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The article sought to investigate the use of UHPLC for the detection and
quantification of ostarine, a selective androgen receptor modulator used to
replace other anabolic steroids. The results presented demonstrate the
possibility of using the UHPLC method for analysing biological samples and,
therefore, it presents itself as a promising analytical method to be used in anti-
doping surveillance.

Introducéao

O ideal esportivo traz a crenca de igualdade de
oportunidades entre os atletas, que tem a dedicacéo, o
talento e o esforco individual como fatores determinantes
para a vitdria. No entanto, com o avango da ciéncia e da
farmacologia, foram identificadas e sintetizadas muitas
substancias que atuam, direta ou indiretamente, sobre
atributos fisicos de interesse de atletas e, quando se ha
davida sobre a legitimidade das vit6rias por uso de alguma
dessas substéncias, essa confianga no mérito e na
integridade dos atletas ¢ ameacada. O controle antidoping
comecou como uma forma de mitigar as preocupagdes
sobre o0 uso de substancias que poderiam, de alguma forma,
interferir no desempenho de atletas e gerar vantagens
injustas, ameacando, portanto, a esséncia do esporte.!

A medida que os casos de doping foram se tornando
cada vez mais evidentes e ganhando cada vez mais
notoriedade, surge um esforco mundial coordenado para
garantir a integridade e igualdade em competicdes esportivas.
A resolutiva desse esforgo é a criacdo da Agéncia Mundial
Antidoping ou Agéncia Mundial Antidopagem (WADA, em
inglés, World Anti-Doping Agency) em 1999,%2 associada ao
Comité Olimpico Internacional (COIl), que coordena e
monitora os esfor¢os antidoping, definindo padrdes e diretrizes
a serem aplicadas em competi¢Bes esportivas ao redor do
mundo.! Em 2003, foi introduzido o Cddigo Mundial
Antidoping,*? de atualizagdo anual, que compila as substancias
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proibidas em periodos de competicdo e a todo tempo, bem
como define os métodos de deteccdo. No Brasil, esse Codigo é
observado pela Autoridade Brasileira de Controle de Dopagem
(ABCD) e pelo Ministério do Esporte (MESP).2

O Codigo traz duas grandes categorias, a saber: a)
substancias e métodos proibidos em todo tempo; ou seja, séo
proibidas em competicdo e fora de competicdo; e b)
substancias e métodos proibidos em competi¢do, que comega
as 23 h 59 min do dia anterior a uma competicdo em que 0
atleta devera participar, mas ha a possibilidade de
determinacdo de periodos diferentes para determinado esporte.
Importante ressaltar que o periodo de competicdo nao se
finaliza ap6s a partida, mas sim ao final da competicdo, com a
finalizacdo do processo de coleta de amostras. As amostras, por
sua vez, podem ser de sangue, cabelo ou urina (mais comum),
coletadas na presenca de um responsavel do evento do mesmo
sexo, a fim de evitar que haja algum tipo de fraude na coleta.
Os atletas podem ser submetidos & testagem antidoping em
qualguer momento da competicdo.* Caso seja constatado
doping, a legislacao internacional prevé sanc¢Ges aplicaveis aos
atletas pelos Estados e Federagfes Desportivas,! entretanto,
essa discussao esta fora do escopo do presente artigo.

Nos ultimos anos, diversos avangos tém sido feitos no
movimento antidoping, e para citar alguns, tem-se o
desenvolvimento de  sensores  eletroquimicos  para
corticosterdides,®  biossensores  para  testosterona® e
dexametasona,” sensores biomiméticos para deteccdo de
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hidroclorotiazida®, substancias previstas no Codigo Mundial
Antidoping. Entretanto, com o aumento crescente das
competicdes, nos mais diversos niveis, a fiscalizagdo, por
vezes, é insuficiente e pode incentivar atletas a utilizarem
substancias proibidas pela falta de analises e aplicacfes de
sangdes aqueles merecedores.®

No Brasil, um caso que ganhou bastante notoriedade
nos ultimos anos foi o da Oposta da Selecdo Brasileira de
Volei, Tandara Caixeta, condenada a quatros anos de
suspensdo pelo uso de Ostarina, uma substancia proibida em
todo o tempo, durante as Olimpiadas de Téquio de 2020.%°

A Ostarina (de férmula molecular CigHi14F3N30s3,
também tratada com os nomes: ostarine, MK-2866, GTx-024
ou enobosarm) é um modulador seletivo de receptor andrégeno
(SARM, em inglés: selective androgen receptor
modulator)!**2 que foi desenvolvido no intuito de prevenir e
tratar perda de massa muscular, podendo ser utilizado na
reposicdo de testosterona.’® Ou seja, trata-se de um farmaco
que se liga a receptores androgénicos de forma seletiva e sem
estar associado aos efeitos colaterais comuns de outros
anabolizantes esteroides (AAS, em inglés anabolic and
steroids),''* como acne, ginecomastia, crescimento da
prostatal* e outros, enquanto atua como agente seletivo e
estimulante de cicatrizacdo de lesdes musculares. Pelas
propriedades associadas & melhora de performance, a ostarina
entrou para a lista de substancias proibidas a todo o tempo em
2008.1

Figura 1. Estrutura molecular da Ostarina. Feita pela autora
com uso do software MolView®©.

