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Introduzione

I presente lavoro ha per oggetto uno steroide anabolizzante sintetico derivante dal testosterone, il
clostebol. Il nome clostebol ¢ tornato all'attenzione delle cronache sportive a seguito del sospetto
caso di doping che ha coinvolto il tennista italiano Jannik Sinner. Ma di cosa si tratta esattamente?
Sinner ¢ stato accusato di uso di questa sostanza vietata a seguito di due diversi controlli effettuati
durante due tornei, il primo il 10 marzo 2024 dopo un incontro del BNP Paribas Open a Indian
Wells, Californiaed il secondo il 18 marzo 2024, prima della sua partecipazione al Miami Open.
In entrambi i casi sono stati trovati livelli simili di clostebol, con una concentrazione nelle urine
nel primo caso di 86 picogrammi per millilitro, e nel secondo caso di 76 picogrammi per millilitro.
Si tratta di concentrazioni inferiori a un miliardesimo di grammo per litro (2). Il caso si ¢ svolto in
varie fasi. Il tennista azzurro ha inizialmente spiegato che la contaminazione ¢ avvenuta attraverso
il suo fisioterapista che ha massaggiato Sinner nei giorni del torneo usando il Trofodermin
(medicinale spray contenente 0.5% di clostebol acetato) per curare un taglio che si era procurato
al mignolo della mano sinistra. Sinner, inizialmente sospeso dall’attivita sportiva, ha risposto con
un appello immediato rivolgendosi al tribunale indipendente ITIA (International Tennis Integrity
Agency) che tramite una sentenza lo ha assolto dichiarando che non ha avuto ‘alcuna colpa o
negligenza’ (1). Pochi mesi dopo la WADA (World Anti Doping Agency) ha annunciato ricorso
al Tribunale Arbitrale dello Sport (TAS) richiedendo una squalifica di uno/due anni, fondata sul
fatto che il tennista deve essere responsabile del comportamento del suo staff. A distanza di quasi
un anno dal primo controllo, la Wada ha comunicato 1’accordo preso con Sinner e i suoi legali, i

quali hanno patteggiato tre mesi di sospensione dall’attivita agonistica (2).

In Italia, il clostebol acetato ¢ disponibile principalmente sotto forma di farmaco ad uso topico,
facilmente reperibile in farmacie e supermercati, ma il suo uso prima di competizioni sportive ¢
vietato perché puo migliorare le prestazioni atletiche in modo artificiale. In particolare, il clostebol
stimola la sintesi delle proteine, favorisce I'aumento della massa muscolare e riduce il tempo che
serve per riprendersi dopo gli sforzi. Inoltre, favorisce la produzione di globuli rossi, aumentando
cosi la quantita di ossigeno che arriva ai muscoli e di conseguenza anche la resistenza a sforzi piu

prolungati nel tempo (3).

In questo lavoro di tesi entrero nel dettaglio della sintesi di questo steroide, del meccanismo di

azione e delle tecniche sia classiche che innovative di analisi.



1. Capitolo 1

1.1 Doping e normativa sportiva anti-doping

Il doping consiste nella somministrazione o assunzione di farmaci o di sostanze
biologicamente/farmacologicamente attive e la sottoposizione a pratiche mediche non giustificate
da condizioni patologiche e idonee a modificare le condizioni psicofisiche o biologiche
dell'organismo al fine di alterare le prestazioni agonistiche degli atleti. I CONI (Comitato
Olimpico Nazionale Italiano), in qualita di Organizzazione Nazionale Antidoping (NADO), ¢
’ente nazionale al quale compete 1’attuazione e 1’adozione del Programma Mondiale Antidoping
WADA ivi comprese la pianificazione ed organizzazione dei controlli, la gestione dei risultati dei
test e la conduzione dei dibattimenti. Il CONI elabora annualmente un Piano per la distribuzione
dei controlli antidoping (TDP) tra tutti i diversi sport e diverse discipline. Tutti gli Atleti che
prendono parte ad una competizione in Italia possono essere sottoposti ad un controllo antidoping.
I controlli antidoping possono includere il prelievo di campioni ematici /o di urine o di altre
matrici biologiche approvate dalla WADA. I campioni biologici ottenuti vengono analizzati per
individuare le sostanze vietate, nonché altre sostanze eventualmente indicate dalla WADA,

esclusivamente presso 1 laboratori accreditati dalla WADA (4).
1.2 Gli steroidi anabolizzanti

