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Resumo 

 

LINHARES, A. L. F. A. Detecção de esteroides anabólicos androgênicos e seus 

produtos de biotransformação em dried urine spots por ionização por paper spray 

acoplada à espectrometria de massas (PS-MS). 2020. 142f. Dissertação (Mestrado em 

Farmácia – Fisiopatologia e Toxicologia) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.  

 

Os esteroides anabólicos androgênicos (EAA) são utilizados clinicamente para tratar 

diferentes doenças, porém propagou-se o uso não terapêutico por atletas de elite e 

fisiculturistas, com o intuito de aumentar a massa muscular e melhorar o desempenho 

físico. O uso de substâncias ergogênicas, como fármacos estimulantes e narcóticos 

analgésicos no esporte, foi proibido em 1967 pelo International Olympic Committee (COI), 

mas somente em 1976 os EAA entraram para a lista de substâncias proibidas. O uso de 

EAA está associado a diversos efeitos adversos, principalmente cardiovasculares, 

neuroendócrinos e distúrbios psiquiátricos, além de dislipidemia, elevação dos marcadores 

inflamatórios e disfunção endotelial. As análises toxicológicas constam como a maneira 

mais eficaz de minimizar o doping no esporte. O material é fornecido pelo atleta durante 

as competições ou treinamentos e previne que os competidores alcancem vantagem 

competitiva devido ao uso de EAA. A utilização de métodos para amostragem alternativos 

tem ganhado força, devido à necessidade de técnicas mais práticas que utilizam pouco 

volume de amostra e possuem facilidade de armazenamento. O dried urine spots é um 

método no qual pequenas amostras de urina são aplicadas em papéis de filtro para análises 

qualitativas ou quantitativas. Ele se caracteriza por ser uma técnica rápida, fácil, simples e 

barata para a coleta, armazenamento e distribuição, além de minimizar os riscos de 

infecção, podendo ser utilizado na rotina. A técnica de paper spray (PS-MS) foi 

desenvolvida a partir da relevância de métodos como o dried blood spots por proporcionar 

análises mais rápidas, apresenta alta especificidade, capacidade de analisar diferentes 

analitos simultaneamente, baixo limite de detecção e dispensa a necessidade de reagentes 

específicos. Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido e validado o método de screening 

de EAAs em dried urine spots por ionização por paper spray acoplada à espectrometria de 

massas. O método apresentou limites de detecção entre 2-15ng/mL e presença de três 

interferentes endógenos. Os dez analitos de interesse deste estudo são estáveis por 150 dias 

em temperatura ambiente. Dessa forma, a análise de EAAs em dried urine spots por PS-

MS demonstra grande potencial para se tornar um método alternativo no monitoramento 

rápido de drogas de abuso. 

 

 

Palavras-chave: Esteroides anabólicos androgênicos. Dried urine spots. Paper spray. 

Espectrometria de massas. Ionização ambiente. 
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Abstract 

 

LINHARES, A. L. F. A. Detection of anabolic androgenic steroids and its 

biotransformation products in dried urine spots by paper spray-mass spectrometry 

ionization (PS-MS). 2020. 142f. Dissertação (Mestrado em Farmácia – Fisiopatologia e 

Toxicologia) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2020.  

 

Anabolic androgenic steroids (AAS) are used clinically to treat different diseases, but non-

therapeutic use has spread among elite athletes and bodybuilders, with the aim of increase 

muscle mass and improve physical performance. The International Olympic Committee 

(IOC) banned the use of ergogenic substances, such as stimulating drugs and analgesic 

narcotics in sports, in 1967, but only in 1976, AAS were included on the list of prohibited 

substances. The use of AAS is associated with several adverse effects, mainly 

cardiovascular, neuroendocrine and psychiatric disorders, in addition to dyslipidemia, 

elevated inflammatory markers and endothelial dysfunction. Toxicological analyzes are the 

most effective approach to minimize doping in sport. The material is provided by the 

athlete during competitions or training and prevents competitors from achieving a 

competitive advantage due to the use of AAs. The use of alternative sampling methods has 

gained strength, due to the need for more practical techniques that use low sample volume 

and can be easily storage. Dried urine spots are a method, which a small amount of urine 

samples is applied to filter papers for qualitative or quantitative analysis. It is characterized 

by being a fast, easy, simple and inexpensive technique for collection, storage and 

distribution, in addition to minimizing the risks of infection, and can be used in the routine. 

The paper spray technique (PS-MS) was developed based on the relevance of methods such 

as dried blood spots for providing faster analysis, high specificity, ability to analyze 

different analytes simultaneously, low detection limit and for eliminating the need for 

specific reagents. Therefore, this work developed and validated a screening method for 

AAS in dried urine spots by paper spray-mass spectrometry ionization. The method 

provided detection limits between 2-15ng/mL and the presence of three endogenous 

interferents. The ten analytes of interest in this study are stable for 150 days at room 

temperature. Thus, the analysis of AAS in dried urine spots by PS-MS demonstrates great 

potential to become an alternative method for the rapid monitoring of drugs of abuse. 

 

Keywords: Anabolic androgenic steroids. Dried urine spots. Mass spectrometry. Ambient 

ionization. 

 
 

 

 

 

 



12 
 

 

Lista de Abreviaturas 

 

 

 

ADRV Violação de Regras Anti-Doping, do inglês: Anti-Doping Rule Violations 

 

ANOVA 

 

Análise de variância 

 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

API 
 

Ionização por pressão atmosférica, do inglês: atmospheric pressure ionization 

 

Ar Área relativa 

 

CE Energia de colisão, do inglês: collision energy 

 

CI 
Ionização química, do inglês: chemical ionization 

 

CID Dissociação induzida por colisão, do inglês: collision induced dissociation 

CQA Controle de qualidade alto 

CQB Controle de qualidade baixo 

CQM Controle de qualidade médio 

 

CV Coeficiente de variação 

 

DART Análise direta em tempo real, do inglês: direct analysis in real time 

 

DBS Dried blood spots 

 
DLLME 

Microextração líquido-líquido dispersiva, do inglês: dispersive liquid-liquid 

microextraction 

 

DMS Dried matrix spots 

 

DUS Dried urine spots 

 

DESI Ionização de dessorção por electrospray, do inglês: dissociation electrospray ionization 

DHEA Deidroepiandrosterona, do inglês: dehydroepiandrosterone 

DIP-MS Sonda de inserção direta acoplada à espectrometria de massas, do inglês: direct insertion 

probe–mass spectrometry 

 

EAA Esteroides anabólicos androgênicos 

 

EI 

 

EM 

Ionização por elétrons, do inglês:  electron ionization 

Efeito matriz 

 

ESI Ionização por electronspray, do inglês: electronspray ionization 



13 
 

 

F Fator de ponderação 

 

FDA U.S. Food and Drug Adminstration 

FSH Hormônio folículo estimulante, do inglês: follicle-stimulating hormone 

 

GC 

 
Cromatografia em fase gasosa, do inglês: gas chromatography 

 

GC-MS 
Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas, do inglês: gas 

chromatography-mass spectrometry 

 

GHB Gama-hidroxibutirato 

GnRH Hormônio liberador de gonadotrofina, do inglês: gonadotropin-releasing hormone 

 

HDL Lipoproteína de alta densidade, do inglês: high density lipoprotein 

 

IAAF International Athletic Federation 

 

IOC International Olympic Committee 

 

LC Cromatografia líquida, do inglês: liquid chromatography 

 

LC-MS 
Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas, do inglês: liquid 

chromatography-mass spectrometry 

 

LDL Lipoproteína de baixa densidade, do inglês: low density lipoprotein 

LH Hormônio luteinizante, do inglês: luteinizing hormone 

 

LLE Extração líquid-líquido, do inglês: liquid-liquid extraction 

 

LOD Limite de detecção, do inglês: limit of detection 

 

LOQ Limite de quantificação, do inglês: limit of quantification 

 

LPME Microextração em fase líquida, do inglês: liquid-phase microextraction 

m/z Relação massa sobre carga, do inglês: mass to charge ratio 

 

MALDI 
Dessorção/ionização a laser auxiliada por matriz, do inglês: matrix-assisted laser 

desorption/ionization 

 

MDA Metilenedioxianfetamina 

 

MDMA Metilenodioximetanfetamina 

 

MRM Monitoramento de reações múltiplas 

MRPL 
Níveis mínimos de desempenho requerido, do inglês: Minimum Required Performance 

Levels 

 

MS Espectrometria de massas, do inglês: mass spectrometry 

NaOH Hidróxido de sódio 



14 
 

 

NH4OH Hidróxido de amônio 

 

pH Potencial hidrogeniônico 

 

PI Padrão interno 

 

PP Precipitação de proteínas 

 

PS-MS Ionização por paper-spray, do inglês: paper spray – mass spectrometry 

R² Coeficiente de determinação 

RE Erro relativo 

RUSADA Russian Anti-Doping Agency 

 

SPE Extração em fase sólida, do inglês: solid-phase extraction 

 

SPME Microextração em fase sólida, do inglês: solid-phase microextraction 

 

SWGTOX Scientific Working Group for Forensic Toxicology 

T/E Relação testosterone/epitestosterona 

 

TCLE Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

THC Tetrahidrocanabinol 

UNODC United Nations Office on Drugs and Crime 

 

WADA World Anti-Doping Agency 

 

WADC World Anti-Doping Code 

 

WHO World Health Organization 

Wi Coeficiente de ponderação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 

 Lista de Figuras  

 

 

FIGURA 1. LINHA DO TEMPO DO ESTABELECIMENTO DO CÓDIGO MUNDIAL ANTI-DOPING.

 ....................................................................................................................................................................... 24 

FIGURA 2. ESTRUTURA QUÍMICA DA TESTOSTERONA. .................................................................. 27 

FIGURA 3. ESQUELETO DA ESTRUTURA DOS ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS. 28 

FIGURA 4. MODIFICAÇÕES ESTRUTURAIS NA MOLÉCULA DA TESTOSTERONA. .................... 28 

FIGURA 5. BIOTRANSFORMAÇÃO DO ESTANOZOLOL E SEUS PRINCIPAIS PRODUTOS DE 

BIOTRANSFORMAÇÃO. ........................................................................................................................... 30 

FIGURA 6. GRÁFICO DO TOTAL DE PUBLICAÇÕES SOBRE DRIED URINE SPOTS DE 1987-2020.

 ....................................................................................................................................................................... 39 

FIGURA 7. ESQUEMA DE UTILIZAÇÃO DO DRIED URINE SPOTS. .................................................. 41 

FIGURA 8. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UM ESPECTRÔMETRO DE MASSAS. ............ 43 

FIGURA 9. FLUXOGRAMA DE ANÁLISE DE DRIED MATRIX SPOTS POR GC-MS, LC-MS E PS-

MS. ................................................................................................................................................................ 48 

FIGURA 10. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA IONIZAÇÃO POR PAPER SPRAY EM DRIED 

URINE SPOTS. ............................................................................................................................................. 49 

FIGURA 11. DISPOSITIVO DE IONIZAÇÃO POR PAPER SPRAY. ...................................................... 58 

FIGURA 12. RESULTADOS OBTIDOS POR INJEÇÃO DIRETA DA SUBSTÂNCIA TESTOSTERONA 

C13.................................................................................................................................................................. 60 

FIGURA 13. CRONOGRAMA OBTIDO POR PS-MS. .............................................................................. 61 

FIGURA 14. ESTRUTURAS QUÍMICAS DOS ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS 

UTILIZADOS NESTE ESTUDO. ................................................................................................................ 62 

FIGURA 15. ESPECTROS DE MASSAS NO MODO MRM DAS SUBSTÂNCIAS DESTE ESTUDO EM 

ANÁLISE POR PS-MS. ................................................................................................................................ 63 

FIGURA 16. FLUXOGRAMA DO PREPARO DE AMOSTRA EM DRIED URINE SPOTS E ANÁLISE 

POR PS-MS. .................................................................................................................................................. 66 

FIGURA 17. CRONOGRAMA E ESPECTRO MRM DA ANÁLISE DE EPITESTOSTERONA POR PS-

MS NO WHATMAN 903 E NO PAPEL DE FILTRO, RESPECTIVAMENTE. ........................................ 71 

FIGURA 18. CRONOGRAMAS DA OTIMIZAÇÃO DO SOLVENTE DE PULVERIZAÇÃO COM 

ACETONITRILA E METANOL. ................................................................................................................. 74 



16 
 

 

FIGURA 19. VOLUMES DE SOLVENTE DE PULVERIZAÇÃO TESTADOS PARA EXTRAÇÃO DE 

EAAS POR PS-MS. ...................................................................................................................................... 76 

FIGURA 20. TESTE DA IMPREGNAÇÃO DO PI EM URINA E NO PAPEL DE FILTRO. ................... 77 

FIGURA 21. INTENSIDADES ABSOLUTAS DOS EAAS NO ESTUDO DE REUSO NO TEMPO ZERO 

E PÓS 2 HORAS DE SECAGEM, RESPECTIVAMENTE. ........................................................................ 78 

FIGURA 22. CURVA DE LINEARIDADE PARA ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS EM 

DRIED URINE SPOTS POR PS-MS. .......................................................................................................... 86 

FIGURA 23. CURVA DE LINEARIDADE PARA ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS EM 

DRIED URINE SPOTS POR PS-MS. .......................................................................................................... 87 

FIGURA 24. ESTUDO DA ESTABILIDADE DOS ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS EM 

DRIED URINE SPOTS. ................................................................................................................................ 96 

FIGURA 25. CRONOGRAMAS OBTIDOS NO ENSAIO DE CARRYOVER. ......................................... 98 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 

 

Lista de Quadros 

  

QUADRO 1. ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS E SEUS PRODUTOS DE 

BIOTRANSFORMAÇÃO. ........................................................................................................................... 31 

QUADRO 2. ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS MAIS UTILIZADOS DE ACORDO 

COM O PADRÃO DE USO. ........................................................................................................................ 34 

QUADRO 3. SOLVENTES UTILIZADOS PARA OTIMIZAÇÃO DO SOLVENTE DE 

PULVERIZAÇÃO. ....................................................................................................................................... 64 

QUADRO 4. POSSÍVEIS INTERFERENTES ENDÓGENOS E EXÓGENOS PARA ANÁLISE DE EAAS 

POR PS-MS. .................................................................................................................................................. 80 

QUADRO 5. AMOSTRAS POSITIVAS PARA PELO MENOS UM DOS ANALITOS DESTE ESTUDO.

 ..................................................................................................................................................................... 101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 

 Lista de Tabelas  

 

 

TABELA 1. PADRÕES DE USO MAIS FREQUENTES DE ESTEROIDES ANABÓLICOS 

ANDROGÊNICOS. ...................................................................................................................................... 32 

TABELA 2. PARÂMETROS DO ESPECTRÔMETRO DE MASSAS. ...................................................... 58 

TABELA 3. OTIMIZAÇÃO DOS COMPOSTOS POR INJEÇÃO DIRETA: ÍON PRECURSOR, ÍON 

PRODUTO, ENERGIA DE COLISÃO (CE), MODO DE IONIZAÇÃO E DWELL TIME. ...................... 59 

TABELA 4. FATORES OBSERVADOS NA OTIMIZAÇÃO DO SOLVENTE NO PS-MS. .................... 74 

TABELA 5. LIMITES DE DETECÇÃO (LOD) PARA ESTEROIDES ANABOLIZANTES 

ANDROGÊNICOS EM DRIED URINE SPOTS POR PS-MS. ................................................................... 83 

TABELA 6. EQUAÇÕES DA RETA, COEFICIENTES DE DETERMINAÇÃO (R²) E FATORES DE 

PONDERAÇÃO PARA ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS. ........................................... 85 

TABELA 7. DADOS DE EXATIDÃO DE DETECÇÃO DE ESTEROIDES ANABÓLICOS 

ANDROGÊNICOS EM DRIED URINE SPOTS POR PS-MS. ................................................................... 88 

TABELA 8. DADOS DE PRECISÃO INTRADIA E INTERDIA PARA DETECÇÃO DE ESTEROIDES 

ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS EM DRIED URINE SPOTS POR PS-MS. ......................................... 89 

TABELA 9. EFEITO MATRIZ EM AMOSTRAS DE DRIED URINE SPOTS POR PS-MS EM 

PORCENTAGEM. ........................................................................................................................................ 92 

TABELA 10. CARRYOVER EM AMOSTRAS DE DUS POR PS-MS. ..................................................... 99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 

Sumário 

 

Dedicatória ....................................................................................................................................... 5 

Apoio Financeiro .............................................................................................................................. 6 

Agradecimentos ................................................................................................................................ 7 

Epígrafe ............................................................................................................................................ 9 

Resumo ........................................................................................................................................... 10 

Abstract .......................................................................................................................................... 11 

Lista de Abreviaturas ..................................................................................................................... 12 

Lista de Figuras .............................................................................................................................. 15 

Lista de Quadros ............................................................................................................................ 17 

Lista de Tabelas .............................................................................................................................. 18 

1. Introdução ............................................................................................................................ 21 

1.1 Doping no esporte ................................................................................................................ 21 

1.2. Esteroides anabólicos androgênicos .................................................................................... 26 

1.2.1 Epidemiologia do uso de esteroides anabólicos androgênicos ...................................... 32 

1.2.2 Efeitos tóxicos do uso de esteroides anabólicos androgênicos ..................................... 35 

1.3. Análises toxicológicas e matrizes biológicas alternativas ................................................... 37 

1.3.1. Dried Urine Spots ......................................................................................................... 38 

1.4. Métodos cromatográficos .................................................................................................... 42 

1.5. Espectrometria de massas .................................................................................................... 42 

1.6. Técnicas de ionização ambiente .......................................................................................... 44 

1.6.1. Ionização por paper spray ............................................................................................ 45 

1.7. Métodos de detecção de esteroides anabólicos androgênicos ............................................. 50 

2. Objetivo ............................................................................................................................... 55 

3. Materiais e Métodos ............................................................................................................. 56 

3.1.  Materiais ............................................................................................................................. 56 

3.1.2. Coleta de amostras ....................................................................................................... 57 

3.2.  Métodos .............................................................................................................................. 57 

3.2.1. Condições espectrométricas para a detecção de EAAs por PS-MS ............................. 57 

3.2.2 Otimização do papel ...................................................................................................... 63 

3.2.3. Otimização do solvente de pulverização ...................................................................... 64 

3.2.4. Otimização da adição do padrão interno no papel e em urina .............................. 65 

3.2.5. Estudo de reuso ...................................................................................................... 65 



20 
 

 

3.2.6. Extração de EAA por PS-MS e hidrólise enzimática ............................................. 65 

3.2.7. Validação de método analítico para detecção de esteroides anabólicos 

androgênicos em dried urine spots por ionização por paper spray .................................... 66 

3.2.7.1. Seletividade ............................................................................................................... 67 

3.2.7.2. Limite de detecção e limite de quantificação ............................................................ 67 

3.2.7.3. Linearidade ............................................................................................................... 67 

3.2.7.4. Precisão inter e intradia ........................................................................................... 68 

3.2.7.5. Exatidão .................................................................................................................... 68 

3.2.7.6. Efeito matriz .............................................................................................................. 69 

3.2.7.7. Estabilidade ............................................................................................................... 69 

3.2.7.8. Carryover .................................................................................................................. 69 

3.2.8. Aplicação do método de screening de EAAs em DUS por PS-MS em amostras 

reais 70 

4. Resultados e discussão ............................................................................................................... 71 

4.1. Otimização do papel............................................................................................................ 71 

4.2. Otimização do solvente de pulverização ............................................................................. 73 

4.3. Otimização da adição do padrão interno no papel e em urina ........................................... 76 

4.4. Estudo de reuso ................................................................................................................... 78 

4.5. Validação de método analítico para detecção de esteroides anabólicos androgênicos em 

dried urine spots por ionização por paper spray ....................................................................... 79 

4.5.1. Seletividade .................................................................................................................. 79 

4.5.2. Limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ) ..................................... 82 

4.5.3. Linearidade .................................................................................................................. 84 

4.5.4. Exatidão ....................................................................................................................... 88 

4.5.5. Precisão intra e interdia .............................................................................................. 88 

4.5.6. Efeito matriz ................................................................................................................. 90 

4.5.7. Estabilidade .................................................................................................................. 94 

4.5.8. Carryover ..................................................................................................................... 97 

4.6. Aplicação do método de screening de EAAs em DUS por PS-MS em amostras reais ...... 100 

5. Conclusão ................................................................................................................................. 104 

Referências bibliográficas: ........................................................................................................... 105 

ANEXO 1 – ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS PROIBIDOS PELA WADA 117 

ANEXO 2 - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA ............................................................... 125 

ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE ................ 129 

ANEXO 3 - ASSIST 2.0 ADAPTADO ....................................................................................... 132 

ANEXO 4 – CURRÍCULO LATTES .......................................................................................... 136 



21 
 

 

 

1. Introdução 

 

O abuso de drogas se caracteriza pelo uso nocivo de substâncias psicoativas, 

incluindo álcool e drogas ilícitas que podem levar à dependência, e consequentemente, ao 

aumento da morbidade, mortalidade prematura, diminuição da produtividade, problemas 

sociais, familiares, educacionais e ocupacionais, além de aumentar os custos 

significativamente para a sociedade (WHO, 2019a). O uso recreativo de medicamentos que 

necessitam de prescrição médica tem atingido proporções epidêmicas em todo o mundo. 

Aproximadamente 269 milhões de pessoas entre 15 e 64 anos, cerca de 5,4% da população 

mundial, utilizaram algum tipo de droga em 2018. Dentre essas, 11,3 milhões utilizaram 

algum tipo de substância injetável e cerca de 35 milhões de pessoas apresentam algum tipo 

de transtorno relacionado ao uso de drogas. De acordo com a United Nations Office on 

Drugs and Crime (UNODC), 585 mil pessoas morreram em 2017 em decorrência do uso 

de substâncias ilícitas, incluindo overdose, HIV (Human Immunodeficiency Virus) e 

hepatite C adquiridas pelo compartilhamento de agulhas (UNODC, 2020; WHO, 2019b).  

 

1.1 Doping no esporte 

 

A utilização de substâncias ergogênicas e estimulantes para aumentar o 

desempenho de atletas em competições é conhecida desde a antiguidade. O uso de Ma 

Huang, obtido da planta Ephedra, foi o primeiro indício de doping documentado em uma 

pintura do imperador chinês Shen-Nung em 2737 A.C (DE ROSE, 2008; MÜLLER, 2010). 

