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RESUMEN

Este trabajo pretende estudiar las modificaciones del perfil hormonal inducidas
por el producto que contiene 1,4,6-androstatrien-3,17-diona (ATD) y 3-hidroxi-4-
androsten-6,17-diona (3-0HAT), suplemento dietario utilizado por los deportistas
con el fin de incrementar las concentraciones de testosterona enddgena al inhibir
su metabolismo y consiguiente transformacién en estradiol. Aunque este producto
actualmente se encuentra descontinuado en los Estados Unidos, se han detectado
algunos hallazgos analiticos adversos en deportistas colombianos que evidenciaban
el consumo de este producto. Para lograr nuestro objetivo, se propuso hacer un
estudio de dos voluntarios hombres, evaluar su perfil hormonal antes de la ingesta
y compararlo después de la misma. Ademds, se desarrollaron técnicas analiticas para

detectar los componentes del producto mencionado.

Palabyas clave: 1,4,6-androstatrien-3,17-diona (ATD) y 3-hidroxi-4-androsten-6,17-

diona (3-oHAT), inhibidores de la aromatasa, perfil hormonal, testosterona.
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SUMMARY

Study of the effect of ingesting a single dose of two aromatase
inhibitors on sex hormone profile of healthy volunteers

This work aims to study the hormonal profile changes induced by Attitude®, dietary
supplement used by athletes to increase endogenous testosterone levels by inhib-
iting its metabolism and subsequent transformation into estradiol. Although this
product is now discontinued in the United States, It has have detected some adverse
analytical findings that revealed that Colombian athletes consume this product. To
achieve our objective we performed a study of two male volunteers, to evaluate their
hormonal profile before and compare after of the intake. Furthermore analytical

techniques were developed to detect the components of Attitude”.

Key words: 1,4,6-androstatrien-3,17-dione (ATD) y 3-hydroxy-4-androsten-6,17-dione

(3-0HAT), aromatase inhibitors, hormonal profile, testosterone.

INTRODUCCION

Attitude’ es el nombre comercial de un suplemento dietario estudiado en el presente
trabajo, el cual es promocionado en Internet (1) como un poderoso agente que man-
tiene los niveles de testosterona elevados por largos periodos, sin producir los efectos
colaterales derivados de su conversidn en estradiol, como la feminizacién en varones
con aparicién de galactorrea, ginecomastia, cambios en la voz, alteraciones en la piel,
entre otros efectos (2).

Los productos mayoritarios de este suplemento son 1,4,6-androstatrien-3,17-diona
(ATD) y 3-hidroxi-4-androsten-6,17-diona (3-OHAT) (figura 1); ambos compuestos
son potentes inhibidores de la enzima aromatasa.

El mecanismo de accién de esta enzima consiste en aromatizar el anillo A de la estruc-
tura ciclopentano perhidrofenantreno de la testosterona para convertirla en lahormona
femenina estradiol (figura 2), y el papel de los inhibidores ATD y 3-OHAT consiste en
inactivarla ligdndose a ella irreversiblemente en los tejidos periféricos y adiposos.
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Figura 1. Estructuras moleculares de los esteroides considerados.
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Figura 2. Conversién de testosterona en estradiol.

Normalmente, estos inhibidores de la aromatasa son usados en tratamientos médicos
para evitar la sintesis de estrégenos y controlar enfermedades relacionadas con desér-
denes endocrinolégicos como algunos tipos de cincer en mujeres. Sin embargo, en el
dmbito deportivo, puede hacerse un inadecuado uso de éstos con la finalidad de inhibir
la ruta de biotransformacién de la testosterona mediante su aromatizacion y posterior
conversién a estradiol (3, 4, 5). De esta forma, los deportistas consiguen un aumento en
la concentracién de testosterona circulante que puede llevar a mejorar su desempeio.
Asimismo, su uso puede tener como objetivo disminuir o tratar efectos adversos inde-
seables como feminizacién en atletas hombres, provocados por el excesivo consumo de
esteroides anabolizantes.

