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Resumo

LINHARES, A. L. F. A. Deteccdo de esteroides anabdlicos androgénicos e seus
produtos de biotransformacdo em dried urine spots por ionizacdo por paper spray
acoplada a espectrometria de massas (PS-MS). 2020. 142f. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacia — Fisiopatologia e Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2020.

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo utilizados clinicamente para tratar
diferentes doencas, porém propagou-se 0 uso ndo terapéutico por atletas de elite e
fisiculturistas, com o intuito de aumentar a massa muscular e melhorar o desempenho
fisico. O uso de substéncias ergogénicas, como farmacos estimulantes e narcéticos
analgeésicos no esporte, foi proibido em 1967 pelo International Olympic Committee (COl),
mas somente em 1976 os EAA entraram para a lista de substancias proibidas. O uso de
EAA esta associado a diversos efeitos adversos, principalmente cardiovasculares,
neuroendocrinos e distdrbios psiquiatricos, além de dislipidemia, elevacdo dos marcadores
inflamatorios e disfungdo endotelial. As anélises toxicoldgicas constam como a maneira
mais eficaz de minimizar o doping no esporte. O material é fornecido pelo atleta durante
as competicOes ou treinamentos e previne que os competidores alcancem vantagem
competitiva devido ao uso de EAA. A utilizacdo de métodos para amostragem alternativos
tem ganhado forca, devido a necessidade de técnicas mais praticas que utilizam pouco
volume de amostra e possuem facilidade de armazenamento. O dried urine spots é um
método no qual pequenas amostras de urina sdo aplicadas em papéis de filtro para analises
qualitativas ou quantitativas. Ele se caracteriza por ser uma técnica rapida, facil, simples e
barata para a coleta, armazenamento e distribuicdo, além de minimizar os riscos de
infeccdo, podendo ser utilizado na rotina. A técnica de paper spray (PS-MS) foi
desenvolvida a partir da relevancia de métodos como o dried blood spots por proporcionar
analises mais rapidas, apresenta alta especificidade, capacidade de analisar diferentes
analitos simultaneamente, baixo limite de deteccéo e dispensa a necessidade de reagentes
especificos. Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido e validado o método de screening
de EAAs em dried urine spots por ionizacdo por paper spray acoplada a espectrometria de
massas. O método apresentou limites de deteccdo entre 2-15ng/mL e presenca de trés
interferentes enddgenos. Os dez analitos de interesse deste estudo séo estaveis por 150 dias
em temperatura ambiente. Dessa forma, a analise de EAAs em dried urine spots por PS-
MS demonstra grande potencial para se tornar um método alternativo no monitoramento
rapido de drogas de abuso.

Palavras-chave: Esteroides anabdlicos androgénicos. Dried urine spots. Paper spray.
Espectrometria de massas. lonizagdo ambiente.



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. Dissertacao (Mestrado em Farmacia — Fisiopatologia e
Toxicologia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, S&o
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
(I0C) 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.
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1. Introdugéo

O abuso de drogas se caracteriza pelo uso nocivo de substancias psicoativas,
incluindo alcool e drogas ilicitas que podem levar a dependéncia, e consequentemente, ao
aumento da morbidade, mortalidade prematura, diminuigdo da produtividade, problemas
sociais, familiares, educacionais e ocupacionais, além de aumentar 0Ss custos
significativamente para a sociedade (WHO, 2019a). O uso recreativo de medicamentos que
necessitam de prescricdo médica tem atingido proporcdes epidémicas em todo 0 mundo.
Aproximadamente 269 milhdes de pessoas entre 15 e 64 anos, cerca de 5,4% da populagéo
mundial, utilizaram algum tipo de droga em 2018. Dentre essas, 11,3 milhdes utilizaram
algum tipo de substancia injetavel e cerca de 35 milhdes 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 decorréncia do uso
de substancias ilicitas, incluindo overdose, HIV (Human Immunodeficiency Virus) e
hepatite C adquiridas pelo compartilhamento de agulhas (UNODC, 2020; WHO, 2019b).

1.1 Doping no esporte

A utilizacdo de substdncias ergogénicas e estimulantes para aumentar o
desempenho de atletas em competicdes € conhecida desde a antiguidade. O uso de Ma
Huang, obtido da planta Ephedra, foi o primeiro indicio de doping documentado em uma
pintura do imperador chinés Shen-Nung em 2737 A.C (DE ROSE, 2008; MULLER, 2010).
Na mitologia norueguesa, a bufotenina, extraida da pele de sapo ou de um tipo de cogumelo
alucindgeno, era utilizada para aumentar a forca dos competidores. Em 300 A.C., 0s hunos
comiam testiculos antes de batalhas para aumentar a virilidade e 0s gregos antigos usavam
pocOes de vinho e conhaque nos treinos. Porém, o uso foi dissipado apds a observacao do
comportamento de animais castrados que podiam ser domesticados apds o procedimento
cirurgico. Durante o Império Romano, algumas substancias 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; SONKSEN, 2009; MULLER, 2010; VLAD et al., 2018).