Na mitologia norueguesa, a bufotenina, extraída da pele de sapo ou de um tipo de cogumelo 

alucinógeno, era utilizada para aumentar a força dos competidores. Em 300 A.C., os hunos 

comiam testículos antes de batalhas para aumentar a virilidade e os gregos antigos usavam 

poções de vinho e conhaque nos treinos. Porém, o uso foi dissipado após a observação do 

comportamento de animais castrados que podiam ser domesticados após o procedimento 

cirúrgico. Durante o Império Romano, algumas substâncias eram utilizadas com o objetivo 

de diminuir a fadiga e traumasEntretanto, o doping era proibido assim como hoje, sendo 

que penas como morte eram aplicadas para os atletas (DOTSON & BROWN, 2007; HOLT; 

EROTOKRITOU-MULLIGAN; SÖNKSEN, 2009; MÜLLER, 2010; VLAD et al., 2018).  

A palavra doping tem sua origem provavelmente no dialeto sul-africano, na qual o 

“doop”, uma infusão de ervas, era utilizada em festividades religiosas. Guerreiros Zulu 
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preparavam o “dope” a partir de resíduos de uvas em lutas e cerimônias religiosas e durante 

a construção de um canal na Holanda, os construtores utilizavam o termo “doopen” quando 

queriam aumentar a capacidade de trabalho. Somente em 1889 o termo “doping” foi 

incluído no dicionário inglês referindo-se às substâncias utilizadas para estimular cavalos 

(DE ROSE, 2008; MÜLLER, 2010).   

Apesar de ter relatos sobre o doping e a sua proibição durante a antiguidade, não há 

muitas informações sobre o seu uso entre as Olimpíadas da Grécia e a Idade Média até o 

século XIX, coincidindo com o desenvolvimento da medicina e da farmacologia moderna 

nessa época. Na América Latina, substâncias como a cafeína, cocaína, estricnina, e bebidas 

como o chá mate, eram utilizados para aumentar o desempenho. Há relatos do uso de chá 

de coca pelos incas para correr a distância entre Quito e Cusco no Equador (DE ROSE, 

2008; HOLT; EROTOKRITOU-MULLIGAN; SÖNKSEN, 2009; MÜLLER, 2010).   

Os Jogos Olímpicos modernos foram inaugurados em 1896 em Atenas, na Grécia. 

No mesmo ano, o fisiologista Oskar Zoth publicou pela primeira vez um artigo propondo 

o uso de um extrato com hormônios sexuais em atletas, alegando que o mesmo poderia 

aumentar a força muscular, o desempenho e o aparato neuromuscular. Dez anos antes 

ocorreu a primeira morte relacionada ao doping, na qual um ciclista faleceu após uma 

overdose de cafeína em uma prova realizada na França (DOTSON & BROWN, 2007; DE 

ROSE, 2008; MÜLLER, 2010).  

Durante os Jogos Olímpicos de Berlim em 1936 e a Segunda Guerra Mundial, 

existiam rumores de uso de testosterona pelos sovietes para melhorar o desempenho 

atlético e dos soldados nazistas, com o objetivo de aumentar a agressividade das tropas, 

principalmente no front oriental. Apesar disso, não há menção na literatura do uso desse 

hormônio como ergogênico durante as Olimpíadas. Nessa época iniciou-se a 

comercialização dos Jogos Olimpícos, enaltecendo as vitórias sob a competição 

(BEAMISH & RITCHIE, 2005; YESALIS & BAHRKE, 2005; DE ROSE, 2008). 

Fisiculturistas e atletas da costa leste dos Estados Unidos começaram a utilizar 

testosterona no final da década de 40 com o objetivo de aumentar a massa muscular e 

intensificar os protocolos de treinamento, porém somente em 1958 que a 

metandrostenolona foi aprovada pela U.S. Food and Drug Adminstration (FDA). Atletas 

olímpicos da União Soviética e da Alemanha Oriental já faziam o uso de esteroides 

anabólicos androgênicos (EAA) na década de 50. Após a queda do Muro de Berlim, o 

programa de aumento de desempenho da Alemanha Oriental, marcado pela administração 

de anabolizantes e estimulantes em jovens atletas, foi descoberto. O uso sistemático de 
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anabolizantes no esporte é atribuído, principalmente, a administração dessas drogas pelas 

equipes de levantamento de peso soviéticas durante a década de 50 (YESALIS & 

BAHRKE, 2005; BARON; MARTIN; MAGD, 2007; DOTSON & BROWN, 2007). 

Em 1957, a Associação Médica Americana se posicionou contra o doping em 

resposta à difusão do uso de substâncias ergogênicas e fármacos estimulantes, porém 

existiam médicos que se demonstravam a favor do uso, visto que no final da década de 60, 

os EAA já estavam bem difundidos em esportes como futebol americano, levantamento e 

arremesso de peso (HOBERMAN, 2002).  

A International Athletic Federation (IAAF) foi a primeira a proibir o uso de 

estimulantes em 1928, porém ainda não existiam testes possíveis para verificar o doping 

nos atletas (MÜLLER, 2010). Nas Olimpíadas de Tóquio em 1964 foram testadas amostras 

de ciclistas em algumas competições, mas devido às limitações, não foi totalmente 

implementado. Albert Dirix escreveu uma carta para o presidente do International Olympic 

Committee (IOC) exigindo ações contra o doping após esse ocorrido (DE ROSE, 2008). 

 Os primeiros testes de detecção de esteroides anabólicos androgênicos foram 

realizados em 1974 por Raymond Brooks em Londres. O uso de substâncias ergogênicas, 

como fármacos estimulantes e narcóticos analgésicos no esporte, foi proibido em 1967 pelo 

IOC, mas somente em 1976, após o surgimento do radioimunoensaio, os EAA entraram 

para a lista de substâncias proibidas. O monitoramento fora de competições iniciou-se em 

1988 após observar que muitos atletas pararam o uso de EAA 15 dias antes do início das 

Olimpíadas de Seul (CAMPOS et al., 2005; DE ROSE, 2008; ATHANASIADOU et al., 

2012).  

A World Anti-Doping Agency (WADA) foi criada em 1999 durante a Conferência 

Mundial do Doping no Esporte após a descoberta de grandes quantidades de drogas 

ergogênicas pela polícia francesa na Tour de France realizada no ano anterior, com o intuito 

de monitorar a nível internacional o doping no esporte. A WADA teria como missão 

trabalhar independente do IOC, organizações esportivas e do governo contra o doping. Em 

2003, foi estabelecido o World Anti-Doping Code (WADC) que é constituído por regras 

que são aceitas por aproximadamente setecentas organizações de esporte no mundo (Figura 

1) (BARON; MARTIN; MAGD, 2007; RABIN, 2011).  
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Figura 1. Linha do tempo do estabelecimento do Código Mundial Anti-Doping. 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Os fatores psicológicos e sociais do abuso de substâncias ergogênicas estão 

relacionados principalmente com a evolução do esporte moderno e o aumento considerável 

do capital aplicado ao esporte. A pressão do meio esportivo, patrocinadores, mídia e as 

questões pessoais levam os atletas a buscarem o doping como alternativa, principalmente 

quando todos os métodos legais já foram utilizados e o mesmo já atingiu o ápice do seu 

desempenho (GUEZENNEC, 2001; HOLT; EROTOKRITOU-MULLIGAN; SÖNKSEN, 

2009). 

Atualmente o doping pode ser definido como a ocorrência de uma ou mais violações 

das regras antidoping dos artigos 2.1 ao 2.10 do World Anti-Doping Code como a presença 

de uma substância proibida ou seus produtos de biotransformação ou marcadores na 

amostra; tentativa de uso; uso por um atleta de uma substância proibida ou um método 

proibido; evitar, recusar ou não se submeter a coleta de amostra, falhas de localização, 

adulteração ou tentativa de adulteração de qualquer parte do controle de dopagem; posse 

de substância proibida ou método proibido; tráfico ou tentativa de tráfico de qualquer 

substância proibida ou método proibido; administração ou tentativa de administração a 

qualquer atleta em competição de qualquer substância proibida ou método proibido, ou 

administração ou tentativa de administração a qualquer atleta fora de competição de 
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qualquer substância proibida ou qualquer método proibido que seja proibido fora de 

competição; cumplicidade e associação proibida (WADA, 2019d). 

A lista de substâncias proibidas da WADA compreende os esteroides anabólicos 

androgênicos, assim como hormônios, agonistas beta-2, agentes com atividade 

antiestrogênica, diuréticos, estimulantes, narcóticos, canabinoides e glicocorticosteroides 

(WADA, 2020). Os EAAs exógenos e endógenos e outros agentes anabólicos são proibidos 

pela WADA dentro e fora das competições (ANEXO 1). 

Além dessas substâncias, também são proibidos métodos que aumentam a taxa de 

oxigênio sanguínea, adulteração e substituição de amostras e dopagem genética (WADA, 

2020).  

O doping se consolidou como uma rede internacional clandestina de distribuição de 

alternativas para o aumento de desempenho na indústria do esporte. Muitas dessas 

substâncias são produzidas com indicações específicas pelas indústrias farmacêuticas, mas 

o meio esportivo acaba aplicando de outras formas, principalmente devido ao capital 

gerado para aqueles que vencem as competições.  Esse mercado clandestino gera mais de 

1.4 bilhões de dólares/ano e continua crescendo com o desenvolvimento e venda de novas 

substâncias, demonstrando um problema grave de saúde pública. Além disso, existe 

também a falsificação desses medicamentos que muitas vezes não contém a substância 

indicada, possuem alto grau de impurezas e são potencialmente prejudiciais à saúde 

(GUEZENNEC, 2001; BARON; MARTIN; MAGD, 2007). 

O controle antidoping permitiu não somente testar as amostras dos atletas, mas 

também a natureza e a frequências das substâncias utilizadas (GUEZENNEC, 2001). As 

análises toxicológicas constam como a maneira mais eficaz de minimizar o doping no 

esporte. O material é fornecido pelo atleta durante as competições ou treinamentos e 

previne que os competidores alcancem uma vantagem competitiva devido ao uso de EAA 

(CAMPOS et al., 2005; ANAWALT, 2017). Apesar disso, a prevalência de uso de 

substâncias ergogênicas por atletas nas competições é desconhecida. Cerca de 1% dos 

testes realizados em laboratórios acreditados pela WADA são positivos, mas isso se dá 

devido aos cuidados para evitar resultados falso-positivos (HOLT; EROTOKRITOU-

MULLIGAN; SÖNKSEN, 2009). 

Em 2016, a WADA trouxe à tona o esquema de doping utilizado pela federação da 

Rússia, juntamente com o governo, a agência antidoping russa (RUSADA, do inglês 

Russian Anti-Doping Agency) e atletas, principalmente durante as Olimpíadas de Inverno 

de Sochi. Esse documento, chamado de “The MacLaren Report”, levou ao banimento de 
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vários atletas das Olimpíadas e Paraolimpíadas de 2016. No ano seguinte, o IOC baniu o 

país das Olimpíadas de Inverno da Coreia em 2018 e, também, o primeiro ministro e o ex-

ministro dos esportes, Vitaly Mutko. Esse sistema impedia que atletas usuários de 

substâncias proibidas, tivessem suas amostras identificadas como positivas durante os 

exames antidoping (DUVAL, 2017; ALTUKHOV & NAURIGHT, 2018).  Em dezembro 

de 2019, a Rússia foi banida pela WADA por um período de 4 anos dos Jogos Olímpicos 

da Juventude, dos Jogos Olímpicos e Paraolímpicos, qualquer outro evento organizado por 

organizações de eventos esportivos e qualquer campeonato mundial organizado ou 

sancionado (WADA, 2019a). 

 

1.2. Esteroides anabólicos androgênicos 

 

Os esteroides anabólicos androgênicos, popularmente conhecidos como 

“anabolizantes”, se caracterizam como substâncias naturais, sintéticas ou semissintéticas 

semelhantes ao hormônio masculino testosterona, que a partir de mudanças em sua 

estrutura molecular diminuem os efeitos androgênicos e aumentam os efeitos anabólicos 

(CAMPOS et al., 2005; KICMAN, 2010; BARBALHO & BARREIROS, 2015; ARAZI; 

MOHAMMADJAFARI; ASADI, 2017). A estrona foi o primeiro hormônio sexual isolado 

em 1929 pelo químico alemão Adolf Butenandt, a partir da urina de uma mulher grávida. 

Alguns anos depois, ele isolou androsterona da urina de policiais do sexo masculino, porém 

a estrutura molecular da testosterona foi elucidada somente em 1935 por Ruzicka e 

Wettstein (SCHÄNZER, 1996; DOTSON & BROWN, 2007). 

O médico austríaco Eugen Steinach desenvolveu uma cirurgia simples na qual ele 

ligava os canais deferentes na parte mais proximal dos testículos, aumentando assim a 

produção de testosterona pelas células intersticiais. A cirurgia de Steinach aumentava o 

crescimento de cabelo e a libido, melhorava as ereções e diminuía a ejaculação precoce. 

Na década de 20, o médico Sergio Voronoff removia os testículos de animais e os 

transplantava em homens (DOTSON & BROWN, 2007).  

A testosterona (Figura 2) é o principal hormônio esteroide androgênico produzido 

pelas células de Leydig, localizadas nos testículos. A sua síntese é regulada pelo eixo 

hipotálamo-hipófise anterior e testículos por feedback negativo, na qual o hipotálamo 

secreta o hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH), estimulando a hipófise anterior a 

liberar o hormônio luteinizante (LH) e o hormônio folículo estimulante (FSH). O LH é 
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responsável pela produção de testosterona por esterodoigênese a partir do estímulo das 

células de Leydig, enquanto o FSH estimula as células de Sertoli a produzir 

espermatozoides. Quando há aumento da testosterona circulante, o hipotálamo e a hipófise 

anterior diminuem a liberação de GnRH. Porém, se a concentração de testosterona estiver 

muito baixa, há um estímulo para a liberação de GnRH e, consequentemente, da produção 

de testosterona (SMITH et al., 1985; KAM & YARROW, 2005; KICMAN, 2010).  

 

Figura 2. Estrutura química da testosterona. 

  

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A produção diária de testosterona em homens varia de 3 a 7 mg/dia. Este hormônio 

também é sintetizado em pequenas quantidades pelos ovários em mulheres (0,1-0,4 mg/dia) 

e pelo córtex da suprarrenal em ambos os sexos, sendo derivado do colesterol. É 

biotransformado em deidroepiandrosterona (DHEA), androstenediona, e posteriormente, 

em testosterona nos testículos (KICMAN, 2010; LIPPI; FRANCHINI; BANFI, 2011)  

A estrutura molecular dos EAA é composta por esteroides C19 e quatro anéis 

hidratados, denominada de ciclopentano-peridro-fenantreno (Figura 3). Eles são derivados 

da testosterona e a sua atividade androgênica e anabólica está relacionada com os grupos 

funcionais presentes na molécula (RUBINOW & SCHMIDT, 1996; KICMAN, 2010). 
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Figura 3. Esqueleto da estrutura dos esteroides anabólicos androgênicos. 

 

 Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Algumas modificações estruturais foram implementadas na molécula da 

testosterona com o intuito de maximizar os efeitos anabólicos e diminuir os efeitos 

androgênicos dos EAAs. Elas podem ser classificadas em três tipos: (A) esterificação do 

grupo 17β hidroxil; (B) alquilação na posição 17α; (C) modificação na estrutura do anel 

(WILSON, 1988; KICMAN, 2008).  (Figura 4). 

 

Figura 4. Modificações estruturais na molécula da testosterona. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Os EAA são utilizados clinicamente para tratar diferentes doenças como terapia de 

reposição hormonal para estimular o desenvolvimento sexual na puberdade tardia em 

homens e aumentar a libido em mulheres, anemia, prevenção ao câncer de mama em 

mulheres na pré-menopausa, osteoporose e estimulação do crescimento em homens 
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(MOTTRAM, 2011). Principalmente a partir da década de 1960 propagou-se o uso não 

terapêutico por atletas de elite e fisiculturistas, com o intuito de melhorar o desempenho 

físico e aumentar a massa muscular. Somente na década de 80 começaram a ser reportados 

o uso dessas substâncias por jovens atletas fora do circuito das Olimpíadas (BARON; 

MARTIN; MAGD, 2007; ABRAHIN; SOUSA; SANTOS, 2014; SAGOE et al., 2014).  

Os efeitos anabólicos são caracterizados pelo crescimento, aumento do tamanho do 

músculo, metabolismo ósseo e síntese de proteínas e colágeno. Já o androginismo é 

caracterizado pelo aparecimento das características sexuais masculinas secundárias, como 

padrão de crescimento do cabelo, maturação dos espermatozoides e libido (EL OSTA et 

al., 2016). 

Os EAA podem ser divididos em dois grupos: andrógenos aromatizantes, que são 

derivados diretos da testosterona, e não aromatizantes. Devido ao substrato para aromatase 

(CYP19), um grupo metil dos aromatizantes é removido da molécula. Já os não 

aromatizantes são modificados para que um dos carbonos não seja reconhecido, evitando 

a sua aromatização para estrogênio. Estes são preferidos pelos fisiculturistas, pois 

diminuem os efeitos do estrogênio que podem levar a ginecomastia (KICMAN, 2010; 

GOLDMAN & BASARIA, 2017).  

O mecanismo de ação dos EAA se dá pela modulação da expressão do receptor 

androgênico, na qual ao se ligar, promove um balanço de nitrogênio positivo, levando ao 

aumento da síntese proteica. A hipertrofia muscular esquelética pode ocorrer pela ativação 

de células satélites, aumentando o número de núcleos da fibra muscular, tornando o 

músculo mais suscetível aos agentes anabólicos (KAM & YARROW, 2005; ROCHA et 

al., 2007).  

A administração dessas substâncias pode ser por via oral e/ou parenteral, a partir de 

injeções intramusculares ou transdérmicas, além de algumas formulações em gel, creme ou 

adesivo (FRATI et al., 2015; NIDA, 2016). Quando administrada oralmente, a testosterona 

é rapidamente absorvida e biotransformada no fígado em produtos de biotransformação de 

fase I, devido a oxidação do grupo 17β-hidroxil em androstenediona. Ocorre, também, 

redução do anel A para produção da 5α-androstanediona e 5β-androstanediona e formação 

dos produtos de biotransformação tetra-hidroxi-17-esteroide, androsterona, etiocolanolona 

e epiandrosterona a partir da ação da 3α e 3β-hidroxiesteroide. A figura abaixo apresenta 

como exemplo a biotransformação do estanozolol (Figura 5) e no quadro 1 pode-se 

observar alguns esteroides anabólicos androgênicos e seus produtos de biotransformação. 
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Figura 5. Biotransformação do estanozolol e seus principais produtos de biotransformação. 

 

Fonte: Adaptado de Schänzer; Opfermann; Donike, 1990. 
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Quadro 1. Esteroides Anabólicos Androgênicos e seus produtos de biotransformação. 

Esteroide Anabólico Androgênico Produto de biotransformação 
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Fonte: Elaborado pela autora. 

As substâncias excretadas na urina estão conjugadas, em sua maioria, com ácido 

glicurônico a partir de reações de fase II. Algumas substâncias como o DHEA, podem ser 

OH

NH

N

OH

CH3

CH3

CH3

H

3-hidroxiestanozolol

NH

N

CH3

H

CH3

OH
CH3

OH

16-betahidroxiestanozolol

CH3
O

H

HH

H

O

H

Nandrolona

OCH3

HH

H

H H

OH

OH

19-noretiocolanolona

CH3
O

H

H

H

H

H

O
H

19-norandrosterona

CH3
O

H

HH

H

O

H

Nandrolona

OCH3

HH

H

H H

OH

OH

19-noretiocolanolona

CH3
O

H

H

H

H

H

O
H

19-norandrosterona

CH3
O

H

HH

H

O

H

Nandrolona

OCH3

HH

H

H H

OH

OH

19-noretiocolanolona

CH3
O

H

H

H

H

H

O
H

19-norandrosterona



32 
 

 

conjugadas com sulfatos no intuito de aumentar a solubilidade em água (KICMAN, 2010; 

LIPPI; FRANCHINI; BANFI, 2011).  

Os padrões de uso mais frequentes dos esteroides anabólicos androgênicos são os 

ciclos, stacking e pirâmide. O ciclo se caracteriza pelo uso intermitente, na qual o usuário 

consome a droga por 4 a 12 semanas e interrompe o seu uso por 4 a 6 semanas, devido à 

crença de que as pausas previnem a dessensibilização de grandes doses de EAA. O stacking 

refere-se ao uso simultâneo com aumento progressivo da dose de dois ou mais tipos de 

EAA orais ou injetáveis em curto prazo, enquanto na pirâmide, o indivíduo aumenta a dose 

ao longo do ciclo até alcançar doses suprafisiológicas, seguidas por diminuição progressiva 

(ROCHA; AGUIAR; RAMOS, 2014). A tabela abaixo apresenta os padrões de uso mais 

frequentes para EAA (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Padrões de uso mais frequentes de esteroides anabólicos androgênicos. 

  

Fonte: ROCHA; AGUIAR; RAMOS, 2014. 

 

1.2.1 Epidemiologia do uso de esteroides anabólicos androgênicos  

 

Com a constante busca pelo corpo perfeito, tem-se aumentado o uso indiscriminado 

dessas drogas por atletas amadores e fisiculturistas para fins estéticos e não com objetivo 

de melhorar o desempenho físico no esporte (PARKINSON & EVANS, 2006; 

BARBALHO & BARREIROS, 2015). Um estudo realizado em 2014 demonstrou que a 

prevalência mundial de uso de EAA para o gênero masculino foi de 6,4% e 1,6% para o 

gênero feminino (SAGOE et al., 2014).  

Ciclo Uso intermitente

4 a 12 semanas

Interrupção do uso por 4 a 6 semanas

Stacking Uso simultâneo com aumento progressivo da dose de 2 ou mais 
EAA

Pirâmide Aumento até alcançar doses suprafisiológicas

Diminuição progressiva da dose



33 
 

 

Estima-se que cerca de 3 milhões de pessoas fazem o uso de EAA nos Estados 

Unidos e que aproximadamente 3% dos jovens já utilizaram esse tipo de substância alguma 

vez na vida (PARKINSON & EVANS, 2006). O uso de EAAs em adolescentes tem sido 

observado para fins estéticos, e também, com o objetivo de obter bolsas de estudo para 

atletas em universidades (DENHAM, 2006).  A competição entre adolescentes para a 

obtenção dessas bolsas, aumenta a probabilidade de uso de EAAs para aumentar o 

desempenho no esporte (HUMPHREYS & RUSESKI, 2014). Alunos do 12º ano do ensino 

médio apresentam prevalência maior de uso de esteroides anabólicos androgênicos do que 

alunos do 8º e 10º ano no período entre 2007 e 2017 nos Estados Unidos (NIDA, 2020).  

