se obtenha um espectro de massa resultante da
decomposicdo de um ion selecionado no primeiro analisador, gerando fragmentos ao
longo de varias geracdes (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Um dos aspectos mais importantes nas analises de doping € a obrigagdo em
determinar, de forma inequivoca, a presenca de um composto e prevenir os resultados

de testes falsos positivos. Um pré-requisito na analise de espectrometria de massas



€ a presenca dos ions diagnésticos, com abundancia relativa maior que 10% no
espectro da amostra suspeita e amostra de referéncia. O ion diagnéstico pode ser
definido como ion molecular ou fragmento cuja presenca e abundancia séo
caracteristicas da substancia, podendo, dessa forma, auxiliar na sua identificacao.
Comumente, sdo necessarios trés ions de diagnostico para identificar um analito alvo
(THEVIS, 2010).

1.4 PERFIL ENDOGENO

Os compostos enddgenos foram analisados em laboratorios clinicos durante
um longo tempo. Porém, a determinacdo dos esterdides anabdlicos androgénicos
endogenos (EAAE), agora como biomarcadores, teve destague no processo de
desenvolvimento de novas drogas. Para tal, as técnicas de analise cromatogréfica
foram utilizadas na determinacdo dos EAAE, ao invés de ensaios tradicionais, de
modo a garantir confianca adequada nos resultados (VAN DE MERBEL, 2008).

A identificacdo e quantificacdo dos EAAE em amostras de urina podem ser
realizadas em algumas etapas: triagem inicial, suspeita de perfil enddégeno alterado, e
confirmacéo da quantificacdo de perfil endégeno alterado por metodologia especifica,
como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa por razao
isotopica (GC-C-IRMS) (TD2018EAAS). A andlise das amostras por GC-C-IRMS
determina a assinatura isotopica dos compostos através da medicdo dos isétopos
estaveis do carbono, viabilizando identificar se o ester6ide foi sintetizado
biologicamente ou se teve origem por uma fonte exdgena (PEREIRA, 2015).

O perfil endégeno de um individuo é uma das ferramentas mais informativas
e versateis para detectar o uso indevido de EAAE no esporte (RENTERGHEM, 2013).
Este, consiste na quantificacdo de alguns compostos livres e glicuconjugados ligados
a testosterona e seus metabdlitos (KUURANNE; SAUGY; BAUME, 2014). Os
principais s&o: testosterona, epitestosterona, androsterona, etiocolanolona, 5a-
androstano-3a,173-diol (5a-Adiol) e 5B-androstano-3alfa,173-diol (5B-Adiol).

A razao entre algumas substancias é indicativa da administracdo do composto
exdgeno, como a razao testosterona/ epitestosterona (T/E). Na década de 1980,
usava-se um limite superior de 6.0 para esta razao - valor estipulado pela Comissao

Internacional de Olimpiadas. Uma vez que a epitestosterona se apresenta como um
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menor produto do metabolismo da testosterona, ela ndo aumenta apds administracéo
da testosterona exdgena, levando ao aumento da razdo T/E (SOTTAS; SAUGY;
SAUDAN, 2010). Contudo, esse limite foi estipulado por uma média populacional, e
depois reduzido para 4.0 para discriminar os valores obtidos. No entanto, esses
valores de referéncia baseados na populagdo ndo foram sensiveis o suficiente para
evidenciar o potencial uso de EAAE de um individuo e foram questionados, em 1994,
até que surgiram novas propostas e iniciou-se a utilizacdo de um modelo de
passaporte bioldgico modo esteroidal (KUURANNE; SAUGY; BAUME, 2014).

Tal passaporte bioldgico permitiu as autoridades antidoping uma avaliacdo
individual dos atletas ao longo do tempo. O modelo do algoritmo inclui conhecimentos
prévios sobre a populacéo, bem como os resultados de testes anteriores do atleta. A
medida que se incluem mais testes, os limites calculados se ajustam para os limites
individuais do atleta (VAN RENTERGHEM et al, 2013). Os chamados “Athlete
Passport Management Unit” (APMU) sdo os responsaveis por gerenciar os valores
obtidos dos atletas e recomendar a analise de confirmacdo por GC-C-IRMS
(KUURANNE; SAUGY; BAUME, 2014).

Os APMU'’s analisam a necessidade de confirmacgéo do teste de acordo com
as informacdes de cada atleta, uma vez que varios fatores podem alterar o perfil
enddgeno do atleta, sdo eles: a administracdo de esterdides anabolizantes, uso de
mascarantes e diuréticos, crescimento microbiana na urina, ingestao de alcool, pratica
de exercicios, entre outros (PEREIRA, 2015).

O método de analise das substancias enddgenas deve seguir algumas
caracteristicas direcionadas pelo documento técnico da WADA TD2018EAAS, como
podem ser vistas abaixo.

e A andlise deve ser realizada para os derivados TMS (Trimetilsilil) por
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS ou GC-MS-MS);

e Um padrao de calibracédo ou curva de calibracdo deve ser incluido a cada
sequéncia se analise;

e Pelo menos, dois marcadores de perfil endogeno em concentracdes
representativas devem ser incluidos e cada sequéncia de analise;

e Deve-se utilizar enzima purificada de 3-glicuronidase de E-coli. Ndo serédo

aceitas misturas com H. pomatia (B-glicuronidase/ arilsulfatase);
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e A extensdo da hidrélise dos compostos glicoconjugados deve ser
controlada com Androsterona-glicuronideo;
e A extensdo da derivatizacdo deve ser controlada através do monitoramento
dos derivados de mono-O-TMS e di-O-TMS da androsterona;
e Quando necessario, o volume da aliquota pode ser ajustado em fun¢éo da
densidade e sexo do atleta;
e Os valores da razdo T/E devem ser determinados através da razdo das
areas ou alturas dos picos cromatograficos corrigidos;
e A linearidade do método, estabelecida durante a validagcéo, deve abranger
a amplitude total dos valores normalmente encontrados tanto em homens quanto em
mulheres e o limite de quantificacdo para T e E néo deve ser superior a 2 ng mL;
e A incerteza combinada relativa padréo (uc (%)) para determinagcéo de A,
Etio, 5a-diol, 5B-diol, T e E conforme estimado nos procedimentos de validacao deve
ser:
o Na&o superior a 30% para valores correspondentes ao Limite de
Quantificacédo (LOQ)
o Para concentracdo de 5 vezes 0 LOQ, a uc (%) ndo deve ser superior
a 20% para A e E ou 25% para os Adiols;
o A uc (%) ndo deve ser superior a 20% para determinar T e E, quando
a concentracdo desses esterdides for superior a5 ng mL™;
e A uc (%) para determinagdes da relacdo T/E calculada a partir da razdo das
areas ou alturas dos picos cromatograficos corrigidos deve ser:
o nao deve ser superior a 15% na determinacao da razao T/E quando a
concentracdo de ambos os esterdides for superior a 5 ng mL.
o nao deve ser superior a 30% para determinar a razdo T/E quando a
concentracdo de ambos os esterdides for inferior a5 ng mL™.
¢ A evidéncia de degradagao microbiana e a presenca de inibidores da 5a-

redutase devem ser monitoradas.

1.5 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Os principais métodos de analise de esterdides sdo a cromatografia liquida
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acoplada a espectrometria de massas (LC-EM), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas por razado isotépica (GC-C-IRMS). A técnica GC-MS
permite quantificar os esterdides excretados na urina, porém nédo diferencia o0s
ingeridos dos produzidos naturalmente. Para tal, a técnica GC-C-IRMS determina o
perfil isotdépico dos compostos através da medi¢édo dos isétopos estaveis do carbono,

permitindo identificar se houve origem exdégena de um esterdide (PEREIRA, 2015).

1.5.1 Cromatografia Gasosa

A expressao “cromatografia” é atribuida ao botanico russo Mickhael Tswett, 0
qual utilizou os métodos cromatograficos em 1906 para suas experiéncias em
separacao dos componentes de extratos de folhas. A partir de 1930, a cromatografia
em coluna foi sendo aperfeicoada dando espaco as novas técnicas de cromatografia
gasosa e liquida, como em 1952, com o prémio Nobel de Martin e Synge. Martin
prosseguiu com James e introduziram a técnica de cromatografia gas-liquido. Em
1958, Golay tornou a cromatografia gasosa o método analitico para separagédo e
determinacdo mais utilizado no mundo, através da introducéo das colunas capilares
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Desde entdo, a cromatografia se tornou uma técnica indispensavel a pesquisa,
desenvolvimento e controle de qualidade nas areas da ciéncia, medicina, extracdo de
petréleo, monitoramento de pesticidas entre outras (AQUINO NETO, 2000).

O desenvolvimento da cromatografia gasosa se deu por seu potencial para
realizar andalises quantitativas com rapidez na determinacdo de compostos organicos
presentes em concentracdes baixas e em diferentes tipos de amostras, até mesmo as
matrizes mais complexas, podendo sofrer os mais diversos tipos de extracao e terem
seus compostos de interesse quantificados pela técnica (LIGIERO et al, 2009). A
técnica pode ser aplicada em amostras gasosas, liquidas ou sélidas, desde que os
analitos sejam volateis ou possam ser volatilizados sem sofrer decomposicao térmica
(PENTEADO; MAGALHAES, MASINI, 2008).

A cromatografia consiste em separacdo, identificacdo, e quantificacdo de
espécies quimicas. E classificada como um método fisico que separa os componentes

de uma mistura, por meio da distribuicdo desses componentes em duas fases. Na
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cromatografia gasosa (GC) isso se déa através de uma série de particbes entre a fase
movel e a fase estaciondria. Esta, aderida em uma coluna de didmetro pequeno. O
gas de arraste representa a fase moével, cuja funcdo é passar continuamente pela
coluna cromatogréfica a fim de conduzir as substancias presentes nas amostras. Os
gases devem ser inertes, de forma a nao interagir com a amostra ou com a fase
estacionaria, livres de impureza ou umidade e compativeis com o detector utilizado
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O processo de separacédo ocorre atraves da distribuicdo dos componentes da
amostra entre as duas fases. Os analitos mais fortemente retidos pela fase
estacionaria se movem mais lentamente pela fase movel, ao passo que as moléculas
gue menos interagem com a fase estacionaria sdo eluidas primeiro, o que caracteriza
migracOes diferenciadas dos componentes de interesse da amostra. A fase
estacionaria pode ser sélida ou liquida, sendo esta Ultima a mais versatil e seletiva,
devido a grande quantidade de fases liquidas disponiveis (PENTEADO;
MAGALHAES, MASINI, 2008).

A escolha da técnica de injecdo € uma das etapas mais importantes na analise
de CG. A injecdo em colunas capilares necessita alguns cuidados a fim de nédo
ultrapassar o limite de capacidade da coluna. As principais técnicas sdo: injecdo na
coluna a frio, injecdo em camara com temperatura programavel (PTV), e injecdo a
guente em vaporizadores.

A injecdo na coluna a frio € vantajosa, especialmente, para amostras com
compostos de alta massa molecular, uma vez que aumenta a reprodutibilidade devido
a baixa decomposicdo da amostra. Porém, as misturas complexas perdem resolucao.

O injetor com temperatura programavel (PTV) é uma combinacdo do injetor
classico com injetor de coluna a frio, onde a amostra é introduzida a baixas
temperaturas, porém em um injetor projetado, evitando decompor a amostra e,
também, que se tenha uma injecao diretamente na coluna. Porém, posteriormente a
temperatura do injetor é rapidamente aumentada para vaporizacdo da amostra. Sua
vantagem esta relacionada a analise de compostos labeis e apresenta maior
repetibilidade (AQUINO NETO, 2000).

