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RESUMEN. Los perfiles esteroidales urinarios son usados para controlar el
abuso de esteroides enddgenos tales como la testosterona y la dihidrotes-
tosterona. La relacion testosteronal/epitestosterona, calculada mediante el
empleo de la Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas, se utiliza para
controlar la administracion de testosterona, si dicha relaciéon es mayor que 4,
se sospecha el consumo de testosterona o sus precursores. Investigaciones
recientes han demostrado la efectividad de la Espectrometria de Masas de
Relaciones Isotépicas de carbono para detectar y confirmar la administracion
de esteroides enddgenos. La relacién de los dos is6topos estables de carbono
BCy 2C permite la diferenciacion entre esteroides naturales y sintéticos debi-
do a que los esteroides sintéticos tienen una menor abundancia de *C. De
hecho, las relaciones isotdpicas de carbono pueden usarse para determinar la
administracion de esteroides endégenos incluso cuando la relacion testoste-
rona/epitestosterona se encuentra en el intervalo de valores normales. En el
presente trabajo se discuten los aspectos mas importantes relacionados con la
diferenciacién de esteroides enddgenos y exdgenos por medio de la
Cromatografia de Gases-Combustion-Espectrometria de Masas de Relaciones
Isotopicas. Ademas, este articulo proporciona una revision acerca de los pro-
cedimientos de preparacion y purificacion de las muestras previo al anélisis,
asi como los efectos de la dieta sobre la relacion isotépica de carbono de los
esteroides enddgenos.

ABSTRACT. Urinary steroids profiles are used to control the misuse of
endogenous steroids such as testosterone and dihydrotestosterone. The
testosterone/epistestosterone ratio, measured by Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, is used to control testosterone administration. When T/E ratio
is higher than 4, consumption of testosterone or its precursors is suspected.
Recent researches have demonstrated the effectiveness of Carbon Isotope
Ratio Mass Spectrometry to detect and confirm endogenous steroids
administration. The ratio of the two stable carbon isotopes **C and *2C allows
the differentiation of natural and synthetic steroids because synthetic
steroids have lower *C abundance. In fact, the carbon isotope ratios can be
used to determine endogenous steroids administration even when
testosterone/epistestosterone ratio is at its normal value. In the current work,
some of the most important aspects related to differentiation of endogenous
and exogenous steroids by means of Gas Chromatography-Combustion-
Isotope Ratio Mass Spectrometry are discussed. Also, this article provides a
rewiew about the purification and sample preparation previous to the
analysis, and diet effects on carbon isotope ratio of endogenous anabolics
steroids is presented too.

INTRODUCCION

La deteccion de esteroides anabo-
licos en orina humana por medio de
la Cromatografia de Gases acoplada
a la Espectrometria de Masas (CG-
EM) ha ido mejorando en las ultimas
décadas. Uno de los retos més impor-
tantes ha sido la deteccion de la ad-
ministracion exégena de andrégenos
sintéticos que tienen la misma es-
tructura quimica que los compuestos
enddgenos, pues la técnica por ex-
celencia (CG-EM) no ha sido capaz
de distinguir entre preparaciones far-
macéuticas y esteroides endégenos
debido a que presentan idénticos es-
pectros de masas.

La Comision Médica del Comité
Olimpico Internacional (COI) prohi-
bid el uso de la testosterona en 1982
y adopto el uso de la relacidn testos-
terona/epitestosterona (T/E > 6) para
detectar el abuso de ella. A partir del
afio 2004, la Agencia Mundial An-
tidopaje (AMA) sugirié que en los
casos donde esa relacion sea mayor
que cuatro, se someta al individuo a
futuras investigaciones en aras de
esclarecer si el resultado es debido a
condiciones patoldgicas, fisiolégicas
0 como consecuencia del consumo
de esteroides de origen exdgeno.tNo
obstante, varios factores han demos-
trado la posibilidad de interferir en
el perfil de esteroides enddgenos lle-
vando esta relacion a valores por
encimade 6. Entre estos factores, se
pueden mencionar la administra-
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cion de farmacos esteroidales o no
esteroidales,??condiciones fisiol6gi-
cas o patoldgicas,*origenes étnicos®
y el consumo de alcohol entre otros.
Hatton y col.® y Donike y col.” con-
cluyeron en estudios longitudinales
realizados que la relacion T/E nor-
malmente fluctta alrededor de la
mediaen un 30 % Yy con un coeficien-
te de variacion que no debe exceder
el 30 %. Teniendo esto en cuenta, se
pueden encontrar individuos con
esa relacion mayor que 6 y ser de
origen endogeno. De igual modo, se
pueden encontrar individuos con
T/E <6y haber consumido testoste-
rona de origen sintético. Esto es de-
bido a que por ejemplo las personas
de raza oriental (asiaticos) presen-
tan un rapido metabolismo de la tes-
tosteronay tienen unarelacion T/E
entre 0,1y 0,2 en condiciones fisio-
l6gicas normales sin el consumo de
esteroides. Es por eso que una ad-
ministracion de testosterona exoge-
na no es suficiente para sobrepasar
el limite de positividad, lo que pue-
de resultar un falso negativo.®