O III Levantamento Nacional sobre o Uso de Drogas pela População Brasileira 

identificou que o uso de esteroides anabolizantes não prescritos por indivíduos entre 12 e 

65 anos teve prevalência de 8,4%, sendo que a o uso na vida teve prevalência de 1,1% e 

nos últimos doze meses de 0,2%. A percepção de risco entre a população estudada, 

demonstra que a maioria considera como risco grave o uso em forma frequente (uma a duas 

vezes por semana), porém esse número cai quando associado ao uso eventual dessas 

substâncias (uma a duas vezes na vida). Homens entre 18 e 34 anos não consideram, com 

maior frequência, que há risco no uso de EAAs (ICICTC, FIOCRUZ, 2017).  

Parkinson et al. (2006) relataram em um estudo feito com 500 indivíduos que 

aproximadamente 60% dos entrevistados faziam uso de doses semanais de 1000mg de 

testosterona ou equivalente, sendo a maioria (79%) fisiculturistas e atletas amadores. 

Em um estudo realizado em Belém, PA, foi analisada a prevalência de uso em 

professores e estudantes de educação física que atuam em academias de ginástica, 

demonstrando que 31,6% desses indivíduos faziam a utilização indiscriminada de EAA 

(ABRAHIN; SOUSA; SANTOS, 2014). Em outro estudo realizado em João Pessoa, PB, a 

prevalência de uso entre fisiculturistas foi de 20,6%, sendo a maioria homens jovens 

(NOGUEIRA et al., 2014). O uso de EAAs entre mulheres no Brasil é de 13.3%, sendo 

que as substâncias mais utilizadas são o estanozolol e a oxandrolona (ABRAHIN et al., 

2017). 

Um estudo realizado por Wintermantel e colaboladores em 2016, compilou em uma 

base de dados, informações sobre a Violação de Regras Anti-Doping (ADRV) no período 

de 2000 a 2013. Foram 1236 ocorrências, sendo que o uso de EAAs foi o mais frequente 

(38%), seguido por dopagem sanguínea (15,3%) e uso de estimulantes (14,2%), em sua 

maioria na Rússia, Estados Unidos e Itália.  
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O relatório de Violação de Regras Anti-Doping de 2017 demonstrou, que das 

245.232 amostras analisadas por laboratórios acreditados, 1459 foram categorizadas como 

achado analítico adverso, que se refere a violação do artigo 2.1 do WADC (presença de 

substância proibida ou de seus produtos de biotransformação). Dessas amostras, 78% eram 

de atletas do sexo masculino. Os esportes com maiores números de ADRV foram 

fisiculturismo, atletismo e ciclismo. Esses atletas são de 111 nacionalidades, em sua 

maioria da Itália (21%), França (15%), Estados Unidos (12%), Brasil (10%) e Rússia (10%) 

(WADA, 2019c). Alguns dos EAA mais utilizados por via oral e injetáveis estão listados 

no quadro abaixo (Quadro 2). 

 

Quadro 2. Esteroides anabólicos androgênicos mais utilizados de acordo com o padrão de uso. 

Uso oral Injetáveis 

Estanozolol Estanozolol 

Mesterolona Decanoato de nandrolona 

Metandienona Propionato de drostanolona 

Metenolona Enantato de metenolona 

Metandrostenolona Fenpropionato de nandrolona 

Metiltestosterona Undecanoato de nandrolona 

Acetato de metenolona Cipionato de testosterona 

Oxandrolona Propionato de testosterona 

Oximetolona Acetato de trembolona 

Fonte: SOLIMINI et al., 2017. 

 

Um estudo realizado no Centro de Pesquisa para Abuso de Hormônios na Suécia 

traçou os principais perfis de usuários de esteroides anabólicos androgênicos. Eles podem 

ser divididos em três grupos: atletas, jovens que possuem objetivos estéticos e criminosos.  
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Os atletas fazem uso de EAA com o objetivo de melhorar seu desempenho nas competições 

ou no fisiculturismo; homens jovens recorrem a essas substâncias para melhorar o aspecto 

físico e aumentar a massa muscular e os criminosos almejam não só aumentar a massa 

muscular, mas também a agressividade (EHRNBORG & ROSÉN, 2009). 

Indivíduos usuários de EAA frequentemente fazem o uso de outras drogas como 

estimulantes, opioides e hormônios do crescimento para minimizar os efeitos adversos dos 

esteroides anabólicos androgênicos e, também, aumentar a sua eficácia. O policonsumo de 

drogas é comum em cerca de 50% dos usuários (SKARBERG; NYBERG; ENGSTROM, 

2009; GRÖNBLADH; NYLANDER; HALLBERG, 2016). Um estudo feito em 2009 

demonstrou que as drogas mais utilizadas são maconha, anfetamina e ecstasy, além de 

estimulantes, sedativos e álcool. Os motivos para a sua utilização são variados, sendo que 

os hormônios são frequentemente administrados para aumentar a massa muscular e força; 

estimulantes para queimar gorduras, aumentar a resistência, relaxamento e melhora do 

sono; sedativos e antidepressivos para distúrbios do sono, depressão e diminuição da dor; 

e opioides para tratamento da dor (SKARBERG; NYBERG; ENGSTROM, 2009). 

No Brasil, a comercialização dos EAAs é regulamentada pela portaria 344, de 12 

de maio de 1988, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (ANVISA, 

1998). Além disso, segundo o artigo 1º da lei nº 9.965, de 27 de abril de 2000 da Casa Civil, 

a dispensação ou venda de medicamentos esteroides ou peptídeos anabolizantes para uso 

humano, só podem ser realizadas em farmácias ou drogarias com apresentação e retenção 

da cópia carbonada de receita emitida por médico ou dentista (BRASIL, 2000).  

 

1.2.2 Efeitos tóxicos do uso de esteroides anabólicos androgênicos  

 

A administração de doses suprafisiológicas dos EAA pode ocasionar diversos 

efeitos tóxicos, principalmente cardiovasculares, neuroendócrinos e distúrbios 

psiquiátricos, além de estar associado à dislipidemia, elevação dos marcadores 

inflamatórios e disfunção endotelial (POPE et al., 2014; GOLDMAN & BASARIA, 2017). 

Efeitos em curto prazo como paranoia, irritabilidade extrema, depressão, delírios e 

julgamento prejudicado podem se manifestar nos usuários, além de mudanças extremas de 

humor. Já os efeitos em longo prazo se caracterizam por danos ao fígado, rim e coração. 

Dentre as doenças cardiovasculares, pode-se citar a cardiomegalia, arritmia, hipertrofia do 

ventrículo esquerdo, cardiomiopatia, pressão alta, alterações no colesterol, isquemia e 
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fibrose, que aumentam o risco de derrame e infartos, mesmo em indivíduos jovens (KAM 

& YARROW, 2005; POPE et al., 2014; NIDA, 2016; GOLDMAN & BASARIA, 2017). 

O uso de EAA está associado ao aumento nas concentrações de triglicérides e 

colesterol LDL (lipoproteína de baixa densidade) e à diminuição de HDL (lipoproteína de 

alta densidade). Como os esteroides anabólicos androgênicos estimulam a lipase hepática, 

responsável por catabolizar o HDL, a sua concentração é diminuída, aumentando o LDL. 

Esse processo pode acelerar a aterosclerose e consequentemente ocasionar uma isquemia 

(KAM & YARROW, 2005; GOLDMAN & BASARIA, 2017). 

Os efeitos psicológicos da utilização de EAA podem ser comportamento impulsivo, 

agressividade, ansiedade, depressão, hipomania e controle inibitório reduzido. Muitos 

indivíduos podem apresentar dismorfia muscular, onde há excessiva preocupação com os 

músculos. O suicídio também pode estar relacionado com o uso de EAA (PIACENTINO 

et al., 2015; GOLDMAN & BASARIA, 2017). De acordo com um estudo realizado em 

2000, atletas que fazem uso dessas substâncias apresentam taxa de mortalidade por suicídio 

4.6 vezes maior em relação à população (PÄRSSINEN et al., 2000). 

Em homens, os principais efeitos são atrofia testicular, redução da produção de 

espermatozoides, ginecomastia, disfunção erétil, alopecia e aumento do risco para câncer 

de próstata. Os hormônios andrógenos são extremamente importantes no desenvolvimento 

e na manutenção da espermatogênese. Sendo assim, a administração de EAA pode suprimir 

as gonadotropinas, reduzindo a produção de testosterona nos testículos, e levando à 

supressão da espermatogênese, o que pode ocasionar infertildade.  Já em mulheres, os EAA 

podem causar crescimento de pelos no rosto, amenorreia, aumento do clitóris, 

engrossamento da voz e calvície. Adolescentes que fazem uso de EAA podem ter alterações 

no crescimento (KAM & YARROW, 2005; POPE et al., 2014; EL OSTA et al., 2016; 

NIDA, 2016; GOLDMAN & BASARIA, 2017). 

A acne severa é frequente nos usuários de EAA, aparecendo principalmente no 

início do uso. A pele apresenta hipertrofia e hiperestimulação das glândulas sebáceas 

induzindo o aparecimento de comedões, o que pode levar a um quadro de acne vulgaris e 

foliculite. Além disso, há aumento na população de algumas bactérias. Algumas doenças 

de pele preexistentes como psoríase, acne e rosácea, também podem ser exacerbadas com 

o uso de EAA (WALKER & ADAMS, 2009; GOLDMAN & BASARIA, 2017). 

A aplicação de esteroides anabólicos androgênicos por via parenteral pode levar a 

quadro de disfunção hepática. Colestase, tumores e hepatite são alguns dos efeitos causados 

pelos EAA no fígado (SOLIMINI et al., 2017).  
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Apesar dos EAA não causarem euforia como as outras drogas ilícitas, o uso dessas 

substâncias continua sendo feito mesmo com os efeitos tóxicos causados, o que indica o 

seu potencial em causar dependência. Os usuários podem apresentar sintomas de 

abstinência ao interromper a administração de EAA, como alterações de humor, fadiga, 

perda de apetite, distúrbios do sono e ânsia pela droga. Alguns transtornos de imagem do 

corpo podem estar envolvidos nos estágios iniciais de dependência, além da 

vulnerabilidade aos efeitos da abstinência (GRÖNBLADH; NYLANDER; HALLBERG, 

2016; NIDA, 2016). 

O uso de drogas injetáveis pode aumentar o risco de contaminação por HIV e 

hepatite C pelo compartilhamento de seringas e agulhas. Cerca de 11 milhões de pessoas 

no mundo fazem esse tipo de uso, sendo que do total de 1.4 milhões de novas infecções por 

HIV e 5.6 milhões por HCV em 2017, 23% foram atribuídas ao uso de drogas injetáveis 

(UNODC, 2020).  

 

1.3. Análises toxicológicas e matrizes biológicas alternativas 

 

A toxicologia analítica é responsável pela identificação, detecção e quantificação 

de drogas e seus produtos de biotransformação em matrizes biológicas. As análises 

realizadas apresentam baixas concentrações (picograma ou nanograma) e as quantidades 

de amostra são normalmente limitadas. O fluxo de trabalho analítico para confirmação de 

analitos se divide em tratamento da amostra, extração ou clean-up dos analitos de interesse 

e a análise instrumental, portanto as análises toxicológicas apresentam execução mais 

laboriosa (HE & CONCHEIRO-GUISAN, 2018).   

A determinação dos analitos é composta por duas etapas, sendo elas o screening e 

a análise confirmatória. O screening pode ser realizado a partir de técnicas como o 

imunoensaio, cromatografia e espectrometria de massas e se dá pela análise alvo ou não 

alvo dos analitos de interesse. Estas técnicas devem ser sensíveis, rápidas, específicas e 

baratas. A etapa confirmatória é feita através da identificação e quantificação das 

substâncias na matriz biológica a partir da combinação de técnicas de cromatografia e 

espectrometria de massas (MBUGHUNI, JANNETTO, LANGMAN, 2016; FEDICK et 

al., 2017; MAURER, 2018; MCKENNA et al., 2018; VANDERGRIFT et al., 2018). 

As matrizes biológicas mais utilizadas nas análises toxicológicas são urina e 

sangue. Porém, com o desenvolvimento de técnicas mais sensíveis, matrizes biológicas 
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alternativas como dried matrix spots (DMS), cabelo, suor, unha, mecônio, cordão 

umbilical, humor vítreo e fluido oral começaram a ganhar espaço nas análises forenses. 

Cada matriz possui suas particularidades e fornece diferentes vantagens para uma dada 

análise (GENTILI et al., 2016; MERCOLINI & PROTTI, 2016; COLBY, 2017; PALMER 

& KRASOWSKI, 2018) 

As matrizes biológicas alternativas têm como vantagens permitir uma coleta menos 

invasiva e diminuir o risco de adulteração de amostra (DUTKIEWICZ & URBAN, 2016; 

MERCOLINI & PROTTI, 2016). Além disso, elas representam momentos diferentes do 

curso da droga no organismo, devendo ser considerados a sua estabilidade e o tempo de 

preparo da amostra (FREDERICK et al., 2012; DUTKIEWICZ & URBAN, 2016). 

Métodos como a extração líquido-líquido (LLE) e extração em fase sólida (SPE) 

são comumente utilizados na toxicologia forense, porém necessitam de várias etapas, 

aumentam o risco de erro analítico e podem utilizar grandes quantidades de solvente 

orgânico (HE & CONCHEIRO-GUISAN, 2018; SILVEIRA et al., 2019). A 

miniaturização de técnicas de preparo de amostras, extrações sem o uso de solventes ou 

com solventes menos tóxicos e a retirada da derivatização, como na microextração em fase 

líquida (LPME), microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) e microextração em 

fase sólida (SPME), constam como formas de minimizar os impactos ocasionados por essas 

análises (SILVEIRA et al., 2019).  

A coleta de urina geralmente requer um volume mínimo de 30 mL que deve ser 

coletada de forma assistida. Testes como pH, temperatura, dosagem de creatinina e 

gravidade específica, permitem conferir se a amostra sofreu algum tipo de adulteração 

como a diluição (RAOUF; BETTINGER; FUDIN, 2018). 

 

1.3.1. Dried Urine Spots 

 

A utilização de métodos para amostragem alternativos tem ganhado força, devido à 

necessidade de técnicas mais práticas que utilizam pouco volume de amostra e possuem 

facilidade de armazenamento (SERRA et al., 2013). O dried blood spots (DBS), foi 

desenvolvido por Ivan Bang em 1913 para o monitoramento de glicose em ratos, porém 

somente em 1963, Guthrie e Susi propagaram o seu uso ao desenvolver um método para 

triagem de doenças metabólicas em neonatos, como a fenilcetonúria. Apesar de ter sido 

idealizado para análises com sangue, outras matrizes biológicas como urina, plasma, soro 
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e fluido oral podem ser utilizadas (GUTHRIE & SUSI, 1963; MEESTERS & HOOFF, 

2013; OTERO-FERNÁNDEZ et al., 2013; SADONES et al., 2014; ZAKARIA et al., 

2016; CARVALHO et al., 2019; HAUSER et al., 2019). Uma pesquisa realizada no Web 

Of Science demonstrou que a partir de 2010 houve um aumento considerável do número 

de publicações sobre DUS, evidenciando o potencial de uso dessa técnica (Figura 6).   

 

Figura 6. Gráfico do total de publicações sobre dried urine spots de 1987-2020. 

 

 Fonte: Web of Science, 2020. 

 

O DBS é considerado um método de micro-amostragem simples e custo-efetivo que 

possibilita minimizar os procedimentos de extração, além de permitir uma coleta rápida, 

fácil e econômica. Na toxicologia forense, permite a realização de análises para detecção e 

quantificação de diferentes drogas de abuso como canabinoides, cocaína, anfetaminas, 

opioides, fosfatidil etanol, novas substâncias psicoativas, tabaco benzodiazepínicos e seus 

produtos de biotransformação além de drogas terapêuticas, contaminantes ambientais, 

toxinas e elementos traço. A amostragem rápida permitida por esse método é interessante 

principalmente nas análises de drogas que apresentam tempo de meia-vida curto como a 

cocaína, heroína e GHB (gama-hidroxibutirato), porém o efeito do hematócrito possui 

grande influência na exatidão e precisão do método, devido a diferença da viscosidade 

sanguínea entre indivíduos, e por isso, a distribuição da amostra de sangue no papel pode 

ser alterada  (MANICKE et al., 2011; MEESTERS et al., 2012; STOVE et al., 2012; 

ZHANG et al., 2012; AMBACH et al., 2013; LEE; LAI; SADRZADEH, 2013; OTERO-

FERNANDÉZ et al., 2013; SERRA et al., 2013; KIRBY et al., 2014; SADONES et al., 
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2014; DÉGLON; LEUTHOLD; THOMAS, 2015; MICHELY; MEYER; MAURER, 

2017A; DAOUSANI et al., 2019; FREY, DAMON & BADU‐TAWIAH, 2019; 

LUGINBÜHL et al., 2019).  

Em consequência da necessidade de coleta de pouca quantidade de amostra, o DBS 

minimiza a manipulação de material biológico e permite que a mesma seja enviada por 

correio em condições de temperatura ambiente, diminuindo o risco de quebra e transmissão 

de doenças. Dessa forma, ele se caracteriza como uma análise de baixo risco biológico 

(STOVE et al., 2012; CARVALHO et al., 2019). Além disso, promove conforto ao 

paciente e reduz significativamente o custo da coleta em relação aos métodos 

convencionais (DÉGLON; LEUTHOLD; THOMAS, 2015). Algumas substâncias são 

instáveis em amostras de sangue e plasma e podem sofrer degradação ou produção 

espontânea de outros compostos. O DBS também apresenta um efeito estabilizante em 

drogas de abuso, sendo que a hidrólise da cocaína e da 6-monoacetilmorfina são reduzidas 

em relação ao sangue total (STOVE et al., 2012; WAGNER et al., 2014). 

O dried matrix spots se caracteriza pela aplicação de uma matriz biológica no papel 

de filtro com posterior secagem. O volume de amostra aplicado varia entre 5 e 50μL e o 

spot após a secagem (aproximadamente 90 minutos) é perfurado em discos entre 3-6 mm 

(SADONES et al., 2014; ZAKARIA et al., 2016).  

Devido ao pouco volume de amostra, o DMS necessita de técnicas mais sensíveis 

para identificação e quantificação dos analitos. Técnicas cromatográficas como a 

cromatografia líquida (LC) e a cromatografia em fase gasosa (GC) são utilizadas, porém a 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS) é a mais apropriada 

para este tipo de análise (SADONES et al., 2014). 

Apesar de ser considerado um método simples de amostragem, etapas de preparo, 

clean-up, extração e até mesmo derivatização podem ser necessários (SADONES et al., 

2014).  

O dried urine spots (DUS) é um método similar ao DBS, no qual pequenas amostras 

de urina são aplicadas em papéis de filtro para análises qualitativas ou quantitativas. Apesar 

do DUS ser baseado no DBS, poucas publicações sobre a sua utilização em amostras 

forenses estão disponíveis. Ele se caracteriza por ser uma técnica rápida, fácil, simples e 

barata para a coleta, armazenamento e distribuição, além de minimizar os riscos de infecção 

pela desativação dos patógenos em potencial pelo papel, podendo ser utilizado na rotina 

(CORSO et al., 2010; OTERO-FERNÁNDEZ et al., 2013; SERRA et al., 2013; KIRBY 
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et al., 2014; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017b). Um esquema de uso do dried urine 

spots pode ser observado na Figura 7. 

 

Figura 7. Esquema de utilização do dried urine spots. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Um estudo realizado por Lee et al. (2013) detectou e quantificou 19 drogas de abuso 

em DUS com alta sensibilidade e especificidade em 15μL de amostra. Pablo e 

colaboradores (2020) validaram um método de screening de 41 substâncias de interesse 

forense em amostras secas de urina por LC-MS/MS, alcançando precisão maior do que em 

amostras de urina líquidas. Um método para detecção de opioides, cocaína e seus 

respectivos produtos de biotransformação em DUS por injeção direta por espectrometria 

de massas em tandem, foi desenvolvido e aplicado com sucesso em amostras de usuários 

que fazem policonsumo de drogas (OTERO-FERNANDÉZ et al., 2013). Ambach et al. 

(2013) desenvolveram um método de screening de 64 novas substâncias psicoativas por 

LC-MS/MS. Apesar disso, são poucos os estudos existentes sobre a utilização de DUS na 

detecção de analitos de interesse forense, sendo a maior parte das publicações sobre DBS, 

demonstrando a importância do desenvolvimento dessa técnica para as análises 

toxicológicas (MICHELY; MEYER; MAURER, 2017b).  

A utilização de DUS também se demonstrou factível para a determinação da 

concentração de creatinina urinária, que é um parâmetro importante para a avaliação de 

provável adulteração da amostra nas análises antidoping, visto que a ingestão excessiva de 

água ou a adição de substâncias pode diminuir as concentrações dos analitos e dos seus 

produtos de biotransformação na mesma (BALCÁZAR & MEESTERS, 2014). 
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1.4. Métodos cromatográficos 

 

As análises forenses são realizadas principalmente por técnicas hifenadas, como a 

cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) e a 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS), devido ao fato de que 

são métodos confiáveis e reprodutíveis. Contudo, apresentam longo tempo de análise e não 

permitem que as mesmas sejam realizadas in situ (FEDICK et al., 2017).   

A técnica de GC-MS é considerada padrão ouro para as análises toxicológicas, pois 

apresenta separação cromatográfica eficiente e com alta resolução, utiliza fase móvel 

composta por um gás homogêneo (hélio ou hidrogênio), facilidade de otimização das 

condições cromatográficas e possibilidade de uso da biblioteca para identificação dos 

compostos (MBUGHUNI; JANNETTO; LANGMAN, 2016). Entretanto, com o 

desenvolvimento do LC-MS, a cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria de 

massas tem sido substituída devido ao fato de que nas análises por LC-MS não é necessário 

derivatização em sua maioria, simplificando o preparo de amostra, além de permitir a 

análise de substâncias não voláteis e termicamente instáveis (MBUGHUNI; JANNETTO; 

LANGMAN, 2016; HE & CONCHEIRO-GUISAN, 2018). 

Apesar de ser uma boa alternativa para detecção de drogas, a análise por técnicas 

hifenadas apresenta alto custo, tempo de preparo de amostras longo e necessita de analistas 

treinados para realizar a mesma (MANICKE et al., 2011; FERREIRA et al., 2019).  