Gli steroidi sono un vastissimo gruppo di sostante naturali lipidiche caratterizzate chimicamente
dalla presenza di un nucleo fondamentale chiamato sterano (ciclopentanoperidrofenantrene)
(Figura 1) al quale sono unite una o piu catene laterali. L’anello dello sterano ¢ formato da quattro
anelli condensati di atomi di carbonio, di cui tre sono a sei atomi [A, B, C] e un ultimo anello [D]

a cinque atomi.

Figura 1. Struttura dello sterano.



La molteplicita dei composti steroidali € in rapporto con 1’esistenza di numerosissime forme
isomere, 1’eventuale presenza di legami insaturi e I’introduzione di diversi sostituenti al posto

degli atomi di idrogeno (5).

Gli steroidi anabolizzanti, noti anche come anabolic—androgenic steroids (AAS), sono varianti
sintetiche (endogene ed esogene), che hanno strutture chimiche ed effetti simili a quelle degli
ormoni sessuali maschili e possono causare dipendenza. Gli steroidi anabolizzanti dunque possono
avere due diverse funzioni: quella di androgeni, agendo sulla mascolinizzazione, e quella
di anabolizzanti, agendo sulla massa muscolare e sulle ossa (regolando i processi anabolici come
la sintesi di proteine del muscolo e la formazione di cellule del sangue). Un uso improprio di AAS
¢ associato a gravi effetti avversi come malattie cardiovascolari, cambiamenti di umore e problemi
endocrini. Si suppone in letteratura che i modulatori selettivi del recettore degli androgeni
(SARM), per diminuire gli effetti avversi androgeni dell'AAS, massimizzino gli effetti

anabolizzanti (6).
1.3 Il clostebol

Il clostebol (4-cloro-androst-4-en-17-o0l-3-one) ¢ uno steroide anabolizzante-androgeno sintetico,

un 4-cloro derivato dell'ormone naturale testosterone (androst-4-en-173-ol-3-one) (figura 2).

Figura 2. Sopra: strutture molecolari di clostebol (a sinistra), testosterone (al centro) e diidrotestosterone
(a destra). Sotto: sistema di numerazione degli atomi di C degli steroidi.


https://it.wikipedia.org/wiki/Steroide
https://it.wikipedia.org/wiki/Dipendenza
https://it.wikipedia.org/wiki/Androgeno
https://it.wikipedia.org/wiki/Mascolinizzazione
https://it.wikipedia.org/wiki/Anabolizzante
https://it.wikipedia.org/wiki/Muscolo
https://it.wikipedia.org/wiki/Osso

L'interesse per gli analoghi alogenati degli ormoni steroidei ¢ stato notevolmente stimolato dalla
scoperta che certe attivita ormonali sono potenziate dalla sostituzione dell’idrogeno con un
alogeno nelle posizioni C-9, C-12 e C-21 (figura 2) del nucleo steroideo (7). 1l testosterone viene
clorurato inmodo da prevenire la conversione in diidrotestosterone (figura 2) oppure in estradiolo,
ormone sessuale femminile, per azione dell'enzima aromatasi. Il clostebol € usato in medicina nei
trattamenti topici oftalmologici e dermatologici. Per esempio, il Trofodermin® ¢ un preparato
farmaceutico, contenente lo 0,5% di clostebol acetato e 0,5% di neomicina solfato, che puo essere
utilizzato per il trattamento di varie condizioni della pelle come abrasioni ed erosioni, lesioni e
ferite. Il clostebol ¢ stato utilizzato anche nei bovini per migliorare la crescita degli animali.
Tuttavia, 1l clostebol non puo essere utilizzato dagli sportivi a causa delle sue proprieta
anabolizzanti. Il Comitato Olimpico Internazionale (CIO) dal 1999 e 1a WADA dal 2004 lo hanno
incluso, insieme agli altri AAS, nell'elenco delle sostanze proibite nello sport, ed ¢ sottoposto a

revisione annuale (8,9).