Recientemente, ha sido investi-
gado el uso de la Espectrometria de
Masas de Relaciones Isotopicas com-
binada con la Cromatografia de Ga-
ses para la confirmacién del abuso
de testosterona®' y otros esteroides
endogenos como dehidroepian-
drosterona (DHEA), dihidrotestos-
terona (DHT)!'12y epitestosterona.’®*
Esta técnica ha permitido con eleva-
da precision la medida de la compo-
sicion isotépica de cada compuesto,
pudiendo determinar cual esteroide
es exdgeno o enddgeno.®

Este trabajo tuvo como objetivo
discutir los aspectos mas importan-
tes relacionados con la diferencia-
cion de esteroides enddgenos y
exogenos por medio de la Croma-
tografia de Gases-Combustion-Es-
pectrometria de Masas de Relacio-
nes Isotopicas (CG-C-EMRI), asi
como proporcionar una revision ac-
tualizada acerca de los procedimien-
tos de preparacioén y purificacion de
las muestras previo al anélisis. Ade-
mas, son presentados los efectos de
ladieta sobre larelacion isotépica de
carbono de los esteroides endoge-
nos.

MEDIDA DE LA RELACION ISO-
TOPICA DE CARBONO

Para la medida de las relaciones
isotopicas, el analito debe ser conver-
tido en un gas simple isotépi-
camente representativo de la mues-
tra original antes de entrar en la
fuente de un espectrémetro de ma-
sas de relaciones isotopicas. Asi, la

medidade 2H/*H, *N/*N, $*C/*?C, *0/**O
y %S/%2S son realizadas sobre los ga-
ses H,, N,, CO,, COy SO,."* Median-
te la CG-C-EMRI, los compuestos
organicos separados por el croma-
tégrafo de gases son convertidos en
un horno de combustién a CO,;
posteriormente, este gas seco pasa
al espectrometro de masas de rela-
ciones isotopicas donde se lleva a
cabo el analisis de *CO,y 2CO,que
permite realizar el calculo de la re-
lacion isotopica para cada com-
puesto.

La relacidn isotopica del carbo-
no se expresa en por mil usando la
notacion delta (6*°C %o)y esta defi-
nida como la diferencia relativa en
la relacion isotopica entre la mues-
tra y un estandar internacional que
es una muestra de CaCO, obtenida
de la formacion Pee Dee en el Sur
de Carolina. (PDB o Pee Dee Belem-
nite).!” Esta relacion se calcula de la
manera siguiente:
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Los esteroides son frecuente-
mente sintetizados a partir de
fitosteroles provenientes de plantas
como la soya, la cual presenta una
menor cantidad de *C que los este-
roides enddégenos. La principal
fuente para la sintesis de esteroides
en humanos es el colesterol adqui-
rido durante la dieta diaria por lo
que presentan un contenido de *C
relativamente mayor que los pro-
ductos provenientes de la soya.'®*°
Asi, larelacién isotépica de carbono
(RIC) de cada esteroide es idénticaa
la de su material de partida y por lo
tanto, los esteroides enddgenos tie-
nen un valor de 33C mayor que los
ex0genos o sintéticos.

Para conocer la variacion de la
RIC del compuesto objeto de dudas,
se compara con una sustancia
endogena del mismo individuo cuyo
valor &3C no se afecte con el consu-
mo de testosterona y sus precurso-
res que se denomina compuesto en-
dbégeno de referencia (CER).

COMPUESTOS ENDOGENOS DE
REFERENCIA

Para el anélisis por CG-C-EMRI
en que la variabilidad inter-indivi-
dual y la calibracidon instrumental
pueden influir significativamente
en los resultados, se recomienda re-
lacionar las diferencias de los valo-

res isotdpicos de los esteroides con
los de un CER. Para este propdsito,
el colesterol y el pregnandiol son
usualmente usados como CER debi-
do a que sus valores isotopicos no
deben ser afectados por la adminis-
tracion de esteroides exdgenos tales
como testosterona,®?® DHEA,"
DHT,*y androstendiona® (Fig. 1). No
obstante, se han observado variacio-
nes en la RIC del pregnandiol cuan-
do se ha ingerido la pregnenolona,?
lo que ha conducido a la busqueda
de nuevos CER.