A injecdo a quente em camaras de vaporizagdo € uma técnica utilizada com
ou sem divisor de fluxo. O injetor devera estar aquecido a ponto de permitir a
volatilizagdo completa da amostra sem que essa se decomponha. O injetor por

Y

vaporizacao € composto por um bloco de metal, conectado a coluna, a "alimentacao”
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do gés de arraste, possui uma saida do divisor de fluxo e um controle da purga do
septo. A amostra € liberada no encamisamento de vidro evitando seu contato com a
superficie metélica do bloco. J4 a valvula de saida do divisor de fluxo permite contato
entre a coluna e o ambiente externo. Caso a valvula esteja aberta durante a injecao,
apenas uma pequena fracdo da amostra serd introduzida na coluna capilar. Sua
funcdo principal € impedir que a quantidade de amostra injetada sobrecarregue a
capacidade da coluna cromatografica ou pode ser necessaria em casos de “diluigao”
de amostras concentradas. Para andlise de tracos, recomenda-se uso de fluxo sem
divisdo. Para evitar a perda de eficiéncia, ou seja, o alargamento da banda da amostra,
utiliza-se o efeito de focalizacao. Isto ocorre quando a amostra esta aquecida no injetor
e o0 solvente, que é mais volatil que os compostos da amostra, volatiliza, entra na
coluna e condensa. Quando os analitos entram na coluna, ocorre a particdo do
solvente condensado. Entdo, se procede a programacdo de temperatura para a
eluicdo do solvente e, posteriormente, dos analitos (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006).

As colunas capilares, introduzidas por Golay em 1958, conforme citado acima,
sao atualmente as mais utilizadas. Os capilares sao, geralmente, um material de aco
inoxidavel, cobre, aluminio, vidro ou silica fundida, sendo a Ultima a mais utilizada por
ser mais flexivel e inerte. E sdo recobertas com um material protetor, como a poliimida
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Logo ap6s a coluna esta o detector, que € capaz de monitorar a composi¢ao
do fluxo de gas oriundo da coluna cromatogréfica. Ele gera sinais que serdo
adquiridos, registrados e interpretados em uma estacdo com um computador e
software adequados (SARDELA, 2013). E importante selecionar um sistema que
detecte o alvo analitico desejado. Os detectores respondem as substancias presentes
na amostra e podem ser universais, seletivos ou especificos. Os detectores universais
geram sinal para qualquer tipo de composto. Os seletivos geram sinais apenas para
compostos com determinadas caracteristicas e 0s especificos geram sinal para
compostos que tenham um determinado elemento em sua estrutura. Entre as
caracteristicas desejaveis para um sistema de deteccéo estdo: sensibilidade elevada
(mudanca na resposta em funcao da quantidade de substancia detectada), baixo nivel
de ruido, ampla faixa de linearidade e, resistente as condi¢des de trabalho (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).
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Uma das estratégias mais comuns para amostras complexas, como a urina, é
a utilizacdo de espectrometros de massa para obtencéo de espectros de massa das
substancias isoladas (SARDELA, 2013).

1.5.2 Espectrometria de massas

A cromatografia pode ser combinada com diversos sistemas de deteccao. A
espectrometria de massas é uma opc¢ao mais comumente aplicada nas cromatografias
gasosa e liquida de alta eficiéncia. A cromatografia gasosa acoplada a um
espectrofotdbmetro de massas reline as vantagens dos dois instrumentos, como a alta
seletividade e eficiéncia de separacdo do primeiro, com a obtencdo da estrutura,
massa molar e aumento da seletividade do segundo (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008).

Entre os tipos de ionizagdo mais trabalhados em GC-MS, estéo o impacto de
elétrons (IE) e a ionizacdo quimica. O IE permite o bombardeio de alta energia por
elétrons no analito de interesse (70 eV). As moléculas dos analitos absorvem essa
energia desencadeando varios processos, € 0 primeiro é a perda de um elétron,
tornando o analito ionizado. Nesse processo séo requeridos apenas 10 eV, gerando,
assim, fragmentos do analito com o restante da energia (CHIARADIA; COLLINS;
JARDIM, 2008). Os ions gerados sdo separados de acordo com suas razdes
massal/carga (m/z). Esse tipo de ionizacdo € mais adequado para andlise de
moléculas volateis e de baixo peso molecular (VESSECCHI et al, 2008). Comumente
sdo necessarios trés ions de diagnéstico para identificar o analito alvo. A razéo
sinal/ruido dos ions deve ser de pelo menos 3. Caso necessario, pode ser realizada
uma ionizacdo adicional ou derivatizacdo a fim de se estabelecer os trés ions de
diagnostico (THEVIS, 2010). Na figura 1 pode-se observar uma reacdo de

derivatizacao da metiltestosterona.

Figura 1 Reacao de derivatizacdo da metiltestosterona.
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A técnica IE é funcional para moléculas na fase gasosa, mas induz uma
fragmentacdo extensiva a ponto do ion molecular quase ndo ser observado. O
guadrupolo € um analisador de massas cuja funcéo € separar ions de acordo com sua
razao massa carga (m/z). Este consiste em quatro barras paralelas, arranjadas em
pares, apresentando potenciais elétricos opostos, como pode ser observado na Figura
1 a seguir (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Figura 2. Barras paralelas com potenciais elétricos opostos de um quadrupolo.

A aplicacéo desses dois potenciais afeta a trajetoria centralizada dos ions. Os
ions ao longo do eixo z sdo selecionados a partir dos potenciais aplicados, uns ions
irdo atravessar, enquanto outros serdo desviados da trajetoria central. O espectro de
massas é obtido promovendo-se variacdes das voltagens do quadrupolo, de modo
gue se permita realizar uma varredura em toda a faixa de m/z desejada. Sédo
realizadas combinacdes de radiofrequéncia e corrente direta a fim de tornar estaveis
somente os ions de interesse a alcancar o detector (HOFFMANN; STROOBANT,
2007).

O espectrémetro de massas do tipo quadrupolo é simbolizado por “Q”, e a
célula de coliséo, por “q”. O analisador de massas em sequéncia € composto por trés
partes: o primeiro quadrupolo, a célula de colisdo, e o segundo quadrupolo. O gas de
colisdo é introduzido no quadrupolo central a certa presséo, onde o0s ions passam por
uma série de colisbes a medida que entram na célula (HOFFMANN; STROOBANT,
2007).
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Os analisadores em série podem monitorar os ions de diversas formas. Uma
delas € a obtencéo do espectro dos ions produtos, que ocorre quando se seleciona
um ion precursor e se faz uma varredura dos produtos obtidos, apds passar pela célula
de colisdo. Outra forma é a obtenc&o dos espectros dos ions precursores, que ocorre
guando se realiza uma varredura dos precursores no primeiro quadrupolo, e entao,
apos a colisdo, no segundo quadrupolo € selecionado determinado produto
proveniente desses ions. Ja no caso da analise da perda neutra, sdo realizadas
varreduras nos dois quadrupolos. E, por ultimo, a forma utilizada neste trabalho é o
monitoramento de reacg0es selecionadas onde, no primeiro quadrupolo, se seleciona
o ion precursor e, ap0s a colisdo, no segundo é selecionado o ion produto relacionado.
Nesse caso, sdo monitoradas as transicoes de m/z, indicando os fragmentos para
cada ion molecular requerido (HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

1.6 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

1.6.1 Validacdo de Método Analitico no Controle de Dopagem

A validacdo de métodos cromatogréaficos para a quantificacdo de compostos
enddgenos ou exdgenos em matrizes biolégicas tem estado presente em conferéncias
e artigos cientificos. Representantes das comunidades cientificas e reguladoras do
Brasil (ANVISA), EUA (US-FDA) e Europa (EU) definiram parametros de validagéo
que foram uniformizados pela International Conference on Harmonization (ICH)
(CASSIANO et al, 2009).

Um método deve ser validado quando se deseja demonstrar que sua
performance é adequada para um propoésito particular. E o que preconiza a clausula
5.4.5.2 da norma ISO/IEC 17025/2005, quando cita que: deve-se validar métodos
concebidos no laboratério e as modificagdes dos métodos padréao. A validacao deve
ser tdo extensa quanto se fizer necessaria para satisfazer os requisitos estabelecidos
para determinado uso ou aplicacdo (EUROCHEM, 2014)

A exigéncia da qualidade das medi¢des quimicas esta cada vez mais sendo
reconhecida por necessidade de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade
(RIBANI et al, 2004).
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A comparagdo de resultados analiticos entre laboratérios justifica a
necessidade da exatiddo dos resultados analiticos, uma vez que as autoridades
judiciais muitas vezes utilizam desses meios para implementar as medidas legais de
defesa de um atleta (PEREIRA, 2015).

Por isso, a necessidade de um consenso em relacao a validacdo de método
e controle de qualidade. No Brasil, ha duas agéncias credenciadas para conferir a
competéncia de laboratorios de ensaios: a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO). Estes 6rgéos disponibilizam guias para o procedimento de validacéo de
meétodos analiticos (RIBANI et al, 2004).

O laboratdrio deve atender aos requisitos da ABNT NBR ISO/IEC 17025 ao
selecionar seus métodos de ensaio, métodos ndo normalizados, ao desenvolver os
métodos e valida-los. A validacdo deve ser o meio através do qual o laboratorio
demonstra, com critérios objetivos, que seus métodos de ensaio levam a resultados
confiaveis e adequados a qualidade pretendida. Esse processo deve estar descrito
em procedimentos determinando os parametros que devem ser realizados com
equipamentos e instrumentos dentro das especificagdes, funcionando corretamente e
calibrados adequadamente. Da mesma forma que, o analista responsavel pelo estudo
deve ter as competéncias e conhecimento sobre o trabalho (INMETRO, 2011).

Alguns passos sao sugeridos pelo INMETRO no guia de “Orientacédo sobre
validacdo de métodos analiticos”: definir a aplicagao, objetivo e escopo do método,
logo apéds, determinar os parametros de validacao e critérios de aceitacao, verificar se
as caracteristicas de desempenho do equipamento sdo compativeis com o exigido
pelo método em estudo, qualificar os materiais, como padrbes e reagentes, planejar
0s experimentos de validacdo, incluindo o tratamento estatistico e fazer os
experimentos de validagdo (INMETRO, 2011).

Segundo guia do INMETRO (2011), todos os dados relevantes no processo
de validagdo de um método, desde o planejamento, experimentos e também os
resultados obtidos, devem dispor de documentos e registros a fim de garantir a
rastreabilidade do processo. Esses documentos também podem ser solicitados para
avaliagdo por orgaos regulamentadores. Os métodos documentados devem
contemplar todos os procedimentos validados de forma clara e sem ambiguidades, e

devem estar sujeitos a um controle eficaz assegurando que somente os documentos



19

validados sejam utilizados. E, dessa forma, pode-se garantir que o desempenho do
laboratério est4 de acordo com os padrdes estabelecidos na validacdo do método.

Os parametros de desempenho analitico mais consensuais utilizados para a
validacdo de métodos incluem: seletividade, linearidade, limite de deteccéo, limite de
guantificacdo, precisdo, exatidao, tendéncia e bias, robustez, recuperacédo (RIBANI et
al, 2004).

O parametro de seletividade de um método instrumental é capaz de avaliar,
inequivocamente, as substancias de interesse, mesmo na presenca de interferentes
como excipientes, impurezas, produtos de degradagdo, e outros compostos que
tenham propriedades similares que possam estar presentes no meio. Se a
seletividade ndo for garantida, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estarao
seriamente comprometidas (RIBANI et al, 2004). A avaliacdo da seletividade é
determinada ndo somente considerando a aplicacdo de um método, mas também a
técnica instrumental a ser utilizada. Em geral, esse parametro é avaliado a partir da
analise de 6 brancos da matriz de diferentes procedéncias, as quais ndo devem
apresentar interferentes na regido do analito de interesse. Qualquer branco que
apresentar interferéncia no tempo de retencédo da substancia, metabdlito ou padréao
interno deve ser rejeitado. Para os métodos cromatogréficos, € fundamental que a
banda seja atribuida a um s6 componente (CASSIANO et al, 2009).

