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Técnicas analiticas para la deteccion y confirmacion de esteroides anabolicos androgénicos en dopaje deportivo

1 INTRODUCCION

El deporte es una actividad cuyo principal propdésito es, buscar la salud fisica y
mental de los individuos que lo practican. En la practica deportiva se busca la
igualdad de condiciones durante la competencia, sin embargo, a través del tiempo
se han utilizado diferentes estrategias y métodos para lograr un mayor rendimiento
en los atletas. Estos han ido desde la extirpacién de érganos hasta el consumo de
sustancias que vigorizan y aumentan el rendimiento fisico durante la competencia,
el uso de estos métodos y el abuso de diferentes tipos de sustancias han puesto
en peligro la integridad de los atletas, es por ello que, en 1968, durante los Juegos
Olimpicos de México, se comenzaron a realizar los primeros controles antidopaje,
implementados por la Comision Médica del Comité Olimpico Internacional. En la
actualidad, el organismo internacional encargado de regular las actividades contra
el dopaje deportivo es la Agencia Mundial Antidopaje (WADA, por sus siglas en
inglés). La WADA publica periédicamente diferentes documentos los cuales tienen
la finalidad de reglamentar y homogenizar los criterios para el control del dopaje
en el deporte. Los documentos mas importantes que competen a los laboratorios
acreditados para el control de dopaje son: el Cdédigo Mundial Antidopaje, los
Estandares Internacionales para Laboratorios, La Lista de Sustancias Prohibidas y

los Documentos Técnicos.

Los esteroides anabdlicos androgénicos son hormonas producidas por el cuerpo
humano para regular diversas funciones metabdlicas y sexuales. Estos son

producidos de manera natural por el organismo y se les denomina endégenos.

El principal esteroide anabdlico androgénico es la hormona masculina
testosterona, que fue sintetizada en los afios 30°s y a partir de entonces, se ha

obtenido mediante sintesis organica, una gran variedad de compuestos derivados
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de esta. Estos compuestos presentan efectos similares a los de su precursor o
bien han sido modificados para eliminar las propiedades androgénicas de la
testosterona, dejando que solo contribuyan los efectos anabdlicos de dicha

sustancia.

Los esteroides anabdlicos androgénicos son la clase de compuestos mas
utilizados por los deportistas para aumentar su rendimiento fisico durante las
competencias (principalmente en deportes que involucran fuerza, potencia o
explosividad para su desarrollo), es por esto que la WADA incluye a este grupo de
sustancias dentro de la lista de sustancias prohibidas, y se hace referencia de los
esteroides anabdlicos androgénicos como sustancias prohibidas tanto en
competencia como fuera de competencia. Esta prohibicion incluye a los esteroides
enddgenos, cuando estos se encuentran fuera de los valores normales, asi, como

para los esteroides exdégenos

A partir de la prohibicidon de los esteroides anabodlicos androgénicos en el deporte,
se han desarrollado varias metodologias analiticas para detectar su uso, desde los
ensayos inmunolégicos hasta el uso de la cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

La WADA a través de los Estandares Internacionales para Laboratorio (ISL por
sus siglas en inglés), asi como en los Documentos Técnicos, destaca el uso de la
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS por sus
siglas en inglés), Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas/masas (GC/MS/MS por sus siglas en inglés ) y Cromatografia de gases con
celda de combustion acoplado a espectrometria de masas de relaciones
isotopicas (GC/C/IRMS por sus siglas en inglés) como las principales alternativas

analiticas para la deteccion y confirmacion de la presencia de esteroides en las
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muestras bioldgicas de los atletas (orina), asi como para la determinacién del

origen de los esteroides enddégenos y sus precursores.

Para el desarrollo de las diferentes técnicas analiticas utilizadas en la deteccién y
confirmacion de la presencia de esteroides anabdlicos androgénicos en muestras
biol6gicas de atletas, es necesario tener el conocimiento basico de su estructura,
sus propiedades fisicoquimicas, asi como, su metabolismo y biotransformacion.
Parte de este conocimiento es adquirido durante la carrera de Quimico
Farmacéutico Bidlogo en el médulo de Evaluacion de Farmacos y Medicamentos
Il, en la unidad que concierne al estudio de los mecanismos de accion, la relacién
estructura actividad, farmacocinética y metabolismo de los principales farmacos
con accion en el sistema endocrino, en este caso enfocado a las hormonas
sexuales. El presente documento tiene la finalidad de apoyar al estudio de este
tema, principalmente ilustrando el desarrollo de los métodos analiticos partiendo

del conocimiento del metabolismo de los esteroides anabdlicos androgénicos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Historia del dopaje

A través de las diferentes épocas y diferentes lugares del planeta se tienen
registros historicos del uso de sustancias, ya sea en forma de infusiones o
extractos que han ayudado al ser humano a mejorar su resistencia, a esfuerzos
fisicos 0 a condiciones climéticas adversas. También se han usado para rituales
religiosos o en actos bélicos. Por ejemplo, en la mitologia nérdica se hace
mencion de los guerreros Bersekers, quienes conseguian aumentar su fuerza
combativa al consumir el hongo Amanita muscaria, el cual contiene el alcaloide
denominado muscarina. En la cultura China, mas de 5000 afios atras se empleo la
efedra por sus propiedades estimulantes. En el afio 2737 a.C el emperador chino
Shen Nunng describi6 el efecto estimulante de varias plantas de las que, sin duda,
se debe mencionar la raiz del ginseng como una de las principales. En el
continente americano se tiene la referencia del uso de la coca (Erytroxilon coca)
usada por los indigenas del Peru, Bolivia y México. En la hoja disecada de la coca
se encuentra el alcaloide mas importante que es la cocaina, el cual actia como un
estimulante. Las tribus tarahumaras utilizaron la mezcalina, sustancia alucindégena
extraida del peyote (Laphophora williamsi). En Africa y oriente medio se encuentra
el Kat, planta cuyo nombre cientifico es “Catha edulis” un arbusto que crece en
las mesetas de Abisinia, y que de sus hojas se extrae la catina que es un alcaloide
simpaticomimético con efectos similares a los de la efedrina. En Europa durante la
época medieval se us6 la mandragora, esta planta (Mandragora autmnalis) fue
utilizada principalmente por sus efectos narcoéticos, afrodisiacos y toxicos. En la
Grecia antigua y posteriormente en Roma se tienen la mayoria de los
antecedentes del uso de sustancias tonificantes para mejorar las cualidades
fisicas de los competidores aunque estas sustancias fueran nocivas para el

competidor, inclusive existia una lucha para que el adversario recibiese alguna
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sustancia que disminuyese su capacidad para competir [1]. Los romanos
administraban a sus caballos infusiones de fermentos de miel para obtener una

mayor resistencia de estos en las carreras.

En la época contemporanea se ha hecho uso de sustancias dopantes en los
conflictos bélicos principalmente las anfetaminas, su uso tuvo auge durante la
segunda guerra mundial, al ser utilizadas para obtener un mayor rendimiento fisico
en los soldados, principalmente alemanes e ingleses, y posteriormente su
consumo se trasladé al ambito deportivo.

En el atletismo se tienen registros de 1879 que se refieren a dopaje. Y en 1886 en
ciclismo, siendo este ultimo afio en donde se tiene reportado, el primer caso
conocido de “Muerte por uso de sustancias en el deporte”. Arthur Linton un ciclista
de origen galés, durante la carrera de Burdeos-Paris, fallecio después de la
administracion de un coctel de estupefacientes. Para comienzos del siglo XX, se
detecta, en la practica del boxeo el uso indiscriminado de pildoras de estricnina,
gue eran ingeridas por los boxeadores en compafia de bebidas alcohdlicas y de
cocaina. De igual manera, los futbolistas franceses y belgas efectuaban la misma
practica e implementaron la administracion de oxigeno en el descanso del partido,

la llamada oxigenoterapia.

Los antecedentes del dopaje en el deporte olimpico de la era moderna fueron en
1904, durante los Juegos Olimpicos de Saint Louis, que se efectuaron entre el 23
de junio y el 15 de octubre, en donde el inglés Thomas Hicks, gan6 el maratén
representando a los Estados Unido. Durante el evento su entrenador le inyecto en
dos ocasiones 1 mg de sulfato de estricnina y cofiac con el fin de contrarrestar la
fatiga. Ante ello, el barén Pierre de Coubertin, declaré: “Se hace trampa en una

forma fisica cuando se dopa al atleta como a un caballo”. Estos hechos
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condujeron a crear, las que serian primeras normas sobre sustancias prohibidas

en competencia, dictadas por el Comité Olimpico Internacional [2].

Hasta antes de 1960, deportistas, técnicos y médicos simulaban desconocer los
efectos de la administracion de estas sustancias, de forma que el hecho de
consumirlas para mejorar el rendimiento era comiunmente aceptado. El punto de
inflexién que inicié la lucha contra el dopaje fue la creacién del primer laboratorio
especializado en la deteccion de sustancias dopantes en Florencia Italia en
1961[3].

En 1960 se registraron los primeros casos del uso de esteroide como agentes
dopantes en deportistas de la disciplina de lanzamiento y posteriormente su uso

se extendio en otras modalidades deportivas.

En 1960 durante los Juegos Olimpicos de Roma acontece un hecho fatal, la
muerte del ciclista danés Kurt Enemar Knud Jensen, quien fue campeon de
Escandinavia y figura principal del cuarteto de Dinamarca. La muerte le sobrevino
durante el recorrido de los 100 metros de la carrera contra reloj por equipos, tras
haber pasado media carrera se sintio indispuesto y fue trasladado a un hospital,
donde fallecié como consecuencia de un colapso irreversible. Segun resultados de
la necropsia, su muerte fue consecuencia de la excesiva ingestion de anfetaminas

y vasodilatadores.

La trdgica muerte televisada del ciclista Tommy Simpson durante el Tour de
Francia de 1967 hizo que cambiara la perspectiva que hasta entonces se tenia
sobre el dopaje. EI Comité Olimpico Internacional (COI) se vincul6 firmemente en
la lucha contra el dopaje con la creacién de la Comisién Médica, la cual comenzé

a realizar controles antidopaje en los Juegos Olimpicos de México en 1968 [2].
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2.2 Definicién de dopaje

La definicion de dopaje ha evolucionado en las diferentes épocas conforme se han
ido regulando las diferentes actividades para su control. A continuacién se
mencionan algunas de las definiciones de dopaje, hasta llegar a la definicion
actual, la cual esta establecida por la Agencia Mundial Antidopaje.

La palabra “Doping” es un anglicismo que aparecié por primera vez en 1889 en el
lenguaje norteamericano, posteriormente se incorpord a un diccionario inglés en el
cual se hacia referencia a una mezcla de opio y narcéticos administrada a los

caballos.

En enero de 1963 en Francia se celebro el primer Coloquio Europeo de Medicina
Deportiva en Uriage Les-Bains, en el que se propuso la siguiente definicion de
dopaje “Se considera dopaje al uso de sustancias y medios destinados a
incrementar artificialmente el rendimiento ante una competencia, que pudiera

perjudicar la integridad fisica y psiquica del deportista” [2].

Una de las definiciones que adopté la Comision Médica del Comité Olimpico
Internacional fue la siguiente: “Se entiende como dopaje la administraciéon a los
deportistas o0 al uso de estos, de cualquier sustancia natural o sintética que
modifiqgue y/o incremente en forma artificial el desempefio fisico, asi como
cualquier método o manipulacién farmacoldgica, fisica 0 quimica que altere o

enmascare la utilizacién de sustancias consideradas como agentes dopantes” [4].