 

1.5. Espectrometria de massas 

 

A espectrometria de massas (MS) se caracteriza pela transferência de analitos 

ionizáveis da fase condensada para a fase gasosa e da sua posterior ionização. Ela pode ser 

utilizada para análise de diversas moléculas como drogas e produtos naturais e permite 

análises qualitativas e quantitativas, sendo considerada uma técnica muito versátil, sensível 

e específica, porém pode sofrer efeito de matriz (LIU et al., 2010; OUYANG et al., 2010; 

ALSAGGAF, 2015; CORREA et al., 2016). A ionização é o primeiro passo da análise por 

MS, na qual os íons podem ser identificados de acordo com a sua relação massa/carga 

(BADU-TAWIAH et al., 2013; LUBIN et al., 2017).  

A ionização por electrospray (ESI) foi apresentada por John Fenn em 1989 e se 

tornou um marco para a realização de análises mais simples. Os íons e moléculas formados 
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por esse tipo de ionização podem ser protonados (M+H), deprotonados (M-H) e permitem 

a formação de adutos de sódio (M + Na) +, potássio (M + K) + ou cloro (M + Cl) - (CORREA 

et al., 2016).  

A ionização por electrospray utiliza um tubo capilar que permite o fluxo de solvente 

a partir de uma voltagem. Esse solvente é então pulverizado em condições de pressão 

atmosférica como um aerossol. O nitrogênio é utilizado para secar as gotas e liberar os íons 

que estão em sua forma gasosa para serem detectados (MBUGHUNI; JANNETTO; 

LANGMAN, 2016).  

O ESI é o método de ionização mais utilizado, pois é sensível, robusto e confiável 

para biomoléculas não-voláteis e termolábeis (BANERJEE & MAZUMDAR, 2012). A sua 

seletividade é extremamente eficaz, pois não se baseia em tempo de retenção, mas nas 

diferenças de massa dos íons. Porém os isômeros ainda ficam sobrepostos, demonstrando 

a necessidade de técnicas mais seletivas para a separação desses últimos (CORREA et al., 

2016). A figura abaixo representa o espectrômetro de massas (Figura 8). 

 

Figura 8. Representação esquemática de um espectrômetro de massas. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O acoplamento da espectrometria de massas com outras técnicas como a 

cromatografia gasosa e a cromatografia líquida é considerado o padrão ouro para a análise 

quantitativa de diferentes compostos (PU et al., 2019). 

A espectrometria de massas em tandem (MS/MS) permite a detecção de analitos 

pelos seus íons precursores e produtos, formados a partir da fragmentação pela dissociação 
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induzida por colisão (CID). O monitoramento de reações múltiplas (MRM) possibilita a 

conversão de um íon precursor para um íon produto pelo CID, aumentando a sensibilidade 

baseada no aumento da relação sinal/ruído (MBUGHUNI; JANNETTO; LANGMAN, 

2016).  

 

1.6. Técnicas de ionização ambiente 

 

A inserção direta de substâncias no espectrômetro de massas tem sido utilizada 

desde meados da década de 1980, quando a sonda de inserção direta acoplada à 

espectrometria de massas (DIP-MS) começou a ser utilizada na análise de fármacos e seus 

produtos de biotransformação (KREEK et al., 1983; CASTAGNOLI et al., 1986). O 

procedimento se baseia na injeção direta de amostras na câmara de ionização do 

espectrômetro de massas, que são vaporizadas e ionizadas, sendo uma alternativa 

interessante para analitos polares e termolábeis (FLEGO & ZANNONI, 2010).  

A ionização de dessorção por electrospray (DESI) e a análise direta em tempo real 

(DART) foram as primeiras técnicas de ionização ambiente desenvolvidas, permitindo 

analisar substâncias com a formação de íons em ambiente aberto e diminuindo a 

necessidade do preparo de amostra (TAKÁTS et al., 2004; CODY, LARAMÉE & DURST, 

2005; GROSS et al., 2013).  

No passado, técnicas compostas apenas por espectrometria de massas eram raras e 

se limitavam apenas a análises de moléculas voláteis e pequenas. Com o avanço do MS, 

foi possível aplicar a metodologia para qualquer tipo de matriz, mesmo naquelas com alto 

grau de complexidade, incluindo tecidos, drogas, proteínas, vírus e bactérias intactas, 

permitindo que as análises pudessem ser feitas em níveis-traço sem a necessidade de algum 

tipo de método de extração, pré-concentração ou derivatização. Apesar disso, essas técnicas 

ainda eram qualitativas ou semi-quantitativas, o que chamou a atenção para o 

aperfeiçoamento das mesmas para análises quantitativas com a utilização de padrão interno 

(LIU et al., 2010; CORREA et al., 2016; FEDICK et al., 2017).  

As técnicas de ionização ambiente se diferenciam da análise tradicional em vácuo 

por MS como a ionização por elétrons (EI), ionização química (CI) e dessorção/ionização 

a laser auxiliada por matriz (MALDI), pois sua ionização ocorre em pressão atmosférica, 

e também, das análises realizadas em pressão atmosférica, como ESI e APCI por não 

precisar de preparo de amostra.  Isso permite que oo processo de análise seja mais rápido 
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e minimiza a possibilidade de alteração das propriedades químicas do analito de interesse 

(OUYANG et al., 2010).  

O DESI é um método baseado no ESI e tem como benefício a dessorção direta da 

superfície dos analitos alvo, na qual o spray formado pelas gotas carregadas positiva ou 

negativamente bombardeiam a superfície promovendo a dessorção do analito e a sua 

posterior ionização. Esta técnica é amplamente utilizada nas análises por espectrometria de 

massas por imageamento. O DART é uma técnica que não utiliza solvente na qual a 

ionização ocorre a partir de uma descarga de corona que produz átomos de hélio 

eletronicamente excitados, produzindo íons por APCI (GROSS et al., 2013; CORREA et 

al., 2016).  

As técnicas de ionização ambiente vêm sendo amplamente utilizadas nas análises 

de resíduos de disparo e explosivos, documentos, amostras biológicas, drogas de abuso, 

alimentos, cosméticos, petróleo e biocombustíveis, demonstrando que elas podem se 

apresentar como ferramentas rápidas, simples e robustas para a análise direta de amostras 

forenses (CORREA et al., 2016).  

 

1.6.1. Ionização por paper spray 

 

Após o desenvolvimento de técnicas diretas como o DESI e o DART, há um 

interesse crescente na redução da complexidade das análises por espectrometria de massas 

a partir da diminuição da necessidade do preparo, extração e purificação de amostras e da 

separação por métodos cromatográficos. O MS além de proporcionar análises mais rápidas 

apresenta alta especificidade, capacidade de analisar diferentes analitos simultaneamente, 

baixo limite de detecção, diminuição do risco de contaminação biológica e dispensa a 

necessidade de reagentes específicos. Sendo assim, a técnica de ionização por paper spray 

(PS-MS) foi desenvolvida a partir da relevância de métodos como o dried blood spots 

(ESPY et al., 2012a; YANG et al., 2012; VEGA et al., 2016; CHIANG; ZHANG; 

OUYANG, 2018).  

Anteriormente foi demonstrado que o papel pode ser utilizado para análises feitas 

por DESI e tem seu uso bem estabelecido em ensaios químicos por papel cromatográfico, 

e também, em testes de gravidez em tiras de papel e monitoramento de glicose no sangue 

para controle da diabetes. Além disso, é de baixo custo, presente em diversos substratos e 
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facilmente obtido, demonstrando sua relevância para o desenvolvimento de técnicas mais 

econômicas (LIU et al., 2010).  

Paper spray acoplado à espectrometria de massas é um método de ionização 

ambiente introduzido por Wang et al. (2010) que combina o processo de extração de 

amostra em tempo real e ionização, permitindo a realização de análises qualitativas e 

quantitativas em misturas complexas de forma direta. A amostra é aplicada em um papel 

de filtro que após a secagem, é cortado em formato triangular (5mm na base e 10mm de 

altura) com ângulos específicos (60-90º) e acrescido de uma pequena quantidade de 

solvente de pulverização. O papel é posicionado horizontalmente em frente à entrada do 

MS e conectado a um fornecedor de alta tensão de corrente contínua por um grampo de 

cobre. As microgotas carregadas são formadas a partir da voltagem aplicada 

(aproximadamente 5kV) na base do papel, promovendo a dessolvatação sem a necessidade 

de um gás e com temperatura ambiente na entrada do MS (LIU et al., 2010; XU et al., 

2010; ZHANG et al., 2012; ESPY et al., 2012b; YANG et al., 2012; TAKYI-WILLIAMS; 

LIU; TANG, 2015; DE CARVALHO et al., 2016; JETT, 2017; CHIANG; ZHANG; 

OUYANG, 2018).  

Esta técnica utiliza o papel como fonte de ionização (COOKS et al., 2011). O papel 

é composto de celulose e apresenta uma superfície porosa e hidrofílica que permite a 

retenção de água entre seus poros. A umidade presente no papel possibilita o transporte do 

líquido, e consequentemente dos analitos dissolvidos no mesmo, pelos microcanais 

formados pela rede de celulose. O potencial elétrico aplicado induz a formação de um 

campo elétrico e de uma carga que se acumula na ponta do papel. Desta forma, devido a 

geometria do papel, a presença do solvente e a alta voltagem, o analito carregado positivo 

ou negativamente se move por capilaridade pelo papel até o espectrômetro de massas, na 

qual sua razão massa/carga é determinada.  

Como o PS-MS não possui separação cromatográfica, não há formação de 

cromatogramas, mas sim de um cronograma. Sendo assim, a identificação dos analitos é 

baseada apenas na medida da relação massa/carga dos analitos ou na espectrometria de 

massas em tandem (LIU et al., 2010; ZHANG et al., 2012; YANG et al., 2012; JETT et 

al., 2017b; PAULA et al., 2018).  

O mecanismo de formação de íons do PS-MS é similar ao ESI, na qual a repulsão 

coulombiana promove a expulsão dos íons de dentro das microgotas para a fase gasosa, os 

quais são atraídos após processos de dessolvatação para o MS, produzindo o cone de Taylor 
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(LIU et al., 2010; ESPY et al, 2012b; BADU-TAWIAH et al., 2013; DE CARVALHO et 

al., 2016).  

A amostra interage com o papel e é retida no mesmo, diminuindo a necessidade de 

etapas de pré-tratamento (FERREIRA et al., 2019). O substrato do papel pode remover 

interferentes da amostra como sais inorgânicos ou excipientes que não são dissolvidos pelo 

solvente de pulverização. Devido a esse clean-up da amostra, o PS-MS é adequado para 

análise de amostras em dried matrix spots (LIU et al., 2016; PU et al., 2019). 

Uma das vantagens da ionização por paper spray é a possibilidade de análise 

imediatamente após a aplicação da amostra no papel. Em amostras com volume maior, o 

tempo de espera é geralmente de 2 horas. O tempo gasto entre as análises decorre da troca 

do papel e da limpeza do inlet do MS com um swab embebido em metanol. Dessa forma, 

esse tipo de análise é muito mais rápido comparado com outras técnicas que requerem 

preparo de amostra e separação cromatográfica. O volume de amostra utilizado é baixo 

(0.5-15μL) em relação aos outros métodos que necessitam de volumes acima de 0,5mL. 

Além disso, a análise pode ser realizada apenas com o papel na qual a amostra foi aplicada, 

pouco volume de solvente de pulverização (cerca de 30 μL por amostra) e uma conexão 

para uma fonte de alta tensão, demonstrando a simplicidade da técnica (MANICKE et al., 

2011; ESPY et al., 2012b; CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018; PAULA et al., 2018).  

O pouco volume de solvente utilizado categoriza o PS-MS como uma técnica 

baseada nos princípios da química analítica verde, na qual há uma redução do uso de 

reagentes e solventes tóxicos, aumento da segurança do analista e diminuição dos impactos 

ambientais. Além disso, todo o volume de solvente utilizado é consumido na análise. Sendo 

assim, diminui o resíduo do mesmo para descarte, reduzindo custos com compra de 

reagentes e descarte de resíduos (JETT, 2017; CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018; 

SILVEIRA et al., 2019). 

A técnica de ionização por paper spray vem sendo aplicada com sucesso em 

análises rápidas em diversas matrizes biológicas como urina, sangue total, saliva, tecidos, 

dried blood spots e dried urine spots (MANICKE et al., 2011; WANG et al., 2011; 

ZHANG et al., 2012; YANG et al., 2012; SU et al., 2013; KLAMPFL & 

HIMMELSBACH, 2015; VEGA et al., 2016; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c; 

YANNELL et al., 2017; KEATING et al., 2018; MACIEL et al., 2019). O PS-MS já foi 

utilizado em análises de fármacos terapêuticos e seus respectivos produtos de 

biotransformação em DBS, na qual os analitos foram extraídos da matriz pelo solvente de 
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pulverização (ZHANG et al., 2012; CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018). A figura 

abaixo apresenta o fluxograma de análise do DMS (Figura 9).  

 

Figura 9. Fluxograma de análise de dried matrix spots por GC-MS, LC-MS e PS-MS. 

 

Fonte: Adaptado de CORSO et al., 2010. 

 

 

Um estudo realizado por Espy et al. (2014) para quantificação de oito drogas de 

abuso em sangue total por PS-MS foi validado de acordo com o guia da Scientific Working 

Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) para validação de métodos em toxicologia 

forense. Em 2018, McKenna et al. publicou um método de screening semi-quantitativo 

para análise de 137 drogas de abuso e produtos de biotransformação por PS-MS acoplado 

à um espectrômetro de massas de alta resolução. Kennedy e colaboradores (2018) validou 

um método para a quantificação de fentanil e novas substâncias psicoativas por PS-MS. 

Em 2011, Wang et al. demonstrou a possibilidade de análise de hormônios como epinefrina 

e norepinefrina por PS-MS. Além disso, o seu uso também já foi documentado na química 

forense para a análise de bebidas e drogas brutas e falsificação de documentos e aplicado 

para quantificação de efedrina em uma amostra cega para teste de proficiência da WADA 

em urina (LIN et al., 2014; DE CARVALHO et al., 2016; JEONG et al., 2016; PEREIRA 
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et al., 2016; AMADOR et al., 2017; TEODORO et al., 2017; CHIANG; ZHANG; 

OUYANG, 2018; PAULA et al., 2018). Um esquema do PS-MS em dried urine spots é 

demonstrado na Figura 10.  

 

Figura 10. Representação esquemática da ionização por paper spray em dried urine spots. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Mesmo apresentando diferentes limites de detecção, a maior parte dos métodos 

realizados por PS-MS são sensíveis e possibilitam a detecção de baixas concentrações de 

drogas de abuso. O efeito de matriz é comum nas análises por paper spray em amostras 

secas, principalmente em urina, porém ele apresenta bons limites de detecção. Ele ocorre 

devido à supressão do analito e a sua baixa recuperação. A sua utilização na quantificação 

de drogas pode apresentar imprecisão de 10% do valor esperado (LIN et al., 2014; VEGA 

et al., 2016; CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018). Além disso, pode ser uma ferramenta 

interessante para a análise qualitativa de drogas, visto que apresenta sensibilidade adequada 

para a detecção de concentrações baixas e pode eliminar totalmente ou diminuir o preparo 

de amostras. Dessa forma, a sua utilização como método de screening pode minimizar o 

risco associado a pouca seletividade do PS-MS (JETT et al., 2017b) 

Apesar de permitir a quantificação de baixas concentrações dos analitos, este 

método ainda apresenta alguns desafios na adaptação da aplicação na pesquisa para a 

rotina. Fatores como o ruído de fundo, tipo de substrato do papel, distância do inlet do MS, 

o corte da ponta do papel e o tipo de matriz influenciam na recuperação e, 

consequentemente, na quantificação dos analitos. Devido ao fato de que é uma técnica sem 

separação cromatográfica, a sua seletividade é inferior aquelas que utilizam 

cromatografias, sendo assim a análise deve ser feita por MRM para que fragmentos únicos 
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sejam escolhidos como transições. Além disso, isóbaros e substâncias com estruturas 

moleculares diferentes não podem ser diferenciadas apenas por espectrometria de massas. 

O desenvolvimento de cartuchos de papel e dispositivos automáticos para o PS-MS surgem 

como opção para melhorar a reprodutibilidade deste método, além da possível 

compatibilidade com espectrômetros de massas miniaturizados e portáteis (TAKYI-

WILLIAMS; LIU; TANG, 2015; ZHANG & MANICKE, 2015; MANICKE; BILLS; 

ZHANG, 2016; AMADOR et al., 2017; JETT et al., 2017b; TEODORO et al., 2017; 

YANNELL et al., 2017; CHIANG; ZHANG; OUYANG, 2018; PU et al., 2019). 

Os testes toxicológicos realizados em laboratórios normalmente são realizados em 

duas etapas: screening (triagem) e exame confirmatório. Diferentes técnicas como 

imunoensaio, cromatografia gasosa, GC-MS, HPLC e LC-MS são utilizadas para a análise 

qualitativa de substâncias de interesse toxicológico, com posterior confirmação por 

métodos cromatográficos acoplados à espectrometria de massas. Por ser uma técnica 

simples, rápida e que necessita de pouca quantidade de amostra, o PS-MS é uma boa opção 

para o screening de drogas de abuso (MCKENNA et al., 2018). 

 

1.7. Métodos de detecção de esteroides anabólicos androgênicos 

 

A detecção de esteroides anabólicos androgênicos é de extrema importância para 

rastrear o uso de drogas proibidas em competições. Os testes se iniciaram em 1976 nos 

Jogos Olímpicos de Montreal a partir da implementação do radioimunoensaio. Esta técnica 

logo depois foi substituída por métodos mais sensíveis como o GC-MS e depois pelo LC-

MS (ANDERSEN & LINNET, 2014).  

A utilização indiscriminada de esteroides anabólicos androgênicos de forma não 

terapêutica tem crescido rapidamente entre atletas e não atletas. O abuso dessas drogas é 

considerado um problema de extrema importância, visto que os EAA são a principal droga 

de escolha para o doping (ABUSHAREEDA et al., 2014). Nesse contexto, as análises 

toxicológicas se apresentam como a principal forma de investigar o uso de EAA no esporte, 

evitando que os atletas que fazem uso dessa substância, alcancem vantagem competitiva. 

Os esteroides anabólicos androgênicos sintéticos são proibidos pela WADA e, por 

isso, devem ser detectados por um longo período de tempo em baixas concentrações 

(ABUSHAREEDA et al., 2018). As principais matrizes biológicas utilizadas nas análises 

toxicológicas são urina e sangue. No entanto, nas análises de doping a urina é a amostra de 
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escolha para os testes sugerida pela WADA, por apresentar uma coleta menos invasiva, 

maior disponibilidade de volume, larga janela de detecção e por ter maiores concentrações 

de EAA e seus respectivos produtos de biotransformação (GOSETTI et al., 2013; 

FABRESSE et al., 2017; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017a; PIZZATO et al., 2017). 

Apesar disso, a urina apresenta como desvantagens a sua facilidade de adulteração para 

dificultar a detecção de drogas de abuso e as altas concentrações de diferentes sais que 

podem aumentar o efeito de matriz (OTERO-FERNÁNDEZ et al., 2013; SERRA et al., 

2013). 

A WADA preconiza a realização de testes antes (out-of-competition), que podem 

ser feitos a qualquer momento durante treinamentos, na casa do atleta ou próximo a um 

evento e durante (in-competition) as competições. Aqueles realizados durante as 

competições devem ser feitos imediatamente após o evento e engloba todos os métodos e 

substâncias listados como proibidos durante o período olímpico (DE ROSE, 2008; WADA, 

2019d).  

A identificação de EAA na urina se baseia na detecção de produtos de 

biotransformação de fase I e II, no entanto, a maioria dos esteroides anabólicos 

androgênicos são metabolizados e excretados como produtos de biotransformação de fase 

II (GEYER; SCHÄNZER; THEVIS, 2014; BALCELLS et al., 2015). As reações de fase I 

convertem EAA por reações catalisadas enzimaticamente em compostos mais polares, 

sendo que a droga é inativada e eliminada facilmente. As reações de fase II se caracterizam 

pela conjugação com ácido glicurônico ou sulfato, aumentando a solubilidade e excreção 

pelo rim, portanto, poucos EAA são excretados inalterados na urina (GOSETTI et al., 

2013).  

A hidrólise é necessária para liberar os produtos de biotransformação de fase I e 

permitir a sua posterior detecção, porém as preparações feitas com enzima β-glicuronidase, 

demonstram baixa eficácia para clivar a maioria dos sulfatos, além de que cada esteroide 

apresenta um tempo de hidrólise diferente, impossibilitando a sua análise devido a hidrólise 

incompleta. Somente os produtos de biotransformação não conjugados e os conjugados 

hidrolisáveis de ácido glicurônico são detectáveis (BALCELLS et al., 2015).  

Os EAA podem ser detectados em matrizes biológicas a partir de diferentes 

métodos. A espectrometria de massas é o método de escolha para detecção de EAA 

combinada com a cromatografia gasosa (GC-MS) ou a cromatografia líquida (LC-MS), 

após a realização da hidrólise enzimática por β-glicuronidase (BALCELLS et al., 2015; 

ABUSHAREEDA et al., 2017). A WADA preconiza que os laboratórios devem ser 
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capazes de detectar a presença de analitos na concentração de 2-5 ng/mL, demonstrando a 

necessidade de métodos confiáveis (POZO et al., 2008; WADA, 2017). Para uma amostra 

ser considerada positiva para doping, é preciso calcular a relação 

testosterona/epitestosterona (T/E), visto que a epitestosterona é um produto secundário da 

biossíntese da testosterona. Dessa forma, quando o indivíduo faz uso de EAAs, não há 

mudança na produção de epitestosterona, podendo-se observar um aumento na relação T/E 

(ANDERSEN & LINNET, 2014; ROCHA, AGUIAR, RAMOS, 2014).  O treshold 

preconizado pela WADA é de 4.0, podendo exceder para 6.0 em algumas situações 

(ANDERSEN & LINNET, 2014).  

A WADA segue rigorosos padrões de monitorização e detecção dessas drogas. 

Esses testes são realizados apenas pelos 31 laboratórios acreditados pela mesma e são caros 

e tecnicamente desafiadores, devido ao grande número de substâncias testadas. O processo 

inclui transporte seguro para esses laboratórios e armazenamento das amostras (BARON; 

MARTIN; MAGD, 2007; DE ROSE, 2008; ANAWALT, 2017; WADA, 2019d). Além 

disso, de acordo com novas regras implementadas em 2015 pela WADA, as amostras de 

urina coletadas podem ser armazenadas congeladas por até 10 anos e, se necessário, 

descongeladas a qualquer momento para reteste. Para isso, as amostras precisam ser 

armazenadas de forma que mantenha a sua integridade e permita a aplicação de futuros 

métodos de detecção que ainda não foram desenvolvidos (KUURANNE & SAUGY, 

2016). Sendo assim, a utilização de métodos para amostragem alternativos como o dried 

urine spots pode ser interessante para facilitar as análises e o armazenamento dessas 

amostras.  