Um dos parametros fundamentais na validacdo de método € a linearidade,
gue consiste na capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia analisada, dentro de uma faixa de
trabalho (RIBANI et al, 2004). Para tal, utiliza-se uma curva analitica, a qual estabelece
uma relacdo entre a resposta instrumental, como por exemplo, area do pico
cromatografico, e a concentracdo do analito. Esta descreve uma funcdo matematica
e deve ser realizada para cada analito de interesse (CASSIANO et al, 2009). A
linearidade é obtida a partir da seguinte equacéo da reta: y = ax+ b. Sendo, y=resposta
medida, a=coeficiente angular, x=concentracdo, b=inclinacdo da curva analitica. A
sensibilidade aumenta quanto em pequenas variagdes de concentracao, tem-se maior
variacdo da resposta, ou seja, quando a inclinacédo da curva é maior. Estipula-se que
a partir de 5 niveis de concentracdes seja possivel realizar uma curva analitica
representativa, a medida que se faca replicatas dos pontos pré-selecionados. O
grafico de resultados mostra, a partir do método dos minimos quadrados, se a

equacao da reta pode ser utilizada como modelo matematico para o objetivo proposto.
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O valor do coeficiente de relagédo deve se aproximar de 1, sendo aceito com valor
minimo de 0,99 pelo 6rgéo internacional (WADA). Dessa forma, a resposta analitica
pode ser descrita por esta funcao, que permite modelar a concentracédo do analito na
amostra. Esta, deve compreender aproximadamente a parte central da curva analitica
e cobrir a extensédo de concentracdes das amostras analisadas (INMETRO, 2011).
Para caracterizar uma resposta linear, teoricamente, a curva teria que passar pelo
ponto zero (origem), porém o0s erros associados aos procedimentos impedem que na
pratica isso aconteca. Para tal, deve haver um intervalo de confianca para intercepto
de bo que assegure a insercdo do valor zero no intervalo e que a reta passe a um
limite aceitavel de distancia da origem. Além disso, o principio dos minimos quadrados
determina a reta de regressao de modo que os pontos que formam essa reta figuem
0 mais proximo dela. Quando essa distancia se aproxima ao maximo do zero para
todos os pontos de forma uniforme (homogénea), essa variancia caracteriza a
homocedasticidade, que é um resultado do teste de Cochram e, é desejavel na
validacdo do método (ALVES, 2012).

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixas concentracdes, é
importante avaliar outro parametro de validacdo: o limite de deteccédo (LOD), que
evidencia o menor valor de concentracdo do analito detectado pelo método. No
processo de validacdo de método, normalmente, € suficiente fornecer uma indicacéo
do nivel em que o analito é distinguido do sinal do ruido. Essa concentracéo limite
deve ser determinada com seguranca, porém o valor ndo pode ser quantificado
(INMETRO, 2011).

Para a quantificacdo de uma substancia com confianca, deve-se avaliar o
limite de quantificacdo (LOQ) do método, que tem por definigdo a menor concentracao
do analito de interesse em uma amostra, que pode ser quantitativamente determinado
com valores aceitaveis de preciséo e exatiddo (CASSIANO et al, 2009).

A melhor forma de calcular LOD e LOQ sé&o aquelas que incluem valores da
curva analitica por esta ser estatisticamente mais confiavel (RIBANI et al, 2004).

Um dos parametros mais importantes da validagdo de método é a precisao, e
pode ser expressa em termos de desvio padréo ou desvio padrao relativo (DPR),
conhecido também como coeficiente de variacao e determina se o método é confiavel
para o objetivo proposto. Normalmente, a precisdo € evidenciada por avaliagdo da
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO, 2011) e

representa a proximidade dos resultados obtidos entre os ensaios independentes,
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ensaios com uma série de repeticdes da mesma amostra, de amostras semelhantes
ou de padrdes, sob determinadas condi¢cfes de ensaio. O aumento do nimero de
replicatas é uma forma de aumentar a precisdo de um ensaio (RIBANI et al, 2004;
CASSIANO et al, 2009).

Uma das formas de avaliar a precisédo € a repetibilidade, uma vez que esta
representa a repeticao entre os resultados de analises sucessivas de um método, em
um curto intervalo de tempo, realizadas sob as mesmas condi¢cfes: analista,
procedimento, instrumento e suas condi¢cdes de laboratorio e reagentes. Pode-se
ressaltar que a precisdo instrumental é diferente da citada, pois essa avalia a
sequéncia de varias injecfes de uma Unica amostra. (RIBANI et al, 2004; CASSIANO
et al, 2009).

Como dito anteriormente, a precisdo também pode ser verificada pela
precisdo intermediaria, que indica a habilidade do método em fornecer os mesmos
resultados para andlises realizadas por diferentes analistas, dias, equipamentos, ou
uma combinacao desses fatores (CASSIANO et al, 2009). O maior objetivo € avaliar
se o laboratério € capaz de gerar os mesmos resultados através de um método
analitico e, desta forma, a precisdo intermediaria é reconhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados em um Unico laboratério, e por sua vez,
um parametro utilizado frequentemente (RIBANI et al, 2004).

J& a reprodutibilidade é um parametro utilizado para demonstrar a precisao
entre laboratorios diferentes, por representar um grau de concordancia entre as
medic6es de um método para a mesma amostra sob condi¢des variadas como local,
equipamentos, dias e analistas. Porém, se variados somente alguns fatores, pode-se
determinar a reprodutibilidade parcial. De qualquer forma, todos os registros devem
ser mantidos (RIBANI et al, 2004; CASSIANO et al, 2009).

A exatiddo de um método consiste na avaliacgdo da comparacdo entre
resultados obtidos através de um método em validagdo com valores nominais aceitos
como referéncia. Os valores de um padréo obtidos pelo laboratério (média e estimativa
do desvio padrdo de uma série de replicatas) devem ser comparados com os valores
do material de referéncia certificado (MRC) (RIBANI et al, 2004). A exatidao € avaliada
numericamente através da tendéncia, que pode ser realizada por uma série de
métodos: uso de MRC, comparacgdo de métodos laboratoriais e realizagdo de ensaios
de recuperacdo. Tendéncia = valor observado/valor esperado x 100. A medi¢cédo de

erros sistematicos do método esta relacionada a tendéncia e € chamada de bias. Os
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MRC sédo materiais de referéncia certificados e possuem o valor de concentragéo e
incerteza associada das substancias que os compdem. Estes sédo fornecidos por
organismos reconhecidos e confiaveis internacionalmente, como National Institute of
Standards and Technology - USA (NIST), Labotarory of the Government Chemist - UK
(LGC), etc (INMETRO, 2011).

Outro parametro validado é a recuperacao do analito, que avalia a eficiéncia
do método no processo de preparo da amostra. Comparam-se os resultados entre
dois procedimentos: respostas obtidas a partir da fortificacdo do analito em solventes
(sem extracao) representando 100%, e respostas obtidas a partir da fortificacdo na
matriz, seguido de todo o procedimento experimental do método (extragdo). Devem-
se utilizar concentracbes em trés niveis: baixo, médio e alto, de acordo com a curva
analitica, podendo usar como referéncia o valor de corte da substancia. Os padrdes
internos também sao avaliados, podendo variar em até 15% do valor de recuperacéo
determinado para os analitos de interesse. Embora a recuperacéo néo seja de 100%,
esta deve ser consistente, precisa e reprodutiva (CASSIANO et al, 2009).

A recuperacao pode ser determinada através da curva analitica, uma vez que
os valores das respostas do equipamento sdo substituidos na equacédo da reta, e,
dessa forma, o parametro de recuperacao reflete a qualidade da curva em questao. A
porcentagem de recuperacéo deve compreender valores entre 90 e 110% a partir do
calculo: Recuperacao (%) = Cd/Cc x 100, sendo Cd=concentracao determinada pela
curva, Cc= Concentracdo nominal. Espera-se que a concentracdo determinada se
aproxime da nominal a fim de garantir que a resposta nao se afaste do valor real da
concentragéo (ALVES, 2012).

A robustez de um método mede a sensibilidade que o método apresenta frente
a pequenas variacfes que podem ocorrer durante as andlises de rotina. Diz-se que
um método é robusto quando esse ndo é afetado por modificacfes pequenas, como
concentracdo do solvente organico, pH, programacao de temperatura, natureza do
gas de arraste, bem como tempo de extracdo, agitacao, etc. O teste & avaliado a partir
dos resultados obtidos de seletividade, exatiddo e precisdo. Uma vez que os valores
encontram-se dentro do esperado, 0 método pode ser considerado robusto e as
modificacdes podem ser incorporadas ao método. Esse parametro tem extrema
importancia no que se relaciona a conhecer os fatores mais criticos e que devem ser
mais controlados durante o processo analitico do método em validagéo (RIBANI et al,
2004; CASSIANO et al, 2009; PEREIRA, 2015).
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho € validar uma metodologia para
quantificacdo do perfil esteroidal endégeno humano. Serédo quantificados os seguintes
esterdides endogenos: testosterona (T), epitestosterona (E), androsterona (A),
etiocolanolona (Etio), 5a-androstano-3a,17B-diol (5a-Adiol) e 5B-androstano-
3alfa,17B-diol (5B8-Adiol), bem como a razdo T/E, visando a implementacdo nas

analises de rotina do laboratorio.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar o método através dos seguintes parametros: linearidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, arraste, repetibilidade, precisao
intermediéria, tendéncia e incerteza de medicéo;

e Avaliar a quantificacdo usando um ponto de calibracdo (CALENDO) frente

a curva analitica;

e Avaliar a tendéncia através da andlise de um material de referéncia

certificado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

Tabela 1. Reagentes utilizados na validagao do método.

Nome do reagente Grau Fabricante
Bicarbonato de potassio (KHCO3) Para Andlise Merck
Carbonato de potassio (K2CO3) Para Andlise Merck
Fosfato dissédico (Na2HPOa) Para Analise Merck
Fosfato d(eNzo:zlg (r)rl())nobasmo Para Andlise Merck
lodeto de amonio (NHal) Para Andlise Sigma-aldrich
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Nome do reagente Grau Fabricante
2-Mercaptoetanol Para Andlise Sigma
N-metil-N- Chemische fabrik
trimetilsililtrifluoracetamida (MSTFA) ) Karl bucher gmbh
Metanol GC Tedia
B-glicuronidase de E. coli - Roche
Terc-butilmetiléter (TBME) GC Tedia
Fosfato de amoénio Para Analise Sigma-aldrich
Creatinina Para Analise Sigma-aldrich
Glicose Para Andlise Sigma-aldrich
Glicina Para Andlise Sigma-aldrich
Acido Oxalico Para Analise Sigma-aldrich
Alanina Para Analise Sigma-aldrich
Uréia Para Analise Sigma-aldrich
Cloreto de sédio Para Andlise Sigma-aldrich
Albumina Para Andlise Sigma-aldrich
Androsterona Material de referéncia certificado National Measurement Institute
Testosterona Material de referéncia certificado National Measurement Institute

Epitestosterona

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Etiocolanolona

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

5a-Adiol

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

58-Adiol

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Pregnanodiol

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Tetrahidrocortisol

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Prasterona (DHEA)

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

11beta-hidroxi-etiocolanolona

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Dihidrotestosterona

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Etiocolanolona-d5

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Testosterona-d3

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Epitestosterona-d3

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

5a-Adiol-d3

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

58-Adiol-d5

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

Metiltestosterona-P

Material de referéncia certificado

National Measurement Institute

3.2 MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes materiais:

e Barra magnética;

¢ Cilindro de Nitrogénio Ultra puro 5.0 (White Martins), (gas de colis&o);
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Cilindro de Hélio Ultrapuro 6.0 (White Martins), (gas de arraste);
Coluna capilar, fase de 100% poli (metilsiloxano), 17m, 0,2 mm de diametro
interno e 0,11 um de espessura de filme de fase estacionaria;
Crimper (utilizado para lacrar tampa de aluminio);

CronOmetro;

Decrimper (utilizado para deslacrar tampa de aluminio);
Dessecador;

Dispensador automatico, capacidade de 5 mL;

Espatula de metal;

Estante para frasco de 2 mL;

Estante para tubos de ensaio;

Frascos de 2 mL;

Frasco de vidro &mbar de 500 mL;

Frascos de vidro de 10 mL;

Frasco "insert" de 250 pL;

Pipeta repetidora de volume variavel para ajustar volumes de 30 yL, 500 pL e
750 pL;

Pipetas automaticas de volume variavel de 1 e 2 mL;

Pipetas Pasteur de vidro;

Ponteiras de 2, 5 e 50 mL da pipeta repetidora;

Ponteiras de plastico de pipeta automéatica de 100 uL e 2 mL;
Tampa para frasco de 2 mL;

Tampa para frasco de 500 mL;

Tampa para frasco de 10 mL com septo de teflon;

Tampas de rosca para os tubos de 10 mL e 15 mL;

Tampas de rosca silanizadas para os tubos de 10 mL e 15 mL;
Termdmetro;

Tubos de rosca de 10 mL (derivatizac&o);

Tubos de rosca de 15 mL (extracéo liquido-liquido);
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3.3 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Balanca de precisdo de 0,00001 g (Sartorius)

e Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas com analisador do
tipo triplo quadrupolo (Thermo Scientific)

e |njetor automatico (Thermo Scientific)

e Agitador mecanico "shaker" ou agitador rotativo (Thermo Scientific);

e Centrifuga (Thermo Kendo Sorvall);

e Evaporador com banho termostatizado e corrente de nitrogénio (Zymark,
modelo Turbo Vap LV);

e Agitador do tipo vortex (Thermo Scientific);

e Placa de aguecimento (Thermo Scientific)

¢ Banho seco termostatizado para tubos de 16mm (Thermo Scientific)

e Banho-maria termostatizado (Thermo Scientific)

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES

Optou-se por representar as concentracdes utilizando os mesmos critérios
utilizados no envio de resultados, com duas casas decimais, conforme normas

estipuladas pela WADA.