1.4 Meccanismo d’azione del clostebol nel corpo umano

Il clostebol viene generalmente somministrato come estere acetico in posizione 17 (clostebol
acetato). Agisce nel corpo umano imitando il meccanismo di azione del testosterone, grazie
all’analogia strutturale. Si lega ai recettori degli androgeni (AR) nei tessuti bersaglio (muscoli, le
ossa e il sistema nervoso centrale) ed innesca una cascata di processi cellulari che portano
all'attivazione di geni specifici responsabili della sintesi proteica, promuovendo cosi la crescita
muscolare. A tale azione contribuisce anche la proprieta del clostebol di aumentare il tempo di
ritenzione dell’azoto nel corpo umano, componente fondamentale degli aminoacidi. Il clostebol
acetato influisce anche sulla produzione e sul rilascio di eritropoietina, un ormone responsabile
della produzione di globuli rossi. Un numero piu elevato di globuli rossi migliora 1'apporto di
ossigeno ai tessuti, aumentando la resistenza e riducendo I'affaticamento. Questo meccanismo ¢
vantaggioso non solo in ambito medico, ma anche per gli atleti che cercano di migliorare le

prestazioni e il recupero.

Un ulteriore aspetto positivo del clostebol a livello farmaceutico ¢ il suo ridotto effetto androgeno

grazie alla presenza di un atomo di cloro sul C4. Di conseguenza causa meno effetti collaterali,



come l'ingrossamento della prostata, la perdita di capelli e 1'acne grave; tuttavia, pud causare

virilizzazione nelle donne.

Non ¢ da trascurare un aspetto negativo di questo AAS, ovvero la sua interazione con l'asse
ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPG). La somministrazione esogena di clostebol acetato puo
sopprimere la produzione naturale di testosterone, inibendo cosi il rilascio dell'ormone
luteinizzante (LH) e dell'ormone follicolo-stimolante (FSH) dall'ipofisi e di conseguenza causando

l'atrofia testicolare e la diminuzione della produzione di sperma negli uomini (10).

2. Capitolo 2

2.1 Sintesi del clostebol

La sintesi del clostebol avviene in due stadi (figura 3):
- sintesi del 4,5-epossi-androstan-17[3-o0l-3-one;
- conversione in 4-cloro-androst-4-en-17f3-ol-3-one.
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Figura 3. Sintesi del clostebol a partire dal testosterone.

Mediate tale strategia di sintesi si ha una resa molto elevata (85%) in 4,5-epossi-androstan-17f3-
ol-3-one (step I), che si ottiene trattando il testosterone con perossido d’idrogeno in ambiente
alcalino. Anche il secondo passaggio, quello che porta al clostebol, ¢ molto semplice perché
prevede solo un trattamento con HCI concentrato a temperatura ambiente. Tuttavia, la reazione

che porta all’apertura dell’epossido con acido (step II) ¢ piu complessa e prevede piu stadi.

Pertanto, la resa ¢ inferiore (51%) (7,11).