O LC-MS é uma técnica que não necessita de derivatização e pode detectar níveis 

baixos de EAA, glicuronídeos e sulfatos, além de poder ser usado de forma qualitativa ou 

quantitativa (ATHANASIADOU et al., 2012; ALSAGGAF, 2015). Apesar de apresentar 

uma ionização limitada por ESI ou API, pois substâncias inalteradas ou mesmo alguns 

produtos de biotransformação de fase II não podem ser detectados devido a ausência de 

grupos ionizáveis, o ESI se apresenta como a técnica mais recomendada para detecção de 

EAA. A utilização de adutos em compostos que são pouco ionizáveis aumenta a 

sensibilidade no LC-MS/MS, favorecendo a sua detecção (ANDERSEN & LINNET, 2014; 

BALCELLS et al., 2015).  

A detecção de EAA é difícil devido às baixas concentrações dos precursores e dos 

seus produtos de biotransformação e, também, da disponibilidade de esteroides que 

apresentam uma atividade similar e/ou composição química diferente em relação a outros 
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esteroides. Os EAA não são facilmente ionizáveis devido a falta de grupos ácidos ou 

básicos em sua estrutura e apresentam baixa afinidade de prótons nos grupos carbonila e 

hidroxila. Além disso, é necessário derivatização nas análises por GC-MS, o que limita a 

detecção de alguns produtos de biotransformação de fase I (ATHANASIADOU et al., 

2012; BALCELLS et al., 2015; ABUSHAREEDA et al., 2017).  

Alguns EAA endógenos são administrados pelos atletas para melhorar o 

desempenho. Como não há diferença no espectro de massas dos EAA sintéticos e 

endógenos, a WADA criou o Passaporte Biológico do Atleta e o perfil esteroidal, na qual 

consta os resultados da quantificação de EAA endógeno do mesmo (SOTTAS; VERNEC, 

2011; ABUSHAREEDA et al., 2018).  

O perfil esteroidal urinário determina a presença de testosterona (T), epitestosterona 

(E), androsterona (A), etiocolanolona (Etio), 5α-androstan-3α,17β-diol (5αadiol), 5β-

androstan-3α,17β-diol (5βadiol), e as relações de 5αadiol/5βadiol, 5αadiol/E, T/E, A/Etio 

e A/T. Essas relações monitoram a administração de testosterona e DHEA, testosterona em 

atletas com deleção do polimorfistmo UGT2B17 e administração transdérmica de 

testosterona. Porém, são sensíveis ao stress, consumo de álcool e uso de inibidores da 5α-

redutase. Essas determinações são feitas a partir da cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas de razão isotópica do carbono (GC-C-IRMS), que possibilita a 

diferenciação entre 13C do 12C dos EAAs endógenos e daqueles administrados 

exogenamente (AYOTTE, 2010; SOTTAS et al., 2011; SAUGY; LUNDY; ROBINSON, 

2014; PONZETTO et al., 2019). 

A análise instrumental nos exames anti-doping para esteroides anabólicos 

androgênicos se baseia em um processo de duas etapas divididas em: (a) Procedimento 

Inicial de Teste e (b) Procedimento Confirmatório. O Procedimento Inicial de Teste utiliza 

de métodos para o screening de EAAs para estimar o perfil esteroidal do atleta a partir da 

técnica de GC-MS.  As amostras devem passar uma hidrólise enzimática com β-

glucuronidase de E. coli e derivatização.  Já o Procedimento Confirmatório deve ser 

realizado em amostras que apresentaram algum achado analítico adverso. As análises 

quantitativas são feitas por GC-MS ou GC-MS/MS combinadas com a determinação dos 

analitos do perfil esteroidal por GC-C-IRMS. O procedimento de preparo de amostra se dá 

por uma extração em fase sólida e hidrólise enzimática (WADA, 2018). 

O screening não alvo a partir de espectrometria de massas pode ser uma abordagem 

interessante para a detecção de testosterona e seus análogos em quantidades anômalas.  

Porém, apesar de permitir uma análise abrangente dos grupos de derivados dos esteroides 
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por não ser específica para analitos únicos, essa técnica apresenta uma menor sensibilidade 

e limites de detecção mais altos (GEYER, SCHÄNZER, THEVIS, 2014).  

Os produtos de biotransformação presentes na urina possuem uma estabilidade 

baixa, por isso o DUS pode ser um importante método alternativo para a detecção de EAA, 

já que não apresenta água como um meio de promover reações químicas de decomposição 

e pode ser armazenada por meses antes de ser analisada, sem necessidade de condições 

especiais de armazenamento como o DBS (LIU et al., 2010; SUH et al., 2015).  

A utilização de amostras de sangue seca para detecção de substâncias de interesse 

antidoping, foi realizada por Tretzel e colaboradores (2015) com o intuito de identificar o 

uso de um hormônio adrenocorticotrópico sintético. Em outubro de 2019, a WADA 

anunciou o desenvolvimento e implementação de testes antidoping em DBS, além de guias 

para coleta, transporte, análise e armazenamento dos mesmos, segundo a justificativa do 

método de amostragem ser menos invasivo, ter a possibilidade de simplificar a coleta, 

necessidade de menor quantidade de amostra, diminuir o custo de coleta e transporte, 

facilitar o armazenamento e aumentar a estabilidade das amostras, devido a menor 

degradação da mesma (WADA, 2019b).  

A espectrometria de massas, principalmente o PS-MS, é amplamente utilizada para 

análises em dried blood spots, devido às baixas concentrações de analitos presentes que 

necessitam de ensaios altamente sensíveis e específicos, e por apresentar baixo efeito de 

matriz (LIN et al., 2014; ZAKARIA et al., 2016).  A utilização do paper spray para análises 

em DUS de esteroides anabolizantes androgênicos é interessante, pois o ESI diminui a 

sensibilidade da detecção devido à interferência de sais inorgânicos e outros químicos. 

Além disso, é uma técnica simples e rápida que permite a dispensa ou redução de etapas 

do preparo de amostra, derivatização e insumos para análise. Dessa forma, o PS-MS tem 

um grande potencial para se tornar um método alternativo no monitoramento rápido de 

drogas de abuso como os esteroides anabólicos androgênicos (OTERO-FERNÁNDEZ et 

al., 2013; SU et al., 2013).  
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2. Objetivo 

 

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento, validação e aplicação do 

método de identificação de esteroides anabólicos androgênicos e seus principais produtos 

de biotransformação em dried urine spots por ionização por paper spray acoplada à 

espectrometria de massas (PS-MS).  
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3. Materiais e Métodos 

           3.1.  Materiais 

 

a) Equipamento: 

 

 Equipamento de cromatografia líquida modelo Shimadzu UFLC CLASS 8030 

acoplado à espectrômetro de massas modelo LCMS 8030 triplo quadrupolo 

com ionização por electrospray (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão), 

disponível na Seção Técnica de Física e Química Legal do Instituto de 

Criminalística da Polícia Civil do Estado de Minas Gerais (STFQL/IC/PC-

MG). O software LabSolutionsTM versão 5.91 foi utilizado para aquisição e 

processamento de dados. 

 

b) Reagentes e outros materiais: 

 

 Reagentes: Ácido fórmico foi obtido da Synth (Diadema, Brasil), metanol grau 

HPLC, acetonitrila grau HPLC, solução de amônia 25% e acetona para análise 

de resíduos de pesticida foram obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e 

enzima beta-glicuronidase de E. coli K12 da Roche (Mannheim, Alemanha). 

A água ultrapura foi obtida do Millipore Direct Q3 (Billerica, MA, EUA);  

 Papel de filtro Whatman 903 Protein Saver Cards da GE Healthcare (Dassel, 

Alemanha). 

 Papel de filtro qualitativo Unifil (Brasil). 

 

c) Padrões: 

 

 Soluções-padrão de 19-noretiocolanolona (produto de biotransformação da 

nandrolona), 3-hidroxiestanozolol e 16-beta-hidroxiestanozolol (produtos de 

biotransformação do estanozolol) e epitestosterona foram obtidos do National 

Measurement Institute (West Lindfield, Austrália), 17-alfa-metil-5-beta-

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

beta-diol (produtos de transformação da metiltestosterona), trembolona, 

testosterona, metiltestosterona e dehidroepiandrostenediona foram obtidos da 
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Cerilliant Corporation (Round Rock, EUA), androstenediona foi obtido da 

LGC Standards (Teddington, Reino Unido), 19-norandrosterona obtido da 

Cayman Chemical (Ann Arbor, EUA) e testosterona C13 doada pelo Dr. 

Valdemir Melechco Carvalho do Grupo Fleury.  

 

      3.1.2. Coleta de amostras 

 

Amostras de urina de 50 indivíduos do sexo masculino foram 

coletadas na Unidade de Reabilitação Cardiovascular e Fisiologia do 

Exercício do InCor-HCFMUSP provenientes de outro estudo. As amostras 

foram armazenadas em freezer a -10°C. Este estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo, sob o parecer de número 00666818.3.0000.0067 

(ANEXO 1).  

 

3.2.  Métodos 

 

3.2.1. Condições espectrométricas para a detecção de EAAs por PS-MS 

 

A otimização dos padrões analíticos no LC/MS-MS foi realizada por 

injeção direta, na qual 10µL da solução-padrão na concentração de 1µg/mL 

de cada analito foi injetada no sistema. 0,1% v/v de NH4OH e acetonitrila 

foram utilizadas na fase orgânica e 0,1% v/v de NH4OH em água ultrapura na 

fase aquosa. O LC/MS-MS Shimadzu 8030 foi utilizado para identificar os 

fragmentos dos íons e otimizar os parâmetros instrumentais para os mesmos 

a partir do software LabSolutions™. Os parâmetros para análise foram 

realizados no modo de monitoramento de reações múltiplas (MRM) nos 

modos positivo e negativo, sendo que o software otimizou os íons precursores 

e íons produtos mais intensos e suas respectivas energias de colisão (CE). 

Também foram selecionados adutos de sódio (Na+), potássio (K+), acetato 

(CH3COO-), formiato (HCOO-) e amônio (NH4
+). A figura 11 apresenta o 

dispositivo utilizado para a análise em PS-MS. 
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Figura 11. Dispositivo de ionização por paper spray. 

  

 Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Os parâmetros utilizados para a análise de EAAs por ionização por 

paper spray acoplada à espectrometria de massas se encontram na tabela 

abaixo (Tabela 2):   

 

Tabela 2. Parâmetros do Espectrômetro de Massas. 

Parâmetros do Espectrômetro de Massas no PS-MS 

Modo ESI 

DL Temperature 250º C 

Heat Block Temperature 400º C 

Voltagem da interface 4,5 kV 

Tempo de análise 2,0 min 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O equipamento de cromatografia líquida acoplado ao espectrômetro de 

massas modelo LCMS 8030 triplo quadrupolo com ionização por electrospray foi 

utilizado para otimizar os analitos e o padrão interno por injeção direta. Os 

resultados da otimização dos fragmentos e dos parâmetros do espectrômetro de 

massas estão apresentados na tabela abaixo (Tabela 3):  
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Tabela 3. Otimização dos compostos por injeção direta: íon precursor, íon produto, energia de 

colisão (CE), modo de ionização e dwell time. 

Padrão Íon Precursor 

(m/z) 

Íon Produto 

(m/z) 

Energia de 

colisão 

(CE) 

Modo  

(ESI) 

Dwell Time 

(ms) 

 

3’-Hidroxistanozolol 

 

345,00 (M+H)+ 

97,00 

107,00* 

111,00 

48,0 

40,0 

46,0 

Positivo 30,0 

16’-β -Hidroxistanozolol 345,00 (M+H)+ 95,00* 

109,00 

43,00 

44,0 

44,0 

53,0 

Positivo 30,0 

17α –metiltestosterona 

(PI) 

303,00 (M+H)+ 109,00 

67,00* 

123,00 

30,0 

48,0 

29,0 

Positivo 30,0 

17-α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-diol  

307,00 (M+H)+ 71,00* 

43,00 

219,00 

15,0 

38,0 

8,0 

Positivo 30,0 

17-α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-diol 

301,00 (M+H)+ 88,00 

45,00 

284,00* 

20,0 

16,0 

11,0 

Positivo 30,0 

19-Norandrosterona 
299,00 (M+Na)+ 

281,00* 

105,00 

12,0 

18,0 

Positivo 30,0 

19-Noretiocolanolona 294,05 (M+NH4
)+ 253,05* 

221,10 

7,0 

15,0 

Positivo 30,0 

Androstenediona 287,0 (M+H)+ 97,00* 

109,00 

35,0 

35,0 

Positivo 30,0 

Epitestosterona 289,0 (M+H)+ 97,00 

109,00* 

81,00 

23,0 

25,0 

47,0 

Positivo 30,0 

Testosterona 289,0 (M+H)+ 97,00* 

109,00 

81,00 

23,0 

25,0 

47,0 

Positivo 30,0 

Trembolona 271,0 (M+H)+ 199,00 

253,00 

91,00* 

23,0 

21,0 

49,0 

Positivo 30,0 

DHEA  333,0 (M+CH3COO)+ 296,80* 

314,90 

21,0 

10,0 

Positivo 30,0 

*Íon quantificador. 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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A otimização demonstrou que o modo positivo é o melhor para a análise dos 

analitos.  A molécula protonada foi selecionada como íon precursor na maior parte dos 

analitos, porém a 19-norandrosterona e a 19-noretiocolanolona obtiveram melhor resposta 

com aduto de sódio e amônio, respectivamente. O software também identificou os três 

fragmentos mais intensos de cada analito, com exceção da 19-norandrosterona, 19-

noretiocolanolona e androstenediona que apresentaram somente dois fragmentos. Não foi 

possível otimizar e identificar a testosterona C13 por injeção direta, provavelmente devido 

a sua baixa concentração (50ng/mL) (Figura 12).  

 

Figura 12. Resultados obtidos por injeção direta da substância testosterona C13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (a) cronograma da testosterona C13; (b) espectro de massas da testosterona C13. 

 

O PS-MS não forma picos gaussianos como nas análises usuais com cromatografia, 

pois não há separação. Sendo assim, o termo mais apropriado para a medida dos íons pelo 

tempo, é cronograma. A quantificação pode ser realizada a partir da integração da área 

abaixo da curva dos íons monitorados, como ocorre em cromatogramas (JETT, 2017; 

MCKENNA et al., 2018). A figura abaixo apresenta um exemplo de cronograma obtido 

com a análise por ionização por paper spray (Figura 13). 

 

 

 

a) 

b) 
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Figura 13. Cronograma obtido por PS-MS. 

 

 

Para a análise dos compostos, observa-se a intensidade dos fragmentos dos íons. A 

figura abaixo demonstra suas estruturas químicas e seus respectivos espectros de massas 

no modo MRM encontrados dos analitos deste estudo (Figuras 14 e 15). 

 



62 
 

 

Figura 14. Estruturas químicas dos esteroides anabólicos androgênicos utilizados neste estudo. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 15. Espectros de massas no modo MRM das substâncias deste estudo em análise por PS-MS. 

 

Legenda: (a) 3’OHStanozolol; (b) 16’-β –Hidroxistanozolol; (c) Epitestosterona; (d) Testosterona; (e) 

Trembolona; (f) Androstenediona; (g) 17-α-metil-5-α-androstane-3-α-17-β-diol; (h) 17-α-metil-5-β-androstane-3-

α-17-β-diol; (i) 19-Norandrosterona; (j) 19-Noretiocolanolona. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

3.2.2 Otimização do papel 

 

Para identificar o melhor tipo de papel para a análise de EAA, foram 

realizados ensaios para a otimização no Whatman 903 Protein Saver Card e 

no papel de filtro qualitativo. O papel foi cortado em formato triangular em 

15x10mm com um ângulo de 30°C com a ajuda de um cortador manual em 
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formato de triângulo. 10µL do pool de EAA foi adicionado no papel de filtro 

e a amostra secou por 2h. O papel foi alocado a 5mm do inlet do MS. Uma 

alíquota de 20µL de metanol foi adicionada ao papel para aquisição de dados. 

Para a escolha do melhor tipo de papel, foram observadas as intensidades dos 

íons dos analitos em cada análise, assinalando como ótimo o tipo de papel 

que promovesse a maximização do mesmo.  

 

3.2.3. Otimização do solvente de pulverização 

 

Foram avaliados 11 solventes para a otimização do solvente de 

pulverização. Os ensaios foram realizados nas concentrações de 10 ng/mL, 

75 ng/mL e 200 ng/mL em pool de EAA na urina. 10 µL do pool de EAA foi 

adicionado no papel de filtro e a amostra secou por 2h em temperatura 

ambiente. Para a análise, 20 µL de cada solvente foi adicionado ao papel. 

Foram observadas a formação de cone, spray e descarga elétrica. O solvente 

que promoveu melhor intensidade dos íons em cada concentração para os 

analitos de interesse foi escolhido. O quadro abaixo apresenta os solventes 

utilizados (Quadro 3).  

 

Quadro 3. Solventes utilizados para otimização do solvente de pulverização. 

Solvente 

Metanol 

Metanol:Água 1:1 

Metanol:Água 90:10 

Metanol:Ácido fórmico 0,1% 

Acetona 

Acetonitrila 

Acetonitrila:NH4OH 0,1% 

Acetonitrila:Água 90:10 

Acetonitrila:Água 1:1 

Isopropanol 

Isopropanol:Água 75:25 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Após a escolha do solvente de pulverização, foi realizada a otimização 

da quantidade de solvente aplicada ao papel para extração dos analitos. Os 
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testes foram executados em triplicata nas concentrações de 10ng/mL e 

50ng/mL. Os volumes de solvente testados foram 20µL, 50µL, 80µL e 

100µL.   

 

3.2.4. Otimização da adição do padrão interno no papel e em urina 

 

Com o objetivo de testar a adição do padrão interno (PI) 

metiltestosterona para obter melhor intensidade do sinal, foram preparadas 

amostras em triplicata com adição de 20µL do PI em 500µL de urina na 

concentração de 200 ng/mL e adição de 10µL de PI em metanol na 

concentração de 200 ng/mL direto no papel. O papel secou por 20min em 

temperatura ambiente. O tipo de impregnação do PI escolhido foi a partir da 

análise da intensidade dos íons da metiltestosterona. 

 

3.2.5. Estudo de reuso 

 

Com o intuito de avaliar o potencial de reanálise das amostras de 

DUS, foi realizado o ensaio de repetibilidade, na qual três concentrações 

(10ng/mL, 50ng/mL e 100ng/mL), foram analisadas em triplicata. Após a 

análise, as amostras secaram por 2 horas em temperatura ambiente e foram 

reanalisadas no PS-MS. 

 

3.2.6. Extração de EAA por PS-MS e hidrólise enzimática 

 

As amostras de urina foram preparadas de acordo com o método 

proposto por Okano et al. (2015), na qual adicionou-se 0.75 mL de tampão 

fosfato pH 6.8 em uma alíquota de 3mL de urina.  Adicionou-se 50µL da 

solução de enzima β-glicuronidase de E. coli K12 e a amostra foi incubada a 

50ºC por 60 min. Para elevar o pH para 9,0, adicionou-se 100µL de solução 

de NaOH 0,1M.  

Após a otimização do solvente, tipo de papel e impregnação do PI, o 

seguinte fluxograma (Figura 16) para análise de EAA por PS-MS foi 

estabelecido: 
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Figura 16. Fluxograma do preparo de amostra em dried urine spots e análise por PS-MS. 

 

  

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

 

3.2.7. Validação de método analítico para detecção de esteroides anabólicos 

androgênicos em dried urine spots por ionização por paper spray 

 

Para a validação do método, estabeleceram-se os parâmetros de 

seletividade, limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), linearidade, 

precisão, exatidão intra e interdia, efeito matriz, estabilidade e carryover dos 

analitos nas amostras de urina. O método foi validado conforme o Standard 

Practices for Method Validation in Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013). 

Também foram utilizados os artigos Strategies for the Assessment of Matrix Effect 

in Quantitative Bioanalytical Methods Based on HPLC-MS/MS 

(MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003); Validation of New 

Methods (PETERS; DRUMMER; MUSSHOFF, 2007) e Limit of Blank, Limit of 

Detection and Limit of Quantification (ARMBRUSTER; PRY, 2008). 

 

 

 

ADIÇÃO DE 100µL 

DO SOLVENTE DE 

PULVERIZAÇÃO 
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3.2.7.1. Seletividade 

 

O parâmetro de seletividade foi determinado a partir da análise de 10 

amostras de urina de fontes diferentes para avaliar a presença de interferentes 

endógenos. Os resultados foram comparados com os íons precursores e produtos 

dos analitos do estudo. 

Foram também analisadas 10 amostras adicionadas de 1000 ng/mL de 

tetrahidrocanabinol (THC), canabidiol, sertralina, alprazolam, clonazepam, 

oxazepam, diazepam, nordiazepam, metilenodioximetanfetamina (MDMA), 

metilenedioxianfetamina (MDA), metanfetamina, anfetamina, femproporex, 

cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, fentanil, oxprenolol, dipirona, propoxifeno, 

nicotinamida, benzocaína, lidocaína, dicoflenaco, nicotina e sibutramina para 

avaliar a possível interferência destes analitos na análise. 

Foi realizada uma busca nas bases de dados DrugBank e The Human 

Metabolome Database a partir do número de massa molecular para identificar os 

possíveis interferentes endógenos e exógenos que possuem a mesma massa molar 

dos analitos de interesse deste estudo. 

 

3.2.7.2. Limite de detecção e limite de quantificação  

 

Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) foram determinados 

pelo método empírico proposto por Peters et al. (2007) a partir da análise de 

amostras adicionadas dos analitos em série decrescente de concentração. As 

análises foram feitas em sextuplicata, nas concentrações de 1ng/mL, 2ng/mL, 

5ng/mL, 10ng/mL e 15ng/mL. O coeficiente de variação aceitável entre as 

replicatas não deveria ser maior que 15% para LOQ e 20 % para LOD. 

