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RESUME

Les stéroides anabolisants androgénes, qu’ils soient exo-
génes ou endogénes, comptent 41 substances réglementées
par I'annexe modifiée selon I’arrété du 25 mars 2005, mais
incluent aussi les molécules dont la structure chimique et/ou
les effets pharmacologiques sont similaires.

A ce jour; plus de 40 principes actifs sont recensés par le
guide Biam représentant ainsi plusieurs dizaines de spécia-
lités pharmaceutiques essentiellement commercialisées aux
USA, en Allemagne, en Italie, aux Pays-Bas, en Suisse, en
Angleterre et en Belgique. En France, de nombreuses spé-
cialités contenant ces principes actifs ont été retirées du
marché, mais cette carence -est largement comblée par l'ex-
plosion de sites Internet proposant ces produits.

Les stéroides anabolisants sont essentiellement utilisés par
les sportifs pour accrottre la masse musculaire et la matrice
osseuse, mais aussi pour augmenter I’agressivité et réduire
le temps de récupération entre les efforts. En paralléle, leur
utilisation dans le but d’augmenter les performances com-
porte aussi de nombreux effets secondaires : irritabilité de
I'individu, atrophies des organes génitaux (testicules,
ovaires), développement de cancers hormono-dépendants
(cancer du sein, des testicules ou de la prostate), etc.
Comme pour les médicaments ou les stupéfiants, I'intérét de
doser ces substances de la performance dans les échan-
tillons biologiques est multiple et s’inscrit aussi bien dans le
cadre clinique, sportif.que médicolégal. Par ailleurs, la loi
relative a la protection de la santé des sportifs et a la lutte
contre le dopage (Lot Buffet), mentionne que le contréle des
agissements interdits peut s’effectuer @ partir de préléve-
ments-de cheveux:

(Regu le 15 janvier 2006 ; accepté le 16 février 2006)

SUMMARY

Exogenous or endogenous androgenic anabolic stercids
include 41 substances controlled by the modified appendix of
the degree of August 25" march 2005. They also include
molecules with similar chemical structure and/or pharmaco-
logical effects.

Today, more than 40 active ingredients, representing several
tens of patent pharmaceuticals commercialized essentially in
the United States, Germany, Italy, Holland, England and
Belgium, have been listed in the Biam guide.

In France, a lot of pharmaceuticals. containing these active
ingredients have been released from the market but can still
be purchased from the Internet.

Anabolic steroid are mainly used by athletes to increase their
muscle and bones masses, but also to increase their aggres-
siveness and reduce their recovery time between heavy work.
Unfortunately, when used to increase performance, they also
present many adverse effects such as irritability, atrophy of
genital organs (testicles, ovaries), induction of hormonal
dependant cancers (breast, testicles or prostate cancer),...
As for other drugs, theve is a major interest to measure these
performance enhancing drugs in biological samples for cli-
nical, sport or forensic cases.

The French law concerning the protection of athlete’s health
indicates that controls can be done using hair samples.

The aim of this work is to present the analytical develop-
ments in relation to the dosage of anabolic steroids in uncon-
ventional biological specimens, i.e hair; and to evaluate their
potential applications.

The main analytical procedure includes a decontamination
of a strand of hair; followed by ‘its hydrolysis (solution in
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Ce travail a pour objectif, entre autres, de présenter les
développements analytiques relatifs au dosage des anaboli-
sants stéroidiens dans une matrice biologique non conven-
tionnelle, le cheveu, afin d’en évaluer les applications poten-
tielles.

Le tronc analytique commun comprend une décontamination
de la méche de cheveux, son hydrolyse (dissolution dans de
la soude ou incubation dans du méthanol), une purification
des analytes (extraction sur cartouche et/ou par solvants
organiques) et une dérivation de I’extrait avant analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectromé-
trie de masse tandem. L’utilisation de détecteurs a haute sen-
sibilité et spécificité, précédée parfois d’une technique de
purification poussée des échantillons, est le pré-requis ana-
Iytique incontournable pour la mesure de trés faibles
concentrations d’anabolisants (de l’ordre du pg/mg) pré-
sents dans les cheveux.

MOTS-CLES
Stéroides anabolisants, urine, cheveux, dopage, spectromé-
trie de masse.

Introduction

Les stéroides anabolisants sont, pour la plupart, des
dérivés synthétiques de la testostérone (fig. 1). Il s’agit
de I’hormone sexuelle méle synthétisée, par les cellules
de Leydig dans les testicules. Cette hormone est aussi
produite par les femmes mais en quantité beaucoup
plus faible.

La testostérone a plusieurs fonctions importantes pour
I’homme (1). Elle possede des effets anabolisants, c’est
a dire permettant la biosynthése des protéines et ainsi
entralnant un accroissement rapide de la musculature,
une formation accrue des globules rouges et une régé-
nération plus rapide en cas de blessure ou de patholo-
gie.

Elle possede aussi des effets androgéniques qui assu-
rent le développement des organes sexuels méles ainsi
que les caracteres sexuels secondaires, comme le syste-
me pileux, la mue de la voix, la sécrétion plus ou moins
importante de sébum, le développement du pénis,
I’agressivité, ou encore la libido.

De plus, elle effectue une rétro-inhibition de sa propre
syntheése lorsqu’elle se retrouve en quantité importante
dans le sang.
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Figure 1: Structure chimique de la testostérone.
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sodium carbonate or incubation in methanol), purification of
the analytes (extraction on a cartridge and/or by organic sol-
vents) and a derivation of the extract before analysis by gas
chromatography coupled with tandem mass spectrometry.
The use of high sensitivity and specific detectors before an
advanced sample purification is required for the measure-
ment of a very low concentration of anabolic steroids
(pg/mg) in hair.

l}

KEY-WORDS
Anabolic steroids, vrine, hair, chronic use, doping, tandem
mass spectrometry.
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Usage thérapeutique

Les stéroides anabolisants sont des molécules qui ont
été mises au point par des laboratoires pharmaceu-
tiques dans un but médical, pour altérer 1’équilibre
entre les effets anabolisants et androgéniques de la tes-
tostérone et ainsi minimiser les effets masculinisants de
cette molécule au profit du développement musculaire.