La recente segnalazione (12) di una facile sintesi di 4-bromo e 4-cloro-colestenone mediante
apertura del gruppo epossidico da parte dell’alogenuro di idrogeno in 4, 53-ossido-coprostanone

e concomitante eliminazione del gruppo ossidrilico in C-5, ha spinto ad applicare ed estendere



questa reazione alle serie biologicamente importanti di testosterone, progesterone,

desossicorticosterone, idrocortisone e cortisone (7).
2.2 Metabolismo degli steroidi anabolizzanti

Il metabolismo del testosterone puo essere considerato come una via metabolica di base per tutti
gli AAS sintetici, in quanto gli enzimi che convertono il testosterone nei suoi metaboliti sono attivi
anche nei confronti di AAS con gruppi funzionali e configurazioni simili. Il metabolismo del
testosterone ¢ stato studiato in vari tessuti in vivo € in vitro, in diversi animali e in studi clinici

sull'uvomo. E dunque un punto di partenza certo.

Sono generalmente previste due fasi per il metabolismo del testosterone. Le reazioni di fase 1 di
solito prevedono la conversione dello steroide, mediante reazioni catalizzate da enzimi (quali
ossidazione, riduzione o idrossilazione), in composti piu polari per inattivare il farmaco e
facilitarne I'eliminazione dal corpo. Le reazioni di fase 2, chiamate anche reazioni di coniugazione,
accoppiano lo steroide anabolizzante o il suo metabolita con I'acido glucuronico o con 1’anione

solfato (figura 4). La coniugazione aiuta 1'eliminazione dello steroide dal corpo (6).
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Figura 4. Vie di funzionalizzazione dell’idrossile in posizione 3, utilizzate dal nostro organismo per
favorire 1’eliminazione degli AAS.



2.3 Metabolismo del clostebol

In un lavoro di ricerca del 2014, sono stati ricercati i metaboliti del clostebol nelle urine umane
mediante cromatografia liquida. Sono stati analizzati mediante la tecnica LC-QTOF-MS sette

campioni di urina raccolti entro 2 giorni dalla somministrazione orale del clostebol. Gli ioni

prodotti da ciascun metabolita sono stati analizzati in modalita MS/MS.

Sono stati rilevati otto metaboliti coniugati con solfato attraverso l'estrazione con acido debole

(pH=5). I coniugati con solfato costituivano una delle principali classi di metaboliti (figura 5).
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Figura 5. Struttura molecolare del clostebol e di suoi metaboliti ritrovati nelle urine.
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M2, M4, M5). La delucidazione strutturale si € basata su tecniche MS/MS mirate, utilizzando sia
la modalita ionica positiva sia quella negativa. E interessante notare che i tre metaboliti coniugati
con 17-cheto-3-O-glucuronide (M1, M2 e M5) hanno mostrato una buona ionizzazione in modalita

ionica positiva mentre quelli liberi avevano una scarsa ionizzazione nelle stesse condizioni.

In questo lavoro sono state inoltre analizzate le finestre di rilevamento di tutti i metaboliti
identificati, al fine di stimare la loro utilita per prolungare e/o migliorare il rilevamento dell'uso
improprio di clostebol. I tempi di rilevamento trovati variavano comunemente da poche ore a circa
1 mese. Il clostebol immodificato e i suoi due metaboliti liberi sono stati escreti rapidamente e
rilevati per non piu di 2 giorni dopo somministrazione, mentre due glucuronide-coniugati (M2,
MS5) e tre solfato-coniugati (S2, S6, S7) possono essere rilevati fino a circa 6 giorni dopo
l'estrazione con acido debole. Infine, dato molto interessante, S1 estende la finestra di rilevamento
a 25 giorni, dando quindi modo di avere una retroattivita molto piu lunga per il rilevamento di uso

improprio di clostebol (3,9).