En ese sentido, Saudany col.®re-
portaron que el 16(5a)-androsten-3a-
ol (androstenol) podia ser utilizado
también como compuesto endégeno
de referencia, pues su punto de par-
tida es la pregnenolona al igual que
para el pregnandiol y tiene la venta-
ja de excretarse en mayor proporcion
en la orina. Ellos obtuvieron valo-
res de —23,29 %o para el androstenol
y —23,18 %o para el pregnandiol en
muestras de hombres y de -23,69 y
—23,71 %o en muestras de mujeres
respectivamente, siendo estos resul-
tados comparables con los valores de
referencia de sujetos sanos euro-
peos.

En este trabajo, se demostro
ademas, que el consumo exdégeno
de pregnenolona afect6 la RIC del
pregnandiol de forma mas marca-
da que para el androstenol; esta di-
ferencia en la RIC entre los dos
compuestos puede ser un indicio
de administracion exdgena de
pregnenolona. Después de una ad-
ministracion oral de pregnenolona
la variacion en la RIC del pregnan-
diol fue del 5,69 %o, para el andros-
tenol menores del 1 %o y los valores
minimos obtenidos para androstero-
na, etiocolanolona, 5a-androstane-
3a,17B3-diol y 5B-androstane-3a,17(3-
diol fueron de —24,95; -26,00; —25,87
y —26,89 %o respectivamente. Las
variaciones de los valores de &*C
para estos metabolitos de testos-
terona fueron menores del 3 %o. La
pregnenolona puede ser biotrans-
formada a androstenol y a testos-
terona a través de vias que lleven
a la formacién de 16-eno esteroi-
des y esteroides sexuales respec-
tivamente. Los valores de la RIC
obtenidos después de la adminis-
tracion oral de pregnenolona tien-
den a demostrar que existe una
mayor conversién de pregneno-
lona a pregnandiol comparado con
los metabolitos de testosterona y
androstenol por lo que este diol
puede ser usado como CER aun
después de una ingestion de preg-
nenolona (Fig. 2).
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314

Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 38, No. 2, 2007.

PREPARACION DE LAS MUES-
TRAS PREVIO AL ANALISIS POR
CG-C-EMRI

Un paso importante para el ana-
lisis por CG-C-EMRI es la prepara-
cion de las muestras debido a que
impurezas pueden afectar el valor de
0%C (%o). La resolucion cromatogra-
fica es otro parametro critico, pues
la medida de la RIC del pico de inte-
rés puede ser alterada por coelucién
0 poca separacion de los picos cro-
matograficos.

Existen varios procedimientos
para la preparaciony purificacion de
las muestras previos al analisis me-
diante GC-C-IRMS, algunos de los
cuales requieren un volumen relati-
vamente grande de muestra. Los
primeros reportes fueron realizados
por Aguilera y cols.® EI método re-
queria aproximadamente 30 mL de
orinay era relativamente lento debi-
do al uso de CLAR en la purificacion
de la muestra. Este método tiene
como ventaja que pueden extraerse
de la orina varios esteroides para el
analisis como por ejemplo: coles-
terol, DHEA, androst-5-en-3a-17f3-
diol (precursor de T), testosterona, y
los metabolitos de la testosterona 503-
androstan-3a,173-diol y 5 B-andros-
tan-3a,173-diol.

Se ha reportado ademas, el uso
de la Inmunoafinidad Cromatogra-
fica (IAC)*% para la purificacion de
las muestras. El primer reporte lo
realizaron Aguileray cols.?® en un es-
tudio de comparacién entre la IACy
la Cromatografia Liquida de Fase
Reversa. Como resultados se obtu-
vo que ambos métodos de purifica-
cion aportan suficientes recobrados
y adecuada pureza de testosterona.
La cromatografia liquida presenta al-
gunas ventajas sobre IAC tales como
larga vida de la columna, acceso a va-
rios esteroides en la orinay no nece-
sita equipo especial ni preparacion
de anticuerpos. No obstante, la IAC
presenta recobrados ligeramente
mejores para bajas concentraciones
de testosterona y no induce discri-
macion isotopica.