En France, seuls 6 médicaments & base de stéroides
anabolisants sont inscrits-a la Pharmacopée (Tableau I).

Ces médicaments soignent des pathologies qui sont
principalement dues & des dysfonctionnements hormo-
naux (2). \

Parmi celles-ci, on retrouve des maladies typiquement
masculines telles que 1’hypogonadisme qui est une
affection caractérisée par une fabrication insuffisante
d’hormones génitales ou bien la gynécomastie qui
conduit a une hypertrophie de la glande mammaire.

Chez les femmes, I’endométriose peut étre soignée par
les stéroides anabolisants, il s’agit d’une maladie gyné-
cologique, entrainant la présence de fragment a 1’inté-
rieur de I'utérus (endometre) en dehors de leur locali-
sation normale, ce qui a pour conséquence la formation
de 1ésions bien délimitées, de type sanguinolentes..

Parmi les maladies pouvant toucher aussi bien les
hommes que les femmes, les stéroides anabolisants ont
un r6le dans le traitement de I’aplasie médullaire
(maladie du sang caractérisée par la raréfaction de la
moelle osseuse, ce qui a pour conséquence une dimi-
nution des globules rouges, des globules blancs et des
plaquettes), du lichen scléroatrophique (maladie de
peau chronique touchant également les muqueuses des
parties génitales) et de I’cedéme angioneurotique
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Tableau I : Liste des medzcaments contenant des anabolzsants et conune)czahses en France.

Nom du medlcament : Prmclpe actlf { Indlcatlons
Homme Hypogonadlsme par deﬁc1t de testosterone
Andractin® Dihydrotestostérone Gynécomastie idiopathique, Lichen scléroatrophique
Femme : lichen scléroatrophique vulvaire
Androgel® Testostérone Hypogonadisme masculin par déficit de testostérone
Androtardyl® Testostérone Hypogonadisme masculin par déficit de testostérone
Danatrol® Danazol End\omemoge - o oxiilhe
(Edéme angioneurotique héréditaire
Nilevar® Noréthandrolone Aplasie médullaire W
Pantestone® Testostérone undecanoate Hypogonadismé masculin par déficit de testostérone

(maladie conduisant & la formation d’une collection
d’eau située dans le derme (partie profonde de la peau),
dans I’épiderme (couche superficielle de la peau) ou
dans les muqueuses de certains viscéres).

En France, 7 médicaments contenant des substances
anabolisantes ont été retirés du marché ces derniéres
années, pour des raisons commerciales et suite au
détournement des médicaments pour un usage non thé-
rapeutique (3) ; il s’agit du Dianabol® (métandienone),
du Neosteron® (methandriol), du Nastenon® (oxymetho-
lone), du Lontanyl® (testostérone cyclohexylmethylcar-
bonate), du Sterandryl® retard (testostérone hexahydro-
benzoate), de I’Estandron® (testostérone isocaproate) et
du Sterandryl® (testostérone propionate) (4). Certains de
- ces médicaments sont toujours en vente dans d’autres
pays et parfois sous d’autres dénominations.

Le faible nombre de médicaments contenant des sté-
roides anabolisants en France n’est pas représentatif du
nombre de produits toujours en vente dans les autres
pays. Selon le guide Biam, environ 40 anabolisants
représentent plusieurs spécialités pharmaceutiques.
Ces substances sont surtout commercialisées aux Etats-
Unis, aux Pays-Bas, en Allemagne, en Angleterre, en
Suisse, en Italie et en Belgique.

Ces médicaments sont principalement utilisés pour soi-
gner I’hypogonadisme masculin, I’aplasie médullaire et
certains sont utilisés dans le traitement contre le VIH (5).
D’utilisation de ces substances n’est pas sans consé-
quence, puisqu’elles ont des effets bénéfiques contre-
balancés par toute une série d’effets secondaires.

Dans son article, Wu (6) résume les effets secondaires
dus a une prise importante de stéroides anabolisants.

Tout d’abord chez la femme, ces molécules ont un effet
virilisant qui se traduit par de I’hirsutisme (densité
excessive de poils dans des zones qui ne sont pas poi-
lues normalement), de I’alopécie (chute de cheveux sur
tout ou partie du cuir chevelu) et de I’acné. Dans cer-
tains cas, ces effets peuvent étre irréversibles.

Chez les hommes, on observe une diminution du volu-
me des testicules, certaines formes de stérilité (réver-
sible), une augmentation de la libido, une diminution
de I’'HDL-cholestérol, une augmentation de risques de
pathologies prostatiques et une gynécomastie.

Au niveau cardiovasculaire, des cardiomyopathies, des
infarctus aigus du myocarde, des accidents vasculaires
cérébraux et des embolies pulmonaires ont été dia-
gnostiqués a la suite de traitements aux anabolisants.
Au niveau du foie, les anabolisants peuvent étre la
cause d’effets secondaires importants tels que des
tumeurs, des ictéres ou une péliose hépatique (kystes
remplis de sang dans le foie).

Le but premier des industries pharmaceutiques était
d’obtenir des molécules n’ayant plus les effets andro-
géniques de la testostérone mais & ce jour, il n’en exis-
te aucune, ce qui explique le nombre important d’effets
secondaires dus a utilisation de ces substances.