En la actualidad la definicion de dopaje se toma del codigo mundial antidopaje y es

la siguiente:
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El dopaje se define como la comision de una o varias infracciones de las normas
antidopaje segun lo dispuesto desde el articulo 2.1 al articulo 2.8 del Cdédigo
Mundial Antidopaje. A continuacién se mencionan los articulos del codigo mundial
antidopaje del 2.1 al 2.8.

2.1 La presencia de una sustancia prohibida o de sus metabolitos o marcadores

en la muestra de un deportista.

2.2 Uso o intento de uso por parte de un deportista de una sustancia prohibida o
de un método prohibido.

2.3 La negativa o resistencia, sin justificacion vélida, a una toma de muestras tras
una notificacion hecha conforme a las normas antidopaje aplicables, o evitar de

cualquier otra forma la toma de muestras.

2.4 Vulneracion de los requisitos sobre la disponibilidad del deportista para la

realizacion de controles fuera de competencia.

Incluye el no presentar la informacion requerida sobre su localizacion, asi como
los controles que se consideren fallidos en base a las normas internacionales para
controles. Cualquier combinacion de tres controles fallidos y/o no presentacion de
la informacion sobre su localizacion, que se produzca en un periodo de dieciocho
meses establecido por las organizaciones antidopaje con jurisdiccion sobre el

deportista constituird una infraccion de las normas antidopaje.

2.5 Falsificacion o intento de falsificacion de cualquier parte del procedimiento de

control de dopaje.
2.6 Posesion de sustancias prohibidas y métodos prohibidos.

2.7 Trafico o intento de trafico de cualquier sustancia prohibida o método

prohibido.
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2.8 Administracion o intento de administraciébn durante la competencia a un
deportista de una sustancia prohibida o método prohibido, la administracion o el
intento de administracion de cualquier método o sustancia prohibidos a un
deportista fuera de competicion, o bien la asistencia, incitacién, contribucion,
instigacién, encubrimiento o cualquier otro tipo de complicidad en relacién con una
infraccion de las normas antidopaje o cualquier otra tentativa de infraccién de

éstas [5].

En especifico, el articulo que interesa en un laboratorio de prevencion y control del
dopaje se establece en el numero 2.1, el cual menciona la presencia de una

sustancia prohibida o de sus metabolitos o marcadores en la muestra de un atleta.

2.3 Aspectos normativos en control de dopaje deportivo

El uso de sustancias con la finalidad de generar un mayor rendimiento en
competencias deportivas data de mucho tiempo atras, sin embargo, en la época
moderna no se le daba demasiada importancia, hasta que en 1961 fue creado el
primer laboratorio de deteccion de sustancias dopantes, y mayor fue el énfasis en
este tema cuando en 1967 muere el ciclista Tommy Simpson durante el tour de
Francia, por una insuficiencia cardiaca provocada por el consumo de anfetaminas.
Este hecho impulsé al Movimiento Olimpico Internacional a crear la Comision
Médica del Comité Olimpico Internacional la cual comenzoé a realizar controles de
dopaje, el primer control de dopaje fue en los Juegos Olimpicos de México en
1968.

Los objetivos de la lucha contra el dopaje son garantizar la ética en el deporte, la
igualdad en las condiciones durante la competencia, de tal forma que los

resultados dependan basicamente de las condiciones fisicas y psicologicas del
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deportista y preservar la salud en el sentido de que el ejercicio no debe provocar

alteraciones y patologias en el deportista [2].

Actualmente el organismo que regula las actividades contra el dopaje deportivo es
la agencia mundial antidopaje (WADA), la cual fue creada en 1999. Esta agencia
es un organismo auténomo que promueve, coordina y supervisa la lucha contra el
dopaje en el deporte. La WADA ha publicado, diferentes documentos para
homogenizar criterios en la lucha contra el dopaje, el Coédigo Mundial Antidopaje,
Los Estandares Internacionales de Control, la Lista de Sustancias Prohibidas, los

Documentos Técnicos, entre otros.

2.3.1 Cédigo Mundial Antidopaje

El Cddigo es el documento fundamental y universal en el que se basa el Programa
mundial Antidopaje en el deporte. El propésito del Cdédigo es promover la lucha
contra el dopaje mediante la armonizacion universal de los principales elementos

relacionados con la lucha antidopaje [5].

2.3.2 Estandares Internacionales

Los Estandares Internacionales de Control son un conjunto de documentos en los
cuales se mencionan los diferentes protocolos, guias, lineamientos legales,
especificaciones cientificas y técnicas que se deben considerar para el desarrollo
de analisis de muestras. Estos estandares son cinco y son el de Laboratorios,
Pruebas (toma de muestra), La Lista de Sustancias Prohibidas, Excepcién de Uso
Terapéutico y el de la Informacion Personal y Proteccion de la Privacidad. En el
caso de este trabajo nos referiremos a la Lista de Sustancias Prohibidas y a los

Estandares Internacionales para Laboratorios.
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2.3.3 Lista de Sustancias Prohibidas

Desde el 2004, como un mandato del Cdédigo, la WADA es responsable de la
preparacién y publicacion anual de La Lista de Sustancias Prohibidas, la cual es
un documento de gran importancia y un componente clave para la armonizacion,
identificando las sustancias y métodos prohibidos en competencia, fuera de
competencia y en deportes en particular [6].

La Lista de Sustancias Prohibidas esta dividida en diferentes grupos de
sustancias y métodos prohibidos en el deporte. Esto dependiendo del grupo
farmacolégico al que pertenecen. En la tabla 1 se encuentran enlistados los
diferentes grupos de sustancias y meétodos prohibidos por la WADA.

Tabla. 1: Grupos de sustancias y métodos incluidos en la Lista de Sustancias Prohibidas [7].

ESPECIFICACION DE LA SUSTANCIA O METODO CODIGO
Sustancias no aprobadas SO
Agentes anabolizantes S1
Hormonas peptidicas, factores de crecimiento y sustancias afines S2
Beta -2 agonistas S3
Moduladores hormonales y metabdlicos S4
Diuréticos y otros agentes enmascarantes S5
Estimulantes S6
Narcoticos S7
Canabinoides S8
Glucocorticoesteroides S9
Alcohol P1
Betabloqueadores P2
Manipulacion de sangre y componentes sanguineos M1
Manipulacion quimicay fisica M2
Dopaje genético M3
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Para los Agentes Anabdlicos (S1); la lista comprende:
1. Esteroides Anabdlicos Androgénicos
a) Esteroides Anabdlicos Androgénicos exdégenos entre ellos:

» 1l-androstenediol (5a-androst-1-en-33,173-diol)

» 1l-androstenediona (5a-androst-1-en-3,17-diona)

» bolandiol (estr-4-en-33,173-diol)

» bolasterona

» boldenona

» boldiona (androsta-1,4-dieno-3,17-diona)

» calusterona

» clostebol

» danazol ([1,2]oxazolo[4',5":2,3]pregna-4-en-20-in-17 a -ol)

» dehidroclorometiltestosterona (4-cloro-17B-hidroxi-17a-metilandrosta-
1,4-dien-3-ona)

» desoximetiltestosterona (17a-metil-5a-androst-2-en-173-ol)

» drostanolona

» estanozolol

» estenbolona

> etilestrenol (19-norpregna-4-en-17 a-ol)

» fluoximesterona

» formebolona

» furazabol (17a-metil-[1,2,5]oxadiazolo[3",4":2,3]-5a-androstan-173-ol)

» gestrinona

» 4-hidroxitestosterona (4,17B-dihidroxiandrost-4-en-3-ona)

» mestanolona

» mesterolona

» metandienona (17B-hidroxi-17a-metilandrosta-1,4-dien-3-ona)
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metandriol

metasterona (17B-hidroxi 2a, 17a-dimetil-5a-androstan-3-ona-)
metenolona

metildienolona (17B-hidroxi-17a-metilestra-4,9-dien-3-ona)
metil-1-testosterona (17B-hidroxi-17a-metil-5a-androst-1-en-3-ona)
metilnortestosterona (17B-hidroxi-17a-metilestr-4-en-3-ona)
metiltestosterona

metribolona (metiltrienolona, 173-hidroxi-17a-metilestra-4,9,11-trien-3-
ona)

mibolerona

nandrolona

19-norandrostendiona (ester-4-en-3,17-diona)

norboletona

norclostebol

noretandrolona

oxabolona

oxandrolona

oximesterona

oximetolona

prostanozol (17p-[(tetrahidropiran-2-il)oxi]-1'H-pirazolo[3,4:2,3]-50-
androstan)

guimbolona

1-testosterona (17p-hidroxi-5a-androst-1-en-3-ona)

» tetrahidrogestrinona (18a-homo-pregna-4,9,11-trien-173-o0l-3-ona)
» trembolona (17p-hidroxiestr-4,9,11-trien-3-ona)

y otras sustancias con estructura quimica o efectos biolégicos similares.

b) . Esteroides Anabdlicos Androgénicos enddgenos, administrados

exégenamente
» androstendiol (androst-5-en-3,17p-diol)
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> androstendiona (androst-4-en-3,17-diona)
> dihidrotestosterona (17p-hidroxi-5a-androstan-3-ona)

> prasterona (dehidroepiandrosterona, DHEA, 3B-hidroxiandrost-5-en-17-
ona)

> testosterona
Y sus metabolitos e isdmeros, que incluyen pero no se limitan a:

» 5a-androstan-3a,17a-diol

» 5a-androstan-3a,17p-diol

» 5a-androstan-3f,17a-diol

» 5a-androstan-3f,17p-diol

» androst-4-en-3aq,17a-diol

» androst-4-en-3aq,17p-diol

» androst-4-en-33,17a-diol

» androst-5-en-3a,17a-diol

» androst-5-en-3a,17p-diol

» androst-5-en-33,17a-diol

» 4-androstendiol (androst-4-en-3,17B-diol)
» 5-androstendiona (androst-5-en-3,17-diona)
» epi-dihidrotestosterona

» epitestosterona

» 3a-hidroxi-5a-androstan-17-ona

» 3B-hidroxi-5a-androstan-17-ona

» 7 a -hidroxi-DHEA

» 7 B -hidroxi-DHEA

» 7-ceto-DHEA

» 19-norandrosterona

> 19-noretiocolanolona.
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2. Otros Agentes Anabdlicos, que incluyen pero no se limitan a su

estructura:

Clenbuterol, moduladores selectivos del receptor de andrégeno (SARMS), tibolona,
zeranol, zilpaterol.

Para efectos de esta seccion:

* “exdgeno” se refiere a una sustancia que, por lo comun, el cuerpo no puede
producir de forma natural.

** “enddgeno” se refiere a una sustancia que el cuerpo puede producir de forma

natural [7].