Con el tiempo, se hizo necesario
desarrollar un método que fuera ra-
pido, eficiente y confiable y el propio
Aguilera en 1999, publicé un méto-
do de preparacién de muestras que
requeria solo 10 mL de orina y no
hacia uso de la técnica de CLAR, lo
que evitaba ademas, el riesgo de frac-
cionamiento isotopico y proporcio-
naba cromatogramas con excelente
separacion de los compuestos de in-
terés.’*Este método se basaba en tres
extracciones sucesivas en fase soli-
da en columnas C,.. En el primer

paso de extraccion, los esteroides
conjugados son eluidos con metanol
y posterior a su hidrolisis son someti-
dos a un segundo paso de extraccion
en el que finalmente son acetilados
para su analisis. Después, son puri-
ficados en la tercera extracciony los
androstandiolesy el pregnandiol son
eluidos con acetronitrilo luego de un
lavado con diferentes proporciones
de una mezcla de acetonitrilo-agua.
Aguilera y cols. describieron un
método rapido para la medida del
valor &C de la androsterona y la
etiocolanolona como indicadores de
administracion de testosterona,
DHT y DHEA.?” En este método, se
empleaun volumendeorinade 2 mL,
a la cual se le adiciona B-glucuroni-
dasa de E. coli y con posterioridad a
la hidrélisis, la muestra se pasa por
una columna de extracciéon en fase
sélida y se eluye con acetonitrilo.
Después de evaporar a sequedad, se
procede a derivatizar con anhidrido
acético y piridina para formar
acetatos de androsteronay etiocola-
nolona. Este método es mucho mas
rapido y simple que los otros repor-
tados anteriormente y requiere de
un pequefio volumen de muestra.

DETERMINACION DE TESTOS-
TERONA, DHEA, DHT Y EPITES-
TOSTERONA

Varios grupos de investigadores
se han concentrado en la busqueda
de indicadores que puedan demos-
trar con certeza que ha ocurrido un
consumo de esteroides enddgenos
de origen sintético, siendo estos los
mas importantes y aceptados:

m Absoluta RIC del compuesto de
interés. (Bajo contenido de C es
evidencia de dopaje).

m Diferencias significativas de la
RIC entre el compuesto de inte-
rés y sus precursores (El resulta-
do indica doping si el contenido
de ¥C del compuesto es relativa-
mente menor que el de sus pre-
cursores o algun esteroide de re-
ferencia).

m Tendencias de la RIC del com-
puesto de interés a través de es-
tudios longitudinales en muestras
sospechosas (inestabilidad, rapi-
do ascenso o descenso de la RIC
del compuesto indica dopaje).®

La testosterona de origen natu-
ral excretada en orina humana ha
presentado un gran contenido de **C
en relacién con la de origen sintéti-
coy por consiguiente, difieren en la
relacion ¥C/*2C. Por esta razon, la de-
teccion de modificaciones en esta re-
lacién BC/*2C en la testosteronay sus
metabolitos es una evidencia direc-

ta de la administracion exégena de
testosterona sintética, algun precur-
sor o de sus correspondientes meta-
bolitos. Se ha sugerido que valores
de RIC de alrededor de -29 %o 0 me-
nores para la testosterona y sus me-
tabolitos son evidencias conclusivas
de administracién de testosterona
exodgena.’91?

Para la deteccion del abuso de
testosterona, Shackleton® realiz6 el
analisis de dos androstandioles 5a-
androstan-3a,17B-diol y 5B-andros-
tan-3a,17B-diol y observo que laRIC
decreci6 desde —26,— 28 %o hasta —29,
-30 %o tras la administracion de tes-
tosterona de origen sintético. Los va-
lores de los dioles estuvieron en con-
cordancia con los reportados por
Aguilera y cols. anteriormente.® La
diferencia entre los métodos de
Aguilera y Shackleton radica en el
modo de preparacion de las mues-
tras; el del segundo tiene como ven-
taja que todos los analitos son medi-
dos en el mismo cromatograma
mientras que en el de Aguilera, se
requieren al menos dos andlisis por
separado de CG-C-EMRI para la
medicion de la RIC para los dioles y
su CER (colesterol). En este trabajo,
se plantea ademas, el uso de la rela-
cion de 8°C de los androstandioles y
el pregnandiol como una herramien-
ta util para la deteccion del abuso de
testosterona con lo que resultan po-
sitivas las muestras cuya relacion so-
brepase el valor de 1,1.

Por otra parte, Ueki M. y cols.’
presentaron un procedimiento deta-
llado para la deteccién del consumo
exogeno de DHEA. Durante la pre-
paraciéon de la muestra, se llevé a
cabo un fraccionamiento de los es-
teroides en la orina en libres,
glucurénidos y sulfo-conjugados.
Para todas las muestras analizadas,
5a-androstan-3a,17f3-diol, 53-andros-
tan-3a,17B-diol y el pregnandiol fue-
ron los mayores dioles encontrados
en la fraccién glucurénida mientras
que en la fracciéon sulfo-conjugada
la DHEA mostré siempre el pico mas
intenso aunque hubo grandes varia-
ciones interindividuos en cuanto a
la concentracion. Durante un estu-
dio de administracién controlada,
observaron que el valor de d3C (%o)
de la DHEA decreci6 entre 4 'y 6 %o
dentro de las primeras 8 h y retorné
asu nivel inicial gradualmente en un
tiempo cercano a las 72 h . Estos re-
sultados sugieren que el contenido
de °C de los esteroides en términos
de valores 6**C proporcionan un ex-
celente indicador para detectar
dopaje con esteroides sintéticos.
Para las muestras negativas la rela-
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cion dioles/pregnandiol se mantuvo
por debajo de 1 para todos los casos.
Por altimo, se concluy6 que a pesar
de lagran variabilidad de las concen-
traciones de DHEA por razones
étnicas y de edad, los valores de la
relacion isotopica para este com-
puesto, se mantuvieron con peque-
fas variaciones interindividuales, lo
que hace de este método una herra-
mienta potente para el diagnoéstico
del consumo de este esteroide y de
otros relacionados.