La distribution de ces produits aux frontieres de la
France ainsi que 1’explosion des sites Internet consa-
crés « a la préparation du corps » (7) font qu’il est
aujourd’hui trés facile de se procurer ces produits et
pour un athléte d’avoir recours au dopage.

pd / /7

Usage détourné des sté-
roides anabolisants

En effet, les anabolisants, synthétisés dans un but thé-
rapeutique, ont été détournés de leur but premier par le
milieu sportif principalement pour leurs effets sur
I’augmentation de la masse musculaire et de la matrice
osseuse (effets anabolisants) mais aussi parce qu’ils
permettent I’augmentation de 1’agressivité (8) (impor-
tant lors des compétitions) et la réduction du temps de
récupération entre les efforts.

Le dopage a pris une place importante dans le milieu du
sport aussi bien au niveau amateur que professionnel (9).
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Le dopage est défini comme 1’emploi de substances
interdites, destinées a accroitre provisoirement les
capacités physiques de quelqu’un (10).

Afin de faire face au dopage, 'AMA (Agence
Mondiale Antidopage, en anglais WADA : World
Antidoping Agency) a établi un code mondial antidopa-
ge, une liste des substances interdites ainsi que des
contrdles lors des compétitions (11).

En France, le ministere de la santé et des sports a publié
un arrété fixant la liste des substances dopantes et
méthodes de dopage interdites (identique a celle de
’AMA).

Les stéroides anabolisants androgénes, qu’ils soient
exogenes (substance qui ne peut pas €tre produite natu-
rellement par I’organisme humain) ou endogenes (sub-
stance produite naturellement par 1’organisme humain),
comptent 64 substances réglementées par I’arrété du
25 mars 2005, mais incluent aussi les molécules dont la
structure chimique et/ou les effets pharmacologiques
sont similaires (12). Cette liste a ét€ mise au point pour
répondre a deux préoccupations bien distinctes :

- la protection de la santé des sportifs d’une part,

- la protection de 1’éthique et de I’esprit sportif d’autre
part.

Dans le cas d’un stéroide anabolisant pouvant étre pro-
duit de facon endogeéne, un échantillon urinaire sera
considéré comme positif si la concentration de cette
substance ou de ses métabolites, ou de ces marqueurs
s’écarte des valeurs normales retrouvées chez 1’homme
(11). Par exemple, un échantillon sera considéré
comme positif lorsque le rapport
Testostérone/Epitestostérone (isomeére de la testostéro-
ne) est supérieur a 4, lorsque la concentration en épi-
testostérone est supérieure & 200 ng/ml ou lorsque la

concentration d’un des métabolites urinaires de la nan-
drolone (la 19-norandrostérone : NA) est supérieure a
2 ng/ml pour un homme (5 ng/ml pour une femme) (11).

La présence d’un stéroide anabolisant exogéne dans un
échantillon conduira automatiquement a un résultat
positif.

Les anabolisants sont des substances interdites depuis
les Jeux Olympiques de Munich en 1972. Mais ce n’est
qu’en 1976, aux Jeux Olympiques de Montréal, que
furent mis en place les premiers contréles antidopage
pour les anabolisants (3). Neuf cas positifs au
Dianabol® (métandienone) y furent identifiés.

Tous les ans, I’AMA publie les statistiques concernant
les contrdles anti-dopage, mais ceux de 2005 ne sont
pas encore accessibles. En 2004, les anabolisants étaient
les produits dopants les plus utilisés (36 % des cas sur-
tout avec la testostérone, la nandrolone et le stanozolol)
suivi par les glucocorticoides (16,6 % des cas) (11).

Le CPLD (Conseil de Prévention et de Lutte contre le
Dopage) rapporte les infractions commises entre 2000
et 2005 en fonction du sport et de la substance identifiée
dans les échantillons (9), le tableau II révele les anabo-
lisants les plus utilisés et les sports les plus touchés.

Un traitement a base uniquement d’anabolisants ne va
pas permettre aux sportifs d’obtenir les résultats
escomptés. En effet, I’efficacité des anabolisants
dépend également de I’hygiene de vie du sportif.
L’entrainement contribue de facon importante aux
effets des stéroides anabolisants, de méme que I’ali-
mentation joue un rdle prépondérant ; la prise de testo-
stérone associée a un régime protéique permettra une
augmentation du poids alors qu’avec un régime pauvre
en lipides et en protéines le poids restera stable. De
plus, les prédispositions de chacun ainsi que le psy-
chisme affecteront plus ou moins les effets des sté-

Tableau II : Nombre de cas positifs aux anabolisants en fonction de la molécule et du sport (de 2000 a 2005) selon le CPLD.

Sports Téstdstérbne Stanjozoloi NA + NE f’Nandrolone Mété‘ndienone+méi:aiboli‘tes"if ‘:I:\V/Ifé_t'éliolbﬁe j Mesterolone
AT e T T TR R e Sviis St | e e Tiare
Aviron 0 0 1 0 0 ' 0 0
Beach-volley 0 0 1 0 0 0 0
Culturisme 2 /] 4 1 0 1 1
Cyclisme 4 0 4 1 0 0 0
Football américain 0 0 0 1 0 0 0
Force athlétique 1 1 4 1 0 0 0
Haltérophilie 3 2 3 1 1 0 0
Triathlon 0 0 0 0 2 0 0
Volley-ball 0 0 1 0 0 0 0
TOTAL S| BB C e 12 21 6 il i ol

La NA (norandrosterone) et la NE (norétiocholanolone) sont des métabolites de la nandrolone.
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roides anabolisants. Par exemple, en ce qui concerne le
culturisme ou la force athlétique, le sportif utilisera les
anabolisants en complément d’un régime protéique
pour pouvoir développer ses muscles alors que dans les
sports d’endurance, la prise de poids n’étant pas recom-
mandée, le sportif suivra un régime pauvre en lipides et
en protéines.