2.3.4 Documentos Técnicos

La WADA publica periodicamente recomendaciones técnicas concretas que
aborden ambitos operativos especificos de los laboratorios acreditados en un
Documento Técnico. Las recomendaciones técnicas descritas en ellos son
obligatorias y debe realizarse antes de la fecha efectiva especificada en el
documento técnico. Estos documentos sustituyen cualquier publicacién anterior
sobre un tema similar. Los Documentos Técnicos de interés para la deteccion y
confirmacion de esteroides anabolicos androgénicos vigentes para el afio 2013

establecidos por la WADA son lo que se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Documentos Técnicos emitidos por WADA [8]

Titulo

Cdédigo del Documento

Limites de decisién para la cuantificacion

_ _ _ TD2013DL
confirmatoria de sustancias con umbral.
Armonizacién de los andlisis e informes de 19-
_ _ TD2012NA
Noresteroides relacionados con nandrolona
Criterios de Identificacion para analisis
cualitativos que incorporan cromatografia de TD2010IDCR
columna y espectrometria de masas
Limites minimos requeridos para la deteccion
_ B TD2013MRPL
de sustancias prohibidas
Guia de reporte y evaluacion para testosterona
(T), epitestosterona (E), para la relacion T/E, y TD2004EAAS

otros esteroides endogenos
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dopaje en México y el mundo es un problema actual. Una de las familias de
sustancias mas utilizada en el deporte de alto rendimiento es la de los esteroides
anabolicos androgénicos, por lo cual, se requiere como herramienta, la aplicacién
de técnicas analiticas e instrumentales para la deteccion y confirmacion de
sustancias que se usen con otro objetivo que no sea el terapéutico, ya que el uso

ilicito de estas sustancias pone en riesgo la salud e incluso la vida del deportista.

Es importante identificar y proyectar diversas areas de aplicacion para los
conocimientos adquiridos durante la estancia en la carrera de Quimico
Farmacéutico Bib6logo, conocimientos como, farmacologia, quimica analitica,
guimica organica, analisis instrumental entre otros, y su aplicacion en el desarrollo
de areas como la medicina y toxicologia aplicadas en el deporte. Uno de los temas
de gran relevancia en medicina del deporte es el de dopaje deportivo. Este tema
es conocido en el mundo desde hace décadas, sin embargo, es necesario generar
una recopilaciéon de informacidén que permita lograr una mayor comprension a esta

problematica de nivel mundial.

Ya que en Meéxico la investigacion realizada en el ambito deportivo esta en
desarrollo, es importante conocer los métodos actuales para el analisis y deteccion
de los esteroides anabolicos androgénicos en muestras de orina humana, para el
control de dopaje en el deporte, incluyendo los métodos de cribado o screening,
los métodos de confirmacion, asi como la determinacion del origen de los

esteroides anabdlicos, clasificados como enddgenos y exdgenos.

Ademéas el de establecer la relacibn de este proyecto con el modulo de

Evaluacion de Farmacos y Medicamentos Il, médulo en el cual se estudian los
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diversos aspectos farmacologicos de los principales farmacos con accion en el
sistema enddcrino, especificamente sobre hormonas sexuales. Debido a que este
moédulo tiene aplicaciones tedrico précticas, es importante tomar en cuenta las
alternativas analiticas mas utilizadas en la actualidad en el area de dopaje

deportivo para la deteccion de este tipo de sustancias prohibidas en el deporte.

Considerando lo anterior, en este trabajo se propone generar una recopilacion de
la informacion del andlisis de dichas sustancias, por lo que se abordan las
principales técnicas utilizadas para su andlisis, que son la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, la cromatografia de gases acoplada a
masas en tandem y la cromatografia de gases con celda de combustién acoplada

a espectrometria de masas de relaciones isotopicas.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general.

Mostrar el impacto e importancia que ha adquirido el desarrollo de técnicas
analiticas e instrumentales para la deteccidén, confirmacién y cuantificacion de
esteroides anabdlicos androgénicos, utilizados en el control y prevencion de

dopaje deportivo.

4.2 Objetivos particulares

> Describir la importancia del uso de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) tipo cuadrupolar para la separacion y
deteccion de esteroides anabdlicos androgénicos en la prevencion y control

de dopaje deportivo.

» Describir la importancia del uso de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en tandem (GC/MS/MS) para la separacion y
deteccion de esteroides anabdlicos androgénicos en la prevencion y control

de dopaje deportivo.

» Describir la importancia de la cromatografia de gases con celda de
combustion acoplada a espectrometria de masas de relaciones isotopicas
(GCIC/IRMS) en la metodologia para confirmacion de la presencia de
esteroides anabdlicos androgénicos enddgenos administrados de forma

exdgena en la prevencion y control de dopaje deportivo.

» Vincular este proyecto con el moédulo de Evaluacibn de Farmacos y
Medicamentos Il impartido en la carrera de Quimico Farmacéutico Biélogo

de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

19



DANIEL NICOLAS COBA

5. METODOLOGIA

Para el desarrollo del presente trabajo se inicio con una busqueda general sobre
dopaje deportivo y esteroides anabodlicos androgénicos, su estructura, su actividad
biolégica su metabolismo y biotransformacion. Posteriormente se procedié a la
consulta de la pagina web de la Agencia Mundial Antidopaje, en donde se
consultaron los diferentes documentos emitidos por esta, los cuales indican los
criterios y las alternativas analiticas que se exige a los laboratorios acreditados
para la deteccion, confirmacién y cuantificacidon de sustancias prohibidas en
muestras de deportistas. Por ultimo se consultaron diferente paginas de Agencias
estatales de diferentes paises en los que se tienen programas de control de
dopaje, y, se realizo la busqueda de articulos y publicaciones con respecto al
analisis, deteccion y confirmacion de la presencia de esteroides anabdlicos
androgénicos en muestras de atletas, asi como los estudios de excrecion

realizados en diferentes laboratorios.
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6. QUIMICA DE LOS ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

6.1 Generalidades

Los esteroides son moléculas policiclicas complejas que se encuentran en todas
las plantas y animales, su estructura se basa principalmente en el esqueleto
ciclopentanoperhidrofenantreno (Ver figura 1). Estan clasificados como lipidos
simples ya que no experimentan hidrélisis como las grasas, aceites y ceras. La
familia de los esteroides incluye una gran variedad de compuestos [9]. Los
esteroides se encuentran en las membranas de las eucariotas, y muy rara vez en

las bacterias [10].

Figura 1. Estructura general de los esteroides

Los anillos de los esteroides se identifican como A, B, C y D. El colesterol contiene
dos grupos metilo angulares el metilo C-19, que esta unido al C-10, y el metilo C-
18, unido al C-13. Los grupos metilo C-18 y C-19 del colesterol estan por encima
del plano que contiene los cuatro anillos. Un sustituyente que se encuentra por
encima de este plano se denomina orientado en B, mientras que un sustituyente
que esté por debajo de él esta orientado en a. Si existe un atomo de hidrogeno

unido al C-5, puede estar orientado en a o B. Cuando este atomo de hidréogeno
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esta orientado en q, los anillos A y B estan fusionados en una conformacion Trans,
mientras que una orientacion en B origina una fusion Cis. La ausencia del simbolo
griego para el atomo de hidrégeno del C-5 del ndcleo esteroideo implica una
fusion Trans. El atomo de hidrégeno de C-5 esta orientado en a en todas las
hormonas esteroideas que contienen un d&tomo de hidrogeno en esta posicion [11].
En la Figura 2 se ilustra la estructura del colesterol asi como la numeracion de los

atomos de carbono que lo conforman.

HO

Figura 2 Estructura del colesterol y numeracidon de los aomos de carbono

El colesterol es el precursor de las cinco clases principales de hormonas
esteroideas: progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos y
estrogenos. Estas hormonas son moléculas sefial poderosas que regulan multitud

de funciones en el organismo.

La progesterona, un progestageno, prepara los revestimientos del Gtero para la
implantacion del ovulo fecundado. La progesterona también es esencial para el

mantenimiento del embarazo.
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Los glucocorticoides (como el cortisol) promueven la gluconeogénesis y la
formacion del glucdégeno, aumenta la degradacion de grasas y proteinas, e inhibe

la respuesta inflamatoria.

Los mineralocoticoides (principalmente la aldosterona) acttan sobre los tubulos
distales del rifion donde incrementa la reabsorcion del Na*y la excrecion de H' y

K", lo que provoca un aumento del volumen y la presion sanguineos.

Los andrégenos (como la testosterona) son los responsables del desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios de tipo masculino, mientras que los estrogenos
(como la estrona) son necesarios para los caracteres sexuales secundarios de tipo
femenino. Los estrogenos junto con la progesterona también participan en el ciclo
ovarico. Los lugares de sintesis de estas hormonas son: el cuerpo luteo para los
progestagenos; los ovarios para los estrégenos; los testiculos para los andrégenos
y la corteza suprarrenal para los corticoides y mineralocorticoides [11]. En la figura

3 se ilustra las rutas de biosintesis de las hormonas esteroideas.
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Figura 3 Biosintesis de hormonas esteroideas [13].
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La testosterona y la androsterona son las dos hormonas sexuales masculinas 6
andrégenos méas importantes. Los androgenos son responsables del desarrollo de
las caracteristicas sexuales secundarias en los hombres, cuando estos se
encuentran en la etapa de la pubertad, y desarrollan los tejidos y los muasculos.
Ambas se sintetizan en los testiculos a partir del colesterol [12]. En la figura 4 se
ilustra la estructura de la testosterona y androsterona.

CHy p 1 CHs

CHa
CH3

Testosterona Androsterona

Figura 4: Estructuras de la testosteronay la androsterona

La testosterona, un esteroide de 19 atomos de carbono, es el andrégeno
predominante en la mayoria de las especies de mamiferos. Los andrégenos
afectan de modo directo a casi todos los sistemas corporales durante el desarrollo
fetal, puberal y en la vida adulta. La diferenciacion sexual del feto en mamifero
requiere no solo de la informaciébn genética contenida en los cromosomas

sexuales, sino también de las secreciones hormonales del testiculo fetal [13].

Los esteroides anabodlico androgénicos exdgenos son sustancias sintéticas
variantes de la testosterona. El término “anabdlico” se refiere al crecimiento
muscular que esas sustancias promueven, mientras que “androgénico” se refiere
al aumento en las caracteristicas sexuales masculinas. Los esteroides anabolicos
androgénicos exogenos son variables sintéticas de la hormona masculina

testosterona. Debido a que los esteroides anabdlicos androgénicos exogenos se
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asemejan estructuralmente a la testosterona, también imitan algunos de sus

efectos.

Las compafias farmacéuticas produjeron y comercializaron por primera vez
esteroides anabolicos a comienzos de los afios 50 para el tratamiento de anemia
general y ciertas enfermedades que destruyen el misculo esquelético, una década
mas tarde, algunos atletas comenzaron a utilizar esteroides anabdlicos para
aumentar rgpidamente su masa muscular y su rendimiento [14]. En la figura 5 se
representan la estructura de algunos esteroides anabdlicos androgénicos.

H
CHs N CHs B
CH3 ||||||||(:H3
CH, CHj
0] (0]
Boldenona Drostanolona Metandienona
0]
CHy o CH3 o CHs
CHs CH,
CH3 CHj
0 : 0 0
H " Metenolona Testosterona Androsterona

Figura 5 estructuras de esteroides anabdlicos androgénicos.
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6.1.1 Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 3 se muestran las diferentes estructuras y propiedades fisicoquimicas
de algunos esteroides.

Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas de esteroides anabdlicos androgénicos

PROPIEDADES

NOMBRE Y ESTRUCTURA

FORMULA
MOLECULAR

MOLECULAR

PESO

Polvo en forma de

TESTOSTERONA

C19H2802

288.42

Cristales.

Punto de fusién 155°C

Rotacion dptica
[a]o?*+109

. Soluble en alcohoal,

éter y otros solventes

organicos, insoluble

en agua
Polvo en formade

C20H29F()3

336.44

cristales, se

descompone alos
270°C.