El suplemento alimenticio que contiene 1,4,6-androstatrien-3,17-diona (ATD) y 3-hi-
droxi-4-androsten-6,17-diona (3-0HAT) lo descontinué en Estados Unidos, hace poco
tiempo, la empresa que inicialmente lo habia lanzado al mercado. Sin embargo, otros
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laboratorios farmacéuticos lo promocionan con otros nombres quimicos no estin-
dar que intentan confundir a las entidades regulatorias, como sucede con el producto
“XT”, que declara como componentes (descritos en inglés): 6,17 keto-etiocholeva-3-Ol
tetrahydropyranol, 3,17 keto-etiochol-triene, and 3)5,7-trihydroxy-4’-methoxyflava-
none, cuando en realidad su composicién es idéntica en cuanto a los antiestrogénicos
ala del producto estudiado en este articulo: 3-hidroxi-4-androsten-6,17-diona —tam-
bién conocida como 3-0HAT (en la forma de éter THP)—, y 1,4,6-androstatrien-3,17-
diona —también conocida como “ATD” y hesperitina— (6). Estudios realizados por
Willoughby ez al., mostraron que la ingesta de este suplemento por hombres jovenes
y sanos indujo a un incremento promedio de mas del 100% de testosterona total, tes-
tosterona libre y dihidrotestosterona (DHT), junto con una disminucién de la grasa

corporal (7).

Uno de los dos principios activos del producto en estudio, la 1,4,6-androstatrien-3,17-
diona (ATD) fue sintetizada en la década de los ochenta e introducida en el mercado
como un producto revolucionario en el tratamiento de tumores estrégeno-dependien-
tes tales como el cdncer de mama o la endometriosis (3). Aparecié en la lista de sustan-
cias prohibidas en el deporte de la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) en €1 2010, en
el grupo S4 de antagonistas y moduladores hormonales (8), debido a que se demostrd
que incrementa los niveles de testosterona en el cuerpo de una manera indirecta y que
se habia convertido en uno de los suplementos favoritos de los atletas y fisicoculturis-
tas por sus efectos farmacolégicos y su dificil deteccion; pues este compuesto presenta
inconvenientes para ser analizado por cromatografia de gases-espectrometria de masas,
tecnologia usual en los laboratorios de control al dopaje, debido a que genera polideri-
vados (9). La técnica de eleccidn para detectar esta sustancia es la cromatografia liquida
acoplada a detectores de masas, la cual al ser costosa no estaba muy disponible en los
laboratorios y, por tanto, era imposible detectar el ATD en las muestras bioldgicas. Este
compuesto se promociona en Internet por ofrecer los siguientes beneficios: mejora la
fertilidad masculina, mejora el 4nimo, recuperacién corta en caso de traumas, y por ser
considerado como la sustancia antiaromatasa més efectiva que incrementa los niveles
de testosterona en el cuerpo disminuyendo, a la vez, la aparicion de estrégenos en hom-

bres (10).

El otro componente, la 3-hidroxi-4-androsten-6,17-diona (3-OHAT) es un metabolito
de la 4-androsten-3,6,17-triona, cominmente conocida como 6-Oxo, sustancias des-
critas como “sustratos suicidas de la aromatasa’, que acttian a través de la formacion de
un enlace irreversible, probablemente con los 4tomos de azufre de la enzima, en una
reaccién tiempo-dependiente en presencia de NADPH (11).
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Algunos autores como Pablo Knoblovits (12), informan que la deficiencia de estrége-
nos en varones puede dar lugar a infertilidad generada por hipoespermatogenesis, pro-
blemas 6seos como osteoporosis, aumento de las gonadotropinas (LH y FSH), niveles
altos de triglicéridos y colesterol LDL con bajos niveles de colesterol HDL, resistencia a
lainsulina, intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia. En definitiva, los estrégenos en
el hombre favorecerian un perfil lipidico normal, una mejor accién de la insulina y un
efecto protector vascular, disminuyendo el riesgo de problemas cardiacos, efectos posi-
tivos de los que no gozarian deportistas que consuman inhibidores de la aromatasa.

En los analisis de control al dopaje es muy frecuente encontrar perfiles hormonales
sexuales alterados, debido al consumo de sustancias endégenas en forma exégena o al
consumo de prohormonas que entran en la ruta metabdlica de los esteroides naturales,
o a la ingesta de sustancias como los antiestrogénicos que facilitan la acumulacién de
testosterona natural. Es necesario determinar la causa de estas variaciones para esta-
blecer en forma inequivoca la sustancia que dio origen al hallazgo analitico adverso.
Por eso es importante conocer el efecto que puedan tener los esteroides sobre el meta-
bolismo humano y determinar mediante una técnica analitica los metabolitos o com-
puestos padres. De esta necesidad surgié el estudio que hemos planteado de analizar
la variacién del perfil hormonal sexual de individuos sanos y determinar cudles son los
metabolitos mayoritarios en la orina, después del consumo de dosis tnicas del producto
en estudio. Los enddgenos que se analizan frecuentemente para evaluar la variacion del
perfil hormonal son los siguientes:

. Concentraciones de testosterona, epitestosterona, dihidrotestosterona (DHT) y
sus principales metabolitos: androsterona, etiocolanolona, Sa-diol y 53-diol.