Vd Cx /L se
Détection des stéroides
anabolisants
Les deux matrices reconnues par I’AMA, sont I’urine
et le sang (11). En France, en plus de ces deux
matrices, les phanéres (poils et cheveux) peuvent é&tre
utilisés dans le cadre de la protection de la santé du
sportif (Loi Buffet) et d’expertises médico-légales.

Le sang :

La fenétre de détection d’une substance dans le sang est
d’environ 1 jour, ce qui ne permet pas d’avoir beaucoup
de recul quant a une prise de produits dopants dans les
jours qui précedent le controle. De plus la prise de sang
est une méthode invasive (10) (méthode d’exploration
ou de soins qui provoque des 1ésions de 1’organisme).
Le sang n’est pas utilisé dans les contrdles antidopage
en ce qui concerne les anabolisants. En effet, dans le
guide antidopage édité pour les Jeux Olympiques de
Turin (13), il est indiqué que le sang est utilisé pour le
dépistage de ’EPO (en complément de I’urine), de
I’hormone de croissance (hGH), de 1’hémoglobine de
synthése (HBOC) ou pour dépister les transfusions.

Le prélevement de sang est effectué par une personne
qui posséde un certificat de prélévement. Deux échan-
tillons de sang seront prélevés, d’environ 3 ml chacun
(le volume pourra étre spécifié par le laboratoire d’ana-
lyse). Le sang sera recueilli dans des tubes contenant
un anti-coagulant (comme I’EDTA : acide éthylénedia-
minotétraacétique) (11).

Les échantillons sanguins sont conservés a + 4° C avant
analyse.

Les urines :

La fenétre de détection des substances y est de 2 2 4
jours dans 'urine, excepté pour les esters des stéroides
anabolisants qui sont décelables pendant 6 & 7 jours.
L'urine permet donc de connaitre s’il y a eu prise
d’anabolisants dans les jours précédents le préléve-
ment.

L’urine permet de détecter majoritairement les métabo-
lites des stéroides anabolisants. Les substances meéres
quand a elles, peuvent étre identifiées mais elles sont en
général en concentrations plus faibles.

Dans le cadre des contrdles antidopage organisés par
I’ AMA, le prélévement d’urine sera effectué en présen-
ce d’un agent de contrdle du dopage (ACD) qui s’assu-
rera de D'intégrité, la validité et I'identité de I’échan-
tillon (11). Le sportif urine dans un gobelet collecteur,
I'urine sera ensuite séparée dans deux flacons et 1 ex-
cédent sera jeté par I’ACD.

Les échantillons urinaires sont conservés a + 4° C avant
analyse.

L’AMA a accrédité 33 laboratoires de part le monde
pour effectuer les analyses anti-dopage 2 partir des pré-
levements effectués lors des compétitions internatio-
nales et lors des Jeux Olympiques.

Ces laboratoires sont soumis a I’application de la norme
ISO/CEI 17025 pour I’analyse des échantillons de
contrdle du dopage. " AMA a d’ailleurs édité un stan-
dard international pour les laboratoires accrédités (11).

Il n’existe pas de méthodes normalisées pour les ana-
lyses de controle du dopage. Le laboratoire doit déve-
lopper, valider et documenter ses propres méthodes
internes pour 1’analyse des substances inscrites a la liste
des interdictions et des substances apparentées (11).

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur 1’identification
des stéroides anabolisants dans I’urine puisqu’elle est
la matrice de choix dans le contrdle antidopage. Par
exemple, le métabolite recherché dans les cas de dopa-
ge ala nandrolone est la norandrosterone (NA) (14) ; le
seuil minimal pour conclure a un résultat positif est de
2 ng/ml pour la NA chez I’homme.

Dans le cadre d’une étude, Jeanneau et al. (15) ont
déterminé les taux physiologiques de NA et NE a partir
d’une soixantaine d’échantillons urinaires provenant de
sportifs de haut niveau ou non. Cette étude, comme plu-
sieurs autres, a permis de confirmer le seuil de positivi-
té fixé a 2 ng/ml. En effet, les valeurs obtenues étaient
en moyenne inférieures a 0,5 ng/ml et aucun échan-
tillons ne présentait de valeur supérieure & 1 ng/ml.
Cependant, il est a souligner que dans le cas des femmes
enceintes, les concentrations obtenues sont souvent
supérieures & 2 ng/ml, confirmant ainsi la sécrétion
naturelle de 19-norstéroides pendant la grossesse.

Une étude multicentrique organisée au sein de la SFTA
(Société Francaise de Toxicologie Analytique) a eu
pour but de déterminer les concentrations physiolo-
giques des métabolites de la nandrolone dans les urines
humaines (16). Il a été démontré que les métabolites de
la nandrolone, la NA et la NE, sont produits dans un
rapport 72/28 avec une concentration inférieure 2
2 ng/ml pour la NA. Cette étude a porté sur un panel de
160 échantillons provenant d’une population témoin
incluant des sportifs. Brievement, la méthode
employée €tait la suivante : apres avoir été centrifugés,
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2,5 ml d’urines sont prélevés et 5 ng de noretiochola-
nolone d; utilisés comme standard interne. L’ extraction
se fait sur colonnes Isolute C;g, 1’échantillon y est
déposé, les colonnes sont lavées a I’eau bidistillée et
séchées sous vide. L’élution est faite par ajout de 2 x
0,75 ml de méthanol. L’ éluat récupéré est évaporé sous
vide avant d’étre repris dans 1 ml de tampon phospha-
te et de 100 pl de B-glucuronidase et incubé a S0° C
pendant 1 h. Afin de mettre les analytes sous leur forme
libre, une étape supplémentaire de purification est
effectuée par ajout de 2 ml de pentane puis agitation et
centrifugation. La phase organique est ensuite prélevée
puis évaporée. La derniere étape consiste en la dériva-
tion de I’extrait sec par un mélange de MSTFA (N-
Méthyl-N-triméthylsilyltrifluoroacétamide), NH,I et
2-mercaptoéthanol.