Soluble en piridina,
ligeramente soluble

en acetona,
cloroformo, metanol.
Insoluble en agua
benceno y hexano.
Absorcion maxima en
etanol (240 nm)

CZlH290|303

435.82

Polvo en forma de
cristales, con punto
de fusién de 200°C a

201°C, méaximo de

absorcion UV en
etanol (241nm)

C20H3OC)3

318.45

Cristales con punto
de fusiéon de 169°C a
171°C, soluble en
cloroformo, etanol y
acetona, insoluble en
agua.
Maximo de absorcion
UV en etanol (278 nm)
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C21H32N20

328.42

Cristales con punto
de fusiéon de 229 °C a
242°C.
Rotacion dptica [a]p
+35.7° en cloroformo;
[a]D +48.6 en metanol.

C19H2602

286.41

Cristales con punto
de fusion de 164°C a
166°C
Rotacién éptica[a]D25
+25° en cloroformo

MESTEROLONA

CZOHZSOZ

300.43

Cristales con punto
de fusion de 163°C a
164°
Absorcién maxima UV
(245nm)

OH

CHB'

CZOHSZOZ

304.47

Cristales con punto
de fusién de 203.5 a
205°C.
Rotacién 6ptica
[a]D20 +17.6° en
cloroformo

CZOH3002

302.45

Cristales con punto
de fusion de 160°C a
161°.
Rotacion optica [a]D
+58.9°
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OXIMETOLONA

C21H3,03

332.48

Cristales con punto
de fusion de 178°C a
180°C.
Rotacion dptica
[a]D+38°
Méaximo de absorcion
UV (285nm)

C21H32(32

316.48

Cristales con punto
de fusion de 127°C a
129°C.
Rotacion dptica
[a]D+57° en
cloroformo.
Absorcion maxima UV
en alcohol (243 nm)

""CH,

CZOHSOOZ

302.45

Polvo en forma
cristalina.

ESTENBOLONA

CZOHSOOZ

302.45

Cristales con punto
de fusion de 155 a
158°C.
Rotacién 6ptica
[a]p+52°en cloroformo
y [o]p™+47.
Absorcion méxima
UV°en etanol (241nm)

CLOSTEBOL

OH

CH 3'

C19H27C|02

364.91

Cristales con punto
de fusion de 188°C a
190°C.
Rotacién 6ptica
[a]o?°+148° en
cloroformo
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6.1.2 Propiedades farmacoldgicas

Los esteroides anabdlicos androgénicos se obtienen legalmente mediante
prescripcion médica para tratar ciertas afecciones que ocurren cuando el cuerpo
produce una cantidad baja de testosterona, como cuando hay un retraso en la
pubertad. También se administran como tratamiento en enfermedades que
resultan en la pérdida de la masa muscular magra, como el cancer y el SIDA [16].
También pueden utilizarse para tratar la osteoporosis senil y las quemaduras
graves, para acelerar la recuperaciobn de intervenciones quirdrgicas o
enfermedades crénicas debilitantes. En algunos casos de endometriosis se utiliza

el danazol como medicamento para su tratamiento [17].

La testosterona es ineficaz por via oral a causa de la inactivacion que sufre en el
metabolismo de primer paso. La testosterona se absorbe con rapidez en higado y
otros tejidos, y se metaboliza en compuestos relativa o completamente inactivos

gue se excreta sobretodo en la orina pero también en las heces [17].

La esterificaciéon de un acido graso con el grupo hidroxilo 173 de la testosterona
crea un compuesto que es mas lipofilo que la testosterona. Cuando el éster, como
el enantato de testosterona o el cipionato se disuelven en aceite y se administran
por via intramuscular cada dos semanas a varones hipogonadales, el éster se
hidroliza y da por resultado concentraciones séricas de testosterona que varian
desde mas alta que lo normal durante los primeros dias después de la inyeccion, a

normales 6 bajos justo antes de la siguiente inyeccién. [18]

La testosterona puede administrarse mediante implantes subcutadneos o parches
transdérmicos. Undecanoato de testosterona y mesterolona pueden administrarse
por via oral. Los andrégenos pueden ser modificados para potenciar sus efectos

anabolizantes. Por ejemplo la nandrolona incrementa la sintesis de proteinas y
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favorece el desarrollo muscular. Se utiliza en el tratamiento de la anemia plastica
[19].

Cuando un esteroide, o grupo de esteroides, es administrado de forma oral o
intramuscular el objetivo principal es la produccion de la sintesis de proteinas. Una
vez que el esteroide ha alcanzado el torrente sanguineo penetra en la célula diana
y se fija al receptor especifico. Este proceso de fijacién entre la hormona y su
receptor especifico tiene lugar en el citosol celular. La formacion del complejo
receptor de hormonas viaja hacia el nucleo de la célula donde se fija en
segmentos especificos de ADN y estimula la transcripciéon del nuevo ARN
mensajero. Este proceso permite que tenga lugar la nueva sintesis de proteinas.
El aumento de la sintesis de proteinas conduce un aumento de la masa y a la

fuerza de las células del masculo esquelético [20].

Los esteroides anabodlico androgénicos se consumen por via oral o se inyectan,
generalmente en ciclos en lugar de usarse continuamente. El uso ciclico (o
“cycling”) se refiere a un patron de consumo en que se toman los esteroides por
periodos de semanas 0 meses, seguidos por un periodo de descanso en que se

deja de tomar el farmaco, para nuevamente volver a consumirlo después [16].

6.1.3 Efectos secundarios

El abuso de los esteroides anabdlicos androgénicos puede llevar a problemas
graves e incluso irreversibles para la salud. Los mas peligrosos son dafio al
higado, ictericia (pigmentacién amarillenta de la piel, los tejidos y los fluidos
corporales), retencion de liquidos, presion arterial alta, aumento del colesterol
presente en las lipoproteinas de baja densidad (LDL, “colesterol malo”) y
disminucién del colesterol presente en las lipoproteinas de alta densidad (HDL,

colesterol “bueno”).
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Otros efectos descritos incluyen insuficiencia renal, casos severos de acné y
temblor. Ademas, hay algunos efectos colaterales especificos segun el sexo o la
edad del usuario:

> En los hombres: disminucion del tamafio de los testiculos, conteo bajo de
espermatozoides, infertilidad, calvicie, desarrollo de los senos y mayor
riesgo de cancer de proéstata.

» En las mujeres: crecimiento del vello facial, calvicie de patrén masculino,
cambios o cese del ciclo menstrual, aumento en el tamafio del clitoris y

engrosamiento de la voz.

» En los adolescentes: cese precoz del crecimiento por madurez esquelética
prematura y cambios acelerados en la pubertad; riesgo de tener baja
estatura el resto de sus vidas si toman esteroides anabdlico-androgénicos
antes de pasar por el periodo de “estiramiento” tipico de la adolescencia
[16].

6.1.4 Uso de esteroides anabdlicos androgénicos en el deporte

Aunque el uso de esteroides para la mejora del rendimiento deportivo ha sido
ilegal o prohibido por las ligas deportivas y los 6rganos de gobierno, en los ultimos
tiempos, se sabe mucho sobre como los atletas usan estos medicamentos.

Los esteroides androgénicos anabdlicos aumentan la masa muscular, la fuerza
maxima y la potencia, estos son dependientes de la dosis. Por lo tanto, se puede
esperar que esos farmacos mejoren el rendimiento en actividades como el
levantamiento de pesas. El empleo de esteroides androgénicos por atletas
participantes en competencias de resistencia, por ejemplo carreras de larga

distancia y ciclismo, no es favorable ya que no se ha demostrado que los
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andrégenos mejoren los parametros de resistencia como el umbral de lactato y el
Volumen de Oxigeno maximo (VO2zmax) [13].

Los esteroides anabdlicos son el grupo de sustancias de uso mas amplio por los
deportistas (principalmente en las disciplinas en las que se requiere la aplicacion
de fuerza o potencia), las estadisticas proporcionadas por la WADA a nivel
mundial muestran que tuvieron un indice de 59.4 % en 2011. Ver la Tabla 4.

Tabla 4. Namero de sustancias prohibidas reportadas en el 2011 [21].

_ % Reportes
Grupo de sustancias # Muestras
adversos
S1. Agentes anabdlicos 3,325 59.4
| s6. | Estimulantes | 718 | 12.8 \
| s8. | Canabinoides | 445 | 7.9 \
S5, Diuréticos y otros agentes 368 6.6
enmascarantes
S9. Glucocorticoides 274 4.9
| S3. || B — 2 Agonistas | 225 I 4.0
S2. Hormonas.y sustancias 125 59
relacionadas
S4. Hormonas antagonistas y 70 13
moduladores
P2. B-Bloqueadores 21 0.4
S7. Narcoticos 20 0.4
P1. Alcohol 5 0.1
M2. Manipulacion fisica y quimica 3 0.1
M1. Acarreadores de oxigeno 1 0.02
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6.2 Biosintesis y metabolismo

Los testiculos cumplen dos funciones aparentemente separadas, pero
estrechamente vinculadas. La primera esta relacionada con la espermatogénesis
en la que las células germinales, por proceso de divisién y maduracion, dan lugar
a espermatozoos, proceso que se realiza en los tubulos seminiferos, la segunda
funcion es hormonal y se cumple a través de las células intersticiales (de Leydig)
cuya produccion de testosterona, fundamentalmente, crea y mantiene los
caracteres sexuales secundarios propios del varén. Las células de Leydig del
testiculo, al igual que otros tejidos productores de hormonas esteroideas como la
corteza suprarrenal, el foliculo, cuerpo liteo o estroma ovérico, contienen los
organelos intracelulares y sistemas enzimaticos necesarios para sintetizar
esteroides a partir de estructuras quimicas simples, o biotransformar estructuras
esteroides para la sintesis de andrdégenos principalmente.

El colesterol es precursor obligado y factor limitante en la sintesis, ya que es
necesaria la hidroxilacién de los carbonos 20 y 22 para eliminar una cadena de 7
carbonos mediante una desmolasa especifica, resultando asi la formacion de 5-
pregnenolona [22] La conversion del colesterol en testosterona puede producirse a
través de dos vias biosintéticas la via A5 y la via A4. En el testiculo humano
predomina la via A5, que conlleva escision de la cadena lateral de la pregnolona,
reduccion del grupo 17-ceto y oxidacion del anillo A.

La testosterona se metaboliza principalmente en el higado (del 50 al 70%) aunque
también se produce alguna degradacion en los tejidos periféricos, sobretodo en la
préstata y la piel. El higado capta la testosterona desde la sangre y a través de
una serie de reacciones quimicas en las que participan reductasas 5a y 58,
hidroxiesteroide deshidrogenasas 33 , 3a y 17 hidroxiesteroide deshidrogenasa, la
convierten en androsterona y etiocolanolona (ambos metabolitos inactivos) y en
DHT y androstendiol. Esas sustancias experimentan glucuronidacion o sulfatacion

antes de su excrecion por los rifiones. La androsterona y la etiocolanolona libres y
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conjugadas son los metabolitos urinarios predominantes de la testosterona. [13].
En la figura 6 se muestra la biosintesis de testosterona.

H3C o H :;C [8]
OH
—— —_—
HO HO HO

Colesterol . )
Pregnenolona 17-g-Hidroxipregnenolona

k SN

17-g-Hidroxiprogesterona Dehidroepiandrosterona
\ . /

o

Androstendiona

o)
Testosterona

Figura 6 Biosintesis de testosterona [23]
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7. TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS EN EL ANALISIS DE ESTEROIDES
ANABOLICOS ANDROGENICOS

Aungue inicialmente se utilizaron técnicas de radioinmuanalisis para detectar
esteroides anabdlicos androgénicos en muestras de orina, los laboratorios
acreditados han utilizado desde 1981 la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para detectar este tipo de sustancias.