. Relaciones, 5a-diol/58-diol, androsterona/etiocolanolona, testosterona/epites-
tosterona (T/E). Esta tltima es la principal medida del abuso de testosterona o
algun precursor de ella. Basados en estudios poblacionales se pudo establecer que
el abuso de esta sustancia se podria detectar a través de la medida de la relacion
entre la concentracién de la testosterona (T) y la concentracién de su epimero
epitestosterona (E), el cual se produce sélo a partir de la testosterona de origen
endégeno. El valor normal de esta relacién (T/E) es 1 y el méximo aceptado es
de 4. Cuando un individuo presenta valores de relacién T/E mayores que 4, se
deben hacer investigaciones posteriores para determinar si el incremento de la
testosterona en esta relacion es debido a factores bioldgicos o a la ingesta de sus-
tancias sintéticas. Estas investigaciones incluyen estudios de los perfiles hormo-
nales durante un periodo de tres meses para determinar el comportamiento de
las concentraciones de testosterona y sus metabolitos (androsterona, etiocola-
nolona, 5 alfa-diol y 5 beta-diol), o la utilizacién de espectrometria de isétopos
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estables (C'*/C"), la cual con la medicién de la relacién isotépica del delea C'3/C'
permite identificar el origen de las sustancias, puesto que este delta presenta valo-
res diferentes si los compuestos son de origen endégeno o exdgeno. El anélisis
para confirmar el consumo de testosterona o de alguno de sus precursores se hace
evaluando el delta de C**/C" de los metabolitos mayoritarios androsterona y
etiocolanolona, porque son los més ficiles de detectar debido a las concentracio-
nes en las que se excretan (13).

Cuando los precursores o las sustancias inhibidoras modifican la concentracién de
testosterona, todo el perfil se ve alterado, pero cuando modifican la concentracién
de DHT, solo se alteran los metabolitos alfa (androsterona, 5a-diol). Una vez ingerido
el producto, se puede determinar si éste actia acumulando testosterona o DHT, que es
un metabolito activo de ella.

METODOLOGIA

Estudio de excrecién

Se administr6 una capsula de 200 mg de suplemento a dos voluntarios hombres sanos
(funcién renal y hepdtica normal), con un rango de edad entre 35-45 afnos. Las muestras
de orina se recolectaron en diferentes tiempos, hasta un total de 45 horas posteriores a
la administracién, incluyendo una orina anterior a la toma (0 horas) como referencia
para el perfil hormonal basal.

Preparacion de la muestra
Andlisis por cromatografia de gases/espectrometria de masas G¢/MS

Se hidrolizé una alicuota de 3 mL de las muestras recolectadas después de la administra-
cién del suplemento con B-glucuronidasa de E. coli, seguido de una extraccién liquido-
liquido con metilterbutileter a pH 9'y, finalmente, una derivatizacién con MSTFA: TMSI
(del original en inglés: N-methyl-N-trimethylsilyl-2,2,2-trifluoroacetamide, trimethyl-
silyliodide) ¢ inyectadas por Gc/Ms.

Andlisis por cromatografia liquida/espectrometria de masas Lc/ms

Se hidroliz6 una alicuota de 3 mL de las muestras recolectadas después de la admi-
nistracion del suplemento con 8-glucuronidasa de E. coli, seguido de dos extracciones
liquido-liquido con metilterbutileter a pH 9 y una extraccién liquido-liquido a pH 5,2
con acetato de etilo. Finalmente, se reconstituyeron las muestras en mezcla de acetoni-
trilo y 4cido acético 0,1%, 30:70 ¢ inyectadas por LC/Ms.
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Instrumentacién analitica
GC/MS

El andlisis por Gc/Ms se llevé a cabo en un cromatégrafo Agilent Technologies 6890N
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent 5975V con automuestreador Agilent
7683. La separacion cromatogréfica se realizé en una columna HP ULTRA 1 (longitud
25m x 0,2 mm LD x 0,11 mm “film thickness”). Las condiciones cromatograficas de
la corrida fueron las validadas en el laboratorio para la deteccién de esteroides anaboli-
zantes. En la tabla 1 obsérvense los iones monitoreados en modo SIM para la cuantifi-
cacion del perfil hormonal sexual.