Les analytes sont ensuite séparés par chromatographie
gazeuse et détectés par un spectrometre de masse.

Cette étude a mis en évidence de nouvelles questions
quant a la présence de NA dans les urines de sportifs a
la suite d’ingestion de viande d’animaux traités avec de
la nandrolone ou en sécrétant naturellement, comme
dans le cas des sangliers. Cependant, pour dépasser le
seuil de positivité fixé, la consommation de fortes quan-
tités de viande (de I’ordre du kilogramme) est nécessai-
re. Des solutions ont ét€ proposées pour pouvoir diffé-
rencier [’utilisation de produits dopants d’une consom-
mation importante de viande ; en effet, chez les sportifs
dopés, le rapport NA/NE est compris entre 3 et 5, alors
que dans les urines non dopées, il est inférieur a 3.

La cinétique d’élimination urinaire de la nandrolone,
apres 1’administration de différentes formes, a été
publiée en 1999 (14). Lors de 1’administration de
22 mg par voie orale de nandrolone, il s’est avéré que
la NA est toujours trouvée en concentration plus impor-
tante que la NE. Les deux métabolites ont des ciné-
tiques d’élimination identiques : & savoir, une concen-
tration maximale des métabolites au bout de 4 h (envi-
ron 30 000 ng/ml pour la NA et 6 000 ng/ml pour la
NE) et qui chute jusqu’a ne plus étre décelable au bout
de 24h. Par contre lorsque la nandrolone est injectée en
intra-musculaire (50 mg de nandrolone décanoate), les
concentrations maximales sont plus faibles (environ
80 ng/ml pour la NA et 30 ng/ml pour la NE) et I’éli-
mination est beaucoup plus lente. En effet, 4 mois aprés
I’injection, la concentration de NA dans les urines était
encore d’environ 10 ng/ml et 9 mois aprés elle avoisi-
nait le seuil de positivité de 2 ng/ml. Selon la forme
sous laquelle la nandrolone est administrée, il a été
montré que les concentrations urinaires des métabolites
et leur élimination n’étaient pas les mémes.

Dans leur article, Kintz et al. (14) montrent aussi que la
NA et la NE peuvent aussi étre excrétées dans les
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urines a la suite d’une administration de 19-norsté-
roides (norandrostenediol et norandrostenedione).

Il est & noter qu’aprés une prise de norandrostenediol,
la NA sera en concentration plus importante que la NE
dans les 21 premieres heures, puis le rapport s’inverse-
ra. Apres une prise de norandrostenedione, la NE est le
métabolite majoritaire pendant les 48 premieres heures
puis le rapport s’inverse. '

De nombreux anabolisants sont recherchés, leurs méta-
bolites n’étant pas tous connus. Dans ce cas, on
recherche soit la présence de 1’anabolisant lorsqu’il est
exogene soit si la concentration de 1’anabolisant endo-
gene dépasse le seuil de positivité.

Un autre exemple est celui de la testostérone. Afin de
savoir §’il y a eu dopage par administration de testosté-
rone ou d’esters de testostérone, les laboratoires mesu-
rent le rapport Testostérone/Epitestostérone (isomere
de la testostérone). Jusqu’en 2005, le rapport
Testostérone/Epitestostérone, a ne pas dépasser, était
de 6. Ce seuil a été€ harmonisé avec le seuil mentionné
dans le document technique des laboratoires antidopa-
ge et il a été abaissé a 4 (11).

Les cheveux :

Contrairement a 1’urine, la fenétre de détection des sub-
stances dans les phaneres est plus importante. En effet,
les xénobiotiques (substances étrangeres a I’organis-
me) ainsi que les substances endogenes, se trouvant
dans le sang, vont diffuser vers les cellules en croissan-
ce des bulbes pileux. Ces cellules piegent les xénobio-
tiques dans les structures kératinisées lorsqu’elles
fusionnent pour former le poil. Dans certains cas, les
xénobiotiques se lient & la mélanine (pigment des che-
veux et des poils) permettant ainsi une meilleure incor-
poration (17).

Ceci permet d’augmenter la fenétre de détection des
xénobiotiques qui passe alors a plusieurs mois en fonc-
tion de la longueur du poil. Etant donné que les che-
veux poussent en moyenne de 1 cm par mois, il est pos-
sible d’obtenir une chronologie de la consommation
d’un produit. Si ces derniers sont trop courts ou tout
simplement absents, les poils pubiens seront utilisés
(18). Dans les cas extrémes, 1’utilisation des poils axil-
laires ou de barbe peut étre envisagée.

L’analyse des cheveux permettra de détecter majoritai-
rement les substances meres, leurs métabolites peuvent
aussi étre incorporés -dans les cheveux mais en beau-
coup plus faible quantité.

Une standardisation du prélévement des cheveux
consiste a effectuer le prélevement a la surface de la
peau au niveau du vertex postérieur (arriere du crine).
C’est au niveau de cette région que la pousse des che-
veux subit le moins de variations selon 1’4ge, le sexe ou
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la saison.