 

3.2.7.3. Linearidade 

 

A linearidade foi avaliada a partir da análise em sextuplicata de seis 

concentrações diferentes dos analitos na faixa que abrange do LOQ a 200ng/mL 

(LOQ, 50ng/mL, 100ng/mL, 150ng/mL e 200ng/mL). 
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O cálculo que demonstra a relação matemática entre a concentração do 

analito e a área relativa foi descrita pela equação da reta:  

𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏 

Na qual:  

y = área relativa (área absoluta do analito dividida pela área absoluta do PI) 

x = concentração 

a = inclinação da curva de calibração  

b = intersecção com eixo y, quando x = 0. 

 

O estudo de heteroscedasticidade foi realizado a partir da comparação do 

valor do Fexperimental e do Ftabelado, a partir da regressão dos mínimos quadrados 

ponderados, na qual foram avaliados os seguintes coeficientes de ponderação (wi): 

1/x1/2, 1/x, 1/x2, 1/y1/2, 1/y e 1/y2. A escolha de wi foi feita de acordo com a menor 

somatória dos erros relativos (%RE) e o valor do coeficiente de determinação (r2) 

igual ou superior a 0,99. 

 

3.2.7.4. Precisão inter e intradia 

 

Com o intuito de avaliar a precisão (inter e intradia), foram realizados 

ensaios em quintuplicata em concentrações que contemplaram o intervalo linear de 

cada analito do estudo preparados em diferentes controles de qualidade baixo 

(CQB), médio (CQM) e alto (CQA), no período de cinco dias consecutivos. Os 

resultados foram dados de acordo com os coeficientes de variação (CV%) das áreas 

relativas do painel de substâncias e avaliados pela análise de variância (ANOVA), 

na qual o CV% deveria ser menor que 20% para controles de qualidade baixo, e 

15% para controles de qualidade médio e alto, para ser considerado aceitável.  

 

3.2.7.5. Exatidão 

 

A exatidão é dada pela relação entre a concentração teórica e concentração 

média calculada experimentalmente. Para isso, esse parâmetro foi determinado a 

partir de ensaios em quintuplicata em três diferentes concentrações de controle de 

qualidade, baixa, média e alta, após o estabelecimento da linearidade do método. 
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3.2.7.6. Efeito matriz  

 

Para avaliar o efeito matriz, amostras de 6 indíviduos foram utilizadas. Os 

ensaios foram feitos em sextuplicata, nas concentrações de 15ng/mL (controle 

baixo), 80ng/mL (controle médio) e 160ng/mL (controle alto). O padrão interno 

metiltestosterona também teve seus parâmetros avaliados a partir da sua aplicação 

direta no papel na concentração de 200ng/mL. As amostras foram divididas em dois 

grupos: (A) analitos preparados no solvente de pulverização (acetonitrila) e (B) na 

qual os analitos foram preparados na matriz de escolha. 

Para calcular o efeito matriz foram determinadas as áreas relativas (Ar) de 

cada grupo, de acordo com a equação abaixo: 

EM (%) = (Armédia B/ Armédia A)*100 

Valores acima de 100% demonstram um aumento da ionização e abaixo de 

100%, uma supressão iônica. 

 

3.2.7.7. Estabilidade 

 

A estabilidade do DUS foi avaliada pelo período de cinco meses. As 

amostras nas concentrações de 15ng/mL e 50ng/mL foram armazenadas dentro de 

um envelope de papel alocado em um armário de madeira fechado a temperatura 

ambiente. As análises foram realizadas no tempo zero, quatro e cinco meses, em 

triplicata, de acordo com as intensidades absolutas de cada analito. 

 

3.2.7.8. Carryover 

 

O carryover foi avaliado a partir da análise em triplicata de amostras branco 

após a injeção de amostra adicionada dos analitos do estudo a 1000ng/mL. A 

metodologia proposta por Takiy-Williams e colaboradores (2019), foi utilizada para 

avaliar o efeito carryover em amostras de urina negativa utilizando o mesmo 

grampo de metal sem limpeza entre as corridas. Para isso, amostras em 

concentrações de 1000ng/mL foram analisadas previamente, com consequente 

análise de amostras em concentrações baixas de 10ng/mL. Posteriormente, 
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amostras de urina negativa foram testadas. As áreas abaixo da curva dos analitos da 

amostra branco foram comparadas com as áreas das amostras de concentração de 

10ng/mL. A presença de carryover seria indicada por coeficiente de variação acima 

de 20%. 

 

3.2.8.  Aplicação do método de screening de EAAs em DUS por PS-MS em 

amostras reais 

 

Após a validação do método, 50 amostras de urina de pacientes usuários de 

EAA foram analisadas qualitativamente em dried urine spots pelo método de PS-

MS. 
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4. Resultados e discussão 

 

4.1. Otimização do papel 

 

A escolha do substrato do papel utilizado é extremamente importante para o 

desempenho geral das análises por ionização por paper spray acoplada à espectrometria de 

massas, pois impacta diretamente na eluição, ionização dos analitos, intensidade e duração 

do sinal e a sensibilidade do método (REN et al., 2013; HAN et al., 2018). Os ensaios para 

a otimização do tipo do papel para a análise em PS-MS foram realizados no Whatman 903 

Protein Saver Card e no papel de filtro qualitativo. A figura abaixo apresenta os 

cronogramas e espectros da substância epitestosterona dos testes realizados no papel 

Whatman e no papel de filtro qualitativo (Figura 17).  

 

Figura 17. Cronograma e espectro MRM da análise de epitestosterona por PS-MS no Whatman 903 e 

no papel de filtro, respectivamente. 

 

 

 

A fibra do papel é repleta de grupos hidroxila que favorecem a interação com 

diferentes analitos, dificultando a eluição e diminuindo a quantidade de íons que são 

detectados pelo MS (FREY, DAMON & BADU‐TAWIAH, 2019). O papel Whatman 903 

é descrito na literatura para análises em DUS e DBS, visto que causam menos interferência 
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química e são compatíveis com amostras de sangue e urina, além de estarem de acordo com 

os protocolos de armazenamento (MICHELY; MEYER; MAURER, 2017b; HAN et al., 

2018). Ele apresenta uma maior gramatura, menor tamanho dos poros e é mais absorvente 

do que o papel de filtro, por isso necessita de maior quantidade de amostra. Isso garante 

que o solvente de pulverização passe pela amostra seca com facilidade. Porém, quanto 

menor o tamanho do poro do papel, menor o fluxo de passagem do solvente durante a 

análise, diminuindo a sua recuperação. Apesar disso, há um aumento da eficiência da 

ionização (MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016; BILLS et al., 2018).  

Os resultados demonstraram que o Whatman 903 apresenta as menores 

intensidades absolutas, na qual alguns analitos como o DHEA não produzem nenhum 

espectro de massas. Em comparação, o papel de filtro qualitativo produziu as maiores 

intensidades dos picos dos analitos estudados. Papéis com gramatura menor necessitam de 

menor quantidade de amostra e solvente. O spray funciona como um filtro, aumentando a 

interação do solvente com as fibras do papel, e consequentemente, do analito e os 

componentes da matriz com a celulose (MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016; BILLS et al., 

2018). Como exemplo, a epitestosterona apresenta intensidade absoluta de 

aproximadamente 1,5x104 no Whatman 903 enquanto no papel de filtro qualitativo foi de 

4x106. Esses resultados estão de acordo com o encontrado por Alsagaff (2015). Em seu 

estudo, ele testou o Whatman Filter Paper Grade 1 que possui retenção de partículas média 

de 11µm, verificando que o mesmo produziu os maiores picos de resposta e recuperação 

para todos os componentes testados por PS-MS. O Whatman Filter Paper Grade 1 apresenta 

retenção similar ao do papel utilizado neste estudo, de 4-12 µm. 

Dessa forma, o papel de filtro qualitativo foi selecionado para as análises deste 

estudo. Além disso, o seu custo em relação ao Whatman 903 é bem inferior. Após a 

otimização do tipo de papel, o analito DHEA foi excluído do painel de analitos do método, 

devido ao fato de que não produz alta intensidade absoluta, não sendo possível detectá-lo 

em baixas concentrações.  

Parâmetros como a distância da ponta do papel para a entrada do MS e o tamanho 

do mesmo são importantes. Esse intervalo não deve ser menor que 1mm, pois pode 

provocar a formação de uma descarga elétrica e, consequentemente, uma supressão iônica 

(LIN et al., 2014; ALSAGAFF, 2015; BILLS et al., 2018).  
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4.2. Otimização do solvente de pulverização 

 

Com o intuito de otimizar o solvente de pulverização, espectros de massa e 

cronogramas foram obtidos utilizando metanol, metanol:água 1:1, metanol:água 90:10, 

metanol:ácido fórmico 0,1%, acetona, acetonitrila, acetonitrila: NH4OH 0,1%, 

acetonitrila:água 90:10, acetonitrila:água 1:1, isopropanol e isopropanol:água 75:25. Uma 

pequena quantidade (10µL) de um pool com os analitos do presente estudo foi aplicada no 

papel de filtro qualitativo com posterior secagem por 2 horas. Após a secagem, as amostras 

foram analisadas pelo PS-MS com a adição de 20µL de cada solvente ou mistura de 

solventes.  

O solvente ótimo foi analisado para cada analito de acordo com a sua capacidade 

de eluição a partir da intensidade absoluta dos fragmentos e dos cronogramas formados. É 

de extrema importância que o solvente utilizado seja capaz de aumentar a sensibilidade e a 

seletividade do método (JETT, 2017). Na literatura, os principais solventes nas análises por 

PS-MS são orgânicos, permitindo que moléculas hidrofóbicas pequenas como drogas de 

abuso, sejam extraídas enquanto os componentes hidrofílicos da matriz biológica 

continuam retidos. A adição de agentes modificadores como ácido fórmico ou NH4OH é 

feita para auxiliar na protonação ou desprotonação de moléculas e aumentar a estabilidade 

do spray (JETT, 2017; MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016).  

A presença de água diminui a viscosidade do spray de pulverização, dificultando a 

formação do cone de Taylor, não sendo uma boa escolha para essa função. Além disso, ela 

passa com dificuldade pelo dried blood spot, e promove uma má ionização em amostras 

secas de plasma e urina, devido aos componentes da matriz como sais e proteínas solúveis 

em água que são coeluídos juntamente com o solvente de pulverização. Por isso, os 

solventes utilizados contêm cerca de menos de 20% de água em sua composição (ESPY et 

al., 2012a; MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016).  

A descarga elétrica produzida por alguns desses solventes foi caracterizada como 

uma ponta brilhante entre o papel e a entrada do MS e um ruído audível. Esse fato ocorre 

devido a uma provável mudança na distribuição do solvente no papel. A ocorrência desse 

fato deve ser evitada, pois pode causar uma supressão iônica (LIN et al., 2014). Sendo 

assim, os solventes que provocaram descarga elétrica foram excluídos. As observações 

feitas quanto a formação do cone, spray e descarga elétrica estão contidas no quadro abaixo 

(Tabela 4):  
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Tabela 4. Fatores observados na otimização do solvente no PS-MS. 

Solvente Fatores observados 

Metanol Formação de cone e spray 

Metanol:Água 1:1 Formação de cone e descarga elétrica 

Metanol:Água 90:10 Formação de cone, spray e descarga 

elétrica 

Metanol:Ácido fórmico 0,1% Formação de cone 

Acetona Formação de cone 

Acetonitrila Formação de cone e spray 

Acetonitrila:NH4OH 0,1% Formação de cone 

Acetonitrila:Água 90:10 Formação de cone e descarga elétrica 

Acetonitrila:Água 1:1 Formação de cone 

Isopropanol Formação de cone e spray 

Isopropanol:Água 75:25 Formação de cone e descarga elétrica 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

De todos os solventes analisados, a acetonitrila apresentou melhor extração 

dos analitos e formação do spray mais estável. Na literatura, amostras de urina e 

plasma são bem extraídas com acetonitrila (MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016; 

VEGA et al., 2016; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c). Dessa forma, ela foi 

o solvente de pulverização de escolha para este método. A figura abaixo apresenta os 

cronogramas com as intensidades absolutas para os analitos após a extração com dois 

dos solventes testados (Figura 18).  

 

Figura 18. Cronogramas da otimização do solvente de pulverização com acetonitrila e metanol. 
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Após a escolha do melhor solvente de pulverização, foram testados 

diferentes volumes (20µL, 50µL, 80µL e 100µL) do mesmo para melhorar a 

extração dos analitos. Em um estudo realizado por Shen e colaboradores (2013), foi 

demonstrado que a umectância do papel com o solvente é de extrema importância 

para a eluição dos analitos. A descarga de corona pode ocorrer quando o fluxo do 

solvente aplicado é baixo, demonstrando que a distribuição do solvente de 

pulverização no papel não foi uniforme. Sendo assim, a mobilidade do solvente pela 

superfície, afeta a eficiência da extração da amostra. O fluxo contínuo do mesmo 

durante a análise faz com que o spray formado seja mais estável, assemelhando-se 

ao ESI (ESPY et al., 2012a; SHEN et al., 2013; ALSAGAFF, 2015). 

As amostras analisadas com 100µL de acetonitrila apresentaram melhor 

resultado (Figura 19). Isso se deve ao fato de que a ionização e a extração ocorrem 

diretamente no papel, visto que ele possui microcanais, na qual a partir da presença 

do solvente de pulverização e do campo elétrico gerado, possibilita o transporte da 

amostra por capilaridade e a extração de seus analitos presentes (LIU et al., 2010; 

LIN et al., 2014; JETT, 2017; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c).  

Quando o solvente de pulverização seca por evaporação, não há formação 

de carga elétrica na ponta do papel, impedindo a extração e, por isso, não é possível 

continuar a obtenção do espectro de massas, diminuindo a intensidade absoluta das 

substâncias analisadas (MANICKE et al., 2011; KEATING et al., 2018). Ao 

aumentar o volume do solvente de pulverização de escolha, a extração dos analitos 

é prolongada por mais tempo, permitindo uma maior intensidade absoluta e fluxo 

uniforme dos mesmos enquanto a voltagem for aplicada (LIU et al., 2010; 

MANICKE et al., 2011; REN et al., 2013; TAKYI-WILLIAMS; LIU; TANG, 

2015; JEONG et al., 2016; JETT, 2017; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c). 
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Figura 19. Volumes de solvente de pulverização testados para extração de EAAs por PS-MS. 

 

 

 

4.3. Otimização da adição do padrão interno no papel e em urina 

 

A adição do padrão interno (PI) foi testada diretamente no papel de filtro qualitativo e na 

amostra de urina em triplicata com objetivo de obter melhor intensidade do sinal. Os 

espectros e cronogramas obtidos estão apresentados abaixo (Figura 20): 
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Figura 20. Teste da impregnação do PI em urina e no papel de filtro. 

 

 

A impregnação do PI no papel de filtro apresentou intensidades absolutas maiores 

do que a adição do mesmo na amostra de urina, com posterior aplicação no papel. Esse tipo 

de abordagem é interessante para os casos onde a amostra em DUS é enviada para o 

laboratório e não é possível adicionar o PI na matriz biológica em fase líquida. Dessa forma, 

o PI poderia ser adicionado previamente no papel (COOKS et al., 2011; MANICKE et al., 

2011). Para este estudo, foi escolhida a impregnação do PI no papel de filtro. O uso do 

padrão interno com as mesmas características fisíco-químicas dos analitos é de extrema 

importância para diminuir erros na análise, aumentar a reprodutibilidade, minimizar o 

impacto da matriz e de efeitos da ionização, além de garantir a redução da variabilidade da 

área do pico do analito sob a do PI. A utilização de padrões análogos isotópicos estáveis 

como deuterado ou C13 são ideais para a quantificação, visto que a imprecisão da adição de 

outros compostos como PI pode aumentar em 10% ou mais, porém apresentam alto custo 

e difícil acesso (BERGERON, FURTADO & GAROFOLO, 2009; MANICKE; BILLS; 

ZHANG, 2016; LIU et al., 2018).  

 

 

 

 



78 
 

 

4.4. Estudo de reuso 

 

O estudo de reuso foi realizado para avaliar o potencial de reanálise das 

amostras de DUS, que secaram por 2 horas em temperatura ambiente e tiveram suas 

intensidades absolutas obtidas novamente no PS-MS (Figura 21). 

 

Figura 21. Intensidades absolutas dos EAAs no estudo de reuso no tempo zero e pós 2 horas de 

secagem, respectivamente. 

 

 

Foi possível fazer a reanálise das amostras de DUS, que continuaram 

apresentando intensidades absolutas ótimas mesmo após a adição do solvente de 

pulverização e da secagem em temperatura ambiente por 2 horas. Esses resultados 

estão de acordo com o encontrado por Michely e colaboradores (2017c), na qual 

algumas substâncias puderam ser reanalisadas por 4 corridas e outras por até 8 

corridas. Shi et al. (2015), demonstrou que 75% das amostras produziram 

resultados comparáveis com aqueles antes do reteste. Mesmo assim, a conclusão é 

de que seriam necessárias análises com cartuchos novos para que todos os analitos 

fossem detectados. 
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4.5. Validação de método analítico para detecção de esteroides anabólicos 

androgênicos em dried urine spots por ionização por paper spray 

 

4.5.1. Seletividade 

 

Espectrômetros de massa do tipo triplo quadripolo são específicos, porém 

possuem baixa resolução. Instrumentos do tipo “High Resolution Mass 

Spectrometry” apresentam alta resolução e podem diferenciar analitos que são 

coeluídos, a partir da medida de sua massa exata. Como o PS-MS não apresenta 

boa seletividade, pois não há nenhuma separação cromatográfica, os compostos 

extraídos pelo solvente de pulverização devem ser diferenciados pelo 

espectrômetro de massas de acordo com seus fragmentos, sem a interferência do 

sinal de outros analitos com relação m/z similar (JETT, 2017; MICHELY; 

MEYER; MAURER, 2017c). A WADA preconiza que a análise deve ser realizada 

com pelo menos três íons na ausência da cromatografia (WADA, 2015). 

Isômeros endógenos e exógenos podem se fragmentar em íons produtos 

similares aos do analito de interesse, resultando em resultados falso negativos. A 

presença de adutos também pode interferir na análise, resultando em m/z similares 

aos dos compostos analisados (JETT, 2017). Para diferenciar os isômeros das 

substâncias analisadas pode-se utilizar a razão entre os fragmentos de íons. 

Algumas dessas substâncias podem fragmentar de forma diferente, apesar de 

apresentarem a mesma massa molecular. Contudo, resultados falso-positivos 

podem ocorrer em caso de interferência de compostos que não fazem parte do 

painel de analitos de interesse e são isômeros dos mesmos (JETT, 2017; 

MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016; MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c; 

MCKENNA et al., 2018). Em um estudo realizado por McKenna e colaboradores 

(2018), o valor preditivo positivo foi de 99%, enquanto o de preditivo negativo foi 

de 98%. 

Foi realizada uma pesquisa nas bases de dados DrugBank e The Human 

Metabolome Database (WISHART et al., 2018) com o objetivo de identificar os 

possíveis interferentes exógenos e endógenos dos analitos de interesse deste 

trabalho de acordo com sua massa molar. No quadro abaixo encontram-se os 

principais interferentes para cada analito de acordo com a sua fórmula estrutural e 

massa molar (Quadro 4).  
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Quadro 4. Possíveis interferentes endógenos e exógenos para análise de EAAs por PS-MS. 

Analito de interesse Interferente Fórmula estrutural Massa 

nominal 

3’OH estanozolol 

 
16’-β-OH estanozolol 

 

Formoterol C19H24N2O4 344 

Arformoterol C19H24N2O4 344 

Formebolona C21H28O4 344 

Oxifinclimina C20H28N2O3 344 

Propionato de testosterona C22H32O3 344 

Medrisona C22H32O3 344 

 

17-α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-

diol 

 
17-α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-

diol 

 

Fluconazol C13H12F2N6O 306 

Ruxolitinib C17H18N6 306 

Oxandrolona C19H30O3 306 

Butacaína C18H30N2O2 306 

BA-2664 C20H34O2 306 

17-Alfa-metil-3beta, 17beta-di-

hidroxi-5alfa-androstano 

C20H34O2 306 

 5-Androstenetriol  C19H30O3 306 

11-hidroxiandrosterona C19H30O3 306 

19-Norandrosterona

 
19-Noretiocolanolona

 

 Etidocaine  C17H28N2O 276 

Sulfabenzamida C13H12N2O3S 276 

Flutamida C11H11F3N2O3 276 

Salicilato de mentil C17H24O3 276 

Ciclandelato C17H24O3 276 

Molindona C16H24N2O2 276 

19-Nor-5-androstenediol C18H28O2 276 

Bolandiol C18H28O2 276 

Androstenediona

 

Boldenona C19H26O2 286 

Zolazepam C15H15FN4O 286 

Tenalidina C17H22N2S 286 

Abacavir C14H18N6O 286 

Tonzilamina C16H22N4O 286 

1-Androstenediona C19H26O2 286 

5-Androstenediona C19H26O2 286 

2-Hidroxiestrona C18H22O3 286 

N1,N12-Diacetilspermina C14H30N4O2 286 

 

 

 

 

http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0000550
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Quadro 4. Possíveis interferentes endógenos e exógenos para análise de EAAs por PS-MS. 

(continuação) 

Testosterona

 
Epitestosterona

 

Dehidroepiandrosterona C19H28O2 288 

Fospropofol C13H21O5P 288 

Estriol C18H24O3 288 

Androstanediona C19H28O2 288 

Prasterona C19H28O2 288 

1-Testosterona C19H28O2 288 

18-metil-19-nortestosterona C19H28O2 288 

Bupivacaína C18H28N2O 288 

Levobupivacaína C18H28N2O 288 

Etilestrenol C20H32O 288 

Orotidina C10H12N2O8 288 

2-hidroxiestradiol C18H24O3 288 

Trembolone 

 

Sulfametizol C9H10N4O2S2 270 

Levulinato de cálcio C10H14CaO6 270 

Leflunomida C12H9F3N2O2 270 

Teriflunomida C12H9F3N2O2 270 

Tolbutamida C12H18N2O3S 270 

Hexestrol C18H22O2 270 

Estrona C18H22O2 270 

Doxilamina C17H22N2O 270 

Miristato de isopropilo C17H34O2 270 

Didecildimônio C18H40N 270 

Apigenina C15H10O5 270 

Fonte: DrugBank e The Human Metabolome Database, 2020. 

 

Foram identificadas 54 substâncias que podem ser consideradas como 

interferentes nas análises para detecção de EAAs por PS-MS, por apresentarem a 

mesma massa molar dos analitos desse estudo, demonstrando a importância do 

monitoramento de reações múltiplas para esse tipo de método. Porém, essas 

substâncias só podem ser consideradas como interferentes, caso estejam presentes 

em concentrações detectáveis, sejam ionizadas por protonação e possuam íons 

produtos idênticos aos dos analitos de interesse do estudo.  