Actualmente, las principales
investigaciones estan siendo centra-
das en la busqueda de nuevos mar-
cadores del consumo de esteroides
de origen sintético. Recientemente,
Cawley y cols.?® descubrieron que po-
dian utilizar un nuevo compuesto
para detectar el abuso de DHEA, el
3a,5-ciclo-5a-androstan-6[3-ol-17-ona
(3a,5-ciclo) (Fig. 3). Este compuesto
es excretado en elevadas concentra-
ciones en laorinay su concentracion
aumenta considerablemente tras la
administracion de DHEA. En este
trabajo, se observo que tras una admi-
nistracion simple, la RIC del 3a,5-ciclo
vario desde —24,3 %o a un minimo de
-31,1 %o y para una administracion
multiple, el minimo observado fue de
-33,9 %o durante la fase de adminis-
tracién en contraste con el valor ini-
cial de -24,2 %o.. Estos resultados
hacen esperar que analogos de 3a,5-
ciclo puedan ser usados como marca-
dores que indiquen laadministracion
de otros A’ esteroides que sean
prohormonas prohibidas.

Por otra parte Cawley y col.* de-
mostraron que la administracion de
DHEA produjo un incremento en la
diferencia en la RIC entre la an-
drosteronay la etiocolanolona desde
1,6 %o en el momento de la adminis-
tracion hasta 5,1 %o a las 26 h de ad-
ministrado el farmaco. Esto es una
evidencia de que el metabolismo de
la DHEA es preferencial para la for-
macién de etiocolanolona con rela-
cién a la androsterona. Durante una
administracion de dosis multiple de
DHEA los valores de d3C decrecie-
ron durante el periodo de excrecién
para la etiocolanolona (desde -31,7
hasta -34,6 %o0) y la androsterona
(desde -31,4 hasta - 33 %o), siendo el
de laDHEA administrada de 31,3 %o.

La DHT presenta efectos anab6-
licos mas potentes que la testoste-
rona por lo que es estrechamente
vigilada por los laboratorios antido-
ping. El consumo de DHT es contro-
lado comparando las relaciones de
dioles excretados en la orina, la 5a-
androstan-3a, 173-diol (50AD) y 5p3-
androstan-3a,17B-diol (5fAD). La

O

OH

Fig. 3. Estructura del 5-ciclo-5a-andros-
tan-63-ol-17-ona (3a,5-ciclo).

relacion (50 AD/5BAD) > 1,5 es usa-
da como indicador de la administra-
cién de DHT en hombres. El meta-
bolismo de DHT es diferente al de la
testosterona, ya que solo se forman
metabolitos 5a, de ahi la importan-
cia de la relacion 50AD/5BAD. La
medida de los valores de &'*C para los
metabolitos 50 (androsterona y
5a0dAD) y 5B (etiocolanolona y 5AD)
permiten determinar la presencia de
la administracion exdgena de DHT
y testosterona y distinguir entre
ellos. Los valores de 8°C parala DHT
fueron mas negativos que los de la
testosterona, pregnandiol y preg-
nantriol. Ademas, los metabolitos
5a [androsterona (-32,8 %o0) y 50aAD
(-33,6 %0)] fueron mas negativos
comparados con sus isémeros 5f3
[etiocolanolona (-23,6 %0) y 5AD
(-22,6 %0)].1*

La epitestosterona es de gran in-
terés en el campo del control anti-
doping pues esta es el denominador
de la relacién T/E, o sea, un marca-
dor indirecto de laadministracién de
testosterona, androstendiona y
DHEA como ya se explicé anterior-
mente. Teniendo esto en cuenta, la
epitestosterona puede ser consumi-
da con el objetivo de disminuir esa
relacioén, por lo que el COIl la ha cla-
sificado como un agente enmas-
carante en la orina y los laborato-
rios deben reportar los casos en los
cuales su concentracion exceda los
200 pg/L . La epitestosterona no se
vende en el mercado ni como medi-
camento ni como suplemento nutri-
cional por no tener usos clinicos.
Aguileray cols.® investigaron laRIC
de epitestosterona sintética y el va-
lor de 3**C de la epitestosterona uri-
naria en muestras de orina obtenidas
de voluntarios sanos y atletas. Los
valores obtenidos de 8°C para la
epitestosterona sintética fueron de
-30,3 a —-34,9 %o, mientras que los va-
lores obtenidos en orina fueron de
—-23,8 con un intervalo de -21,8 %o a
—-25,6 %o, concluyendo que valores de
epitestosterona por encima de 200 pg
/L y 8C menores de —26 %o propor-
cionan evidencias convincentes de
doping con epitestosterona.