En algunos casos la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(HPLC/MS por sus siglas en inglés), ha sido util para detectar esteroides
androgénicos que muestran una mala deteccién por cromatografia de gases o que
son termolabiles. Aunado a esto, desde finales de 1990, la introduccion de la
espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS por sus siglas en inglés) y la
Espectrometria de masas en tandem (MS/MS por sus siglas en ingles), como por
ejemplo la trampa de iones, han mejorado mas la sensibilidad de las técnicas de

deteccion de esteroides androgénicos [13].

En los Estandares Internacionales de Laboratorio, en el numeral 5.2.4.3.1.2 se
establecen las alternativas analiticas utilizadas para la deteccion de sustancias
prohibidas, a los cuales se refiere de la siguiente forma: La cromatografia de
gases o cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, es el
método preferente para confirmar la presencia de sustancias prohibidas,
metabolitos de una sustancia prohibida o de marcadores del uso de una sustancia
o método prohibido. Los métodos de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas o cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria
de masas son aceptables tanto para los procedimientos de deteccidbn como para

los procedimientos de confirmacidn con respecto a un analito concreto [24].
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Para la deteccion de testosterona administrada de forma exdgena se ha utilizado
el andlisis de la relacion testosterona/epitestosterona (T/E), cuantificado con la
técnica de cromatografia de gases con celda de combustién acoplado a un
espectrémetro de masas de relaciones isotépicas (GG-C-IRMS, por sus siglas en
inglés) [13].

7.1 Cromatografia

7.1.1 Generalidades

Michael Tswett un cientifico ruso, informé en 1906 acerca de la separacion de los
componentes de diferentes colores procedentes de hojas, al hacer pasar un
extracto de estas, a través de una columna de carbonato de calcio, alumina y
sacarosa. Acuio el termino cromatografia con las palabras griegas que significan
“color” y “escribir’. En la actualidad se interpreta la cromatografia como la
separacion de componentes de una muestra al distribuirse entre dos fases.

La cromatografia es un método fisicoquimico de separacion, en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y otra
movil, en una direccion definida. La fase estacionaria suele estar en una columna,

pero puede tener otras formas, soporte plano [25].

Las separaciones se consiguen a través de una gran variedad de técnicas, con
bases moleculares muy claramente bien definidas: por ejemplo, se puede
conseguir la separacion de los elementos de una muestra sobre la base de sus
cargas eléctricas (cromatografia idnica), de su polaridad (cromatografia de
adsorcion), de su tamafo (cromatografia de exclusiébn molecular), por su afinidad a
otras moléculas (cromatografia de afinidad), de su solubilidad en diferentes
disolventes (cromatografia de reparto) e, incluso, de la disposicién espacial de los

enlaces (cromatografia quiral) [26].
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Hay dos clases de cromatografia de gases: cromatografia de gas-solido y
cromatografia de gas-liquido. De ellas, la mas importante es la cromatografia de

gas liquido, utilizando columnas capilares [25].

7.2 Cromatografia de gases

En cromatografia de gases, la muestra pasa al estado de vapor (si no es ya
gaseosa) inyectandola a un puerto calentado, y el eluyente es un gas (el gas
acarreador). En general, la fase estacionaria es un liquido no volatil soportado en
una pared capilar con particulas sélidas inertes. Hay una gran cantidad de fases
liquidas disponibles, y cambiando la fase liquida y no la fase movil es como se

logran diferentes separaciones

La muestra se inyecta rapidamente con una microjeringa hipodérmica a través de
un tapon septum de goma de silicona y pasa a la columna. El puerto de inyeccion
de muestra, la columna y el detector se calientan a temperaturas a las que la
muestra tenga una presion de vapor minima de 10 torr, usualmente a unos 50°C
por arriba del punto en el que hierve el soluto con mayor punto de ebullicion. El
puerto de inyeccion y el detector se suelen mantener un poco mas calientes que la
columna para evaporar rapidamente la muestra liquida y evitar que esta se

condense en el detector.

La separacion se efectia a medida que los componentes del vapor se equilibran
con el gas acarreador y la fase estacionaria. El gas acarreador es un gas
guimicamente inerte que debe encontrarse en forma pura, como, helio o nitrégeno.
Un gas muy denso tiene mejor eficiencia porque su difusividad es menor, pero un

gas de baja densidad permite mayores velocidades. [25].
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Es analizable por cromatografia de gases compuestos con un punto de ebullicion
inferior a 250 °C. Una limitacion adicional a la del punto de ebullicion es que la
sustancia debe ser estable en estado gaseoso y no pirolizarse (romperse por
accion del calor). A veces se puede recurrir a la derivatizacion, es decir, someter
al analito a una reaccién quimica que lo transforme en un compuesto analizable

por cromatografia de gases.

La derivatizacion tiene dos finalidades:

1) transformar el analito en compuesto volatil y/o

2) transformar el analito en compuesto que cause una mayor sefal en el detector.
El gas portador debe cumplir dos propdésitos:

1) arrastrar los analitos por el interior de la columna y,

2) proporcionar una matriz adecuada al detector.

Los gases comunmente utilizados en cromatografia de gases son Helio, Nitrogeno
e Hidrégeno. Los requisitos que debe cumplir son: a) debe ser inerte, es decir no

debe reaccionar con la muestra; b) debe ser facil de adquirir y con un alto grado

de pureza [26].

Los dos tipos de columnas que se usan en cromatografia de gases son las
columnas empacadas y las columnas capilares. Las columnas empacadas fueron
el primer tipo, y se usaron durante muchos afios. En la actualidad, se usan mas
las columnas capilares, aunque las columnas empacadas se siguen usando en
aplicaciones que no requieren grandes resoluciones, o cuando es necesaria mayor

capacidad [25].
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Las columnas capilares poseen diametros internos menores de 1 mm. La longitud
oscila entre los 25 my 100 m. la columna es habitualmente de silice fundida y sus
paredes internas estan recubiertas de una pelicula de fase estacionaria, mientras
gue las externas lo estan de poliimida, compuesto que le otorga mayor flexibilidad.
La eficacia cromatografica de estas columnas ronda los 200000 platos teoricos.

El pardmetro que define las columnas capilares es la denominada proporcion de
fase, que relaciona el diametro del capilar con el espesor de la pelicula de fase
estacionaria. Asi si r es el diametro interno de la columna y d, es el grosor de la
pelicula, la proporcion de fase de la columna vendria definida por la relacion:

p=rlad,

El parametro B ayuda a determinar el tipo de columna necesaria para separar
analitos. Asi, columnas con bajos valores de 3 son utiles para compuestos de bajo
peso molecular y apolares, ya que se requiere mayor volumen de gas para

retardar estos compuestos tan facilmente eluibles [26].

\ ‘ i

Figura 8 Columnas capilares para cromatografia de gases [25]
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La temperatura en la columna es una variable importante que se tiene que regular

hasta unas décimas de grado en el caso de un trabajo preciso. Por lo consiguiente

la columna se debe alojar dentro de un horno con temperatura controlada. La

temperatura 6ptima de la columna depende del punto de ebullicion de la muestra 'y

del grado de separacion requerido. En la tabla 5 se muestran diferentes tipos de

fase estacionaria de columnas capilares y sus temperaturas maximas [27].

Tabla 5: Fases estacionarias utilizadas en cromatografia de gases [27]

Fase Polaridad Uso Tempe_ratura
maxima
Dimetil polisiloxano 100% Hidrocarburos,
CHs compuestos
{D—lﬂi No polar arpméticos 320
| n polinucleares,
CHj3 policlorobencenos
Difenil, dimetil polisiloxano
2 5% baja
[ 320
S '[l-“H_: 35%, 65%
' : ' : intermedia Plaguicidas 300
+O—Si——0—Si—F g
. X% L | 100 — x%
T CH; 65%,35% 370
E | intermedia
T
14% cianopropilfenil-36%
dimetilsiloxano Separacion de
CN plaguicidas
CH- organoclorados
- r - . . mencionados en los
{ 0—35i 0—5i ) intermedia métodos 608 y 8081 de 280
J_ 4w L - 86% EPA. Susceptibles a
= CHjy dafios por humedad u
. | oxigeno
=
B0% Biscianopropil-20%
cianopropilfenil polisiloxano
CN NCN Acidos libres, acidos
grasos, polisaturados,
Muy polar alcoholes. Evite 275

{D—SL\}M 05Ty,
CN rT

i

disolventes polares
como agua y metanol
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Arilenos
R R3 )
| l | Varia la
{ 0—5; S polaridad al 300-350
| | n variar R
Varia la
polaridad al 430
variar R
circulos vacios = boro
circulos llenos = carbono
Poli(etilenglicol) (Carbowax) Alcoholes, aldehidos,
cetonas y separacion
{ D—CI—I;CH;% Muy polar de isébmeros 250
n aromaticos, como
xilenos

El inyector es la zona del cromatografo en donde se introduce la muestra en la
columna y vaporiza los compuestos de la misma para que se puedan analizar.
Para que las separaciones sean eficaces, reproducibles y los picos tengan una
buena resolucion la inyeccién se debe realizar en el menor tiempo posible. A su
vez, para que la evaporacion sea eficaz, la temperatura del inyector debe ser
superior a la del punto de ebullicion del disolvente y si es posible también a la de

los analitos [26].

Con el fin de tener una alta eficiencia en la columna se requiere que la muestra
sea de un tamafo adecuado y que se introduzca como un “tapén” de vapor, la
inyeccion lenta o muestras demasiado grandes causan dispersion de las bandas y
una mala resolucion. Las microjeringas calibradas, se utilizan para inyectar
muestras liquidas, a través de un diafragma de silicon (septum), en una camara

caliente especial para la muestra que se ubica en la cabeza de la columna. La
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camara de la muestra esta casi siempre a unos 50 °C por encima del punto de
ebullicion del componente menos volatil de la muestra [27].

Para controlar mejor la reproducibilidad de las inyecciones habitualmente se
adapta un inyector automatico, gracias al cual los movimientos de la jeringa se
automatizan, asociado a un carrusel portamuestras, asi es posible programar
secuencias ciclicas de toma de muestra, introduccion muy rapida en el inyector

(0,2 s) y enjuagado de la jeringa.

Una técnica conocida como headspace (espacio de cabeza) de la que existen dos
variantes, estatica y dinamica, esta muy extendida en cromatografia de gases para

el andlisis cuantitativo de los constituyentes volatiles de muestras.

El headspace (espacio cabeza) es un dispositivo de extraccion que funciona en
tandem con un equipo de cromatografia de gases que se aplica al analisis de
compuestos volatiles presentes en una matriz solida o liquida. Esta técnica puede

tener dos variantes, estatica y dinamica.

En el modo estatico: la muestra se introduce en un pequefio recipiente cerrado
(sin llenarlo) por un tapén perforable. Tras un periodo de equilibrado
termodinamico entre las fases presentes, se toma un poco del vapor en equilibrio.
En estas condiciones la cantidad de cada compuesto volatil en el volumen de
espacio de cabeza es proporcional a su concentracion en la matriz. Después del
ajuste (por un patrén interno) es posible hacer corresponder las concentraciones

reales en la muestra con las de los vapores inyectados en el cromatégrafo.

En el modo dindmico en lugar de usar un recipiente cerrado se hace pasar primero
un gas portador, como el helio, bien a nivel de superficie o bien haciendo

burbujear la muestra, para arrastrar los componentes volatiles hacia una trampa
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donde son adsorbidas y concentradas. Posteriormente se produce una desorcion

térmica de la trampa para su inyeccion en el cromatografo. Esta técnica,
designada por purga y trampa es semicuantitativa [28].