Une meche de 60 cheveux (diameétre d’un crayon #
papier) est suffisante pour I’analyse. L’ orientation de la
meche est nécessaire si une analyse segmentaire est
demandée : une cordelette sera fixée 4 1 cm de la raci-
ne avant d’€tre coupée au cisean. La racine permet de
voir une consommation récente et la pointe, une
consommation ancienne.

La conservation se fait dans une enveloppe ou un tube
sec & température ambiante (19).

Cette matrice posséde plusieurs avantages par rapport 2
I'urine. Tout d’abord, il s’agit d’une méthode de préle-
vement non invasive et dont la conservation est aisée.

Danalyse de cheveux permet aussi de faire face au pro-
bleéme de 1’adultération. En effet, les sportifs ont déve-
loppé de nombreuses techniques pour fausser les tests
antidopage, en diluant leur urine, en utilisant d’autres
urines que les leurs, en ajoutant des substances qui vont
dégrader les analytes recherchés, ou en utilisant des
agents masquants. Les phanéres étant prélevés directe-
ment sur la téte ou le corps de la personne, le risque
d’adultération par 1’athléte est nettement réduit.

Si nécessaire, les cheveux permettent de prélever ulté-
rieurement un second échantillon identique au premier,
ce qui est totalement impossible avec 1’urine.

A ce jour, les cheveux ne sont toujours pas une matrice
reconnue par I’AMA. En France, les cheveux sont uti-
- lisés par quelques laboratoires dans des domaines d’ac-
tivité différente, tels que les affaires médico-légales.
I’analyse des cheveux est reconnue par la justice fran-
caise et peut ainsi &tre utilisée pour mettre en évidence
une prise de GHB (acide gamma hydrobutyrique) ou de
zolpidem dans les cas de soumission chimique ; ainsi
qu'en médecine du travail dans les cas d’exposition
professionnelle a des substances toxiques.

Une telle application a été effectuée par Cirimele ez al.,
dans le cadre de 1'interpellation de deux culturistes
arrétés a la frontitre avec 2050 comprimés et 251
ampoules de stéroides anabolisants (20).

Dans le cas d’usage d’anabolisants, I’analyse des che-
veux a un grand intérét. I1 a été€ rapporté dans plusieurs
articles que les sportifs qui utilisent des anabolisants ne
le font pas pendant toute I’année. Certains athlétes
prennent des anabolisants pendant les périodes hiver-
nales et arrétent leur traitement pendant les périodes de
compétition (21, 22). D’autres alternent les périodes de
traitement (4 a 18 semaines) et les périodes sans prise
d’anabolisants (1 mois par an) (23). Dans ces cas,
I’analyse urinaire pourra conduire & un résultat négatif
alors que le sportif a bien utilisé un produit dopant (les
anabolisants étant des substances interdites pendant et
hors compétition).

Thieme ef al. (24) ont développé une méthode d’analy-
se pour détecter le clenbutérol, la métandienone et les
esters testostérone, nandrolone et méténolone.

La premiére étape qui consiste A une extraction métha-
nolique permet d’isoler, dans un premier temps, les
esters chimiquement instables dans des conditions
d’hydrolyse telle que la soude. ;

Les cheveux sont incubés dans du méthanol, qui est
repris puis €vaporé. Une extraction liquide-liquide est
effectuée : le méthanol est évaporé, puis repris dans du
tampon a pH 9 et extrait par du diéthyle éther. La phase
d’éther est évaporée puis reprise dans une solution
d’acétonitrile/eau (5/95, v/v). Une HPLC préparative
est effectuée avant la dérivation et I’injection en GC-
HRMS et GC-MS/MS.

Dextraction des autres anabolisants est effectuée par
dissolution des cheveux dans la soude, étape de SPE
(Solid phase extraction), extraction liquide-liquide et
dérivation. I'agent dérivant utilisé est un mélange de
MSTFA/NH,I/dithioerythrol.

Gaillard et al. (22) utilisent une méthode d’extraction
différente de celle mentionnée précédemment. La pre-
miere étape, apres la dissolution des cheveux, consiste
en une extraction sur colonnes de NH, activée par 3 ml
d’acétate d’éthyle. L’élution s’effectue aussi avec 1’acé-
tate d’éthyle, les stéroides n’étant pas retenus sur cette
colonne. L’€luat est ensuite évaporé avant d’étre repris
dans 1 ml de chloroforme.

Une deuxieéme étape de purification est effectuée sur des
colonnes de silice activée par du chloroforme. Les
esters sont récupérés apres le passage de I’échantillon et
une €lution avec un mélange de chloroforme/acétate
d’éthyle (3 :1, v./v) est nécessaire pour les stéroides ana-
bolisants. Apres évaporation, I’extrait sec est dérivé par
un mélange de MSTFA/N H,I/2-mercaptoéthanol
20 min a 80° C et analysé par chromatographie en phase
gazeuse couplée a un spectrometre de masse en tandem.

Cette méthode permet d’identifier les molécules sui-
vantes : la nandrolone, ’estradiol, la testostérone, la
boldenone, la méthyltestostérone, 1’éthynilestradiol, la
métandienone, la testostérone propionate, phénylpro-
pionate, cypionate, décanoate et undécanoate ainsi que
la nandrolone décanoate.

Les cheveux peuvent se révéler intéressants dans le
cadre d’une expertise judiciaire de controle du dopage.
Récemment, a la suite d’une demande d’un sportif
déclaré positif & la métandienone aprés un contrdle
antidopage, une analyse segmentaire a été effectuée un
mois plus tard afin de savoir §’il s’agissait d’un cas de
dopage a I’insu du sportif (25).

Une méthode a ét€ développée pour la détection d’un
grand nombre de stéroides anabolisants et de leurs
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esters (Tableau II). La méthode d’extraction des esters
change 1égerement de celle des stéroides anabolisants,
il s’agit de la procédure décrite par Kintz et al. (26). Le
changement majeur est une détection par spectrométrie
de masse en tandem.