3.4.1 Solucdes das substancias

Os padrfes internos foram selecionados mediante o critério de possuirem
caracteristicas semelhantes aos analitos analisados. Dessa forma, os padrbes
internos selecionados para o método em questdo foram os deuterados, uma vez que
nao estdo presentes na matriz do método.

Para os padrdes ndo deuterados, a pureza do composto foi corrigida de acordo

com a massa real contida na ampola. Essas informacfes estavam descritas no
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certificado do padrdo. O calculo de pureza dos compostos deuterados abrange a
pureza da forma deuterada e a quantidade real de padrdo em cada ampola.

A validade das solucdes foi determinada por avaliacdo de auditoria nacional
(INMETRO), ou seja, faz parte da norma interna do laboratério que todas as solucdes
padrdao de substancias alvo devem possuir validade de 2 anos a contar da data do
preparo, e que também sejam estocadas sob refrigeragéo a -20°C.

3.4.1.1 Solucéao padréao inicial

A solucédo padréo inicial é a solucdo preparada a partir do padréo de referéncia
em po. Foi determinada uma massa adequada para a concentracdo pretendida a partir
da pesagem do padrdo em pdé em balanca analitica, seguido de solubilizacao,
transferéncia quantitativa para o baldo volumétrico calibrado e afericdo no volume do
baldo definido. A solugéo foi avolumada com metanol GC. Para todas as substancias

e concentracdes, foi seguido este procedimento para solucdo padrao inicial.

3.4.1.2 Solugéo padréao de uso

A solucéo padréo de uso € a solucéo preparada a partir do padrao solubilizado,
ou seja, a partir da solucdo padréo inicial. Nesse caso, foi necessario preparar as
solucbes em duas etapas, devido as concentracfes dos analitos serem menores.
Foram determinados volumes iniciais e finais adequados para a concentragao
pretendida. No preparo, foi tomada uma aliquota a partir da solucéo inicial da
substancia e afericdo do volume final no baldo volumétrico definido. A solucéo foi
avolumada com metanol GC. Para concentracdes diferentes, foram tomadas aliquotas

com volumes proporcionais a fim de se obter a concentragédo desejada.

3.4.1.3 Solugéo de padrao interno

Este padrao interno é utilizado no método na propor¢ao de volume de 40 uL da
solugdo para cada 2 mL de volume de urina analisada. Foi preparada uma mistura,

denominada “ISTDZ2”, contendo os padrbes internos utilizados na validag&o. Foi
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utilizado um bécher para homogeneizar duas solucbes, ja preparadas de forma
quantitativa, sendo 50 mL da solucéo inicial de Androsterona Glicuronideo-Da e 50 mL
da solucdo ISTD1. Dessa forma, a concentracdo final prevista das substancias se

reduz a metade da concentracéo inicial.

3.4.1.3.1 Solucao de Androsterona Glicuronideo-Da4

A solucéo foi preparada a partir do procedimento descrito no item 3.4.1.1.

A androsterona é preparada na sua forma glicoconjugada, pois ela € utilizada
para indicar uma hidrélise satisfatéria no método, uma vez que ela é liberada ap6s
hidrolise através da utilizacdo de enzima especifica para este fim, como sera descrito

no procedimento do método de analise.

3.4.1.3.2 I1STD1

A solucdo ISTD1 foi preparada a partir das 6 solucdes descritas na Tabela 2. A
solucéo foi avolumada com metanol GC. Para o preparo das solugdes utilizadas no
preparo do ISTD1 ver os procedimentos descritos nos itens 3.4.1.1 e 3.4.1.2.

Tabela 2. Substancias contidas no MIX ISTD1 e suas concentracdes.

Concentragao ~
~ Concentracao
A na solucao Volume ~
Substancia . na solucéo
de origem (mL) I
(Mg/mL)
Etiocolanolona-d5 1000,00 2,5 50,00
Testosterona-d3 50,00 6 6,00
Epitestosterona-d3 30,00 2,5 15,00
5a-Adiol-d3 50,00 8 8,00
5B-Adiol-d5 100,00 9 18,00
Metiltestosterona-P 1000,00 2,5 50,00
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3.4.1.4 Solucdo MIX dos enddgenos

O MIX dos endbgenos é utilizado para preparar os controles positivos de
endogenos CQE1L, CQE5 e CQE100 na triagem de anabolizantes do LBCD. Esses
controles séo preparados a cada lote de amostras. Sao adicionados 2, 10 e 200 pL
dessa solucéo, respectivamente, para cada 2 mL de volume de controle, utilizando
urina sintética para avolumar.

Esta solucdo foi preparada a partir das 6 solucdes que estdo descritas na
Tabela 3. O volume final foi de 50 mL. A solucgéo foi avolumada com metanol GC. Para
o preparo das soluc¢des utilizadas no preparo do MIX dos enddgenos ver item 3.4.1.1.

Tabela 3. Composic¢éo da solugdo MIX dos enddgenos.

Concentracao da I
A Volume ~ .. Concentracgéo final
Substancia (mL) solucéo padréo inicial e sliess il
(Mg/mL)

Androsterona 2,5 1000,00 4,00
Etiocolanolona 2,5 1000,00 4,00
Testosterona 0,10 1000,00 2,00
Epitestosterona 0,10 1000,00 2,00
5a-Adiol 0,20 1000,00 50,00
5B-Adiol 0,20 1000,00 50,00

3.4.1.5 Solugdo STD ALL

O STD ALL é o MIX de padrdes utilizados no preparo do controle positivo
calibrante (CALENDO) na triagem de anabolizantes do LBCD. Esse controle é
preparado a cada lote de amostras. Sao adicionados 40uL dessa solugéao para cada
2 mL de volume de controle, utilizando urina sintética.

Esta solugéo foi preparada a partir das 11 solugdes que estdo descritas na
Tabela 4. O volume final foi de 1 mL, avolumado com metanol GC. Para o preparo das
solucgdes utilizadas no preparo do MIX STD ALL ver itens 3.4.1.1 e 3.4.1.2.
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Tabela 4. Substancias contidas no MIX STD ALL.

Concentracao ~
A na solucéo de Concentra?ao
Substéancia : Volume (uL) | na solugéo
origem final (ug/mL)
(Hg/mL)

Androsterona 1000,00 100 100,00
Etiocolanolona 1000,00 100 100,00
Testosterona 50,00 40 2,00

Epitestosterona 50,00 40 2,00
Pregnanodiol 1000,00 50 50,00
Tetrahidrocortisol 1000,00 50 50,00
Prasterona (DHEA) 1000,00 20 20,00
11beta-hidroxi-etiocolanolona 1000,00 10 10,00
5a-Adiol 50,00 80 4,00

5B-Adiol 50,00 180 9,00
Dihidrotestosterona 1000,00 20 20,00

3.4.2 Solubilizacdo de urina liofilizada

A urina liofilizada é comprada de fabricante confiavel e possui certificado com as
concentracfes de cada analito presente na urina.

A solucéo da urina de referéncia de MRC foi preparada a partir da estabilizacao
da temperatura do frasco a temperatura ambiente, remocdo do lacre metalico e
pesagem de 20,00 g de agua deionizada. O frasco foi tampado, lacrado e
homogeneizado. Levou-se ao banho termostatizado a 40°C por 30 minutos. O frasco
foi armazenado em geladeira, apresentando a validade de 4 semanas, de acordo com

o certificado.

3.4.3 Solugao de urina sintética

A urina sintética é utilizada como matriz onde se deve prever auséncia de
substancias endogenas, como no preparo de controle de qualidade positivo (CQP),
controle de qualidade negativo (CQN), controle positivo calibrante de substancias
endogenas (CALENDO), controle de qualidade positivo de enddgenos (CQE1, CQES5,
CQEZ100).
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A urina sintética utilizada nos procedimentos de validacdo foi preparada
segundo pesagem, descrita na Tabela 5, em becheres limpos e secos, a temperatura

ambiente, em balanca analitica calibrada.

Tabela 5. Reagentes e massas referentes ao preparo da urina sintética.

Reagente Massa (g)
Fosfato de aménio 1,7
Creatinina 0,7
Glicose 0,35
Glicina 0,7
Acido Oxalico 0,7
Alanina 0,7
Uréia 14
Cloreto de Sédio 0,25
Albumina 0,35

Foi realizada a transferéncia quantitativa para o baldo de 1 L utilizando agua
deionizada como solvente. A solugao foi aferia, homogeneizada e armazenada em
frasco de vidro ambar na geladeira, apresentando validade de 3 meses. A validade foi

previamente estipulada em método da referida solucédo no LBCD.

3.4.4 Solucdes tampao

3.44.1 Tampéo fosfato de sédio 0,8 mol L (pH 7,0):

Em uma balanca analitica devidamente calibrada e tarada com o frasco foram
pesados 17,6 g de NaH2PO4 e 36,4 g de Na2HPO4. Foram pesados 460,0 g de agua
deionizada a temperatura ambiente. A solucdo foi homogeneizada sob agitacdo
magnética e estocada a temperatura ambiente, apresentando validade de 3 meses. A

validade foi previamente estipulada em método da referida solugédo no LBCD.
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3.4.4.2 Tampao carbonato/bicarbonato 20% (pH 10,0):

Em uma balanca analitica devidamente calibrada e tarada com o frasco foram
pesados 60,0 g de K2COs e 60,0 g de KHCOs. Foram pesados 480,0 g de agua
destilada & temperatura ambiente. A solucdo foi homogeneizada sob agitacdo
magnética e estocada a temperatura ambiente, apresentando validade de 3 meses. A

validade foi previamente estipulada em método da referida solugédo no LBCD.

3.4.5 Solucao derivatizante

As solucbes derivatizantes devem, impreterivelmente, ser preparadas com
cuidado para que ndo adquiram umidade. Portanto, os frascos, pipetas e espatulas
devem ser verificados previamente, e se possivel, secos em estufa a 40°C para
prevenir umidade. Essas, sao utilizadas na rotina com o objetivo de aumentar a
volatilidade de alguns analitos, protegendo grupos funcionais e aumentando a
eficiéncia da separacdo cromatografica, ocorrendo a formacdo de derivados de
trimetilsilil (TMS).

Solucéo inicial: Em um frasco de vidro ambar foram pesados 40 mg de NHual,
adicionados 2 mL de N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) e 120 L de 2-
mercaptoetanol. A mistura foi tampada, agitada em vortex por 20s e aquecida em
banho seco a 60°C até total solubilizagdo do NHal. A concentracdo final é
MSTFA/NHal/2—mercaptoetanol (100:2:6 v:m:v). ApOs preparada, a solucdo foi

armazenada em dessecador, a temperatura ambiente, apresentando validade de 24h.