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

“doop”, uma infusdo de ervas, era utilizada em festividades religiosas. Guerreiros Zulu
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preparavam o “dope” a partir de residuos de uvas em lutas e cerimonias religiosas e durante
a construcdo 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
incluido no dicionario inglés referindo-se as substancias utilizadas para estimular cavalos
(DE ROSE, 2008; MULLER, 2010).

Apesar de ter relatos sobre o doping e a sua proibic¢do durante a antiguidade, ndo ha
muitas informacdes sobre o seu uso entre as Olimpiadas da Grécia e a Idade Média até o
século X1X, coincidindo com o desenvolvimento da medicina e da farmacologia moderna
nessa época. Na América Latina, substancias como a cafeina, cocaina, estricnina, e bebidas
como o cha& mate, eram utilizados para aumentar o desempenho. Haé relatos do uso de cha
de coca pelos incas para correr a distancia entre Quito e Cusco no Equador (DE ROSE,
2008; HOLT; EROTOKRITOU-MULLIGAN; SONKSEN, 2009; MULLER, 2010).

Os Jogos Olimpicos modernos foram inaugurados em 1896 em Atenas, na Grécia.
No mesmo ano, o fisiologista Oskar Zoth publicou pela primeira vez um artigo propondo
0 uso de um extrato com hormdnios sexuais em atletas, alegando que 0 mesmo poderia
aumentar a for¢a muscular, o desempenho e o aparato neuromuscular. Dez anos antes
ocorreu a primeira morte relacionada ao doping, na qual um ciclista faleceu apés uma
overdose de cafeina em uma prova realizada na Franca (DOTSON & BROWN, 2007; DE
ROSE, 2008; MULLER, 2010).

Durante os Jogos Olimpicos 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, ndo ha mencéo na literatura do uso desse
horménio como ergogénico durante as Olimpiadas. Nessa época iniciou-se a
comercializacdo dos Jogos Olimpicos, enaltecendo as vitorias sob a competicéo
(BEAMISH & RITCHIE, 2005; YESALIS & BAHRKE, 2005; DE ROSE, 2008).

Fisiculturistas e atletas da costa leste dos Estados Unidos comegaram 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
olimpicos da Unido Soviética e da Alemanha Oriental ja faziam o uso de esteroides
anabdlicos androgénicos (EAA) na década de 50. Apds a queda do Muro de Berlim, o
programa de aumento de desempenho da Alemanha Oriental, marcado pela administragéo

de anabolizantes e estimulantes em jovens atletas, foi descoberto. O uso sistematico de
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anabolizantes no esporte é atribuido, principalmente, a administracdo 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 Associacdo Medica Americana se posicionou contra o doping em
resposta & difusdo do uso de substancias ergogénicas e farmacos estimulantes, porém
existiam médicos que se demonstravam a favor do uso, visto que no final da década de 60,
0s EAA ja 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 nédo existiam testes possiveis para verificar o doping
nos atletas (MULLER, 2010). Nas Olimpiadas de Toquio em 1964 foram testadas amostras
de ciclistas em algumas competicdes, mas devido as limitacbes, ndo foi totalmente
implementado. Albert Dirix escreveu uma carta para o presidente do International Olympic
Committee (I0C) exigindo ac¢des contra o doping apds esse ocorrido (DE ROSE, 2008).

Os primeiros testes de deteccdo de esteroides anabolicos androgénicos foram
realizados em 1974 por Raymond Brooks em Londres. O uso de substancias ergogénicas,
como farmacos estimulantes e narcéticos analgesicos no esporte, foi proibido em 1967 pelo
IOC, mas somente em 1976, apds o surgimento do radioimunoensaio, 0s EAA entraram
para a lista de substancias proibidas. O monitoramento fora de competicGes iniciou-se em
1988 apds observar que muitos atletas pararam o uso de EAA 15 dias antes do inicio das
Olimpiadas 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 Conferéncia
Mundial do Doping no Esporte apds a descoberta de grandes quantidades de drogas
ergogeénicas pela policia francesa na Tour de France realizada no ano anterior, com o intuito
de monitorar a nivel internacional o doping no esporte. A WADA teria como misséo
trabalhar independente do 10C, organizacgdes esportivas e do governo contra o doping. Em
2003, foi estabelecido o World Anti-Doping Code (WADC) que é constituido por regras
que s&o aceitas por aproximadamente setecentas organizagdes de esporte no mundo (Figura
1) (BARON; MARTIN; MAGD, 2007; RABIN, 2011).
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Figura 1. Linha do tempo do estabelecimento do Cddigo Mundial Anti-Doping.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os fatores psicologicos e sociais do abuso de substancias ergogénicas estdo
relacionados principalmente com a evolucédo do esporte moderno e 0 aumento considerével
do capital aplicado ao esporte. A pressdo do meio espor