Le tableau III présente les ions parents, ions fils, temps
de rétention et é€nergies de collision, optimisés pour ces
différents stéroides anabolisants.

Chaque molécule analysée est identifiée grace a son
temps de rétention (spécifique) ainsi qu’aux transitions
de quantification et d’identification de cette molécule.
La quantification est réalisée a 1’aide d’une gamme de
calibrateurs préparée en présence de cheveux témoins
surchargés.

Dans un premier temps, les cheveux de ce sportif ont
été coupés en quatre segments de 1 cm chacun apres
décontamination dans deux bains successifs de dichlo-
rométhane. Les cheveux ont ensuite été dissous dans de
la soude, en présence de nandrolone d; utilisé comme
étalon interne. L homogénat a ensuite été neutralisé par
ajout d’acide chlorhydrique et de tampon phosphate.

Une premiere étape d’extraction des anabolisants est
effectuée sur colonne Isolute Cj5 qui a, au préalable, été
conditionnée avec du méthanol puis de I’eau bidistillée.
Apres dépdt de 1’échantillon, les colonnes sont lavées a

Tableau III : Paramétres de chromatographie et de spectro-
métrie de masse pour la méthode de screening des anaboli-
sants dans les cheveux.

I’eau bidistillée puis séchées sous vide. L’ élution se fait
avec 3 fois 0,5 ml de méthanol. L’éluat ainsi récupéré
est évaporé sous vide, puis repris dans 1 ml-de tampon
phosphate.

Une deuxieme étape d’extraction est effectuée par
addition de 2 ml de pentane et 100 mg du mélange
Na,CO3;-NaHCO; (1 :10). Apres agitation et centrifu-
gation, la phase organique est évaporée.

Le résidu est ensuite dérivé par 1’addition de MSTFA et
du mélange MSTFA-NH,I-2-mercaptoéthanol pendant
20 min a 60° C.

L’analyse a ensuite été effectuée sur un GC-MS/MS.
Un aliquot de 1 pl de I’extrait dérivé a été injecté en
mode sans division dans une colonne d’un chromato-
graphe Hewlett Packard (6890 Series). Le débit du gaz
vecteur(hélium, pur a 99.9999%) a travers la colonne
(colonne capillaire HP5-MS, 5% phenol-95% méthyl-
siloxane, 30 m x 0,32 mm id., 0,25 pm) était de
1,5 ml/min. La température de [’injecteur est de
270° C. La température a été programmée pour aug-
menter de 30° C/min jusqu’a 295° C en commengant a
60° C ; la température finale maintenue 10 min.

La détection a été réalisée par un détecteur de masse en
tandem Waters Quattro Micro opérant en impact élec-
tronique a 70 eV et les données ont été enregistrées
selon le mode multiple reaction monitoring (MRM).
Les ions parents, ions fils, temps de rétention et éner-
gies de collision, optimisés pour la métandienone et la
nandrolone ds, sont présentés dans le Tableau IV.

A travers I’analyse d’une meche de cheveux, il a été

Ay rf::::: Z:; IOIE:;?zrfnt I?;,g;s E::l;gslii:e possiblg de con.ﬁrmer l’expositi.on a la métandienone
7 7 (min) V) avec I'information supplémentaire que cette consom-
R 9,68 4324|2092 | 10 mation existait depuis plus 4 mois étant donné la pré-
Epitestostérone 942 4324 | 2092 10 sence de métandienone dans les 4 segments de cheveux
DHEA 9,30 4324 3273 10 a des concentrations variant entre 7 et 108 pg/mg de
Testostérone dy 9,67 4354 | 4204 | 10 cheveux. Les figures 2 et 3 représentent respectivement
Nandrolone | 945 | 4184 | 1942 | 10 les chromatogrammes du calibrateur & 15 pg/mg et
Nandrolone dy 944 | 4214 [1942 | 15 celui obtenu 2 partir du premier segment de cheveux du
Metenolone 9,84 1951 [ 1790 10 sportif (0 2 1 cm).
Mesterolone 9,62 4483 141,1 15
19-Norandrostencdions 933 4163 | 2342 | 10 Il est & noter que les cheveux de ce sportif étaient déco-
19:Norandrostenediol 013 2402 | 2252 5 lorés, ce qui signifie que les quantités de substance
dopante trouvées sont inférieures a celles qui auraient
Testostérone acétate 12,44 4024 209,1 10
Testostérone propionate 12,82 4163 [ 209,1 10
Testostérone isocaproate 13,80 4584 | 2092 15 Tableau IV : Parametres de chromatographie et de spectro-
g s T 14,38 4724 | 2002 10 métrie de masse pour la métandienone.
Testostérone benzoate 15,49 4844 | 2092 15 Substance | Tempsde |Ion parent| Yons fils | Energiede
Testostérone cypionate 15,29 4643 | 209,1 20 rétention (min) | (m/z). | (mfz) |collision (€V)
Testostérone phénylpropionate| 1630 | 4923 | 4773 | 10 a0 : 0] 13300 | = 0
‘Testostérone-décanoate 16,06 5145 12092 [ 10 4442 -
Metenolone énanthate 14,57 486,3 | 208,1 10 Métandiénone 8,96 206,1 15
Nandrolone décanoate | 1576 | 5004 |1942 | 15 206,1 191 10
Nandrolone phénylpropidnate 15,97 478.3 182,2 15 Nandrolone ds 8,50 214 194,2 ' 15
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Figure 2 : Chromatogramme obtenu & partir de 51,2 mg de cheveux dopés & une concentration finale de 15 pg/mg. Haut : tran-
sition de quantification m/z ion parent 444,2, m/z ion fils 206,1. Bas : nandrolone ds avec son ion fils m/z 194,2.
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Figure 3 : Chromatogramme obtenu & partir de 45,3 mg de cheveux du sportif La métandienone a été quantifiée & la concen-
tration de 79,1 pg/mg. Haut : transition de quantification pour la métandiénone. Milieux : 2 transitions d’identification de la
métandienone. Bas : nandrolone ds avec son ion fils m/z 194,2.
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pu étre retrouvées si les cheveux n’avaient pas €té trai-
tés. En effet, d’aprés Cirimele (27), une nette diminu-
tion du contenu en xénobiotiques dans les cheveux est
a noter lorsqu’un traitement cosmétique tel que la
décoloration intervient. Plusieurs études ont montré
que les concentrations de drogues dans les cheveux
diminuent dramatiquement aprés un traitement cosmé-
tiques (30 & 80 % en moins). En effet les traitements de
type décoloration ou permanente utilisent des compo-
sants chimiques affectant la stabilité des drogues dans
les cheveux. Plus les cheveux sont abimés, plus la
quantité de drogue contenue dans les cheveux sera
faible par rapport & la quantité réellement prise. Afin de
ne pas avoir de résultats sous-estimés ou négatifs, le
préléevement de poils pubiens ou axillaires est recom-
mandé€ dans le cas de cheveux ayant subi un traitement
cosmétique (28). De plus, les concentrations retrouvées
dans les différents segments de cheveux décolorés sont
élevées. Dans leurs articles, Kintz et al. (23, 29) ont
effectué I’analyse des cheveux de bodybuilders, ils ont
trouvé de la nandrolone et de la méténolone en concen-
trations beaucoup plus faibles (1, 3,5 et 7,5 pg/mg pour
la nandrolone et 7,3 et 8,8 pg/mg pour la méténolone)
que celles de métandienone trouvés dans les cheveux
de ce sportif.