Tabla 1. Iones monitoreados para la cuantificacién del perfil hormonal sexual.

Sustancia Tones
Testosterona 432
Epitestosterona 432
Sa-diol 241
5p-diol 241
DHT 434
Androsterona 434
Etiocolanolona 434

Todas las muestras se analizaron por “full scan” para identificar las sustancias en estudio
a través del espectro de masas.

Lc/Ms

El andlisis por Lc/Ms se llevé a cabo en Lc/MsD Agilent Technologies de la serie 1100.
La separacién cromatogréfica se realizé en una columna Zorbax sBC8 con una fase
mévil de acetonitrilo y dcido acético 0,1% en gradiente. Por esta técnica se evalud la
excreciéon de 1,4,6- androstatrien-3,17-diona (ATD) a través del ion m/z 283.

REsuLTADOS

Resultados cc/Mms
Perfil hormonal

Para obtener los valores de concentracién de la testosterona, epitestosterona, DHT y
metabolitos por Gc-Ms, se utilizaron los cromatogramas los cuales permiten relacio-
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nar el drea bajo la curva con la concentracion. Para calcular las concentraciones de los

enddgenos en estudio, se prepard un calibrador que contenia dichas sustancias en las

concentraciones de referencia establecidas por nuestro laboratorio para los deportistas

colombianos (tabla 2).

Tabla 2. Valores de referencia establecidos para los deportistas colombianos.

Endégeno Concentracion C(‘)ncentraci()n
hombres (ng/mL) mujeres (ng/mL)

Testosterona 40 16
Epitestosterona 40 16

DHT 40 20
Androsterona 1.500 850
Etiocolanolona 1.500 800
Sa-diol S0 15
5p-diol 100 30

T/E 1 1
Andros/Etio 1 1
Sa-diol/5p-diol 0,5 0,5
Andros/Testo 37,5 68,7

Se hallaron los valores basales para cada uno de los individuos que participaron en el

ensayo v la relacién entre los endégenos cuantificados (tablas 3 y 4).

Tabla 3. Valores de las concentraciones basales de endégenos de cada individuo antes de la

administracién del suplemento.

Endégeno Individuo 1 (ng/mL) Individuo 2 (ng/mL)
Testosterona 34 55
Epitestosterona 50 50
DHT 42 9
Androsterona 965 1.500
Etiocolanolona 1.133 1.750
Sa-diol 59 S0
5B-diol 80 90
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Tabla 4. Valores de las relaciones basales de enddgenos de cada individuo antes de la administracion

del suplemento.

Endégeno Individuo 1 Individuo 2
T/E 0,68 1,10
Andros/Etio 0,85 0,86
Sa-diol/58-diol 0,74 0,56

Después de la administracion del suplemento se hallaron los tiempos de maxima excre-

cién y las concentraciones de los endégenos en éstos (tablas 5y 6).

Tabla 5. Valores de las concentraciones de enddgenos alcanzadas en los tiempos de maxima

excrecion.
Individuo 1 Individuo 2
Endégeno Concentracién | Tiempo méximo | Concentracion | Tiempo maximo
ng/mL (horas) ng/mL (horas)

Testosterona 98 34 155 37
Epitestosterona 177 34 130 37
DHT 12 34 37 37
Androsterona 6.377 34 10.600 37
Etiocolanolona 5.075 34 10.500 37
Sa-diol 256 34 270 37
5p6-diol 477 34 450 37

Tabla 6. Valores de las relaciones de enddgenos en los tiempos de méxima excrecién.

Endégeno Individuo 1 Individuo 2
T/E 0,55 1,19
Andros/Ftio 1,26 1,01
Sa-diol/5B-diol 0,54 0,60
DiscusioN

Los dos compuestos que conforman el suplemento estudiado, ATD y 3-OHAT, se admi-

nistran en forma combinada para asegurar que todas las moléculas de aromatasa sean
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inactivadas. Su uso en el deporte se hace en forma indiscriminada, buscando sélo lograr
los beneficios anabdlicos de la acumulacién de testosterona, por los que son promocio-
nados sin tener en cuenta que existen muy pocos estudios sobre los efectos adversos a
largo plazo o la toxicidad de estos compuestos, que debe ser similar a la de la adminis-
tracién crénica de esteroides.