Solucéo de uso: A partir da solugdo derivatizante inicial, no mesmo frasco, a solucao
inicial foi diluida com a adicdo de 18 mL de MSTFA, com auxilio de pipeta graduada.
A solucéo foi homogeneizada em agitador vortex por 20s. A concentracao final é
MSTFA/NHal/2-mercaptoetanol (1000:2:6 v:m:v). ApOs preparada, a solucdo foi
armazenada em dessecador, a temperatura ambiente, apresentando validade de sete

dias.
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3.5 ANALISE DE ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS
ENDOGENOS POR CG/EM

Todos os procedimentos analiticos e de gestdo foram acreditados pelo
INMETRO através da norma da ISO/IEC 17025:2005 (ABNT, 2005) e pela Agéncia
Mundial Antidopagem (WADA) através das normas internacionais para laboratorios
acreditados, ISL (WADA, International Standard for Laboratories).

3.5.1 Método de extracao

No procedimento experimental de rotina do laboratorio, sdo usados 3 controles,
incluindo um CQN, um controle de qualidade positivo de substancias exdégenas (CQA)
e um CALENDO. Apds o preparo, o contetdo a ser injetado apresenta os metabdlitos
livres, conjugados e a droga mae dos agentes anabdlicos. A droga mae é dita assim,
por ser a substancia que da origem aos metabdlitos, o composto nativo.

Para a validacéo, foram utilizados os controles: branco de reagente (Br), o qual
foi preparado com 2 mL de agua deionizada, o CQN, composto por 2 mL de urina
sintética e os controles positivos de endégenos CQE1, CQE5 e CQE100, os quais
foram fortificados utilizando o mix dos enddégenos nos seguintes volumes 2L, 10pL e
200pL, respectivamente.

A Figura 3 mostra o fluxograma que representa as etapas seguidas no
tratamento da amostra segundo o método de extracdo de agentes anabdlicos em urina

humana.
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[
PREPARO DAS AMOSTRAS
(Fortificac@o de controles)
—

HIDROLISE-50°C por 1h
(750 uL Tampd@o fosfato 0,8 M pH 7,0 + 30 uL Enzima pB-glicuronidase de E.coli]

—
EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

(500 UL Tampé&o carbonato 20% pH 9-10,0 + 5 mL TBME]
|
AGITACAO EM SHAKER

(5 minutos)
[

CENTRIFUGA

(5 minutas em 3000 rpm)
[

SEPARACAO DEFASES

EVAPORACAO
(Banho maria 40°C sob fluxo de Nitrogénio a 10 psi)

DESSECADCOR AVACUO
(Minimo de 30 minutos— 30 psi)

DERIVATIZAC AO
(100 UL SDU — MSTFA*/NH41/2-mercaptoetancl (11
+ banho seco a 40°C por 20 minutos]

INJECAO EM CG-EM/EM

Figura 3. Fluxograma do procedimento de extracéo dos analitos.

3.5.2 Condi¢des de andlise instrumental

As condi¢fes cromatograficas utilizadas na validacdo estdo descritas na Tabela



Tabela 6. Condi¢des cromatograficas utilizadas na validacgéo.
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Coluna Analitica

Tipo

100% poli (metilsiloxano)

Comprimento 17m
Espessura de filme 0,11 um
Didmetro da coluna 0,20 mm

Gas carreador

Presséo

Hélio (ultra-puro 99,9999%)
*

Modo de pressédo

Fluxo constante

Fluxo nominal

*

Velocidade linear média

*

Liner

Com/sem divisao de fluxo, 4mm D.l. com |a de vidro
silanizada

Modo de injecdo

Com divisao de fluxo ("pulsedsplit™)

Presséao de pulso 50 psi
Tempo de pulso 0,3 min
Divisor de fluxo 05:01
Fluxo do divisor *
Fluxo total *
Gassaver 15,0 mL/min
Inicia apds 2 min
Septo Septo de sangramento baixo
Temperatura do Injetor 280°C
Volume de injecdo 3 uL
Programa de temperatura
Temperatura inicial 140°C
Tempo 0 min
Razéo 1 40 °C/min
Temperatura 180°C
Razéo 2 3°C/min
Temperatura 230°C
Razéo 3 40°C/min
Temperatura Final 300°C
Tempo Final 2 min
Tempo total de corrida 21,42 min
Tamanho da seringa 10 uL
Solvente A Acetona
Solvente B Acetato de etila
Lavagem de pré-injecao Sol. A 0
Lavagem de pré-injecdo Sol. B 0
Lavagem de pés-injecdo Sol. A 0
Lavagem de pés-injecéo Sol. B 5

Parametros MS

Temperatura da fonte idnica

Set point, 230°C

Temperatura dos Quadrupolos Q1 e Q2

Set point, 150°C

Temperatura da interface 280°C

Corrente de emissédo 35 uA

Modo de aquisicdo MRM

Retardo de solvente 1,8 min

EM + 400 Rel

Método ANAB_MRM_QgQ_20140603.M**
Numero de segmentos 22%*

Transicfes monitoradas

VER TABELA 7
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* Parametros variaveis, sujeitos a ajustes em funcao de pequenas variagdes no
comprimento da coluna analitica.

** O nome do método podera ser modificado de maneira sequencial de acordo
com a adi¢do de analitos ou modificacdo/ adicao de transicoes.

*** O nimero de segmentos pode ser alterado de acordo com a necessidade de
adicao de analitos ou modificacao/ adicdo de transicoes.

As substancias endoégenas possuem 0s seguintes valores de transicdo que
sdo monitoradas neste trabalho: a androsterona (A) e a etiocolanolona (Etio) séo
quantificadas pelo monitoramento da transicdo m/z 434 - m/z 239. Nesse caso,
utiliza-se a etiocolanolona-glicuronideo-d5 como padrdo interno. O 5a-androstano-
3a,17p-diol (5a-Adiol) e 5B-androstano-3alfa,17p-diol (5B-Adiol) sdo quantificados
pelo monitoramento da transicdo m/z 256 - m/z 241, e utiliza-se o 5a-diol-D3 como
padrdao interno. A testosterona (T) e epitestosterona (E) sé&o quantificadas pelo
monitoramento da transicdo m/z 432 - m/z 209, e nesse caso, como padréo internou
deve-se utilizar testosterona-D3 e epitestosterona-D3, ambos monitorados pela
transicdo equivalente m/z 435 - m/z 209 (LBCD, 2016).

Na Tabela 7 seguem as transi¢cdes analisadas para cada substancia estudada
neste trabalho.
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Tabela 7. Estrutura do derivado bis-TMS e transicbes monitoradas para as principais substancias
endégenas.

_ Transigcoes
Analito Estrutura do derivado bis-TMS :
Monitoradas
m/z 434-> m/z 239 (quanti)
Androsterona

m/z 434-> m/z 419 (quali)
m/z 434-> m/z 329 (quali)

m/z 434-> m/z 239 (quanti)
Etiocolanolona m/z 434-> m/z 419 (quali)

m/z 434-> m/z 329 (quali)

m/z 256> m/z 241 (quanti)
m/z 256> m/z 199 (quali)
m/z 256> m/z 185 (quali)
m/z 256> m/z 157 (quali)

5a-Androstanodiol

m/z 256> m/z 241 (quanti)

. m/z 256> m/z 199 (quali
5b-Androstanodiol ( .)
m/z 256> m/z 185 (quali)

—?i—o """ ! m/z 256> m/z 157 (quali)
|
O—Si—
| m/z 432> m/z 209 (quanti)
Testosterona m/z 432> miz 417 (quali)
\S_ o m/z 432> m/z 196 (quali)
s
|

m/z 432-> m/z 209 (quanti)
Epitestosterona

m/z 432> m/z 417 (quali)

m/z 432> m/z 196 (quali)
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3.5.3 Procedimentos para validacdo do método

O Laboratoério de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico (LADETEC), que
conduz entre outros laboratérios, o Laboratério Brasileiro de Controle de Dopagem
(LBCD), desenvolveu um Protocolo de Validacdo de Métodos de Analise Quantitativa,
cuja base esta nas figuras de mérito para validacdo de andlises quantitativas
determinada pela WADA, das quais, incluem os parametros: limite de deteccao, limite
de quantificacdo, linearidade, arraste, repetibilidade, precisdo intermediaria,
recuperagdo ou tendéncia e estimativa de incerteza. Os parametros seletividade e
interferéncia de matriz ndo foram avaliados neste trabalho, pois os analitos sao
compostos endégenos presentes na urina.

Os procedimentos dos parametros estdo em concordancia com o método
LADETEC, “Protocolo de Validagdo de Métodos de Analise Quantitativa”, numero
5.372, v.02, 2015.

O calibrante pontual CALENDO € um controle positivo de substancias
endodgenas importante na rotina do laboratério e, para tal, deve-se verificar a
confiabilidade de seus valores de referéncia. Foi feita a avaliacdo do controle frente a
curva analitica, em triplicata, e os resultados obtidos foram comparados com o MRC
conforme o método de “Confirmacéo de esterdides endégenos” 5.454/2016 V.02. O
valor médio obtido para cada analito foi considerado de referéncia para a calibracéo
pontual realizada no método “Analise de agentes dopantes por GC-MS-MS
(compostos enddégenos)” 5.429/2016 V.02. Todos os procedimentos para a avaliagao
dos parametros de validag&o descritos acima utilizaram o MRC MX005 (anexol).

3.5.3.1 Limite de detecc¢ao

No estudo da validacdo, o LOD foi expresso como a concentracdo minima do
analito que pode ser detectada pelo método baseando-se na razéo sinal-ruido (S/N)
maior ou igual a 3, ou seja, para um resultado satisfatorio o sinal cromatografico do
analito de interesse deve estar trés vezes maior que o ruido cromatografico. Também
se utilizou nesse parametro uma inspecao visual dos picos cromatograficos obtidos, a

fim de se obter formatos gaussianos. Na Tabela 8, podem ser observados os valores
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analisados, em triplicata, pelos critérios citados acima para determinagdo do LOD das
substancias endogenas.

Tabela 8. Concentracdes (ng mL1) das substancias endégenas analisadas para determinacéo do

LOD.

Analito Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3 | Nivel 4
Androsterona 1,00 2,50 5,00 10,00
Etiocolanolona 1,00 2,50 5,00 10,00
5a-Adiol 0,50 1,00 2,00 4,00
5B-Adiol 0,50 1,00 2,00 4,00
Testosterona 0,50 1,00 2,50 5,00
Epitestosterona 0,50 1,00 2,50 5,00

3.5.3.2 Limite de quantificacéo

O LOQ é a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada pelo
método em validagdo. O critério utilizado para a escolha das concentracdes foram os
valores de incerteza obtidos das medi¢des quando as concentracdes estavam no LOQ
e 5x LOQ. Para valores no LOQ, a incerteza maxima permitida ndo deve ser maior
que 30% para todas as substancias e para 5x o0 LOQ, a incerteza maxima permitida
nao pode ser maior que 20% para Androsterona, Etiocolanolona, 5a-Adiol e 5B-Adiol
e 25% para testosterona e epitestosterona.

Outro critério para avaliacdo de um LOQ aceito é a andlise da razao sinal/ ruido,
que deve ser superior a 10. Esse critério adicional também foi avaliado frente as
concentracOes analisadas para o LOD.

3.5.3.3 Linearidade

A linearidade é o parametro de validacdo que permite obter respostas
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de um
intervalo especificado, a partir da constru¢do de uma curva analitica cujo critério tenha
sido aceito. O coeficiente de correlacdo quadratico da fungéo linear deve ser avaliado
para cada substancia. Como critério de aceitacdo, é desejavel que o zero esteja

contido no intervalo de confian¢a calculado, bem como, os resultados do teste de
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Cochran sejam homocedasticos e, além disso, que os valores do coeficiente de
correlacdo sejam maiores do que 0,99. Foram elaboradas curvas analiticas em 6
niveis em triplicata, com concentracdes variando em ng mL?, de acordo com o

descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Concentracdes das substancias endégenas (ng mL1) em cada nivel das curvas

preparadas.