3. Capitolo 3

3.1 Metodi analitici in uso per la rilevazione del clostebol

La presenza di un metabolita del clostebol in un campione di urine di un atleta pud essere dovuta
al suo uso illecito come agente anabolizzante, all'ingestione di carne contaminata e, infine, al
contatto pit o meno accidentale con preparati in crema contenenti clostebol. Il rilevamento
dell'assunzione di clostebol ¢ tradizionalmente basato sulla rilevazione del suo principale
metabolita (4-cloro-4-androsten-3a-olo-17-one), escreto nelle urine come glucuronideconiugato.
Per migliorare le capacita di rilevamento e soddisfare 1 requisiti WADA, nell'ultimo decennio 1
laboratori antidoping hanno sviluppato metodi basati sulla gascromatografia (GC) accoppiata alla
spettrometria di massa (GC-MS) in EI o CI, per abbassare i limiti di rivelabilitd, o hanno
implementato metodiper I'indagine diretta dei metaboliti di fase 2 (solfati) usando la cromatografia

liquida accoppiata con la spettrometria di massa (LC-MS).

Negli ultimi anni, il miglioramento delle capacita di rilevamento dei laboratori antidoping, grazie

a queste nuove tecniche di analisi, ha portato a un moderato aumento dei casi di positivita al
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clostebol in tutto il mondo e soprattutto in Italia, dove 1'uso di una crema contenente clostebol
acetato e neomicina solfato ¢ piuttosto esteso. Un esempio interessante che puo essere uno spunto
di riflessione ¢ quello in cui prima dei Giochi Olimpici estivi di Rio de Janeiro 2016, un paio di
atleti olimpici sono risultati positivi al clostebol, il cui metabolita principale (4 -cloro-4-androsten-
3a-olo-17-one) ¢ stato rilevato a concentrazioni relativamente basse (circa 1 ng/ml). Durante il
processo gli atleti hanno dichiarato di non aver usato la crema, ma hanno riconosciuto di averla

applicata a un compagno di squadra.

Quindi cid che ¢ interessante affrontare in questo lavoro di tesi non ¢ tanto la tecnica
cromatografica, giaben nota, ma indagare la presenza di metaboliti del clostebol nelle urine dopo
l'applicazione transdermica di clostebol acetato in diversi individui, fino al punto di riuscire a
distinguere la via di somministrazione del clostebol (orale vs. transdermica). Sarebbe di notevole
moltorilevanza trovare elementi di distinzione in grado di aiutare le autorita preposte alla gestione

dei risultati nella valutazione di questi casi (13).

3.2 Caso sperimentale — uso lecito, illecito o accidentale

In un articolo del 2020 viene affrontato proprio il quesito che ci siamo appena posti ovvero
I’indagine diretta non solo a discriminare tra le potenziali vie di somministrazione, ma anche a
trovare elementi che potessero permettere alle autorita di verificare, sulla base delle prove raccolte,

se si fosse verificata una somministrazione intenzionale di doping o meno.

Partiamo osservando 3 casi sperimentali da loro affrontati fino a giungere alle interessanti

conclusioni da loro raggiunte.

Esperimento 1: Un volontario maschio (BMI=24,6) ha ricevuto tre applicazioni transdermiche, da
parte di una seconda volontaria, nel braccio (t =0, 8 € 26 h) di 1 grammo di Trofodermin® crema
(SIT srl, Pavia, Italia) contenente clostebol acetato 0,5% e neomicina solfato 0,5%, pari a 5 mg di
clostebol acetato per ogni applicazione. Un campione di urina in bianco ¢ stato raccolto prima
della prima somministrazione, mentre per i successivi 11 giorni sono stati raccolti campioni spot
per il volontario che ha ricevuto l'applicazione e per 6 giorni per la volontaria che ha applicato la

crema (BMI 22,2).
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Esperimento 2: Un secondo esperimento ¢ stato eseguito 2 settimane dopo il primo. Un terzo
volontario di sesso maschile (BMI 27,1) si ¢ applicato autonomamente una singola dose
transdermica equivalente a 5 mg di clostebol acetato nel braccio. Prima della somministrazione €
stato raccolto un campione di urina in bianco, mentre nei 7 giorni successivi sono stati raccolti
campioni spot (figura 6). Un quarto volontario ¢ entrato in contatto per pochi secondi con la
superficie dove era stata applicata la crema, 1 ora dopo I'applicazione. I campioni di urina sono

stati raccolti prima e dopo il contatto per 2 giorni (figura 6).