Jeringa
Septum Purga
: _ del septum
Agujade | 4
la jeringa .{ : AP =025 psi mL~!
E N caudal
Cimarade | fonl::
vaporizacién 115 I B
Gas portador
Conexidn
de volumen
MUETLD cerc
Columna

Figura 9 Inyector de cromatégrafo de gases [27]

A partir de los primeros experimentos con la cromatografia de gases se han
desarrollado diferentes tipos de detectores. Algunos de ellos fueron disefiados
para responder a la mayor parte de los compuestos en general, otros para ser
selectivos hacia determinados tipos de sustancias. En la tabla 6 se mencionan

diferentes detectores utilizados en cromatografia de gases.
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Tabla 6 Detectores utilizados en cromatografia de gases [25]

DETECTOR

Conductividad
térmica

lonizaciéon de
flama

Fotométrico de
flama

Termoibnico
de flama

Perla de
silicato de
rubidio

APLICACION

General responde a
todas las sustancias

Todas las
sustancias
organicas.

Compuestos de
azufre (393 nm)

Compuestos de
fosforo (526 nm)

Todos los
compuestos
nitrogenados y
fosforados

Especificos para
sustancias
nitrogenadas y
fosforadas

INTERVALO DE

SENSIBILIDAD

5-100 ng, 10 ppm-
100%

10-100 pg 10ppb
99%

Muy buena 10 pg
de azufrey 1 pg
de fosforo

Excelente
‘ Excelente

| LINEALIDAD

Buena, excepto
termistores a
mayores
temperaturas

Excelente hasta
10°

Excelente

Excelente ‘

Excelente

OBSERVACIONES

Sensible a cambios de
temperatura y flujo;
sensible a la
concentracion de los
analitos.

Requiere flujo muy estable
de gas

Se debe recubrir la malla
con sales de sodio;
sensible a la masa

Sensible a la masa
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Todas las Muy sensible a las
lonizacion de sustancias Muy buena; 0.1- impurezas y al agua
argon (rayos orgéanicas, con He 100 ng, 0.1- necesita gas acarreador

B) como gas 100ppm, muy puro; sensible a la
acarreador concentracion

Todas las
sustancias que
tienen afinidad para
Captura de capturar electrones;
electrones no responde a
hidrocarburos
alifaticos ni
nafténicos.

Excelente para
sustancias Muy sensible a impurezas

halogenadas y cambios de temperatura;
andlisis cuantitativo
complicado; sensible a la
0.05-1pg, 50ppt- concentracion.
1ppm

Casi todas las
Espectrometria [| sustancias, depende
de masas del método de
ionizacién

Puede suministrar
Excelente Excelente informacién estructural y
de peso molecular

7.3 Espectrometria de masas

El fenbmeno de la deflexion de los iones en campos eléctricos o magnéticos fue
propuesto inicialmente por Wien, en 1989. Empleando este principio, Thomson en
1912 y Aston en 1919 llevaron a cabo algunos experimentos de identificacion y
cuantificacion de isotopos. No obstante, a mediados de la década de 1930

comenzo a disponerse de un espectrometro de masas para uso general [29].

La espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) es un método de

analisis que se basa en la determinacion de especies atdbmicas o moleculares
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individuales de la muestra analizada lo que permite recabar informacién sobre su

naturaleza, su composicion y de igual modo sobre su estructura [28].

Para obtener un espectro de masas las moléculas gaseosas o las especies
desorbidas de fases condensadas se ionizan, los iones se aceleran en un campo
eléctrico y a continuacion se separan segun su relacién masa carga (m/z) [30]. Un
espectrometro de masas mide la relacion masa carga (m/z). En la mayoria de los
casos los iones formados en espectrometria de masas tienen carga 1, por lo que
su relacion m/z es numéricamente igual a la masa molecular del i6n formado, pero

no siempre es asi [26].

Las tres partes basicas de un espectrometro de masas son: La fuente de
ionizacion, es la zona del espectrometro en donde las moléculas del analito son
aceleradas y ionizadas. El analizador y el transductor/detector estas dos secciones
del espectrémetro son las que separan los iones de distinta masa y posteriormente
amplifican la sefal y la transforman en una sefal de salida. Un espectrometro se
mantiene a una presién entre 10°y 107 torr. La muestra puede introducirse tanto
en fase gaseosa como en fase solida o liquida (siempre que se evaporen los
liquidos y se sublime a los sdlidos) [31]. En la Figura 10 Se esquematiza los

elementos que conforman un espectrometro de masas
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Figura 10 Componentes de un espectrémetro de masas

En espectrometria de masas siempre hay alguna forma de energia que es
transferida a las moléculas para realizar el proceso de ionizacion. Un ejemplo es la
electroionizacion o impacto electronico en donde la fuente de iones es sencilla, los
electrones son emitidos por un filamento caliente de wolframio o de renio y se les
acelera mediante la aplicacion de aproximadamente 70 V entre el filamento y el
anodo [27]. En las figuras 11 se esquematiza diferentes patrones de
fragmentacion de moléculas y en la figura 12 se muestra un espectro de masas

del diclorometano.
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Formacién del ion molecular

Fragmentacién ABCD + e~ — ABCD™ + 2e”
ABCD™ — A*  + BCD’

— A’ + BCD* —= BC* + D

B + A’
——— o wap — T

D+ C*
L, AB’ +CD*—EC:D+

Reordenamiento seguido de fragmentacion ABCD™ —> ADBC** { BC'. + AD*
AD" + BC*

Colision seguida de fragmentacion

Figura 11 Patrones de fragmentacion del analito [27]

ABCD™ + ABCD — (ABCD)"* — BCD" + ABCDA"

100 — 49
CH,Cl, - Pico base CH.CI* 84
80 — Pm=2584 » M
CH,ClL

60 -

40 |-

20 =

Lis |I 1 'ILI
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Figura 12 Espectro de masas del diclorometano [27]
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En la Tabla 7, se presenta un resumen de los diferentes tipos de componentes en

un espectrometro de masas.

Tabla 7 Componentes del espectrometro de masas [26]

Introduccion de la muestra
Fuente de ionizacion W

Desorcion por laser

Sector magnético
Doble sector (doble enfoque)
Analizador

Tiempo de vuelo

Cuédruplo
Dinodo continuo
Detector
Dinodo discontinuo

7.4 El acoplamiento de la cromatografia de gases y la espectrometria de
masas

En las diferentes ramas de las ciencias quimico- biolégicas uno de los aspectos de

interés es la identificacion y determinacion de compuestos. Uno de los detectores
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mas potentes para cromatografia de gases es el espectrometro de masas. La tasa
de flujo procedente de las columnas capilares es tan baja que la salida de la
columna se puede alimentar de manera directa a la camara de ionizacion del
espectrémetro de masa [27]. El acoplamiento de un detector de espectrometria de
masas a un sistema de separacidén cromatogréafico constituye una herramienta que
permite que se resuelvan con las suficientes garantias los problemas de
identificacion y cuantificacion de diferentes sustancias. En efecto cuando los
detectores de masas por impacto electrénico operan en modo SCAN proporcionan
una informacién espectral muy precisa sobre la identidad del producto, y cuando
operan en modo (SIM modo selectivo de iones por sus siglas en inglés)
proporciona una excelente sensibilidad con una alta especificidad, lo que posibilita
el analisis cuantitativo [32].

Las fuentes de ionizacibn mas comunes en GC/MS son la ionizacion por
electroionizacion o impacto electronico y la ionizacion quimica [27]. En la figura 13
se esquematiza de forma general el acoplamiento del cromatégrafo de gases con

el espectrometro de masas.

Inyector

Columna de silice Zona de
la fuente Multiplicador
de ionizacién Analizador de electrones
Entrada del l
gas portador

Llu Sistema de
{l | adquisicion |
|| swsssmmms——mrm I:_._I y -

tratamiento |
de los datos |

fundida para GC

Horno del cromatégrafo de gases

Sistema de Lentes
transferencia de enfoque

Figura 13 esquematizaciéon general del cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de

masas [27]
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7.5 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas con
analizador tipo cuadruplo simple

El analizador de masas tipo cuadrupolar es el analizador de uso mas generalizado
para su acoplamiento a HPLC y GC. El cuadruplo se construye a partir de cuatro
barras metalicas de la misma longitud y didmetro alineadas paralelamente entre si,
estas barras suelen ser de acero inoxidable o molibdeno y, a veces, se recubren
de ceramica para proteger el elemento de la corrosion [26].

El analizador de masas cuadrupolar es un “filtro de masas” que solo permite el
paso de iones especificos. Consiste en cuatro varillas metalicas paralelas a las
gue se aplica al mismo tiempo un voltaje de cd (U) y un voltaje oscilante de
radiofrecuencia (V cos wt, donde w es la frecuencia y el tiempo). Dos polos
opuestos se cargan de modo positivo y los otros dos en forma negativa, y sus
polaridades cambian durante el analisis. Los voltajes aplicados son U+V cos wty
-(U V cos wt). Estos voltajes determinan la trayectoria de los iones mediante la

trayectoria de vuelo entre los cuatro polos.

Cuando los iones procedentes de la fuente de ionizacién entran al campo de
radiofrecuencia a lo largo del eje z de los electrodos, oscilan con respecto a ese
eje. Sélo los que tienen determinada relacion de masa/carga resuenan a lo largo
del campo y tendran una trayectoria estable hacia el detector. Otros, los que no
resuenan, son deflectados (trayectoria inestable), y colisionaran con los electrodos
y se perderan (se filtran y eliminan). Al variar rapidamente los voltajes, los iones de
una masa tras otra tomaran la trayectoria estable y seran recolectados por el
detector. Se hace variar w manteniendo constantes U y V, o bien se hacen variar
U y V manteniendo constante U/V. El analizador cuadrupolar tiene varias ventajas
gue lo hacen ideal para gases-masas. La trayectoria no depende de la energia
cinética (es decir, de la velocidad) ni de la deflexion angular de los iones que

entran; entonces, la rapidez de transmision es alta. Como soOlo se requiere un
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cambio de voltaje, un barrido completo puede ser muy rapido. Se pueden registrar
hasta ocho espectros por segundo sobre un intervalo aproximado de 800 unidades
de masa. Se necesita un barrido rapido para monitorear los maximos de
cromatografia que pueden tener una fraccién de segundo de ancho. Se puede
alcanzar una resolucion de unos 1 500, y los sistemas de cromatografia de gases
suelen proporcionar resolucion unitaria. En la figura 13 se puede observar las
partes que constituyen un cuadruplo asi como la trayectoria que siguen los
fragmentos de las moléculas ionizadas en un espectro de masas [25].

La deteccion de esteroides anabdlicos androgénicos y de sus productos
metabdlicos se ha logrado analizar mediante sistemas de GC-MS convencionales
que contienen analizadores individuales de masas de cuadruplo. El uso del modo
selectivo de iones (SIM por sus siglas en inglés) de los fragmentos de iones mas
abundantes, caracteristicos y / o especificos de los compuestos de interés, ha
permitido la deteccién y cuantificacion de esteroides anabodlicos androgénicos,
para la deteccion de algunos de ello se requiere limites de deteccion de hasta 2
ng/mL [29].

lon resonante )(

Detector

lon no resonante

Entrada
de la Voltaje constante
columna de cd y voltaje
capilar ) alterno de rf
de GC : -

Filamento para
la fuente de iones

Figura 13 Imagen general de un analizador tipo cuadrupolar [26]
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En la figura 14 y 15 se observan los espectros de masas de diversos esteroides
anabolicos androgenicos en su forma derivatizada (TMS-derivados) obtenidos con
un equipo de GC/MS tipo cuadrupolar.