Analito Nivel 1 [ Nivel 2 | Nivel 3 | Nivel4 | Nivel5 | Nivel 6
Androsterona 10,00 50,00 100,00 | 500,00 | 2000,00 [ 5000,00
Etiocolanolona 10,00 50,00 100,00 | 500,00 | 2000,00 [ 5000,00

5a-Adiol 2,00 5,00 25,00 50,00 100,00 | 200,00

5B-Adiol 2,00 5,00 25,00 50,00 100,00 | 200,00
Testosterona 2,00 5,00 25,00 50,00 100,00 | 200,00
Epitestosterona 2,00 5,00 25,00 50,00 100,00 | 200,00

Foram feitos os céalculos para intervalo de confianca no intercepto bo, calculo
de t-student, desvio padrao residual e teste de homocedasticidade.
O intervalo de confiangca (IC 95%) no intercepto foi calculado através da

equacéo 1.

by £ to.025:n-2-Sh, (1)

Onde:

bo é o0 valor do coeficiente linear da equacao e

to,025;n-2 O valor de t-student para 95% de confianca bicaudal com n igual ao nimero
de niveis de concentracdo analisadas.

Para o calculo de S, , foi utilizada a equagéo 2. O primeiro termo radical dessa

equacao é o chamado desvio padréo residual (Se).

Yi—¥i)? ¥ x?
Sb0=\/ n—2 '\/nZ(xi—f)z (@)

Onde:

yi 0 valor de y medido;

yi 0 valor de y calculado pela regressao;
xi 0 valor de x calculado pela regressao e
x o valor médio de x calculado.
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A homocedasticidade de variancias dos dados foi avaliada através do teste de

Cochram pela equacéao 3.

— Srznéx
Ceate = v 5?2 )
J

Onde:
s’max € a maior variancia entre todos os niveis de concentracéo e
» sj2 € a soma das variancias de todos os niveis.

3.5.3.4 Arraste

O arraste foi avaliado para verificar a presenca do analito na corrida
cromatografica seguinte a amostra contendo o mesmo. O parametro foi avaliado a
partir da comparacdo dos resultados obtidos da injecdo de dois CQN'’s localizados
antes e apos a curva de 6 niveis (utilizada na linearidade). Foi feita uma avaliacao da
area obtida do CQN apéds a injecdo da replicata 3 do 6° nivel da curva analitica.
Segundo o critério de aceitacdo para auséncia de arraste, o sinal cromatografico do
segundo CQN deve ser menor ou igual a 1% do sinal utilizado para a verificagao.

3.5.3.5 Repetibilidade

A repetibilidade avalia as medi¢Ges sucessivas de um método, a partir do valor
do coeficiente de variacdo para amostras controles em replicata, em dois niveis de
concentracoes diferentes: no LOQ e 5xLOQ. Foram feitos no mesmo dia (dia 1), pelo
mesmo analista, 10 replicatas de controles em urina sintética fortificadas em cada um
dos niveis estudados. O desvio padréo dos resultados é a repetibilidade estimada (S).
Adicionalmente, calcula-se o desvio padrao relativo dessas medidas (DPR). Utilizou-
se para a fortificacdo destes controles uma solucdo padrédo de origem diferente da
utilizada para preparacdo do CALENDO e dos controles de recuperacdo. Segundo o
critério de aceitacéo, o desvio padrao relativo percentual ndo deve exceder 10%.
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3.5.3.6 Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria avaliou a concordancia do método para uma mesma
amostra, sendo analisada no laboratério em questéo, variando-se 2 condi¢cfes. Este
parametro foi avaliado por analistas diferentes e em dias diferentes. Foram realizados
ensaios com 10 controles em urina sintética fortificada em cada um dos niveis
estudados (LOQ e 5 x LOQ). Foram realizadas 10 replicatas no dia 1 e 10 no dia 2 da
validacdo. A precisdo intermediaria foi avaliada através do coeficiente de variacéo
entre os dois resultados. Para a fortificacdo desses controles, foi utilizada uma
solugdo padrao de origem diferente da utilizada para a preparacdo do controle
CALENDO e dos controles de recuperacdo. Segundo o critério de aceitacao, o desvio

padrao relativo percentual ndo deve exceder 10%.

3.5.3.7 Recuperacao ou tendéncia

A tendéncia reflete o grau de afastamento entre a concentracdo nominal e a
concentracéo determinada experimentalmente, ou seja, 0 erro. A recuperacao avaliou
a proporcdo da quantidade do analito adicionado na matriz utilizada que foi
recuperado e quantificado em relacdo a concentracdo real estipulada. Foram
realizados ensaios em triplicata em dois niveis de concentracédo (LOQ e 5x LOQ) para
avaliar os parametros de recuperacao e tendéncia a partir da comparacdo com 0s
valores obtidos para o MRC. Determinou-se a recuperacao e o erro absoluto entre
valor médio experimental e o valor de referéncia. Para a fortificacdo desses controles,
foi utilizada uma solucéo padrédo de origem diferente da utilizada para a preparacdo
do controle CALENDO e dos controles de repetibilidade e precisdo intermediaria.

Como critério de recuperacgéao, é desejavel que os valores estejam entre 90-110%.

3.5.3.8 Estimativa de incerteza de medic&o

A incerteza de medicao foi avaliada a partir dos resultados obtidos de preciséo
intermediaria e tendéncia. A férmula da incerteza combinada relativa, pc (%), expressa

a relacdo entre esses parametros obtida na equacéo 4.
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1) = %t u(Bpe) @

Onde:

Sw = Desvio padrao entre os resultados obtidos para os controles em condi¢cfes de
precisao intermediaria;

n = numero de replicatas utilizado em cada conjunto de controles da avaliagdo de
precisao intermediaria e

u(Bex) = Raiz da média quadréatica (RMS) dos erros obtidos para os controles de
recuperacao.

Calculou-se a raiz da média quadratica dos erros (RMS) a partir da formula

representada na equacao 5.

’A2+A2+”'+A2
RMSenaencia = % ()
Onde:

n = 0 numero de determinacfes da tendéncia.

A precisao intermediaria e repetibilidade tiveram suas determinacdes definidas
nos niveis de concentracdo do LOQ e 5x LOQ em dias diferentes. As incertezas
puderam ser calculadas com base nesses resultados, utilizando-se 10 replicatas de
cada parametro citado acima, mais 10 replicatas de incerteza, para cada dia de
andlise, resultando em 40 replicatas. Achou-se necessario acrescentar a analise
dessas 20 replicatas de precisdo intermediaria em um terceiro dia para célculos de
incerteza, a fim de apresentar um resultado mais representativo, ou seja, aumentar o
conjunto de dados para a estimativa da incerteza onde serédo utilizados para o céalculo
do desvio padrao (Sw).

Segundo a WADA, o documento técnico TD2018EAAS determina os limites de
incerteza combinada relativa uc (%) maxima que o método de analise preliminar dos
compostos enddgenos pode apresentar quando estes estiverem em determinadas
concentracgoes.

A uc (%) para as determinagfes de Androsterona, Etiocolanolona, 5a-Adiol, 58-
Adiol, Testosterona e Epitestosterona ndo devem ultrapassar 30% nos respectivos

LOQ. Para concentragbes em 5x LOQ a uc (%) nao deve ser maior do que 20% para
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Androsterona e Etiocolanolona e 25 % para os Adiois. Para as determinacfes de
Testosterona e Epitestosterona a uc (%) ndo deve exceder 20% quando a
concentracéo destes for maior do que 5 ng mL. Para a razédo Test/Epi, a uc (%) ndo
deve exceder 15 % quando as concentragbes destes forem maiores do que 5ng mL!

e ndo deve exceder 30 % para concentracdes menores.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que serdo apresentados foram avaliados a partir dos critérios
estabelecidos pelo documento técnico vigente da WADA (WADA Technical Document
— TD2018EAAS, Endogenous Anabolic Androgenic Steroids Measurement and
Reporting).

O critério de aceitacdo dos resultados esta em concordancia com o método
LADETEC, “Protocolo de Validagdo de Métodos de Analise Quantitativa”, numero
5.372, v.02, 2016.

4.1 RESULTADO DA AVALIACAO DO CALENDO

Foram utilizados os critérios de avaliacdo descritos pelo Institute for Reference
Materials and Measurements (IRMM) a fim de se avaliar o resultado de medicéo. De
acordo com o IRMM a diferenca em médulo entre o valor medido e o valor certificado
(erro ou Am) do MRC deve ser menor que a incerteza expandida (UA) dessa diferenca,
sendo que UA é calculada combinando-se a incerteza do valor certificado com a

incerteza do resultado da medicéo das seguintes formas 6 e 7.

UA= 2.ul (6)

uA= \Ju2, + uépy 7)

Onde:

UA = incerteza expandida de UA;

UA = incerteza de Am;

um = incerteza do resultado da medicéo e

ucrm = incerteza do valor certificado do MRC utilizado.
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A Tabela 10 apresenta as concentracfes dos pontos das curvas analiticas das
substancias, cuja funcédo linear foi utilizada para verificar a confiabilidade do
CALENDO, comparando-o posteriormente com o0s resultados do material de
referéncia certificado (MRC). O CALENDO é utilizado na rotina da triagem de
anabolizantes como ponto calibrante das substancias enddégenas, em cumprimento

as exigéncias da WADA.

Tabela 10. Concentracdo (ng mL1) das curvas analiticas das substancias endégenas para verificacdo

do CALENDO.
Pontos da An.drosterona e Te§tosterona e 50-Adiol 5-Adiol
curva Etiocolanolona | Epitestosterona

P1 50,00 2,00 3,00 4,00
P2 125,00 5,00 7,50 10,00
P3 250,00 10,00 15,00 20,00
P4 1250,00 50,00 75,00 100,00
P5 2500,00 100,00 150,00 200,00
P6 5000,00 200,00 300,00 400,00

Nos graficos 1 a 6 pode-se observar que os resultados se apresentaram de
forma linear, uma vez que o coeficiente quadratico foi superior a 0,99 para todas as
substancias. Dessa forma, o método de verificacdo das concentracdes do CALENDO
e do MRC pode ser considerado confiavel, uma vez que os resultados obtidos se
encontram dentro dos limites minimo e maximo das curvas analiticas, além do

coeficiente quadratico avaliado.
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Gréfico 1. Curva analitica da Androsterona utilizada na calibracdo do CALENDO.
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Grafico 2. Curva analitica da Etiocolanolona utilizada na calibracdo do CALENDO.
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Gréfico 3. Curva analitica do 5a-Adiol utilizada na calibragdo do CALENDO.
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Gréfico 4. Curva analitica do 5B-Adiol utilizada na calibragéo do CALENDO.
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Grafico 5. Curva analitica da Testosterona utilizada na calibracdo do CALENDO.
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Gréfico 6. Curva analitica da Epitestosterona utilizada na calibracdo do CALENDO.

A Tabela 11 confere os valores teoricos fortificados (adicionados) do

CALENDO, os valores encontrados no certificado da urina de referéncia MX005, e os

valores obtidos para o CALENDO e MXO005, a partir da curva analitica, todos em ng

mL-1,
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Tabela 11. Concentracdes (ng mL1) obtidas nos endégenos na calibracdo do CALENDO.

- CALENDO | CALENDO Recuperacdo MX005 MX005 Recuperacdo
Substancia (\_/_alor (Valor (%) (Ve_tlpr no (Valor (%)
fortificado) | encontrado) certificado) | encontrado)

Androsterona | 2000,00 | 1602,00 80 1187,00 | 1207,30 102

Etiocolanolona | 2000,00 | 1661,00 83 1293,00 | 1348,40 104
5a-Adiol 80,00 72,00 90 7,27, 8,00 110
5B-Adiol 180 147 82 211 22,3 106
Testosterona 40 32,8 82 40,3 35,9 89
Epitestosterona 40 30,5 76 10,76 10,7 99

Os resultados do critério de aceitacdo do IRMM estédo apresentados na Tabela
12.