O modo MRM aumenta a seletividade do método devido a utilização de seus 

dois quadrupolos como filtros de massa, na qual íons precursores e produtos podem 

ser monitorados (JETT, 2017). Entretanto, foi observada a presença de interferentes 

endógenos com a mesma relação m/z e pelo menos dois íons produtos dos analitos 

de interesse, visto que algumas das substâncias de interesse deste estudo estão 

presentes em nível basal. 
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Os analitos detectados foram a epitestosterona, 19-noretiocolanolona e 

testosterona. Para diferenciar os valores de concentração endógena para aqueles de 

amostras provenientes de usuários de EAA, a quantificação desses analitos deve ser 

realizada.  

Este estudo de seletividade incluiu substâncias comumente utilizadas por 

usuários de EAA com o objetivo de aumentar o desempenho e minimizar os efeitos 

adversos.  

 

4.5.2. Limites de detecção (LOD) e limites de quantificação (LOQ) 

 

A WADA preconiza que os esteroides anabólicos androgênicos devem ser 

detectados na concentração de 2-5 ng/mL (WADA, 2017). Além disso, para garantir 

que todos os laboratórios acreditados possam relatar os resultados da detecção de 

substâncias e seus produtos de biotransformação da mesma maneira, a World Anti-

doping Agency publicou os Níveis Minímos de Desempenho Requerido (MRPL, do 

inglês Minimum Required Performance Levels) para substâncias que não apresentam 

um treshold. Os MRPL são parâmetros analíticos estabelecidos de acordo com a 

farmacocinética, farmacodinâmica e estabilidade de cada substância, que foram 

instituídos visto que alguns laboratórios utilizam métodos que são capazes de detectar 

analitos em uma faixa maior ou em concentrações menores do que outros. Apesar de 

ser um valor que representa a concentração de substâncias proibidas, ele não é 

considerado como um cut-off (valor de corte, na qual os resultados acima deste valor 

numérico são considerados positivos, e abaixo, como negativos) ou um limite de 

detecção (WADA, 2017). 

O LOD não deve ser 50% maior que o MRPL de um determinado analito ou 

seu produto de biotransformação. Para a detecção de substâncias proibidas utilizando 

cromatografia e espectrometria de massas, o LOD é baseado na relação sinal/ruído de 

3, que é estabelecida de acordo com a comparação de amostras com concentrações 

conhecidas dos analitos e amostras branco (WADA, 2017).  A tabela 5 apresenta os 

valores alcançados de LOD e LOQ e os MRPL preconizados pela WADA. 

 

 



83 
 

 

Tabela 5. Limites de Detecção (LOD) para esteroides anabolizantes androgênicos em dried urine spots 

por PS-MS. 

Analitos 

MRPL  

WADA 

(ng/mL) 

LOD  

(ng/mL) 

CV (%) 

3-OH-estanozolol 2 5 15,5 

16β-OH-estanozolol 2 2 15,0 

17α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-

diol 

2 15 20,3 

17α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-

diol 

2 15 15,8 

19-Noretiocolanolona 2 15 21,1 

19-Norandrosterona 2 10 33,6 

Androstenediona - 2 25,6 

Epitestosterona - 5 30,3 

Testosterona - 10 27,6 

Trembolona 5 2 21,0 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O coeficiente de variação (CV%) para o LOD e o LOQ não deve ser maior que 

20% e 15%, respectivamente de acordo com o guia de validação da SWGTOX. Os 

valores de LOD do presente estudo apresentaram CV% acima do aceitável para sete 

das dez substâncias analisadas, porém a literatura demonstra análises realizadas por 

PS-MS em DBS e sangue total com LODs e LOQs aceitáveis e em concentrações 

baixas (MANICKE et al., 2011; SU et al., 2013; ESPY et al., 2014; SHI et al., 2015). 

Apesar disso, é esperado que os LOQs e LODs na técnica de PS-MS sejam maiores 

do que os alcançados por técnicas hifenadas como a cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (KEATING et al., 2018). Apenas o 16’-β-hidroxiestanozolol 

atingiu o LOQ, enquanto o 3’-hidroxistanozolol e o 17-α-metil-5-β-androstane-3-α-
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17-β-diol apresentaram LODs aceitáveis. Estes resultados podem ser devido à 

dificuldade de ionização dos esteroides anabólicos androgênicos, pois possuem poucos 

grupos ácido ou básico e apresentam baixa afinidade de prótons nos grupos carbonila 

e hidroxila. Alguns trabalhos propõem a derivatização dos compostos em análises 

realizadas por LC-MS, visto que os EAA não apresentam boa ionização no ESI e na 

técnica de paper spray, a ionização ocorre no próprio papel após a adição do solvente 

de pulverização (COOKS et al., 2011; ATHANASIADOU et al., 2012; BALCELLS 

et al., 2015; ABUSHAREEDA et al., 2017). Além disso, a técnica utilizada é manual, 

dificultando o controle de todas as variáveis do método como altura e distância do 

papel em relação ao inlet do MS, não havendo uma padronização do método 

(MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016).  

Nas técnicas convencionais, a fonte de íons está protegida do ambiente externo 

por um compartimento fechado, enquanto que nas técnicas de ionização ambiente 

como o PS-MS, estão expostas. Dessa forma, condições do ambiente como corrente 

de ar, temperatura e umidade podem afetar a estabilidade do spray, o que justifica os 

altos coeficientes de variação de alguns analitos (TAKYI-WILLIAMS; LIU; TANG, 

2015). Além disso, o tipo de instrumento do MS na qual a fonte do PS-MS é montada, 

influencia na sensibilidade do método (ALSAGGAF, 2015). 

A presença de efeito matriz também afeta diretamente os limites de detecção 

do método. A competição da ionização dos analitos de interesse e das substâncias 

presentes na matriz que são ecoluídas, podem causar uma supressão iônica, 

diminuindo a quantidade de íons disponíveis que podem ser detectados pelo 

espectrômetro de massas (JETT, 2017). 

Apesar de apresentar CV% acima do aceitável, as análises atingiram critérios 

de detecção e identificação como formação do pico do cronograma e intensidade 

absoluta acima do sinal/ruído de até 3.  

 

4.5.3. Linearidade 

 

O método para análise de EAAs por PS-MS não se demonstrou linear para sete 

dos dez analitos deste estudo, sendo que apenas a epitestosterona, testosterona e 

trembolona apresentaram coeficiente de determinação (r²) acima de 0,96, conforme a 

tabela 6 e as figuras 22 e 23 abaixo. Por esse motivo, não foi realizado o estudo da 

heteroscedasticidade para nenhuma das substâncias de interesse. 
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O fato deste método não ser linear nas faixas de trabalho para todos os analitos 

é corroborada pela dificuldade de ionização dos esteroides anabólicos androgênicos e, 

também, por esta técnica ser manual, o que aumenta o erro entre as análises, afetando 

a sua precisão e exatidão (ATHANASIADOU et al., 2012; BALCELLS et al., 2015; 

MANICKE; BILLS; ZHANG, 2016; ABUSHAREEDA et al., 2017). Além disso, a 

adição do PI diretamente no papel pode afetar a quantificação, visto que ele já estava 

diluído previamente, enquanto a amostra pode ser detectada enquanto for aplicado o 

solvente de pulverização (KLAMPFL & HIMMELSBACH, 2015). Porém, apesar de 

não ser possível quantificar esses analitos, eles ainda podem ser detectados em baixas 

concentrações. 

 

Tabela 6. Equações da reta, coeficientes de determinação (r²) e fatores de ponderação para esteroides 

anabólicos androgênicos. 

Analito Equação da reta 
Coeficiente de 

determinação (r²) 

Fator de ponderação 

(F) 

3-OH-estanozolol y = -0,0002x + 0,4664 0,1004 - 

16β-OH-estanozolol y = -0,0002x + 1,3959 0,0284 - 

17α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-

diol 

y = -0,0022x + 97,315 0,0002 - 

17α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-

diol 

y = 0,0019x + 0,7329 0,115 - 

19-Noretiocolanolona y = 0,0012x + 4,6157 0,033 - 

19-Norandrosterona y = -0,0018x + 3,4313 0,117 - 

Androstenediona y = 0,0004x + 0,4457 0,7151 - 

Epitestosterona y = 0,0043x + 1,2481 0,9649 - 

Testosterona y = 0,0042x + 1,0218 0,9672 - 

Trembolona y = 0,0045x + 0,7619 0,9674 - 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 22. Curva de linearidade para esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots por PS-MS. 
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Figura 23. Curva de linearidade para esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots por PS-MS. 
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4.5.4. Exatidão 

 

A exatidão se dá pela proximidade da média dos resultados das replicatas e 

o seu valor real (SWGTOX, 2013). Este parâmetro foi calculado apenas para os 

analitos que apresentaram linearidade acima de 0,96 para o método proposto. Os 

ensaios foram realizados em quintuplicata. Os valores encontrados (Tabela 7) não 

corresponderam aos coeficientes de variação preconizados para controle de 

qualidade baixo (até 20%) e controles de qualidade médio e alto (até 15%).  

Esses resultados estão em conformidade com o parâmetro de linearidade, 

corroborando que não é possível quantificar os analitos pelo método de PS-MS 

desenvolvido.   

 

Tabela 7. Dados de exatidão de detecção de esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots 

por PS-MS. 

Analito Controle de Qualidade 
Concentração 

(ng/mL) 

Exatidão 

(%) 

Epitestosterona 

CB 

CM 

CA 

15,0 

120,0 

200,0 

-13,2 

36,2 

5,4 

Testosterona 

CB 

CM 

CA 

30,0 

127,5 

200,0 

-169,8 

26,3 

-4,8 

Trembolona 

CB 

CM 

CA 

6,0 

115,5 

200,0 

-287,5 

53,8 

3,9 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.5.5. Precisão intra e interdia 

 

Os resultados de precisão intra e interdia (Tabela 8) apresentaram valores, 

em sua maioria, acima dos coeficientes de variação aceitáveis, de até 20% para 

controle baixo e até 15%, para controles médio e alto.  

 

 

 



89 
 

 

Tabela 8. Dados de precisão intradia e interdia para detecção de esteroides anabólicos androgênicos 

em dried urine spots por PS-MS. 

Analito 
Controle de 

Qualidade 

Concentração 

(ng/mL) 

Precisão 

Intradia 

(CV%) 

Interdia 

(CV%) 

3-OH-estanozolol 

CB 

CM 

CA 

15,0 

120,0 

225,0 

27,8 81,7 

48,6 123,9 

14,2 54,1 

16β-OH-estanozolol 

CB 

CM 

CA 

6,0 

115,5 

225,0 

20,8 59,2 

31,5 92,5 

12,7 28,2 

17α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-

diol 

CB 

CM 

CA 

45,0 

135,0 

225,0 

28,0 376,8 

34,1 601,7 

12,7 669,3 

17α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-

diol 

CB 

CM 

CA 

45,0 

135,0 

225,0 

38,0 320,9 

79,3 383,8 

56,4 388,6 

19-Noretiocolanolona 

CB 

CM 

CA 

30,0 

127,5 

225,0 

38,9 149,1 

87,1 927,5 

133,1 1773,1 

19-Norandrosterona 

CB 

CM 

CA 

45,0 

135,0 

225,0 

23,9 131,1 

24,7 177,2 

29,5 171,7 

Androstenediona 

CB 

CM 

CA 

6,0 

115,5 

225,0 

20,1 22,1 

12,4 56,8 

18,5 37,5 

Epitestosterona 

CB 

CM 

CA 

15,0 

120,0 

200,0 

26,6 57,5 

35,8 120,9 

31,1 73,4 

Testosterona 

CB 

CM 

CA 

30,0 

127,5 

200,0 

17,8 34,6 

137,0 677,1 

31,7 76,1 

Trembolona 

CB 

CM 

CA 

6,0 

115,5 

200,0 

17,8 54,1 

34,4 256,0 

13,5 71,2 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A precisão se caracteriza como a medida da proximidade de diversos 

resultados obtidos de diferentes replicatas de uma mesma amostra homogênea, em 



90 
 

 

condições idênticas, podendo ser avaliada a reprodutibilidade do método 

(SWGTOX, 2013). Na análise manual em um método in house por PS-MS, alguns 

parâmetros como altura do papel e a distância do mesmo para a entrada do MS, 

podem sofrer pequenas variações, visto que são ajustados manualmente. Logo, isso 

pode afetar diretamente a reprodutibilidade do método, aumentando a sua 

imprecisão. Os métodos de detecção de substâncias por ionização por paper spray, 

apresentam precisão inferior do que os métodos comuns (KLAMPFL & 

HIMMELSBACH, 2015). 

Os valores dos ensaios de precisão interdia estão acima dos limites 

aceitáveis, visto que a técnica utilizada é manual, não sendo possível controlar todas 

as variáveis em dias diferentes. Parâmetros oriundos do próprio equipamento e do 

analista, são extremamente importantes para a avaliação desse parâmetro. 

 

4.5.6. Efeito matriz 

 

O efeito matriz (EM) se caracteriza como a variação da eficácia da ionização 

do analito de interesse, na qual substâncias endógenas não detectadas presentes na 

matriz coeluem com os analitos, suprimindo ou aumentando o sinal dos mesmos. 

Em análises realizadas com amostras oriundas de diferentes fontes, o efeito matriz 

pode ser pronunciado, impactando no resultado da análise, na sensibilidade, 

reprodutibilidade, precisão e robustez do método, incluindo os seus limites de 

detecção. Na técnica de PS-MS, a extração e a ionização ocorrem ao mesmo tempo. 

Fatores como a superfície de tensão do solvente, pH da amostra e polaridade dos 

analitos de interesse podem causar uma supressão iônica (MATUSZEWSKI; 

CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003; SHI et al., 2015; BIENVENU et al., 2017; 

JETT, 2017).  

A supressão do sinal ocorre principalmente em técnicas API como o ESI e 

APCI. Quando há altas concentrações dos analitos, a linearidade do sinal no 

electrospray é perdida devido à uma saturação das gotas produzidas pelo spray, 

dificultando a ejeção dos íons contidos nas mesmas. Uma mudança na viscosidade 

e na superfície de tensão das gotas, causada pela coeluição de substâncias 

interferentes, pode diminuir a volatilização do solvente e a capacidade do analito 

de vaporizar (VAN EECKHAUT et al., 2009). O solvente de pulverização também 
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pode afetar o EM, devido a solubilidade dos analitos de interesse e das substâncias 

presentes na matriz que podem coeluir (JETT, 2017). 

Neste estudo, o efeito matriz foi determinado de acordo com o protocolo 

descrito por Matuszewski et al. (2003) para cromatografia líquida e ionização do 

tipo ESI, na qual valores acima de 100% demonstram aumento da ionização, e 

abaixo de 100%, supressão da ionização. Um valor próximo a 100% indica que o 

efeito matriz é mínimo. O cálculo é realizado pela média da área absoluta dos 

analitos de interesse pela área do PI, visto que ele também pode sofrer efeito de 

matriz. Na tabela 9 encontram-se os valores de EM para EAAs em dried urine spots.  
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Tabela 9. Efeito matriz em amostras de dried urine spots por PS-MS em porcentagem. 

Analito 
Concentração 

ng/mL 

EM 

% 

3’-Hidroxistanozolol 

15 89,5 

80 116,6 

160 93,8 

16’-β –Hidroxistanozolol 

15 79,9 

80 93,6 

160 99,3 

Epitestosterona 

15 311,5 

80 357,9 

160 289,0 

Testosterona 

15 231,0 

80 358,4 

160 328,6 

Trembolona 

15 105,0 

80 122,6 

160 178,5 

17-α-metil-5-α-androstane-3-α-

17-β-diol 

15 88,7 

80 72,3 

160 100,3 

17-α-metil-5-β-androstane-3-α-

17-β-diol 

15 71,5 

80 92,7 

160 57,6 

19-Norandrosterona 

15 48,2 

80 56,9 

160 58,5 

19-Noretiocolanolona 

15 146,4 

80 126,4 

160 89,1 

Androstenediona 

15 88,3 

80 169,3 

160 165,7 

17α –metiltestosterona  200 100,1 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

De acordo com a tabela acima, EAAs como 3’-hidroxistanozolol, 16’-β –

hidroxistanozolol e 17-α-metil-5-α-androstane-3-α-17-β-diol apresentam pouca 
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supressão iônica, enquanto a androstenediona, trembolona e 19-noretiocolanolona 

sofrem um aumento da ionização em concentrações mais altas. Os valores de EM 

das substâncias 17-α-metil-5-β-androstane-3-α-17-β-diol e 19-norandrosterona 

indicam uma supressão iônica pronunciada, enquanto os analitos epitestosterona e 

testosterona apresentam um acentuado aumento da ionização.  

A testosterona, epitestosterona, androstenediona e 19-noretiocolanolona são 

substâncias presentes endogenamente em biofluidos. Isso corrobora a presença de 

valores pronunciados do EM desses analitos.  

A urina é uma matriz constituída por proteínas, cristais como ácido úrico, 

ureia, aminoácidos e células como eritrócitos, leucócitos e células epiteliais (CHIU 

et al., 2010).  Além disso, apresenta variações da sua composição entre indivíduos, 

de acordo com a dieta e ingestão de líquidos, o que pode dificultar a ionização das 

substâncias de interesse (VAN EECKHAUT et al., 2009; SCHLITTENBAUER; 

SEIWERT; REEMTSMA, 2015). O efeito matriz pode ser acima de 100% em 

amostras que apresentam analitos conjugados com glicuronídeo ou sulfato 

(MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c).  

A composição do solvente de pulverização também pode interferir no efeito 

matriz. Soluções preparadas com acetonitrila demonstram menor supressão da 

ionização, porém menor recuperação do que àquelas com metanol (VEGA et al., 

2016). 

O preparo de amostra é importante para minimizar os interferentes que 

causam o efeito matriz, pois a introdução direta de matrizes biológicas de alta 

complexidade como a urina no espectrômetro de massas, pode aumentar o EM e 

diminuir a sensibilidade do método (MARCHI et al., 2010; YANG et al., 2018). 

Amostras secas de urina tendem a apresentar maior supressão iônica do que 

amostras secas de sangue (VEGA et al., 2016).  

Dessa forma, como o método apresentado não tem nenhum tipo de preparo 

e as amostras são injetadas diretamente no espectrômetro de massas, o EM pode ser 

mais pronunciado em alguns analitos, impactando, principalmente, em seus limites 

de detecção e quantificação. Porém, se os LODs são alcançados, o efeito matriz não 

deve ser considerado um problema (MICHELY; MEYER; MAURER, 2017c; 

YANG et al., 2018). 
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4.5.7. Estabilidade 

 

A estabilidade dos esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots 

foi avaliada pelo período de cinco meses, na qual as amostras nas concentrações de 

15ng/mL e 50ng/mL foram armazenadas dentro de um envelope de papel alocado 

em um armário de madeira fechado a temperatura ambiente. Todas as análises 

foram realizadas em triplicata no tempo zero, quatro e cinco meses.  

Foi possível identificar todos os analitos nas concentrações de 15ng/mL e 

50ng/mL durante o período proposto para o estudo de estabilidade (Figura 24). 

Como não foi possível quantificar essas substâncias, foram avaliadas as 

intensidades absolutas dos sinais dos analitos e seus respectivos padrões de 

fragmentação, em relação aos controles preparados no mesmo dia.  

Esse resultado é compatível com o proposto por outros estudos, na qual 

amostras secas de sangue apresentam estabilidade a longo prazo (180 dias) de novas 

substâncias psicoativas, cocaína e benzodiazepínicos em temperatura ambiente, 4ºC 

e -20ºC, quando comparadas às amostras em sangue total. Naquelas armazenadas 

em freezer e geladeira, não houve degradação dos analitos devido às reações 

enzimáticas que continuam ocorrendo (ALFAZIL & ANDERSON, 2008; DA 

CUNHA; EBERLIN; COSTA, 2017; DA CUNHA; EBERLIN; COSTA, 2018). 

Em estudos de metabolômica, o DUS e DBS armazenados em temperatura 

ambiente, foram estáveis por 4 semanas, enquanto benzodiazepínicos apresentaram 

estabilidade de 3 semanas em amostras secas de urina (JAIN et al., 2017; PALMER; 

COOPER; DUNN, 2019).  

Um projeto está sendo testado na qual as amostras de urina coletadas pela 

WADA são acondicionadas em frascos que contém substâncias como antibióticos, 

antimicóticos e inibidores de proteases, com o objetivo de manter a estabilidade das 

mesmas (ABUSHAREEDA et al., 2014; TSIVOU et al., 2017).  

A utilização de amostras em DBS para análises de doping também tem sido 

discutida, devido a sua capacidade de oferecer estabilidade a longo prazo, facilidade 

de armazenamento e transporte (ABUSHAREEDA et al., 2014; WADA, 2019b). 

Os EAAs deste estudo são estáveis em temperatura ambiente por 150 dias, 

o que demonstra o potencial do dried urine spots para as análises antidoping 

preconizadas pela WADA, visto que as amostras devem ser armazenadas por um 

longo período para potenciais retestes, pois a maior parte dos EAAs sintéticos têm 
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a sua estrutura molecular e produtos de biotransformação desconhecidos quando 

são introduzidos no mercado. Essas reanálises só podem ser feitas quando há 

garantia que as amostras de urina não sofreram alterações em sua qualidade, como 

modificações nas estruturas dos esteroides, devido a reações por microorganismos 

ou enzimas proteolíticas, principalmente durante o transporte (ABUSHAREEDA 

et al., 2014; KUURANNE & SAUGY, 2016).  
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Figura 24. Estudo da estabilidade dos esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots. 
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4.5.8. Carryover  

 

A presença de carryover é significante nas análises por paper spray. Devido 

a reutilização do grampo de cobre e das subsequentes adições de solvente de 

pulverização, pode ocorrer contaminação cruzada. A limpeza da entrada do MS e 

do grampo de cobre do dispositivo do PS-MS deve ser realizada para evitar efeito 

memória e resultados falso-positivos. A contaminação depende do analito e pode 

ser mínima ou inexistente (PAULA et al., 2018; TAKIY-WILLIAMS et al., 2019).  

O ensaio de carryover foi realizado de acordo com o preconizado pela 

SWGTOX, na qual amostras branco em triplicata foram analisadas após a corrida 

de amostras fortificadas na concentração de 1000ng/mL com limpeza da entrada do 

MS e do grampo de cobre entre as análises. O método apresentou em suas replicatas 

carryover das substâncias 17-α-metil-5-α-androstane-3-α-17-β-diol e 19-

norandrosterona (Figura 25). 
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Figura 25. Cronogramas obtidos no ensaio de carryover. 