143
1801
0-T™S
CHa
4@
o 13
[T TMS-0
§ H
-  4p
71
138
2@ |
5 435
/}s 360 / _
229 l 450 .
o- .1....:..."rll IL_F_I_’. — i’ {
1ee 200 g0 400
Mass/charge

Figura 14 espectro de masas de 17a-metil-5a-androstene-3a,178-diol bis-TMS [33]
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Figura 15 a la derecha espectro de masas de 4-clorandrost-4-en-3a-ol-17-ona bis-TMS. A la
izquierda espectro de masas de la oximesterona tris-TMS [33]
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7.6 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas en
tandem

Un espectrometro de masas en tandem es un espectrometro de masas con mas
de un analizador (normalmente en la practica dos). ElI acoplamiento de dos
analizadores de masas se usa en la identificacion de estructuras complejas de
compuestos. Los dos analizadores estan fisicamente separados por una camara
de fragmentacion situada entre ambos. Esta camara de fragmentacién contiene un
gas inerte que bombardea los iones que entran en la cAmara produciendo nuevas
fragmentaciones [26]. La principal ventaja de la espectrometria de masa en
tandem reside en el andlisis directo de mezclas debido a su gran espectro de

masas, alta resolucion y extrema sensibilidad [29].

Los niveles minimos de desempefio para la deteccion de sustancias prohibidas
(MRPL por sus siglas en ingles) es un parametro analitico de rendimiento técnico
con el gque los laboratorios deberan cumplir al comprobar la presencia de una
sustancia prohibida particular, su(s) metabolito (s) o marcador (s). EIl MRPL no es
un limite de deteccion o limite de cuantificacion [34]. Debido a que los laboratorios
acreditado por la agencia mundial antidopaje deben cumplir con métodos
validados y que cumplan con los MRPL es que se han ido incorporando equipos
con una alta sensibilidad como lo son los espectrémetros de masas en tandem
[35].

Para los esteroides anabolicos androgénicos el MRPL es de 5 ng/mL, para
metandienona (y su metabolito, 17B-methyl-5B-androst-1-ene-3a,17a-diol),
metiltestosterona (metabolito 17a-methyl-5B-androstane-3a,17p-diol) y estanozolol
(metabolito 3’-hydroxystanozolol) el MRPL es de 2 ng/mL y para clembuterol es de
0.2 ng/mL [34].
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En la Figura 16, se muestra los componentes de un espectrometro de masas-
masas triple cuddruplo y en la figura 17 se observa el templete de espectros de
masas de esteroides anabodlicos androgenicos analizados por espectrometria de
masas en tandem (triple cuadruplo).

Detector 1
Introduccidn Fuente | ——— T————— Detector 2
” e
; e
de iones f| T [re—
a ) | —
LC
Q Q Q,

Entradas especiales

Procesadores R
de adquisicion B

E TR

Procesadores de
barrido y control
del instrumento

Interfase |
de adquisicién [

Ordenador del
instrumento
principal

Pantalla

Ratén

Figura 16. Imagen de un espectrémetro de masas 3Q.[27]
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Clenbuterol 17B-methyl-5B-androst-1-ene- 19-norandrosterone 19-noretiocholanolone
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Figura 17 Templete de espectros de masas de esteroides anabdlicos androgénicos a
concentraciones de 1 a5 ng/mL [35]

7.7 Cromatografia de gases con celda de combustién acoplado a
espectrometria de masas de relaciones isotopicas.

Los perfiles esteroidales urinarios son usados para controlar el abuso de
esteroides endogenos (administrados de forma exdgena) tales como la
testosterona y la dihidrotestosterona (DHT). En el @&mbito deportivo una relacién de
testosterona con su epimero, epitestosterona, mayor a 4 (T/E=4), puede indicar el
consumo exégeno de testosterona, o bien, de sus precursores. El uso de un
GC/MS solo nos proporciona la informacién estructural del compuesto pero no nos
indica el origen de dicha sustancia, que puede ser de dos tipos: endégeno o

exdgeno. Cuando nos referimos a un esteroide endégeno, estamos hablando de
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un esteroide que se biosintetiza en el organismo, mientras que por un esteroide
exdgeno nos referimos a un esteroide sintético y que puede tener la misma

estructura de un esteroide enddgeno.

Una relacion T/E=24 como se menciono anteriormente, puede indicar el abuso de
testosterona, sin embargo, existe una amplia variacién natural de la relacién T/E
entre los individuos, incluso esta relacién puede estar por encima del valor de
corte permitido sin el consumo exdgeno de esteroides sintéticos. En otros casos
esta relacion puede estar por debajo del valor permitido y el deportista esta
consumiendo esteroides. Recientemente se ha establecido que una relacion T/E
baja se debe a una variacion genética.

La relacion de T/E es constante a través del tiempo y una variacion en individuo
indica dopaje. Lamentablemente, esta técnica solo se aplica a muestras
sospechosas que presentan un valor en la relacion de T/E por encima del valor
permitido [36].

Por medio de la cromatografia de gases con celda de combustion acoplado a
espectrometria de masas de relaciones isotopicas se puede medir la abundancia
relativa de un isotopo de un determinado atomo por ejemplo (C, N, O, H, S). Para
efectos de control del dopaje, esta técnica permite discriminar entre la naturaleza
exdgena o enddgena de ciertos compuestos excretados en la orina como
testosterona y/o sus precursores 0 compuestos de metabolizacion como 19-

Norandrosterona y 19-Noretiocolanolona.

En el sistema de cromatografia de gases con celda de combustion acoplada
espectrometria de masas de relaciones isotépicas (GC/C/IRMS, por sus siglas en
inglés) la muestra se introduce en el cromatdgrafo de gases, donde es evaporada

y se realiza la separacion cromatografica de los componentes de la muestra. El
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eluyente que procede del cromatografo de gases atraviesa un horno de
combustion donde se produce la reaccion de combustion de la materia organica
generando bioxido de carbono y agua. EI CO, generado por la combustion se
introduce en el espectréometro de masas junto con un flujo de helio, como gas
portador. Por otro lado, se introduce también en el espectrometro un flujo continuo
de gas de referencia, generalmente es CO,. En la fuente de ionizacién las
moléculas de diéxido de carbono son ionizadas dando lugar a los iones *2C*®0, y
13¢c*0,. Mediante un electroiman se dirige el haz hacia un sistema de colectores,
donde se detectan de manera simultanea las diferentes trazas de las diferentes
formas isotopicas generadas. Se determina asi la diferencia en la composicion
isotdpica entre los dos gases (muestra y gas de referencia) [37]. En la Figura 18
se muestra un diagrama de un GC/C/IRMS.

INYECTOR Gas portador
- (He)

) L]
GAS C0O ,DE REFERENCIA
Dietector

AN DOR DE SECTOR MAGNETICO
T CELDA DE COMBUSTION 7

Columna

Cromatografica

COLECTORES

i
|
|
), | —

/ miz 44
FROMATOGRAFO DE _ miz 45
GASES Divisor de m/iz 46

Tubo de vidrio relleno de
cuorP

I

Figura 18: Cromat6grafo de Gases con Celda de Combustién acoplado a un Espectrometro
de Masas de Relaciones isotépicas (GC/C/IRMS).[37]
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8. ANALISIS DE ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

8.1 Aspectos criticos en el analisis de esteroides anabdlicos androgénicos

El Dr. Manfred Donike, al frente del Instituto de Bioquimica de la Universidad
Alemana de Deporte, desde 1977 hasta su muerte en 1995, fue el iniciador
principal de la introduccion de la espectrometria de masas en los andlisis
antidopaje. Ya desde 1968 habia estado involucrado en los analisis antidopaje con
Cromatografia y Espectrometria de masas como las técnicas clave [38].

El andlisis de esteroides en un control antidopaje se realiza generalmente a partir
de muestras de orina como matriz. Los métodos utilizados habitualmente en la
deteccion de esteroides se centran principalmente en los metabolitos, que son

excretados en su forma conjugada como glucuronidos en la orina.

Para tener una confiabilidad de los resultados en el analisis de las muestras para
la deteccion de esteroides anabdlicos androgénicos se llevan a cabo normalmente
en una unica alicuota de las muestras de orina, agrupados en lotes que contienen
también una muestra de control de calidad de composicion conocida. Los analisis
de confirmacion de un parametro superior a los rangos de valores que
normalmente se mide en los seres humanos deben proporcionar una identificacion
clara de la sustancia analizada, y se requiere su cuantificacion, por triplicado [39].
Ademas de la muestra de control de calidad se adiciona a cada una de las
muestras a analizar un estandar interno, este estandar interno es una sustancia a

una concentracion conocida.

Durante el andlisis de las muestras para la deteccion de esteroides anabdlicos
androgénicos existen factores determinantes que pueden llevar a un resultado
falso positivo o a un falso negativo. Dichos pasos criticos son: La hidrdlisis,

extraccion y derivatizacion de las muestras.
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8.1.1 Hidrdlisis

Como se menciono anteriormente la testosterona y/o sus metabolitos son
eliminados del organismo en forma de glucuronido, por tal motivo es necesario
realizar un procedimiento de hidrdlisis para poder obtener el metabolito libre antes
de ser analizado por técnicas analiticas. La técnica mas ampliamente utilizada es
la hidrélisis con enzimas principalmente de bacterias como la 3-glucuronidasa de

E. coli.

8.1.2 Extraccion

En esta etapa del proceso se utiliza algun solvente organico poco polar, ya que la
estructura de los esteroides anabodlicos androgénicos presentan basicamente es
no polar, en la metodologia de screning se utiliza principalmente terbutil metil éter

como solvente para la extraccion de los analitos que pudiesen estar presentes.

8.1.3 Derivatizacion

La volatilidad y la estabilidad térmica de los compuestos son requeridas para el
analisis mediante GC/MS. La derivatizacion es obligatoria para los compuestos

polares y termolabiles para hacerlos susceptibles al andlisis cromatogréfico.

Los requerimientos principales para una reacciéon de derivatizacion exitosa son:

» Un solo derivado debe ser formado por cada compuesto.

» Lareaccion de derivatizacion debe ser simple y rapida.

» La reaccion debe ocurrir bajo condiciones suaves.
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El derivado debe ser formado con alta reproducibilidad y rendimiento.

El derivado debe ser estable en el medio de reaccion.

Los principales procedimientos usados para reacciones de derivatizacion son
la silacidn, acilacion, alquilacion, etc. En este punto solo nos enfocaremos a la

reaccion de derivatizacién con compuestos de silicio.