Tabela 12. Verificag&o do resultado de medigdo de acordo com critério de aceitag&o descrito pelo

IRMM.
Am UCRM Um UA UA Am< UA
Androsterona 20,3 17,41 175 | 175,86 | 351,73 | conforme
Etiocolanolona 55,4 20,5 93 95,23 | 190,46 | conforme
S5a-Adiol 0,73 0,19 1 1,02 2,04 conforme
5B-Adiol 1,2 0,54 3 3,05 6,09 conforme
Testosterona 4.4 0,88 0,3 0,93 1,85 conforme
Epitestosterona 0,1 0,29 2 2,02 4,04 conforme

Onde:

Am = diferenca em médulo entre o valor medido e o valor certificado;
ucrm = incerteza do valor certificado do MRC utilizado;
um = incerteza do resultado da medicao;
UA = combinacdo da incerteza do valor certificado com a incerteza do resultado da
medicao;
UA = incerteza expandida de UA.

Pode-se observar nos resultados obtidos que a incerteza do certificado do MRC
(ucrm) esta muito abaixo da incerteza do MRC no método verificado (um), 0 que da
uma margem mais alta na diferenca de incertezas (uA), consecutivamente, na
incerteza expandida (UA). Uma vez que todos os erros do MRC obtidos foram
menores do que a incerteza expandida, o resultado de medicdo foi considerado

conforme com os critérios de aceite.



4.2 RESULTADOS DOS PARAMETROS DE VALIDACAO DE METODO

4.2.1 Limite de deteccéo
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Utilizou-se os valores abaixo para verificar a relagdo sinal/ruido dos analitos em

questao. A Tabela 13 apresenta os valores obtidos para o LOD de cada substancia.

Pode-se verificar que nos resultados obtidos, a razdo sinal/ruido mostrou-se superior

ao valor determinado como critério de aceitacao (=3).

Tabela 13. Limite de deteccédo para as substancias enddgenas e a relacéo sinal/ ruido (S/R)

Concentragéo (ng mL™?)

Analito Sinal/Ruido
obtida para o LOD

Androsterona 1,00 182
Etiocolanolona 1,00 200
5a-Adiol 2,00 213
5B-Adiol 0,50 162
Testosterona 0,50 241
Epitestosterona 1,00 61

A principio, os valores obtidos aparentam uma razao muito mais alta do que o

critério de aceite, porém, pode-se avaliar a caracterizacdo dos picos encontrados

através das figuras 4 a 9, as quais, apresentam 0s cromatogramas com a razao

sinal/ruido de cada transicdo monitorada das substancias. Seria analiticamente

possivel se obter menores concentracdes para o LOD, entretanto, para a aplicacéo a

gual o método se destina ndo é necessario. Os cromatogramas mostraram em cada

pico, as transicdes de quantificacdo (de maior intensidade) e as transicdes de

qualificacédo (os tracos mais baixos) ou ion de qualificacdo. Foi feita uma avaliacéo

por inspecéo visual do cromatograma, e preconizou-se que o0 pico tivesse formato de

gaussiana. Todos o0s picos mostraram-se bem resolvidos, indicando resultados

satisfatorios, uma vez que todos se enquadraram aos critérios utilizados.
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Figura 4. Cromatograma da Androsterona no LOD.
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Figura 5. Cromatograma da Etiocolanolona no LOD.
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Figura 6. Cromatograma do 5a-Adiol no LOD.
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Figura 7. Cromatograma do 5p-Adiol no LOD.
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014A Testosterona 7. 13 55 L8C 00000000200
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Figura 8. Cromatograma da Testosterona no LOD.
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Figura 9. Cromatograma da Epitestosterona no LOD.

4.2.2 Limite de quantificacédo

A Tabela 14 apresenta os valores de limite de quantificacdo obtidos de cada

substancia endégena. Como critério de aceite, foram verificadas as incertezas a partir

dos dados de LOQ. Ap6s as analises, verificou-se que os resultados obtidos de

incerteza se encontraram dentro dos limites especificados pela WADA, como pode ser

visto no item 4.2

8.

Tabela 14. Limite de quantificacdo para as substancias endégenas.

Analito

Concentracdo ( ng mL?)

Androsterona

50,00

Etiocolanolona

50,00

Testosterona

2,00

Epitestosterona

2,00

5a-Adiol

4,00

58-Adiol

4,00
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7

Um critério muito utilizado para esta avaliacdo é a relacdo sinal/ruido
apresentar valores superiores a 10. Nesta validacdo, também se avaliou o LOQ
através da releitura dos valores da razéo sinal/ ruido obtidos na avaliacdo do LOD na
Tabela 13 do item 4.2.1. Conforme citado, foi observado que a razdo obtida para o
LOD foi muito superior ao critério minimo (=3). Dessa forma, pode-se supor que, como
as concentracoes estudadas na avaliacdo do LOQ s&o bem superiores ao LOD, a
relacdo sinal/ruido de LOQ também seria superior ao critério estipulado de LOQ (>10).
A Tabela 15 mostra os valores das concentracbes de LOD e LOQ e a relagéao
sinal/ruido de LOD.

Dessa forma, pode-se definir os valores de LOQ no método em validagéo

satisfatoriamente.

Tabela 15. Comparacéo de valores de concentragdo de LOD e LOQ para razéo sinal/ruido de LOD.

. Concentracao Concentracao . .

Analito LOD (ng mgL'l) LOQ (ng mgL'l) Sinal/Ruido LOD
Androsterona 1,00 50,00 182
Etiocolanolona 1,00 50,00 200
5a-Adiol 2,00 4,00 213
5B-Adiol 0,50 4,00 162
Testosterona 0,50 2,00 241
Epitestosterona 1,00 2,00 61

4.2.3 Linearidade

A Tabela 16 apresenta os resultados dos testes realizados. Logo abaixo estédo
as curvas analiticas de cada substancia. Conforme critério de aceite, todas as
substancias enddgenas avaliadas apresentaram R? superior a 0,99 e intervalo de
confianga do intercepto (Bo) contendo zero, portanto, considerou-se a linearidade
satisfatoria dentro da faixa de trabalho estudada. Entretanto, a distribuicdo dos valores
nao se mostrou homocedastica para todas as substancias, ao passo que, somente a
substancia 5B-Adiol apresentou valores homocedasticos, como pode ser visto na
Tabela 17. Este resultado ndo invalida a linearidade, e inclusive é expressivo por
mostrar o comportamento das curvas avaliadas. Para os resultados heterocedasticos

foi realizada a regressao ponderada.



Tabela 16. Resultado dos testes de linearidade para as substancias endogenas.
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Androsterona
Coeficiente angular 0,000421
Coeficiente linear -0,005991
Coeficiente de correlagédo quadratico (R?) 0,998
Critério de aceitabilidade de R? >0,99
Faixa linear de trabalho 10 a 5000 ng mL*
Intervalo de confianga do intercepto (o) -2,267 a 2,255

Critério de aceitabilidade de Bo

Conter Zero

Etiocolanolona

Coeficiente angular 0,000364
Coeficiente linear -0,005893
Coeficiente de correlagdo quadratico (R?) 0,998
Critério de aceitabilidade de R? >0,99

Faixa linear de trabalho 10 a 5000 ng mL?
Intervalo de confianga do intercepto (3o) -1,967 a 1,955

Critério de aceitabilidade de Bo

Conter Zero

5a-Adiol
Coeficiente angular 0,033345
Coeficiente linear -0,046006
Coeficiente de correlagdo quadratico (R?) 0,999
Critério de aceitabilidade de R? >0,99
Faixa linear de trabalho 2a 200 ng mL?
Intervalo de confianga do intercepto (o) -20,877 a 20,785
Critério de aceitabilidade de Bo Conter Zero
5B-Adiol
Coeficiente angular 0,065141
Coeficiente linear -0,131807
Coeficiente de correlagdo quadratico (R?) 0,999
Critério de aceitabilidade de R? >0,99
Faixa linear de trabalho 2a200 ng mL?
Intervalo de confianga do intercepto (3o) -59,992 a 59,728
Critério de aceitabilidade de Bo Conter Zero
Testosterona
Coeficiente angular 0,016059
Coeficiente linear -0,004938
Coeficiente de correlagdo quadratico (R?) 0,999
Critério de aceitabilidade de R? >0,99
Faixa linear de trabalho 2 a 200 ng mL?
Intervalo de confianga do intercepto (3o) -3,712 a 3,702
Critério de aceitabilidade de Bo Conter Zero
Epitestosterona
Coeficiente angular 0,035745
Coeficiente linear 0,183640
Coeficiente de correlacdo quadratico (R?) 0,993
Critério de aceitabilidade de R? >0,99

Faixa linear de trabalho

2a200ng mL?

Intervalo de confianga do intercepto (o)

-29,738 a 30,105

Critério de aceitabilidade de Bo

Conter Zero




Tabela 17. Resultado do teste de Cochram

Substancia C calculado | C Tabelado Resultado
5a-Adiol 0,6515 heterocedastico
5B-Adiol 0,4268 homocedastico

Androsterona 0,7483 06161 heterocedastico
Epitestosterona 0,6752 ’ heterocedastico
Etiocolanolona 0,7305 heterocedastico

Testosterona 0,6755 heterocedastico
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Os graficos 7 a 12 apresentam as curvas analiticas obtidas para cada

substancia enddgena avaliada.
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Gréfico 7. Curva analitica da Androsterona obtida na avaliagéo da linearidade.
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Gréfico 8. Curva analitica da Etiocolanolona obtida na avaliacdo da linearidade.
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Gréfico 9. Curva analitica do 5a-Adiol obtida na avaliacdo da linearidade.
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Gréfico 10. Curva analitica do 5B-Adiol obtida na avaliagédo da linearidade.

4,0
-
S 30 - y =0,016x- 0,004
= z=
g 20 | R*=0,999
2
' 1
8 10 1
o
0,0
0 20 40 60 80

100

120 140 160 180 200

Concentragdo

Gréfico 11. Curva analitica da Testosterona obtida na avaliacédo da linearidade.
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Gréfico 12. Curva analitica da Epitestosterona obtida na avaliagdo da linearidade.

4.2.4 Arraste

Todas as substancias apresentaram conformidade para o ensaio de arraste,
como pode ser visto na Tabela 18, onde mostra valores menores que 1% para analise
de area do controle negativo apés a injecdo do controle positivo. Estes valores abaixo

do critério permitem concluir que ndo ha contaminacdo por arraste entre as injecdes.

Tabela 18. Avaliacao de arraste das substancias endogenas.

. Area do controle | Area do controle | Porcentagem
Analito . . <
positivo negativo da Area

Androsterona 661.251.222 34.955 0,005
Etiocolanolona 568.358.663 28.931 0,005
5a-Adiol 34.807.423 118.343 0,350
5B-Adiol 67.563.580 116.245 0,172
Testosterona 65.494.150 94.168 0,144
Epitestosterona 35.535.301 5.803 0,016

4.2.5 Repetibilidade

Para os calculos de repetibilidade, foram utilizados valores de razéo da area do
analito/ area do padrdo interno. Os valores de desvio padrdo relativo percentual
(DPR%) foram obtidos a partir dos resultados dos controles preparados em um mesmo
dia por um mesmo analista. Ainda que o DPR (%) no LOQ tenha sido maior que 0s
valores obtidos para concentragcbes em 5xLOQ, todos os analitos apresentaram

desvios inferiores ao valor desejavel de 10%, como observado na Tabela 19. Dessa
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forma, os resultados obtidos do ensaio de precisdo sob condi¢cdes de repetibilidade

mostraram-se satisfatorios.

Tabela 19. Resultados dos testes de repetibilidade.

Analito DPR (%) no LOQ DPR (%) em 5xLOQ
Androsterona 51 0,9
Etiocolanolona 4,5 2,6

5alfa-diol 5,3 1,8
5beta-diol 4,9 1,6
Testosterona 5,8 2,0
Epitestosterona 8,4 2,3

4.2.6 Precisao intermediaria

A precisado intermediaria foi avaliada a partir dos valores de razdo da érea do
analito/ area do padréao interno. Foram determinados o desvio padrdo de precisao
intermediaria (Sw) e o desvio padrdo relativo percentual (DPR%) a partir dos
resultados de controles preparados em dias diferentes por analistas diferentes. A
Tabela 20 mostra os resultados dos testes de precisédo intermediaria.