La matrice cheveu ne présente pas que des avantages
par rapport a I'urine ; comime chaque matrice, elle pos-
sede aussi ses limitations.

La concentration des xénobiotiques dans les cheveux
peut varier en fonction de la couleur des cheveux, de
I’origine ethnique et peut diminuer a la suite de traite-
ments cosmétiques.

La mélanine est le pigment qui donne la coloration a
nos poils et cheveux. D’aprés de nombreuses études, la
mélanine est en partie responsable de I’incorporation
des xénobiotiques dans les cheveux. Les cheveux bruns
ou noirs contiennent une forme différente de mélanine
que les cheveux blonds ou roux; ce qui a pour consé-
quence que deux personnes exposées de la méme fagon
(méme quantité de produit), n’incorporeront pas les
mémes quantités dans les cheveux (28).

Par exemple, plusieurs études ont montré que les che-
veux de personnes de type Afro-Américain incorpo-
raient-en moyenne 2,9 fois mieux la cocaine que ceux
des personnes de type Caucasien. D’autres études ten-
dent a prouver I’existence d’une différence d’incorpo-
ration des xénobiotiques selon I’origine ethnique. Mais
cela fait encore 1’objet de débats (28).

Etant donné que la recherche spécifique de chaque
famille de dopants (agents anabolisants, hormones,
agents avec activité anti-eestrogene, diurétiques, stimu-
lants, narcotiques, cannabinoides et glucocorticoides)
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dans les cheveux nécessite une procédure particuliere,
chaque détermination nécessitera alors un prélevement.
C’est la raison pour laquelle le cheven ne peut pas se
substituer & ’urine. Cette derniére prélevée en quantité
importante permet le dépistage a large spectre de toutes
les substances a visée dopante ciblées.

Afin de préciser I'intérét d’une telle matrice dans la
recherche de produits dopants, un consensus a été éta-
bli par la SOHT (Society Of Hair Testing) pour se pro-
noncer sur les applications des cheveux dans 1’arsenal
analytique de contrdle des pratiques dopantes (18).
Dans ce consensus, il est rapporté que les cheveux peu-
vent contribuer a I’analyse du dopage dans des cas par-
ticuliers en complément de 1’analyse urinaire ; ils ne
conviennent pas a un contrdle de routine ; dans les cas
urinaires positifs, un résultat négatif apres analyse des
cheveux ne pourra pas conclure a I’exclusion de la prise
d’agents dopants et ne pourra pas annuler le résultat
urinaire ; -dans le cas d’un résultat urinaire négatif et
positif dans les cheveux, les cheveux démontrent I’ex-
position aux produits dopants pendant une période pré-
cédant la collecte de I’échantillon.

Conclusion

Les stéroides anabolisants sont des médicaments qui
ont été développés dans un but thérapeutique. Mais ils
ont été rapidement détournés pour améliorer les perfor-
mances sportives.

Ce sont des substances encore trés largement utilisées
dans le monde sportif comme le démontrent les statis-
tiques de I’ AMA, principalement a cause de leurs effets
bénéfiques sur la croissance musculaire, la diminution
du temps de récupération et 1’augmentation de 1’agres-
sivité. Malgré les nombreux effets secondaires délé-
teres sur la santé, les sportifs continuent a utiliser ces
traitements.

Afin d’endiguer ce phénomene, il est nécessaire de pos-
séder des méthodes de détection de plus en plus sen-
sibles et a large spectre. La saga THG (tétrahydroges-
trinone) est encore présente a I’esprit de tous les ana-
lystes.

Les analyses urinaires et de cheveux sont deux
méthodes d’analyses complémentaires, la premiére
permettant la mise en €évidence d’un usage ponctuel et
la seconde un usage répété. Il serait temps que cette
association soit reconnue par I’AMA.
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