Os SARM sdo uma classe relativamente nova de
substancias e apesar de alguns compostos ja estarem no
Codigo, alguns similares ja podem ser encontrados no
mercado. Contudo, é importante dizer que a ostarina e sua
comercializagdo, no Brasil, é controlada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Dessa forma,
trazendo novamente o caso da atleta Tandara Caixeta, que
argumentou doping ndo intencional por contaminacdo cruzada
a partir da farmacia de manipulacdo onde adquiria seus
suplementos, o controle exercido pela Agéncia foi suficiente
para que o Tribunal de Justica Desportiva Antidopagem a
suspendesse por quatro anos.'®*® De qualquer forma, estudos
tém sido desenvolvidos a fim de demonstrar que a ostarina
pode ser transferida por fluidos corporais, como saliva, e pode
ser responsavel por doping ndo intencional.*® Além disso, o
método de coleta (urina, cabelo, sangue ou unhas, por
exemplo) é importante para a determinacéo da janela de uso da
substancia, bem como a quantificacdo precisa € importante,
uma vez que doses altas podem indicar uso continuo ou uso
recreacional, ambos entendidos como doping pela WADA
atualmente.’

A ostarina é, hoje, 0 SARM mais relevante em
esportes e, portanto, muitos estudos tém sido desenvolvidos
para entender melhor seus efeitos no metabolismo e o
comportamento de eliminagdo do composto.!' E de interesse
impar justamente por apresentar menos efeitos colaterais e uma
meia vida de 24 h.*? Esse composto se liga aos receptores
andrégenos para a realizagdo do anabolismo proteico em
masculos e 0ssos. Atualmente, para identificagdo em SARM
em testes antidoping sdo comumente empregadas as técnicas
de cromatografia gasosa e liquida associadas a espectrometria
de massas,*®!° entretanto, outras técnicas tém passado por
processo de estudo e validacéo, como o uso de SPE (em inglés:
solid-phase extraction), que tem apresentado resultados
promissores.'! No estudo citado, foram testadas doses Unicas
de 1 pg, 10 pg e 50 pg e, apesar do tempo de meia vida da
substancia ser de 24 h, tracos de ostarina foram identificados
pela técnica em periodos de 72 a 120 h, 96 a 168 he 120 a 216
h, respectivamente.

Metodologia

A pesquisa que culminou no artigo referencial®*
buscou desenvolver um método preciso, sensivel, rapido e de
baixo custo para a determinacdo e quantificacdo de Ostarina
em capsulas por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia,
mais comumente tratado como UHPLC (em inglés: Ultra-High
Performance Liquid Chromatography), associado a UV. As
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capsulas de Ostarina foram adquiridas on-line de um site
especializado em suplementos esportivos e a referéncia do
composto foi adquirida de AbMole BioScience, uma empresa
fornecedora de reagentes quimicos.

Foi preparada uma solucéo estoque de 200 pg/mL de
ostarina em metanol e, a partir dessa, foram preparadas
solucbes em 6 niveis de concentracdo diferentes entre 1 - 25
pg/mL a partir de diluigdes com 0,1% de acido férmico (1, 5,
10, 15, 20 e 25 pg/mL). As soluc@es a partir da ostarina padréo
(adicionada de farinha de arroz e estearato de magnésio, para
simular a lista de ingredientes fornecida pelo fabricante) foram
preparadas no dia de analise em 5 niveis de concentracdo, a
saber: 1, 10, 15, 20 e 25 pg/mL. As solucBes passaram por
processo de extragdo com metanol, diluidas com solucdes 0,1%
de &cido férmico e filtradas com nylon de mesh 0,45 pm.
Foram preparadas solugGes placebo para comparacéo
utilizando somente farinha de arroz e estearato de magnésio.
Para o preparo das amostras partindo das capsulas adquiridas,
seus contetdos foram homogeneizados e 51 mg do conteido
foram pesados e sobre estes foram performados 0s processos
de extracdo idénticos aos utilizados para as demais amostras de
ostarina padréo.

Quanto ao equipamento, foi utilizado um Flexar-10
UHPLC (Perkin-Elmer) com amostrador automatico,
temperatura controlada e detector PDA UV-VIS. Todas as
analises foram realizadas por cromatografia em fase reversa. A
fase movel era composta de metanol (75%) e 0,1% de &cido
férmico (25%) em regime de elui¢do isocratica com fluxo de
0,5 mL/min. O volume de injecdo utilizado foi de 5 pL e a
deteccdo feita em 270 nm. As solugbes padréo de ostarina
foram usadas na confeccgdo da curva analitica.