9.0

—a— Applicant

Conc. (ng/mL)

—&— Contact

0 24 48 72 96 120 144 168 192

Figura 6. Livelli di clostebol (fino a 7 giorni, linea arancione) in un volontario che si ¢ somministrato una
crema con 5 mg di steroide e in un secondo volontario (fino a 2 giorni, linea azzurra) entrato in contatto
con la zona interessata un’ora dopo la somministrazione del clostebol.

Esperimento 3: una quinta volontaria (BMI 22) ha applicato sulla mano gli stessi 5 mg di clostebol
degli esperimenti precedenti. Senza lavarsile mani e dopo 30 minuti, ha stretto le mani di diversi
volontari. Questi volontari (che non avevano partecipato agli esperimenti precedenti) hanno
raccolto un campione di urina prima di iniziare l'esperimento ed uno dopo 4-6 ore dal contatto. Le

analisi sono state condotte su tutti i campioni prelevati.

Inoltre, per confronto, un singolo campione di urina ottenuto dopo somministrazioniorali in studi
condotti a Pechino (9) e Barcellona (3) ¢ stato analizzato in parallelo. Entrambi i campioni sono
stati raccolti 0-24 ore dopo la somministrazione orale di 40 mg di clostebol acetato e di 20 mg di
clostebol rispettivamente. Le pubblicazioni associate a questi campioni sono state utilizzate per

I'identificazione dei metaboliti per i quali non sono disponibili standard puri.
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Questo studio si proponeva due obiettivi: (1°) stabilire un cut-off per il principale metabolita del
clostebol e (2°) trovare un biomarcatore specifico (figura 7) che possa essere attribuito alla via di

somministrazione.

cHy PH

Clostebol

M1

HO'“‘I

OH

How"'

Figura 7. Possibili decorsi metabolici del clostebol.

Per quanto riguarda il primo obiettivo e considerando il fatto che gli AAS di solito vengono assunti
al di fuori della competizione e a basse dosi, ¢ risultato estremamente difficile differenziare una
dose recente molto bassa (come si potrebbe ipotizzare dopo un contatto transdermico) dalla coda
di escrezione di una somministrazione a scopo di doping. Per quanto riguarda il secondo obiettivo,
il potenziale biomarcatore puo essere la presenza di un metabolita o di un rapporto metabolico
caratteristico diuna delle condizioni. La ricerca di metaboliti specifici durante le analisi GCqTOF
non ha rivelato nessun metabolita specifico, non gia descritto, di interesse aggiuntivo. Anche se i
picchi con le masse corrette (errore <5 ppm) e la presenza del cluster di cloro caratteristico dei
metaboliti precedentemente ipotizzati, sono stati osservati, questi composti sono stati inclusi nel
successivo metodo di analisi MS/MS. Usando questa seconda procedura hanno dimostrato che,
dopo un'applicazione terapeutica della crema sulla pelle (esperimento 3), € possibile rilevare il suo
metabolita principale (M1, figura 7) come coniugato glucuronide nelle urine (figura 8), portando

cosi a un'infrazione antidoping. Tuttavia, si € rilevato che anche un contatto occasionale con 1'area
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di applicazione di altri individui che hanno usato la crema pud produrre un risultato analitico

avverso.

B0 o= e m e e

—i— M1 GLUC
—i— M3 GLUC
—8— M4 GLUC

Area ratios

- © = M5 SULF

0 24 48 72 96 120 144 168 192
Time (h)

Figura 8. Livelli di metaboliti (figura 7) del clostebol, coniugati con acido glucuronico o con solfato,
rilevati fino a 7 giorni dopo che un volontario si ¢ somministrato una crema con 5 mg di clostebol.