DETERMINACION DE CORTICOS-
TEROIDES

Como se ha expuesto anterior-
mente, el uso de CG-C-EMRI no ha
sido aplicado solamente en la detec-
cion del consumo de testosterona y
en este sentido, Aguilera y col.® re-
portaron una evaluacion preliminar
en caballos de un método para dife-
renciar la hidrocortisona endégena
de la preparacion farmacéutica. El
valor de &®C de la hidrocortisona
natural obtenido fue de -26,7 %o (CV
= 1,7 %) mientras que los obtenidos
a los 30 min de la administracion
fueron de -31,6 %o (CV = 3,4 %). Este
método, sin embargo, no es capaz
de detectar el consumo de la hor-
mona corticotrofica, responsable
de lainduccion de la biosintesis de
hidrocortisona. Légicamente las
concentraciones urinarias de este
compuesto se incrementarian con
el consumo, pero la relacion isoto-
pica revelaria una produccién na-
tural.

Siguiendo los resultados alenta-
dores obtenidos por Aguileray col.
para la deteccion de hidrocortisona
en caballos, Bourgogne y col.®2 em-
prendieron una investigaciéon simi-
lar sobre hidrocortisona (cortisol) y
cortisona en humanos. Debido a
que las concentraciones de cortisol
y cortisona son relativamente ba-
jas en orina para el analisis por CG-
C-EMRI, el anélisis se baso6 en sus
mayores metabolitos, tetrahi-
drocortisol (THF) y tetrahidro-
cortisona (THE), respectivamente.
Después de una extraccion en fase
solida, procedieron a una oxidacion
con dicromato de potasio con el ob-
jetivo de convertir en grupos ceto
las funciones hidroxilo en las posi-
ciones 3,11y 17 con la consecutiva
pérdida de la cadena lateral en 17p.
Por lo tanto, THF y THE fueron oxi-
dadas a 5B-androstan-3,11,17-triona
con el objetivo de obtener un pro-
ducto final en concentracion su-
ficiente para ser analizado por
CG-C-EMRI, ya que ambos THF y
THE son influenciados por la admi-
nistracion de hidrocortisona y corti-
sona. Teniendo todo esto en cuenta,
es utilizado entonces la 53-androstan-
3,11,17-triona como un buen marcador
de la aplicacion exégena de cor-
ticosteroides. Al evaluar varios
corticosteroides de origen sintéti-
co, obtuvieron una media de &3C
de -27 %o y parala THE y THF en
muestras blanco de orina de —23 %o,
por lo que proponen como criterio
de positividad un valor de -26 %o
para la 5B-androstan-3,11,17-
triona.
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DETERMINACION DE 19-NORES-
TEROIDES

En afos recientes, se han presen-
tado los primeros resultados rela-
cionados con la determinacion de la
relacion *C/*?C de 19-noresteroides,*
utilizando un procedimiento de pu-
rificacién por IAC y por extraccion
en fase sélida. Durante este proceso
de purificacién, los rendimientos
obtenidos fueron de 17 % para la 19-
norandrosterona (19-NA) y del 3 %
parala 19-noretiocolanolona (19-NE).
Estos rendimientos son insuficien-
tes para los propositos de un anali-
sis de GC-C-EMRI. Con la extraccion
en fase solida, se logra entre otras
cosas, la eliminacion de las grandes
cantidades de etiocolanolona, la cual
puede interferir en el analisis
isotopico. El recobrado de este mé-
todo se comporto6 entre un 54 y 60 %.
Los valores de 8**C obtenidos para
preparaciones farmacéuticas tuvie-
ron un bajo contenido de **C (-28,7y
—-30,5 %o0) mientras que los valores de
otros esteroides endégenos (andros-
terona, etiocolanolona, androsten-
dioles) fueron entre -15 y -26 %eo.
Como se sospecha que la nandrolona
endogena se forma por demetilacion
de un precursor endégeno, su 83C
debe estar dentro del mismo inter-
valo de valores que el del precursor.
Ademas, recientemente se ha demos-
trado la formacién de 19-noresteroides
en muestras de orina almacenadas por
demetilacién de esteroides endoége-
nos.*

Estos autores® describen un mé-
todo potencialmente Gtil para resolver
los casos de doping con nandrolona;
sin embargo, existen limitaciones se-
rias respecto a su sensibilidad, ya
que requiere concentraciones urina-
rias del 19-NA de alrededor de 60 ng
/mL . Se plantea ademas que con este
método, el mayor metabolito de la
testosterona (androsterona) esta pre-
sente en la fraccion purificada con-
juntamente con la 19-NA por lo que
podria ser usado como compuesto
endogeno de referencia.