Resultados e discussao

A curva analitica gerada possuia coeficiente de
determinacdo R? = 0,9962. Esse coeficiente é amplamente
utilizado nas ciéncias exatas, uma vez que é usado para avaliar
0 quéo bem um modelo se ajusta aos dados experimentais. E a
partir deste que se avalia a precisdo (ou seja, repetibilidade das
amostras e do método) e a exatiddo. E muito usado em
avaliacbes quimiométricas também. A acurécia e precisdo
obtida a partir dos 5 niveis de concentracdo das solucBes
preparadas com o padréo de ostarina demonstraram resultados
interessantes que sdo apresentados, de forma simplificada, nas
Tabelas 1 e 2. Torna-se importante dizer de antemdo a
apresentagao das tabelas que “a partir das corridas” significa a
analise individual dos cromatogramas em relacdo ao padrdo e

que “entre as corridas” significa a analise comparativa entre os
cromatogramas obtidos para as varias corridas de amostras
preparadas para terem as mesmas concentragoes, para avaliar a
variabilidade e sensibilidade do método em relacdo as
diminutas diferencas entre as amostras.

Tabela 1. Resultados obtidos a partir das corridas. Adaptada
da referéncia 14.1

Concen.tragao Acuréacia média  Precisdo (RSD,
Nominal (%) %)
(Hg/mL)

1,39 108,97 1,92
10,03 99,14 1,24
14,93 101,72 0,82
19,93 93,04 1,55
25,02 104,34 1,07

Tabela 2. Resultados obtidos entre as corridas. Adaptada da
referéncia 14.%

Concenf:ragao Acurdcia média  Precisdo (RSD,
Nominal (%) %)
(Hg/mL)

1,38 112,41 1,70
10,09 98,23 1,53
14,95 100,20 1,00
20,14 91,71 1,02
24,99 103,42 1,87

Em relacdo a extragdo do analito, a repetibilidade foi
testada na concentracdo 20 pg/mL com cinco replicatas,
obtendo rendimento de extracdo de 93,98% nas corridas, com
Desvio Padrdo Relativo entre as replicatas (RSD) de 1,72%.
Entre corridas, o rendimento foi de 95,35% com RSD de
0,88%. Esses resultados indicam repetibilidade e precisdo
adequadas para analise do analito de estudo. O tempo de
retencdo é um dado importante quando realizando analises por
cromatografia. Cada substancia interage de forma diferente
com as fases movel e estacionaria, levando uma quantidade de
tempo especifica (tempo de retencdo) para ser detectada no
detector. O método proposto pelos autores’* se mostrou
altamente seletivo para a ostarina (tempo de retencdo de 1,7
min).

Apesar do método ter sido testado a partir do material
solido de capsulas, a versatilidade do equipamento e o preparo
de amostras utilizado pelos autores indica que ha possibilidade
de andlise a partir de outros materiais aquosos, como urina ou
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solugdes preparadas a partir de amostras de sangue, podendo
ser aplicado para investigacdo de doping intencional ou nédo
intencional durante competicbes. E importante ressaltar
também que UHPLC é um método rapido e foi notificado pelos
autores que as corridas tiveram tempo médio de 2,5 min.
Considerando a alta demanda de analises durante periodos de
competicdo, a aplicagdo deste método pode ser de interesse dos
laboratorios credenciados pela WADA.

A utilizacdo do UHPLC também abre a possibilidade
de uso de HPLC, uma técnica semelhante, mas muito mais
comum em laboratérios de analise. A utilizagdo de HPLC para
esse tipo de avaliacdo precisaria passar pelo processo de
validagdo analitica antes que seus resultados pudessem ser
usados em processos antidoping, mas na auséncia de UHPLC,
é uma boa alternativa. Os dois métodos partem de principios
iguais, mas UHPLC oferece vantagens sobre o uso do HPLC
tradicional (que continua sendo uma 6tima técnica analitica,
respeitadas as especificidades do método e do preparo
adequado de amostras), como a melhor resolugdo e
sensibilidade, menores tempos de anélise e menor consumo de
solventes, por exemplo.

Conclusoes

Em resumo, foi abordada a importancia da Quimica
no movimento antidoping, com enfoque nos estudos de
deteccdo e quantificacdo de ostarina. O estudo referencial®*
demonstrou que a técnica de UHPLC é sensivel para a detecgdo
e quantificacdo, dentro de preceitos de precisdo e acuracia
esperados pela WADA, de ostarina, uma substancia com uso
crescente nos Gltimos anos por suas propriedades associadas a
melhora de performance em atletas. O método proposto
oferece  uma abordagem confidvel no monitoramento
antidoping, tendo potencial de detec¢éo ndo s6 da ostarina, mas
de muitas outras substancias proibidas.
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