En las mediciones realizadas a los dos individuos que consumieron la sustancia en cues-
tidn, se observa que hubo un incremento marcado de la concentracion de la testoste-
rona, epitestosterona, DHT y metabolitos después de la administracion de una dosis. En
los dos casos, estas concentraciones aumentaron casi el 200% con relacién a los valores
basales. Sin embargo, la relacién T/E, que es el principal medio para diagnosticar el
abuso de testosterona o alguno de sus precursores, no se incrementd draméticamente
debido, seguramente, a que también se increment6 la concentracion de epitestosterona,
la cual sélo se produce a partir de testosterona endégena. Los valores de los endégenos
que permitirian configurar un posible hallazgo analitico adverso para esteroides anab6-
licos son los siguientes:

e Individuos 1y 2: 5a-diol y 58-diol que superaron el valor de 250 ng/mL, dado
por la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) para sospechar del consumo de tes-
tosterona.

e Individuo 2: la androsteronay la etiocolanolona que superaron el valor de 10.000
ng/mlL, reportado por la Agencia Mundial Antidopaje (WADA) para sospechar
del consumo de testosterona (14).

Sin embargo, cuando se hicieron los estudios de espectrometria de isétopos estables
(IRMS), como lo recomienda WADA en estos casos, tampoco se pudo confirmar el con-
sumo de una sustancia prohibida, pues los deltas de C'3/C'* para la testosterona y sus
metabolitos fueron similares a los de las sustancias enddgenas, porque el aumento en las
concentraciones no se debe a consumo sino a acumulacién de la testosterona endégena
y sus metabolitos.

La tnica alternativa en este caso para poder dar un resultado positivo, es confirmar
la presencia de los compuestos padre o de los metabolitos de los componentes del
Attitude” (ATD y 3-OHAT). En los ensayos realizados inicialmente por Gc/ms, sélo
pudimos detectar la presencia de la 3-hidroxi-4-androsten-6,17-diona (3-OHAT) como
derivado T™S, monitoreando el ion m/z 518, obtenido por la entrada de tres grupos
TMS en los oxigenos de la molécula (figura 3).
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Figura 3. Estructura molecular de 3-hidroxi-4-androsten-6,17-diona.

La gréfica de eliminacién de la sustancia en la orina vs. tiempo, presenta un comporta-
miento como se muestra en las figuras 4 y 5, con un maximo de excrecién coincidente
en los dos individuos a las 20 horas y con una cantidad remanente menor al 10% a las

45 horas.
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Figura 4. Relacion de dreas para la eliminacion de la sustancia en el voluntario 1.
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Estudio de excrecion de 3-OHAT voluntario 2
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Figura 5. Relacidn de 4reas para la eliminacién de la sustancia en el voluntario 2.

El ATD sélo se pudo analizar por medio de HPLC-MS, debido a que presenta problemas
de poliderivatizacién con TMS por la presencia de multiples dobles enlaces. Su detec-
ci6n se hizo a través de un “full scan” monitoreando el ion m/z 283 que corresponde al
peso molecular més un protén, ya que el analisis se hace mediante la ionizacién positiva

(figura 6).
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Figura 6. Estructura molecular de 1,4,6-androstatrien-3,17-diona.

La curva de excrecién presentd un comportamiento similar al del 3-OHAT, teniendo su
méximo a las 20 horas y finalizando su excrecién antes de las 45 horas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, nos permiten concluir que la ingesta del
suplemento estudiado provocé una gran variacién en el perfil hormonal sexual de los
voluntarios, modificando drasticamente la concentracién de los metabolitos de testos-
terona. Sin embargo, este hallazgo no proporciona evidencia suficiente para establecer
con certeza un caso positivo, debido a que el aumento en las concentraciones se debe
a la acumulaci6n de testosterona enddgena. Por tanto, la mejor manera de probar la
ingesta de Attitude” es buscando en las muestras de orina los compuestos padre o los
metabolitos si los hubiera, por las técnicas analiticas descritas. Es necesario realizar
estudios mds detallados en un futuro, para identificar los metabolitos de las sustancias
estudiadas.
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