Al fine di trovare prove che possano aiutare le autorita preposte alla gestione dei risultati ad
affrontare tali casi, il profilo metabolico ¢ stato esaminato per le reazioni metaboliche sia di Fase
1 che di Fase 2. La presenza di un atomo di cloro nel C4 impedisce l'attivita della So-reduttasi,
limitando la possibilita di discriminare la via di somministrazione da orale a transdermica, come
nel caso del testosterone. Il metabolita coniugato al solfato (MS5) consente potenzialmente una
finestra di rilevamento piu lunga. Pertanto, hanno studiato il rapporto M1 glucuronide/MS5 solfato
come potenziale marcatore per discriminare la via di somministrazione. Questo rapporto ¢ stato
valutato di notevole interesse anche se, per applicazioni pratiche, sono necessari ulteriori studi con
piu volontari e con somministrazione sia orale che transdermica. Inoltre, viene ritenuto di interesse
uno studio parallelo dei metaboliti in una matrice diversa come sangue e capelli per avere un

risultato completo e rappresentativo (13).
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3.3 Analisi dei capelli

Gli studi precedentemente illustrati hanno dimostrato che 1'urina puo risultare positiva in caso di
assunzione singola di una sostanza vietata, compreso il consumo involontario di steroidi. E dunque
opportuno vedere come il test del capello possa contribuire a scagionare gli atleti discriminando
tra una somministrazione deliberata o una contaminazione involontaria ¢ quindi a fornire

informazioni complementari e comprendere 1'origine del riscontro positivo.

Il principale svantaggio dell'analisi delle urine ¢ che fornisce solo informazioni a breve termine
sul consumo di farmaci dell'individuo e non accerta un uso prolungato. Pertanto, 1'analisi delle
urine non ¢ particolarmente efficace nell'identificare gli atleti che fanno un uso prolungato di
steroidi durante i periodi di allenamento e che smettono di assumerli prima della gara, se essi hanno
I’attenzione di mantenere un periodo di astinenza sufficiente a dare risultati negativi. In uno
scenario opposto, I'analisi delle urine pud dare un risultato positivo anche quando si ¢ verificata
un'unica assunzione di una sostanza proibita, compresa l'assunzione involontaria di steroidi.
Risulta pertanto utile unire all’analisi delle urine quella dei capelli. Infatti, I'esame del capello non
¢ sufficiente e tantomeno adatta ad annullare un risultato positivo delle urine, ma puo contribuire
in modo significativo a scagionare atleti innocenti in quanto puo rivelare che la somministrazione

non ¢ stata intenzionale oppure che vi ¢ stata contaminazione involontaria (14).

Recentemente ¢ stata riportato (15), per la prima volta, il rilevamento del clostebol acetato nei
capellinell'intervallo pg/mg. L’aspetto pit complesso dell'analisi dei capelli € l'interpretazione dei
risultati quantitativi, e ancor piu nell'analisi antidoping (condotta quasi esclusivamente sui fluidi
corporei), a causa della mancanza di studi sistematici. Ad esempio, ¢ noto che la quantita di droghe
idrofobiche e basiche rilevate nei capelli dipende fortemente dal colore dei capelli, con i capelli
scuri e rossi che mostrano una maggiore incorporazione di droghe rispetto ai capelli biondi e
bianchi. Tuttavia, i dati relativi a casi di doping che coinvolgono gli steroidi anabolizzanti sono

stati progressivamente raccolti nella letteratura scientifica, consentendo un'interpretazione piu

affidabile.

L’articolo citato (15) compara le analisi del capello con 1'esame delle urine riferendosi a tre casi

reali di contaminazione da clostebol.

Nel primo caso, l'atleta ha dichiarato di essere entrato inconsapevolmente in contatto con il

clostebol mentre applicava una crema alla moglie. I risultati dei capelli hanno dimostrato che
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entrambi 1 soggetti erano stati esposti al composto vietato e che i1 capelli della donna mostravano
concentrazioni piu elevate rispetto a quelli dell'uomo. L'atleta, per completezza di risultati, ha
fornito anche 1 peli delle braccia e delle gambe che di solito coprono una finestra temporale di
rilevamento piu lunga e producono concentrazioni piu elevate rispetto ai capelli. Considerando le
differenze nelle concentrazioni di clostebol acetato ed il fatto che entrambi i soggetti avevano
colore di capelli scuro simile, I'ipotesi di una contaminazione esterna inconsapevole poteva essere
considerata plausibile. Dopo 1'appello dell'atleta, questa prova ¢ stata parzialmente accettata e la

pena ¢ stata ridotta da 24 a 15 mesi.