Desroches M.C. y cols.® optimi-
zaron un método de purificacion para
la 19-NA en orina humana mediante
cromatografia de inmunoafinidad
seguida de analisis por CG-C-EMIR
y llegaron a la conclusién de que una
cantidad de alrededor de 450 ng de
19-NA es necesaria para obtener un
valor fiable de 3*C. Concluyeron que
si bien se recomienda la acetilacion
para el andlisis de 19-NA mediante
CG-C-EMRI porque mejora el com-
portamiento cromatogréafico e incre-
menta la sensibilidad, sus resultados
fueron muy buenos sin emplear nin-

gun procedimiento de derivati-
zacion.

De acuerdo con estos ultimos re-
portes relacionados con el analisis de
19-noresteroides por CG-C-EMRI, se
deducen dos aspectos importantes:
primero, que es imprescindible la
aplicacion de un procedimiento pre-
vio de purificacién ya sea por
inmunoafinidad o por CLAR y se-
gundo, que existen limitaciones de
sensibilidad inherentes a esta técni-
ca, teniendo en cuenta que los me-
tabolitos de nandrolona pudieran
estar en concentraciones cercanas a
los niveles de cortes establecidos por
la AMAYy el COI.

INFLUENCIA DE LA DIETA SO-
BRE LA RELACION ISOTOPICA
DE CARBONO

La abundancia natural de los
isotopos estables en la Naturaleza no
presenta un valor fijo y constante, de
hecho, muestran un considerable
grado de variaciéon que esta asocia-
do entre otros factores, a las diferen-
tes vias de asimilacion y fijacion de
carbono.

En las plantas ocurre un proceso
de discrimacion isotépica durante el
proceso de la fotosintesis y existe un
grupo de ellas en el que el proceso
de fijacion del CO, resulta en la for-
macion de 3-fosfoglicerato (3-PGA).
Este tipo de planta es denominada
C,y este proceso de fijacion del CO,
es conocido como ciclo de Calvin. No
obstante, algunas plantas hacen uso
de vias diferentes, pues la fijacion de
CO, es el resultado de la formacion
de un &cido dicarboxilico C,, el
oxalacetato. Este tipo de planta es
denominada C,y este proceso de fi-
jacion del CO, es conocido como ci-
clo de Hatch-Slack. Los productos de
estas dos vias son caracterizados por
sus diferencias en la abundancia de
13C. Por ejemplo, la glucosa derivada
de plantas C, (remolacha) tiene un
valor de &C de alrededor de —25 %o,
mientras que la glucosa derivada de
las C, (cafia de azlcar) exhibe valores
mas positivos de d3C de alrededor de
—11 %o, indicando una discriminaciéon
isotopica en el proceso de fijacion del
CO, durante el ciclo de Hatch-
Slack.'® La abundancia de *C en los
humanos es la consecuencia del con-
sumo de plantas C,, C, y carnes, pesca-
do, etc., por lo que el contenido de 3C
en los esteroides enddgenos es relati-
vamente mayor que aquellos que
son sintetizados a partir de produc-
tos como la soya (C,).®

La RIC de los esteroides endoge-
nos varia entre individuos de dife-
rentes paises en dependencia de las

costumbres dietéticas que presenten
y recientemente fue publicado un
estudio en el que se compararon
muestras provenientes de atletas de
Australia, Nueva Zelanda, China y
Kenia. Teniendo en cuenta los mo-
delos dietéticos, era de esperar resul-
tados similares entre Australia y
Nueva Zelanda y diferentes a los de
China y Kenia. En este trabajo se
observé que la media de los valores
de 6*°C de cada pais era diferente al
de Kenia teniendo este los valores
menos negativos de 6°C. Esto esta
de acuerdo con expectativas que
relacionan unagran proporcion de maiz
(C,) ensudieta.®

Por otra parte, para corroborar la
dependenciade ladietasobre laRIC,
un estudio demostré que cambios en
los patrones de alimentacion del ga-
nado podrian conducir a cambios en
los valores de d=C de los esteroides
endogenos. Después de cambiar la
alimentacion de plantas C, a C, im-
portantes cambios en el °C fueron
observados variando desde -19 y
-23 %o hasta -24 y -32 %o para
etiocolanolonay epitestosterona res-
pectivamente. Luego de un segun-
do cambio de C,a C, los valores de
0%C se restablecieron a sus valores
originales. Estos resultados mues-
tran que en el caso de la alimenta-
cion con plantas C,, los valores en-
doégenos de 6°C pueden alcanzar los
- 32 %o0.%