A Epitestosterona apresentou DPR (%) maior que 10 para concentracdo no
LOQ, porém, se enquadrou em concentracdes de 5xLOQ, como todas as outras
substancias nas duas concentracdes. I1sso ocorre devido a substancia apresentar
ruido intenso, dificultando sua integrac@o do pico em concentracdes proximas a 1 ng
mL1. Segundo os dados obtidos, 2 das 10 medicdes (1,297 ng mL? e 1,306 ng mL™1)
de Epitestosterona encontraram-se bem abaixo do valor teérico (2,0 ng mLt) o que
levou ao DPR (%) mais alto da substancia. Portanto, o resultado teve melhor

expressao para o maior valor avaliado, em 5xLOQ.

Tabela 20. Resultados dos testes de precisdo intermediaria.

Analito DPR (%) no LOQ DPR (%) em 5xLOQ
Androsterona 6,1 1,6
Etiocolanolona 6,8 3,8
5a-Adiol 5,8 2,1
5B-Adiol 8,1 4,4
Testosterona 6,7 2,2
Epitestosterona 14,5 3,1
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4.2.7 Recuperagéo ou tendéncia

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos na avaliacdo da tendéncia e
recuperacdo dos analitos. Os erros percentuais obtidos para os resultados dos
analitos no nivel de concentragdo do LOQ foram maiores do que em 5xLOQ, conforme
esperado, uma vez que em concentragcdes menores o erro obtido, geralmente, &
maior. Todos os resultados obtidos de recuperacdo estdo proximos aos valores
estipulados como critério (entre 90 e 110%), estando em conformidade com o
pretendido. Os analitos 5a-Adiol, 5B-Adiol e epitestosterona sé&o substancias que
estdo numa regido onde se encontram muitos analitos endégenos na urina humana,
resultando na presenca de alto ruido, o que dificulta a recuperacdo adequada das
substancias. O MRC apresentou recuperacéao proxima dos analitos estudados no teste

de recuperacdo, estando dentro dos critérios aceitaveis.

Tabela 21. Resultados dos testes de tendéncia.

Analito LOQ 5x LOQ MX005
Erro Rec (%) Erro  Rec (%) Erro (%) Rec (%)

Androsterona -11,6 88,4 1,2 101,2 -7,2 92,8
Etiocolanolona -13,9 86,1 -0,9 99,1 -10,3 89,7
5a-Adiol 13,3 113,3 11,6 111,6 20,7 120,7
5B3-Adiol -11,8 88,2 9,4 90,6 7,8 107,8
Testosterona 10,9 110,9 6,3 106,3 -10,3 89,7
Epitestosterona -8,5 91,5 -0,4 99,6 -4,2 95,8

4.2.8 Incerteza de medicéo

A formula utilizada reflete os célculos combinados para determinar a incerteza
de medicao a partir de valores de desvio padréo da precisdo intermediaria e valores
de erro da avaliacdo da tendéncia. As Tabelas 22 e 23 apresentam os resultados
obtidos na avaliagéo da incerteza de medicdo e os valores maximos permitidos pela
WADA para cada analito nos niveis de concentracdo do LOQ e 5xLOQ,
respectivamente. As Tabelas mostram a incerteza em termos de concentragao e

porcentagem. Calculou-se também a incerteza para razdo T/E, que mostrou
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resultados satisfatorios enquadrando-se nos valores exigidos pela WADA nas duas

concentracdes estudadas.

Tabela 22. Valores de incerteza de medigcéo obtidos e maximos permitidos para endégenos no LOQ.

_ uc(y) obtida uc(y) maxima permitida

Analito
(ng mL*) (%) (ng mL™) (%)
Androsterona 54 10,8 15 30
Etiocolanolona 6,5 13,1 15 30
5a-Adiol 0,5 13,2 1,2 30
5B-Adiol 0,5 12,3 1,2 30
Testosterona 0,2 10,4 0,6 30
Epitestosterona 0,2 11,5 0,6 30
Test/Epi 0,14 14,1 0,3 30

Tabela 23. Valores de incerteza de medi¢éo obtidos e maximos permitidos para endégenos em

5xLOQ.

Analito uc(y) obtida uc(y) max permitida

(ng mL*) (%) (ng mL*) (%)

Androsterona 7,8 3,1 50 20
Etiocolanolona 7,9 3,1 50 20
5a-Adiol 4 20,1 5 25
5B-Adiol 1,4 6,8 5 25
Testosterona 0,5 4,9 2 20
Epitestosterona 1,7 17,0 2 20
Test/Epi 0,14 14,5 0,15 15

Podem-se ser observados no anexo 2 os resultados de uma amostra aleatoria,

sob o ponto de vista endbgeno.
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5. CONCLUSAO

Segundo o0 objetivo deste estudo, o método de andlise quantitativa dos
esterdides androgénicos anabolicos enddgenos foi validado, sob a luz do
“‘international standard for laboratories” e do “endogenous anabolic androgenic
steroids measurement and reporting -TD2018EAAS” e comprovou-se atraves dos
resultados obtidos a eficiéncia do método ao seu uso pretendido. Foram realizados os
procedimentos descritos no (Protocolo LADETEC n° 5.372, v.02), exceto 0s
parametros: seletividade e interferéncia da matriz, como citado e os resultados obtidos
foram avaliados conforme os critérios de aceitacdo descritos no protocolo e no
TD2018EAAS.

Através dos resultados obtidos nos ensaios de validacdo conclui-se que o
método é apto a quantificar as substancias enddégenas presentes na matriz urina, para
posteriores providéncias quanto ao envio da amostra analisada a andlise de
confirmacédo dos analitos e analise extra de GC-C-IRMS a fim de se verificar a origem
enddgena ou exdgena dos analitos.

Através da avaliacdo dos parametros de validacéo, pode-se concluir que 0s
limites de deteccdo e quantificacdo se mostraram capaz de produzir resultados
confidveis tendo em vista os resultados de precisdo e exatiddo. A linearidade foi
aprovada nos critérios exigidos, conforme mostraram os resultados das curvas
analiticas. O arraste mostrou que ndo houve contaminacdo entre as andlises,
confirmando satisfatoriamente as condi¢gdes do equipamento. A repetibilidade mostrou
concordancia entre resultados obtidos com o mesmo analista. E a precisdo
intermediaria mostrou capacidade do método em reproduzir resultados em acordo
guando se tem determina¢Bes analiticas em dias diferentes por analistas diferentes
num mesmo laboratério. Os resultados de recuperacao apresentaram-se proximos ao
esperado. Finalizando a validacéo, a incerteza do método mostrou que este é capaz
de realizar medi¢Bes muito préximos dos valores reais, conforme os valores obtidos
na incerteza de medicéo.

Através das informacdes contidas neste trabalho, pode-se concluir que o
estudo de validacdo do meétodo nas condigcdes descritas acima comprova que o
mesmo é adequado ao uso pretendido, uma vez que atende os critérios de aceitacao

recomendados pela Agéncia Mundial Antidopagem.
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7. ANEXO

ANEXO 1. Certificado do MRC

| Australian Governlqunl

- - , - Report 1D, MX603 204,02
National Measurement Institute 28 Al 2014

FOR CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
NMIA MX005

Cei'tiﬂcate I: Steroid Metabolites in Freeze-Dried Human Urin
Batch No.: 2006.12 I

(i) Description of the materi
ipca material consists of | e-dricd human urine contained in a sealed glass w:£
|

i ed rubber septum. In addition 1o natural levels of stercid metabolites, the mja
d with the glucuronide conjugates of testosterone, androslerone and efiocholan
The materigl must be reconstituled 20 mL of water as described in this cerlificale pricr to

I
| CERTIFICATE OF ANALYSIS
ol

(i) Centified property values L
The certified property values for |selected stergids in the urine reference material |af
reconstitution with water as spedfied in Section (v) are given in Table 1. The measurand|
defined as| mass fractions, mass|ratios or masg concentrations of all glucurcnide conju
{3-D-glucopyranosiduromic acid dervatives) of the stated steroid (expressed as equivalents

e
@

free steroid) in the reconstituted material at the expiry date of this certificate. The masses of any
carrespanding endegenocus free slérdids present in insignificant amounts in the urine materid| aj
ncluded each of the certified | property values except for those of testosterone| and

epileslosle‘gnne. The masses of any bther possible conjugates of the stercids are not included in
the measurands. Mass concentrations apply to the reconstituted material at 20 °C.

Table 1: | Certified property values for steroids present as glucuronide conjugates in fthe
reconstityted human urine CRM NPMA MX005 expressed as equivalents of the free stefoid.
| Uncertainties are expanded to provide a level of confidence of 95%,

Steroid C Asul:‘oﬂ:lry Mas‘sn fraction | Mass conocntratioT
a/g) {ngimL)

Sa-andtostane-3a-17p-diol 1852-53-5 7.20 4 0.40
mndjoauneaa-np-dlol 1851-23-6 209+1.2
%dmslerone | 53-41-8 1176+ 35
etlocholanolone 53-42-9 1281+ 40
testosterone (T) 58-22-0 399217

epitostostorone (E) 481-30-1 10.660.59 |

T/E mass ratio - 3744024 | |

(iii) Expiration of certification

The certifigd values are valid for seal od botiles of the material until 22 October 2017 provided tHat
they are handled and stored in accordance with the instructions given on this certificate.
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correction 1

(v) Inst

lerone

HAZARD RNING

CRM NMIA MXC0S 1S INTENDED FOR
TERIAL. HANDLE PRODU
OF TRANSMITTING DISEASE. |

ended minimum sam

t be reconstituted exactly as descrbed below. The reconstituted material is stau? for

SOURCE

The recom
material |

1. Remo

2. Rel

3. Weigh

4. Filad
the sl

example an the lip of #19 bottle,
t?\p bottle, sq;ptum?and K
2 bottle with a crimp cap,

sides of the bottle and the rubber|stopper- 1"
7. Heal the bottle at 40 °C for 30 minutes then equilibrate to room temperature. |
8. Take subsamples of the \reconstituted  material. The remainder may be stored il the
refrigerptor for up to four weeks. . ]L
T Note if the n’alerial ie to be stored In its reconstituted form the water and syringe used shodld be
sterile, | | |
* The cert; ed values for this materigl correspond to the addition of 20.00 g water, If the of
wialer adddd is not 20.09 g then a|correclion must be applied to take this into account|| The
reconstitutlpn process has been tested with added water of approximatety 20,0 + 0.1 g and lthhs
masses in this range sheuld be used. | [wa [
(vi) Prod c‘ltion of thl. reference material
The material was prepareld in December 2006 using urine collected from healthy volunt Al
donors had been vaccinated aga Hepatitis A and B and have a very low risk of HIJ. Al
specimens were § for pH, specific gravity and for the level of testosteronelepitestostirone
before use sjca[ected uring specimens were centrifuged and combined such that the pooled|urine
conlained an g imate epitestosterone concentration of 10 ng/mL. After treatment with sgdidm
azide (0.5 mglg), thirty litres (30 L) of the pocled material was filtered through 0.65 pm and 0|2 dm
filters. Twenty seven litres (27 L) of the filtered urine was fortified with testosterone glucurn o
2 level equivalent to 40 bglmll of the free steroid, A mixed solution containing 35 mg e of
androsierg e‘g!ucumnidq and et# nolone glu&:ronide in 5 mL of methanol was also aflded.
After sti vernight the bulk material wa;idlspebsed in 20 mL aliguots into 50 mL clear
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ANEXO 2. Resultados de amostra aleatéria.

MRPL R1 [Androsterona] MRPL R1 [Etiocolanolona] MRPL R1 [5a-Diol] MRPL R1 [Sb-Diol] MRPL R1 [Epitestosterona] MRPL R1 [Testosterona]
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