 

Também foi realizada a verificação do carryover a partir da metodologia 

proposta por Takiy-Williams e colaboradores, na qual amostras em concentrações 

altas (1000ng/mL) foram testadas após amostras em concentrações baixas 

(10ng/mL) com posterior análise de amostras de urina negativa utilizando o mesmo 

grampo de metal sem limpeza entre as corridas. As áreas dos analitos da amostra 

branco foram comparadas com as áreas das amostras de concentração baixa. 

Coeficiente de variação acima de 20% seria um indicativo de carryover (TAKIY-

WILLIAMS et al., 2019). As análises realizadas para verificar a ocorrência de 

carryover demonstraram que o método apresentou em todas as suas replicatas efeito 

carryover de 6 analitos. A tabela abaixo apresenta os resultados deste ensaio 

(Tabela 10): 
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Tabela 10. Carryover em amostras de DUS por PS-MS. 

Analitos CV (%) 

3’-Hidroxistanozolol 13,3 

16’-β –

Hidroxistanozolol 

14,9 

17-α-metil-5-α-

androstane-3-α-17-β-

diol  

35,7 

17-α-metil-5-β-

androstane-3-α-17-β-

diol 

35,8 

19-Norandrosterona 12,6 

19-Noretiocolanolona 23,3 

Androstenediona 33,7 

Epitestosterona 34,0 

Testosterona 38,5 

Trembolona 30,1 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Foi possível observar a presença de carryover das substâncias 17-α-metil-

5-α-androstane-3-α-17-β-diol, 17-α-metil-5-β-androstane-3-α-17-β-diol, 19-

noretiocolanola, androstenediona, epitestosterona, testosterona e trembolona, nos 

ensaios realizados consecutivamente sem limpeza entre as corridas. Sendo assim, a 

limpeza da entrada do MS e do grampo de cobre do dispositivo do PS-MS é 

imprescindível para evitar efeito memória das substâncias acima e resultados falso-

positivos (PAULA et al., 2018).  
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4.6. Aplicação do método de screening de EAAs em DUS por PS-MS em 

amostras reais 

 

Em análises toxicológicas, o screening e a confirmação são as etapas 

utilizadas para detecção de drogas de abuso. O screening é realizado com o objetivo 

de identificar uma grande variedade de analitos, podendo ser utilizadas técnicas 

como o imunoensaio, cromatografia gasosa ou líquida, cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas e cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas (MCKENNA et al., 2018). Este tipo de análise deve ser 

sensível, seletivo, de baixo custo e que possa ser utilizado facilmente pelos analistas 

(VANDERGRIFT et al., 2018). De acordo com a SWGTOX (2013), um método 

para screening deve ter como parâmetros validados: seletividade, limite de detecção 

e estabilidade. 

O método de screening validado foi aplicado em 50 amostras de usuários e 

não-usuários de esteroides anabólicos androgênicos aplicadas em dried urine spots. 

O quadro 5 apresenta os resultados positivos para a presença de EAAs. 
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Quadro 5. Amostras positivas para pelo menos um dos analitos deste estudo.  
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P20587 ND + + ND + + ND + <1,0 

P20588 ND + + + + + ND + <1,0 

P20589 + + + + + + + + 1,0 

P20590 ND + + + + + ND + <1,0 

P20591 ND + ND ND + + ND ND 1,5 

P20592 ND + + + + + ND + <1,0 

P20593 + + + + + + + + 5,0 

P20594 ND ND ND ND ND + ND ND 1,0 

P20597 ND ND + + + + ND ND <1,0 

P20598 ND + + + + + ND + <1,0 

P20600 + + + + + + ND + <1,0 

P20601 ND + + + + + ND ND <1,0 

P20602 ND + + + + + ND + 2,0 

P20603 ND + ND ND + + ND ND 3,7 

P20604 ND ND ND ND + + ND + <1,0 

P20605 ND ND ND ND + + ND ND <1,0 

P20607 ND ND ND ND ND + ND ND 3,7 

P20608 + + + + + + ND ND <1,0 

P20610 ND + + + + + ND ND <1,0 

P20611 ND ND ND ND + + ND ND <1,0 

 

 

 

*ND: não detectado; (+): presença da substância; (-): ausência da substância. 
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Quadro 5. Amostras positivas para pelo menos um dos analitos deste estudo. 

(continuação) 
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P20615 ND + ND ND + + ND ND <1,0 

P20616 + + + + + + ND + <1,0 

P20618 + ND + + + + ND ND <1,0 

P20620 + + ND ND ND + ND ND <1,0 

P20621 ND + + + + + + + <1,0 

P20622 ND ND ND ND ND + ND  ND 2,0 

P20623 ND ND + ND ND + ND ND <1,0 

P20624 ND ND + ND + ND ND ND <1,0 

P20626 ND ND + ND ND + ND + <1,0 

P20627 ND ND + ND ND ND ND ND 1,6 

P20628 ND + + ND + + ND ND 2,4 

P20629 ND ND + ND + + + + <1,0 

P20630 ND + + + + + ND ND <1,0 

P20632 ND ND + ND + + ND ND <1,0 

P20633 ND + + + + + ND + <1,0 

P20634 ND ND ND ND ND + ND ND 1,4 

P20635 ND + + ND + + ND ND <1,0 

P20636 ND ND + ND + + ND ND 1,2 

P20637 ND + + ND + + ND ND <1,0 
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Das 50 amostras testadas, 39 foram positivas para pelo menos um dos 

analitos testados, sendo que apenas 6 apresentaram relação T/E acima de 1,0 a partir 

do cálculo da área abaixo da curva dos analitos. Para ser considerado doping pela 

WADA, este valor deve estar acima de 4,0 (ANDERSEN & LINNET, 2014). 

Somente a amostra P20593 apresentou relação T/E de 5,0. 

A maior parte das amostras foram positivas para a utilização de estanozolol, 

nandrolona, metandienona e trembolona. Esses resultados estão de acordo com o 

publicado por DE SOUZA et al. (2019), na qual as amostras deste estudo foram 

testadas quantitativamente em colaboração com o nosso laboratório por 

cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a espectrometria de massas 

(UPLC-MS/MS). As amostras de usuários de esteroides anabólicos androgênicos, 

foram positivas para decanoato de nandrolona, boldenona, testosterona e 

estanozolol. 

O método se demonstrou eficaz para o screening de esteroides anabólicos 

androgênicos em dried urine spots, podendo ser utilizado na primeira etapa para a 

análise anti-doping. Porém, outros métodos como a cromatografia gasosa ou líquida 

acoplada à espectrometria de massas, são necessários para confirmar, quantificar e 

diferenciar as substâncias produzidas endogenamente das utilizadas exogenamente 

com o objetivo de doping. 

Estes resultados também demonstram que a utilização do dried urine spots 

pode ser considerada como forma de amostragem para a detecção de EAAs.  
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5. Conclusão 

 

Este trabalho propõe uma nova técnica multianalito para o screening de dez 

esteroides anabólicos androgênicos em dried urine spots por ionização por paper spray 

acoplado à espectrometria de massas.  

Esta técnica de ionização ambiente é interessante para a análise de EAA, pois reduz 

custos com armazenamento e insumos; o tempo de aquisição de dados para o painel de 

substâncias de interesse é de 2 minutos; diminui o descarte de solventes, visto que quase 

todo o volume é consumido durante a análise, fazendo com que este seja um método que 

se enquadra nos princípios da química analítica verde; e minimiza o preparo de amostras e 

o risco biológico para o analista, visto que uma pequena quantidade de urina é necessária. 

Além disso, permite a realização de um screening abrangente de diferentes analitos 

análogos da testosterona que são utilizados no doping esportivo, sendo uma opção mais 

barata, sustentável e rápida em detrimento da utilização da cromatografia gasosa acoplada 

à espectrometria de massas. 

O método apresentou cut-offs entre 2 e 15 ng/mL e estabilidade de 150 dias em 

temperatura ambiente. Porém, é preciso se atentar para a presença de carryover de alguns 

analitos, sendo imprescindível a limpeza do MS e do PS-MS entre as corridas. Por ser uma 

técnica que utiliza apenas da espectrometria de massas e não há nenhum tipo de separação 

cromatográfica, a seletividade é uma das suas principais limitações em relação àqueles 

desenvolvidos com o uso de cromatografia. Deve-se utilizar do maior número de íons 

produtos e da razão de íons de cada substância, com o intuito de evitar resultados falso-

positivos ou falso-negativos pela presença de interferentes endógenos e exógenos.  

A técnica desenvolvida ainda necessita de ajustes em sua execução, porém 

apresenta potencial para automação, o que minimizaria os erros na precisão e exatidão do 

método. Em conclusão, este estudo apresenta resultados promissores que demonstram a 

possibilidade da análise rápida e simples de esteroides anabólicos androgênicos em dried 

urine spots por ionização por paper spray acoplada à espectrometria de massas para 

exames antidoping. 
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ANEXO 1 – ESTEROIDES ANABÓLICOS ANDROGÊNICOS PROIBIDOS 

PELA WADA 

 

Lista de EAAs exógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições. 

Esteroides anabólicos androgênicos exógenos proibidos pela WADA 

1-Androstenediol (5α-androst-1-ene-3β,17β-diol) 

 

Methasterone (17β-hydroxy-2α,17α-dimethyl-

5αandrostan-3-one) 

 

1-Androstenedione (5α-androst-1-ene-3,17-dione) 

 

Methyldienolone (17β-hydroxy-17α-methylestra-4,9-

dien3-one) 

 

1-Androsterone (3α-hydroxy-5α-androst-1-ene-17-one) 

 

Methyl-1-testosterone (17β-hydroxy-17α-methyl-

5αandrost-1-en-3-one) 

 

1-Testosterone (17β-hydroxy-5α-androst-1-en-3-one) 

 

Methylnortestosterone (17β-hydroxy-17α-methylestr-

4-en3-one) 
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Lista de EAAs exógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

Bolasterone 

 

Methyltestosterone 

 

  

Calusterone 

 

Metribolone (methyltrienolone, 17β-hydroxy-

17αmethylestra-4,9,11-trien-3-one) 

 

Clostebol 

 

Mibolerone 

  

Danazol ([1,2]oxazolo[4',5':2,3]pregna-4-en-20-yn-

17α-ol)  

 

Norboletone 

  

Desoxymethyltestosterone (17α-methyl-5α-androst2-

en-17β-ol and 17α-methyl-5α-androst-3-en-17β-ol) 

 

Norclostebol 
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Lista de EAAs exógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

Drostanolone 

 

Norethandrolone 

  

Ethylestrenol (19-norpregna-4-en-17α-ol) 

 

Oxabolone 

 

Fluoxymesterone 

 

Oxandrolone 

  

Formebolone 

 

Oxymesterone 

  

Furazabol (17α-methyl [1,2,5] oxadiazolo [3',4':2,3] - 

5αandrostan-17β-ol) 

 

Oxymetholone; 
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Lista de EAAs exógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

Gestrinone 

 

Prostanozol (17β-[(tetrahydropyran-2-yl)oxy]-

1'Hpyrazolo[3,4:2,3]-5α-androstane) 

 

Mestanolone 

 

Stanozolol 

 

Mesterolone 

 

Stenbolone 

 

Metandienone 

(17β-hydroxy-17α-methylandrosta-1,4-dien3-one) 

 

Tetrahydrogestrinone (17-hydroxy-18a-homo-19-nor-

17αpregna-4,9,11-trien-3-one) 

 

Metenolone 

 

Trenbolone (17β-hydroxyestr-4,9,11-trien-3-one) 
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Lista de EAAs exógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

Methandriol 

 

Dehydrochlormethyltestosterone (4-chloro-17β-

hydroxy17α-methylandrosta-1,4-dien-3-one) 

 

 

Quinbolone 

 

 

Fonte: WADA, 2020. 

Lista de EAAs endógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições. 

Esteroides anabólicos androgênicos endógenos proibidos pela WADA 

4-Androstenediol (androst-4-ene-3β,17β-diol) 

 

Androstenedione (androst-4-ene-3,17-dione) 

 

 

4-Hydroxytestosterone (4,17β-dihydroxyandrost-4-en-

3-one) 

 

Boldenone 
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Quadro 2. Lista de EAAs endógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

5-Androstenedione (androst-5-ene-3,17-dione) 

 

 

Boldione 

 

7α-hydroxy-DHEA 

 

Epiandrosterone (3β-hydroxy-5α-androstan-17-one) 

 

7β-hydroxy-DHEA 

 

Epi-dihydrotestosterone (17β-hydroxy-5β-androstan-3- 

one) 

 

7-keto-DHEA 

 

Epitestosterone 

 

19-Norandrostenediol (estr-4-ene-3,17-diol) 

 

Nandrolone (19-nortestosterone) 
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Lista de EAAs endógenos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

(continuação) 

19-Norandrostenedione (estr-4-ene-3,17-dione) 

 

Prasterone (dehydroepiandrosterone, DHEA, 3β-

hydroxyandrost-5-en-17-one) 

 

Androstanolone (5α-dihydrotestosterone, 17β-hydroxy-

5αandrostan-3-one) 

 

Testosterone 

 

Androstenediol (androst-5-ene-3β,17β-diol) 

 

 

Fonte: WADA, 2020. 

 

Lista de outros agentes anabólicos proibidos pela WADA dentro e fora das competições. 

Outros agentes anabólicos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

Clenbuterol           

     

Tibolone 
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Lista de outros agentes anabólicos proibidos pela WADA dentro e fora das competições 

                 (continuação) 

Zeranol 

  

Zilpaterol 

  

Modulador seletivo de receptor de androgênio (SARMs): 

 Andarine 

 LGD-4033 (ligandrol) 

 Enobosarm (ostarine) 

 RAD140 

Fonte: WADA, 2020. 
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ANEXO 2 - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – TCLE 

 

 

1. Informações do Participante da Pesquisa 

 

Nome: 

Documento de Identidade (tipo): Nº.:  Sexo: (  ) M   (  ) F 

Local de Nascimento: Data de Nascimento:    /    /      

Endereço: Nº.: 

Complementos: Bairro: 

Cidade: Estado: 

CEP: Telefones:  

 

2. Título do Projeto de Pesquisa 

 

Detecção de esteroides anabólicos androgênicos e seus produtos de biotransformação em dried urine spots 

por paper spray (PS-MS) e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS) 

 

3. Duração da Pesquisa 

 

2 anos 

 

4. Nome do Pesquisador Responsável 

 

Prof. Dr. Mauricio Yonamine 

Cargo/Função: Farmacêutico Nº de registro do Conselho Regional: CRF-SP 21507 

FCF/USP: Análises Clínicas e Toxicológicas 

 

5. Instituição/Instituições 

 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas/USP: Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas 
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Prezado senhor,  

 

Meu nome é Mauricio Yonamine, sou Professor e Pesquisador da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e, junto com a aluna de mestrado Ana Luiza Freitas de Assis 

Linhares convidamos você a participar do nosso projeto de pesquisa intitulado “Detecção de esteroides 

anabólicos androgênicos e seus produtos de biotransformação em dried urine spots por paper spray (PS-MS) 

e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS)”. 

Os esteroides anabólicos androgênicos são substâncias conhecidas popularmente como 

anabolizantes, utilizadas para melhorar o desempenho físico e aumentar a massa muscular. Com a constante 

busca pelo corpo perfeito, tem-se aumentado o uso dessas substâncias por atletas amadores para fins estéticos, 

além de ser utilizada no doping esportivo, permitindo que os competidores alcancem uma vantagem 

competitiva. O objetivo desta pesquisa é, portanto, desenvolver novos testes laboratoriais para verificar a 

presença de anabolizantes em amostras de urina de pessoas que fazem uso dessas substâncias.   

Portanto, estamos solicitando a sua permissão para coletar cerca de 10 mL de urina. A coleta será 

realizada por você em um frasco de plástico fornecido pelo nosso laboratório com pelo menos 3 horas de 

retenção da última micção. Você responderá um questionário com perguntas sobre o uso de substâncias e 

suas práticas esportivas. Essas amostras serão encaminhadas para análise no Laboratório de Análises 

Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas/USP para a busca de substâncias derivadas do uso de 

esteroides anabólicos androgênicos. Serão utilizados frascos identificados por números e, portanto, a 

identidade do participante não será conhecida. Ao final da pesquisa as amostras serão descartadas. Esta 

pesquisa não trará nenhum benefício direto para os pacientes, mas poderá futuramente contribuir para o 

diagnóstico, tratamento e acompanhamento adequado dos usuários de esteroides anabólicos androgênicos.  

As amostras serão necessárias para que se comprove a eficiência do novo teste desenvolvido para 

detecção dos anabolizantes em urina. O risco deste projeto de pesquisa é mínimo e a coleta será realizada 

pelo próprio participante da pesquisa, proporcionando mínimo desconforto. 

É garantido ao participante da pesquisa, a qualquer tempo, receber informações sobre 

procedimentos, eventuais riscos e benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para eliminar alguma dúvida 

que possa surgir. O participante também possui a opção de recusar-se a participar ou retirar seu consentimento 

em qualquer fase da pesquisa. Também está segurada sua confidencialidade ao participar do estudo, além de 

sigilo e privacidade, uma vez que as amostras serão identificadas por código numérico e seu nome não 

constará nas publicações e teses resultantes do estudo. Eventuais despesas decorrentes da sua participação na 

pesquisa serão restituídas pelo pesquisador responsável. Diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa, 

os participantes serão ressarcidos.  

Em caso de dúvidas, entrar em contato com: Ana Luiza Freitas de Assis Linhares (fone 3091-2194) 

e e-mail: analuiza.assis@usp.br; com o Prof. Dr. Mauricio Yonamine (fone 3091-2194) e e-mail: 

yonamine@usp.br 

Duas vias do termo de consentimento livre e esclarecido serão assinadas pelo pesquisador 

responsável e o participante, sendo que uma via ficará com o participante e a outra via ficará com o 

pesquisador responsável desta pesquisa. 
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Consentimento Pós-Esclarecido 

 

 

Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi 

explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 

 

São Paulo, ______ de _________________ de ________. 

 

 

_________________________________ 

Assinatura do Participante de Pesquisa 

 

________________________________ 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

 

Para qualquer questão, dúvida, esclarecimento ou reclamação sobre aspectos éticos relativos a este protocolo de pesquisa, favor entrar 

em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo: Av. Prof. 

Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butantã, São Paulo, CEP 05508-000, Telefones 3091-3622 e 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.

mailto:cepfcf@usp.br
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ANEXO 3 - ASSIST 2.0 ADAPTADO 

 

Identificação n°: ___________       Idade: ________________       Sexo: ______________ 

 

Alcohol Smoking Substance Involvement Test – ASSIST 

Teste para triagem do envolvimento com o fumo, álcool e outras drogas 

1- Na sua vida, qual (is) dessas substâncias você já usou? (SOMENTE USO NÃO-MÉDICO) Não Sim 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1 

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1 

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1 

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1 

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1 

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1 

 

2- Alguma vez você já usou drogas por injeção (Apenas uso não-médico)? 

NÃO, 

nunca 
SIM 

SIM, mas não 

nos últimos 3 

meses 

SIM, nos 

últimos 

3 meses 

    

 

3A- Durante os três últimos meses, com que frequência você utilizou essas(s) 

substâncias? (Primeira droga, depois a segunda droga, etc) Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    
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4- Durante os três últimos meses, com que frequência você teve forte desejo ou 

urgência em consumir? (Primeira droga, depois a segunda droga, etc) Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    

 

5- Durante os três últimos meses, com que frequência o seu uso das drogas a 

seguir (Primeira droga, depois a segunda droga, etc) resultou em problemas 

de saúde, sociais, legais ou financeiros? 

Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    

 

6- Durante os três últimos meses, com que frequência por causa do seu uso das 

drogas a seguir (Primeira droga, depois a segunda droga, etc) você deixou de 

fazer coisas que eram normalmente esperadas por você? 

Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    
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7- Há amigos, parentes ou outra pessoa que tenha demonstrado preocupação 

com o seu uso das drogas a seguir (Primeira droga, depois a segunda droga, 

etc)? 

Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    

 

8- Alguma vez você já tentou controlar, diminuir ou parar o uso das drogas a 

seguir (Primeira droga, depois a segunda droga, etc)? Nunca 1 ou 2 vezes Todo mês 
Toda 

semana 

Todo dia 

(ou quase 

todo) 

a. Derivados do tabaco (cigarros, charuto, cachimbo, fumo de corda) 0 1    

b. Bebidas alcoólicas (cerveja, vinho, pinga, uísque, vodka, vermutes) 0 1    

c. Maconha (baseado, erva, haxixe) 0 1    

d. Cocaína, crack (pó, pedra, branquinha, nuvem) 0 1    

e. Estimulantes como anfetaminas ou ecstasy (bolinhas, rebites) 0 1    

f. Esteroides anabólicos androgênicos (anabolizantes, bomba) 0 1    

9- Você é praticante de musculação? 
NÃO SIM 

  

10- Há quanto tempo você pratica musculação? 
Menos de 2 anos Mais de 2 anos 
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11- Qual a sua frequência semanal na prática de musculação? 

Não pratico 

musculação 
1-2 vezes por 

semana 

3 vezes ou mais por 

semana 

   

 

12- Você realiza ou já realizou algum treinamento aeróbico? 
NÃO SIM 

SIM, mas não 

nos últimos 2 

anos 

SIM, nos 

últimos 

2 anos 

    

 

13- Você já fez o uso de esteroides anabólicos androgênicos (bomba, 

anabolizantes)? 

NÃO, 

nunca 
SIM 

SIM, mas não 

nos últimos 2 

anos 

SIM, nos 

últimos 

2 anos 

    

 

14- Quantos ciclos de uso de esteroides anabólicos androgênicos (bomba, 

anabolizantes) você faz por ano? 

Não faço 

uso dessas 

substâncias 

1 ciclo 

por ano  

2 ciclos por 

ano com 

intervalo 

acima de 4 

semanas 

2 ciclos por 

ano com 

intervalo 

abaixo de 4 

semanas 

3 ciclos 

ou mais 

por ano 

     

 

15- Quantos tipos de esteroides anabólicos androgênicos (bomba, anabolizantes) 

diferentes você utiliza nos ciclos de uso (oral ou injetável)? 

Não faço 

uso dessas 

substâncias 

Somente 1  Somente 2 2 ou mais 

    

 

16- Você possui algum tipo de cardiopatia congênita ou adquirida (valvopatias 

cardíacas e etc)? 

NÃO SIM 
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ANEXO 4 – CURRÍCULO LATTES 
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