Saudany col.® estudiaron el com-
portamiento de la RIC de tres atle-
tas, los cuales vivian en Suiza, pero
pasaban entre uno y dos meses en
paises de Africa. Todos los esteroi-
des urinarios seleccionados en este
estudio son derivados del colesterol,
pero producidos por vias metabdlicas
diferentes. Por lo tanto, diferencias
significativas en el enriquecimiento
de *C de estos esteroides inducidos
por intercambio de diferentes fuen-
tes de carbono pueden tener lugar
dentro de un corto periodo de tiem-
po después de los cambios en la die-
ta con ingredientes *C enriquecidos.
Esto produjo variaciones en la RIC
de los esteroides enddgenos de has-
ta 2,5 %o en un sujeto. No obstante,
la diferencia de la RIC entre los me-
tabolitos de la testosterona analiza-
dos (androsterona, etiocolanolona 'y
5B-androstandiol) y los compuestos
endogenos de referencia (androstenol
y 5B-pregnandiol) fueron menores de
0,8; 0,7 y 0,9 %o para cada sujeto res-
pectivamente. Por lo tanto, estos re-
sultados no son indicativos de do-
ping con testosterona o alguno de
sus precursores. En contraste con los
resultados obtenidos por CG-C-
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EMRI, el perfil urinario de la rela-
cion T/E no se vio afectado por los
cambios en la dieta.

CONCLUSIONES

El creciente desarrollo tecnolégico
ha permitido la deteccion de agentes
dopantes que ademas son producidos
por el cuerpo humano. Mediante el uso
de la CG-C-EMRI se puede calcular
con elevada precision y gran exacti-
tud la relacion isotdpica atdmica, lo
que ha permitido la diferenciacion
entre esteroides enddgenos y exo-
genos. Como ha quedado evidencia-
do en este trabajo, los compuestos
obtenidos por sintesis quimicas no
son capaces de revelar una relacion
isotopica atdmica similar a los pro-
ducidos por el cuerpo humano, sien-
do esta diferencia el punto clave para
su deteccion. Se ha demostrado ade-
mas que modificaciones en la dieta
desempefian un papel importante en
la relacion isotépica de carbono de
los esteroides enddgenos, pero ellas
no son capaces de sobrepasar los li-
mites establecidos como indicio de
dopaje. Por otra parte, las corrientes
actuales van encaminadas a la busque-
da de nuevos marcadores del consumo
de esteroides endogenos sintéticosy de
nuevos compuestos endogenos de
referencias, en aras de un mejor es-
clarecimiento en las sospechas de
consumo de ellos. Sin embargo, es
imprescindible continuar traba-
jando en la aplicacion de procedi-
mientos previos de purificacion y
aislamiento de los compuestos de
interés con el objetivo de alcanzar
una mayor sensibilidad y confiabi-
lidad de los resultados.
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aquellos de un elevado desarrollo econémico.

DUCAR

La conservacion de los vehiculos contra el deterioro es una practica que emplean muchos paises, incluyendo

CONSERVACION ESTRUCTURAL
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El Centro de Estudios Anticorrosivos y Tensoactivos oferta un nuevo servicio técnico sustentado en el empleo de
productos desarrollados en sus propias instalaciones, que tiene como objetivo alargar la vida de la estructura
de los vehiculos automotores.

Actividades que incluye el servicio:

O Identificacion y solucidn de los problemas de disefio anticorrosivo.
O Identificacidn y solucidn de los problemas de corrosion y proteccidn de los recubrimientos de pintura
y otros tipos de recubrimientos.
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Garantia por 6 a 9 afios.
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Eliminacién del 6xido y de los puntos de corrosion.
Proteccion a componentes huecos y areas cerradas.
Proteccion de partes inferiores del vehiculo.

Aplicaciéon de recubrimiento impermeabilizante y abrillantador de pinturas con ceras nacionales.

Conservacion adecuada de la carroceria de los vehiculos.
Alargamiento de la vida Gtil de la estructura y del vehiculo.

Empleo de una amplia variedad de productos anticorrosivos ofertados a los mejores precios.
Rectificacion de los errores de disefio anticorrosivos del vehiculo.
Servicio de postventa anual asegurado.

Impermeabilizacion de las superificies pintadas. Mayor brillo y proteccion jGRATIS!
Rapidez: el trabajo de proteccién y conservacion solo toma unas horas.
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