Nel secondo, 1'atleta ha ammesso 1'uso di Trofodermin® sostenendo di non essere a conoscenza
che la sua composizione comprendesse una sostanza vietata. Il clostebol acetato ¢ stato rilevato in
un solo segmento di capelli, cronologicamente corrispondente al periodo dichiarato di utilizzo
della crema. La concentrazione rilevata era relativamente alta, coerentemente con una ripetuta
applicazione diretta della crema sulla grave lesione che voleva curare. L'altro segmento analizzato
¢ risultato completamente negativo, escludendo cosi l'uso prolungato di clostebol al di fuori del
periodo citato, cio€ a scopo anabolizzante. Dopo il ricorso in appello dell'atleta, questa prova ¢
stata parzialmente accolta e la pena ¢ stata ridotta da 24 a 15 mesi. Quindi, fino ad ora si puo
osservare come 1’analisi del capello sia stata utile al fine di discriminare I’uso volontario o meno

di clostebol, cosi consentendo una riduzione della pena.

Nel terzo caso l'atleta non ha saputo fornire alcuna spiegazione per il risultato positivo. Dopo
l'analisi di diversi prodotti farmaceutici e integratori usati abitualmente o occasionalmente
dall'atleta, non ¢ stata identificata nessuna possibile fonte di assunzione inconsapevole di clostebol.
Tuttavia, tutti i campioni di capelli raccolti dall'atleta sono risultati negativialla ricerca di clostebol
e clostebol acetato, a differenza dei casi precedentemente descritti (neppure in concentrazioni
basse come nel caso n. 1, in cui I'esposizione al clostebol era stata limitata e transitoria). Pertanto,
l'ipotesi di un'esposizione accidentale, forse a causa di cibo contaminato, ¢ stata sostenuta con

forza. L'atleta ¢ stato scagionato dalle accuse di violazione del doping.
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Conclusioni

L’analisi delle urine ¢ sicuramente un metodo rapido, economico € molto usato per rilevare 1’uso
di sostante dopanti da parte degli atleti, ma si puo ritenere piu efficiente completarlo con 1’analisi
del capello, al fine di scongiurare falsi positivi o negativi. Il rilevamento di clostebol/clostebol
acetato in piu segmenti di capelli consecutivi pud dimostrare I'uso regolare di questa droga a scopo
anabolizzante, mentre bassi livelli di concentrazione in un solo segmento di capelli,
cronologicamente corrispondente al momento dichiarato ed accertato di uso, ¢ compatibile con
un'esposizione occasionale al farmaco. Tuttavia, va dimostrato I’uso inconsapevole per escludere
il reato di doping ed ottenere la remissione dell'accusa. Nonostante ci0, € importante che gli atleti
siano messi in guardia dall'uso di farmaci contenenti clostebol poiché il Codice Mondiale
Antidoping non fa distinzione tra le circostanze ed i mezzi di somministrazione dei composti
proibiti. E ovviamente piena responsabilita del soggetto interessato controllare ogni potenziale
fonte di farmaci vietati e informarsi sugli eventuali trattamenti medici, per evitare possibili
contaminazioni con il clostebol che ¢ presente in balsami e creme ampiamente distribuiti.
Fortunatamente, l'analisi del capello pud fornire un supporto a coloro che sono stati
inavvertitamente contaminati, al fine di produrre prove che dimostrino che la loro esposizione non

¢ stata finalizzata a migliorare le loro prestazioni atletiche.
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