La silacion es el procedimiento de derivatizacion mas ampliamente usado
para el andlisis de GC/MS.. Los derivados silil son formados cuando se
desplaza un proton activo, en los grupos —OH, -SH o —NH, por un grupo
alquilsilil. Casi todos los grupos funcionales protonados presentes en
compuestos organicos pueden ser convertidos en esteres o esteres de silil.
La habilidad de varios grupos funcionales para formar los derivados silil es la
siguiente:  alcoholes>fenoles>acidos  carboxilicos>aminas>amidas. El
procedimiento mas comun de silacion es la trimetilsilacion, ya que los
derivados trimetilsilii (TMS) combinan la estabilidad quimica y térmica, asi
como una alta volatilidad. Son faciles de preparar y muestran excelente
comportamiento en la GC. Una gran variedad de este tipo de agentes con
diferentes propiedades (volatilidad, reactividad, selectividad, etc.) han sido
desarrollados. Las TMS amidas, N,O-bistrimetilsilil-trifloroacetamida (BSTFA)
y N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) son los mas ampliamente
usados en los trabajos analiticos. EIl MSTFA es la TMS-amida mas volatil
disponible. Algunos esteroides anabdlicos y algunos de sus metabolitos no
presentan buen comportamiento cromatografico, principalmente debido a la

presencia de los grupos hidroxi y ceto en su estructura.

Algunos esteroides anabodlicos androgénicos y sus metabolitos también
contienen un grupo carboxilo en la molécula. La posibilidad de formar los

derivados TMS a través de la forma endlica es usado para incrementar la
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masa molecular del derivado y evitar interferencias. Esto se logra al usar
acetato de potasio o TMSIm como catalizadores. El uso de ioduro de amonio
con MSTFA para generar in situ el ioduro de trimetilsilii (TMSI) ha sido
recomendado, la adicién de agentes reductores tales como el ditioeritritol,
etanetiol o 2-mercaptoetanol minimiza la formacién de iodo y han sido
descritos por algunos autores. Este tipo de reaccion se presenta en la figura
19. (Herndndez Martinez, Antonio. Comunicacién personal realizada el 5 de
Enero del 2012) y en la figura 20 se muestra la testosterona y su derivado.

)I\ CH Q
F.C N | Y i(CH3)5
A) T I tONH) —— H3C—?i—l + FsC NH  + HN
H,C—Si—CHj :
[ CH, CH, Si(CH3),
CHj
MSTFA TMSI MFTA HMDS
E— .
B) H,C”~ S-Si(CHg), | I—Si(CHg); *
Etanetiol TMS TMSI Cisteina
Figura 19. Preparacién de MSTFA:NH,l:Etanetiol
O—Si—

OH |

MSTFA/NH4I/etaneti0L

—Si—O

Figura 20 Reaccién de derivatizacién de la testosterona
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8.2 Ejemplos del analisis de esteroides

Las condiciones para el andlisis instrumental de la muestras para la deteccion de
esteroides anabdlicos androgenicos depende de qué tipo de andlisis se realice,
(screening o cribado, confirmacién o relacion testosterona/epitestosterona alta).
De acuerdo a los lineamientos de WADA se debe requerir un método general para
la deteccion de las sustancias prohibidas y un método alterno para su

confirmacion, esto incluye la cuantificacion del analito, si asi se requiere.

En los diagramas 1 y 2 se describen dos diferentes metodologias para la

deteccion y confirmacion de esteroides anabdlicos androgénicos respectivamente..
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3 mL de orina + Estandares Internos

1

+ Buffer de Fosfatos (pH 7) + B-
glucoronidasa de E. coli (Estufalh 50 C)

I

Ajustar el pH con Buffer de Carbonatos
K2C03 Yy KHC03 (11)

I

Agregar 6 mL de Terbutilmetil eter (TBME)
Evaporar el disolvente mediante vacio con
N2

|

Adicionar el agente derivatizante (MSTFA-
NH,l-Ditioeritriol) 30 min en bafio seco a
65°C

}

Trasvasar a viales de 2 mL

|

Inyectar al equipo GC/MS y GC/MS/MS

Diagrama 1 Analisis de Screening para la deteccién de esteroides anabélicos androgénicos

en el control de dopaje [39].
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8 mL de orina muestra
dividida en dos tubos

Evaporacion de la fase
organica bajo corriente de
nitrégeno a 80°C|

1mL Solucién amortiguadora
de fosfatos (pH 7)

+ 100 pL B-glucuronidasa
(E.coli) e incubar durante
lhora a 65°C

Acetilacion con 50l de piridina 'y

50pL de anhidrido acético a 60°C por

1 hora

Limpieza de la muestra
Extraccion en fase solida, se
activa el cartucho de
extracciéon con 6 mL de agua,
se agrega la muestra y se
eluye con acetonitrilo

Redisolver con 3 mL de

acetonitrilo/agua 50:50, y eluir en
cartuchos de extraccion de fase
solida separandola en tres
fracciones diferentes, evaporar
cada uno de los extractos y

reconstituir con 30 pL de
ciclohexano

Analisis por GC/MS y
GC/C/IRMS

Diagrama 2: Confirmacion de esteroides anabélicos androgénicos mediante GC/C/IRMS [40].
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9 ANALISIS Y DISCUSION

Como se observo el uso de esteroides anabolicos androgénicos ocupo el primer
lugar en consumo por los atletas de alto rendimiento (principalmente en deportes
en los que se necesita aplicar fuerza y potencia corporal) durante el afio 2011. Por
lo que el andlisis para la deteccién de estas sustancias se ha convertido en una
necesidad cotidiana para los organismos encargados de preservar la ética y los

valores deportivos a nivel mundial.

También hemos observado la evolucion de los organismos dedicados a regular y
controlar las actividades en contra del dopaje hasta llegar a lo que actualmente es
la WADA, junto con esta evolucion se ha observado el desarrollo de metodologias
analiticas e instrumentales para el seguimiento a los controles antidopaje. Asi
como la necesidad del conocimiento del metabolismo y biotransformacion de los
diferentes esteroides anabdlicos androgénicos para plantear esas metodologias

para su deteccion.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en sus diferentes
variables ha tenido una gran importancia desde su incorporacion en el control
antidopaje en los afios 80's, para el andlisis de muestras y la deteccion de
esteroides anabdlicos androgénicos. Iniciando con los métodos de cribado o
screening y posteriormente utilizando técnicas mas especificas para determinar el
origen de las sustancias, en el caso de esteroides anabdlicos androgénicos
enddgenos de origen exdgeno asi como algunos de sus precursores, utilizando la
cromatografia de gases con celda de combustion acoplado a espectrometria de

masas de relaciones isotopicas.

El uso de la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (con sus

diversas variantes) tiene cualidades especificas que las hacen importantes
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durante los diferentes andlisis de muestras asi como para la confirmacion de la
presencia de esteroides anabdlicos androgénicos en estas. Lo cual hace a estas

técnicas analiticas poderosas herramientas en la lucha contra el dopaje deportivo.

Sin embargo la ciencia y la tecnologia siguen, avanzando y como tal las técnicas
analiticas utilizadas también, lo que ha provocado la creacibn de nuevas
metodologias para la deteccion de esteroides anabdlicos androgénicos, en los
casos de aquellos esteroides en los cuales su detecciéon es complicada, asi como
para disminuir el tiempo de analisis. Dentro de estas nuevas metodologias se
encuentra la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de

masas.
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10 CONCLUSIONES

Se describié la importancia que ha tenido la cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas tipo cuadrupolar, para el andlisis de screening o cribado
de muestras en el control de dopaje deportivo.

Se describieron algunos de los requisitos de la agencia mundial antidopaje, en
cuanto a la sensibilidad y niveles de deteccion en la concentracion de los analitos,
y la importancia de la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas en tandem para el analisis de muestras y la deteccion de esteroides

anabolicos androgénicos

Se describié parte del metabolismo y biotransformacion de los esteroides
anabdlicos androgénicos y la importancia del uso de la cromatografia de gases
con celda de combustion acoplado a espectrometria de masas de relaciones

isotopicas para la determinacion del origen de los esteroides enddgenos.

La informacion recopilada en este trabajo genera una base de consulta para
apoyar a la docencia en especial en el moédulo de Evaluacion de Farmacos y
Medicamentos Il en la unidad que corresponde a farmacos con accion en el
sistema endocrino, referente a hormonas sexuales, debido a que se ilustra la
importancia que cobra el conocimiento del metabolismo y biotransformacién de los
esteroides anabdlicos androgénicos tanto enddgenos como exdgenos para el
desarrollo de las técnicas analiticas utilizadas para su deteccién, la cual puede ser
utilizada en diferentes ambitos cientificos, en este trabajo se hace un énfasis en el
ambiente deportivo, pero este puede ser llevado al ambito endocrinologico, y

toxicoldgico principalmente.
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El control antidopaje es un area relativamente nueva en México, la cual requiere
de la aplicacion de diferentes areas del conocimiento cientifico (farmacologia,
qguimica orgénica, quimica analitica (andlisis instrumental), entre otras) para la
deteccion de sustancias prohibidas en el deporte, la deteccion de esteroides
anabolicos androgénicos en el control antidopaje ha sido de gran interés e
importancia, por lo cual, se han desarrollado y validado diferentes metodologias
para su deteccion y confirmacion con el fin de mejorar las técnicas y hacerlas mas
accesibles en los diferentes laboratorios internacionales, acortando los tiempos de
andlisis y tratando de economizar su estudio, ademas de desarrollar metodologias
nuevas que sean mas sensibles y capaces de detectar las nuevas generaciones

de esteroides sintéticos.

El programa de estudios de la carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogo aborda
muchas de las areas del conocimiento requeridas para la deteccion de esteroides
anabdlicos androgénicos y otros tipos de sustancias consideradas como dopantes
en el ambito deportivo, es por esto que el profesional de la carrera de Quimico
Farmacéutico Bidlogo se encuentra en una posicion idonea para incursionar en
esta area laboral o en alguna otra area en la cual se tengan que utilizar
metodologias para la elaboracion de perfiles esteroidales o la deteccion de

sustancias toxicas en pacientes hospitalarios, asi como deteccion de drogas.
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12 ANEXO

Parametros cromatograficos

En cromatografia se puede parametrizar la forma, la resolucion y la posicion de las
bandas. El parametrizar los datos cromatogréaficos permite facilitar la comunicacion
de datos y también la comparacién de los resultados entre diferentes condiciones
y métodos.

Los parametros que describen un cromatograma pueden correlacionarse con

descripciones de los procesos moleculares que tienen lugar durante la separacion.

Volumen muerto (Vp): es el volumen minimo de fase movil que puede transportar

un componente de muestra a lo largo de toda la columna.

Volumen de retencion (Vg): es el volumen necesario para eluir un componente

determinado.

Los parametros cromatograficos enunciados anteriormente tienen su equivalencia
cuando en un cromatograma es expresado en tiempo de elucion, en la figura 1A

se representa los parametros de tiempo muerto y tiempo de retencion [26].
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Figura 1A Representacion del tiempo muerto y el tiempo de retencién. [27]

El ancho de pico (W) y el ancho de pico a media altura (W12) son parametros que
ayudan a definir y a caracterizar un pico cromatografico. El ancho de pico
corresponde a la base del triangulo tedrico que se formaria uniendo las lineas
tangentes a los puntos de inflexion de la Gausiana que forma el pico. Asi pues, el
ancho de pico solo puede ser determinado matematicamente a posteriori, ya que
depende de la triangulacién del pico. Sin embargo, el ancho de pico a media altura
es un parametro medible experimentalmente, ya que el sistema nos puede ofrecer
el tiempo transcurrido entre que se alcanza la mitad de la altura maxima al
ascender y descender la linea de registro. El alto de W1/2 nos permite calcular W,
ya que se puede demostrar que si el pico es un campana de Gauss perfecta, en la
figura 2A se representan los parametros correspondientes al ancho de pico y el

ancho de pico a altura media:
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Tiempo, min

Figura 2A Representacion de paradmetros cromatograficos. [27]

El factor de capacidad (k) es la relacion entre el volumen corregido de retencion y
el volumen muerto (o bien la relacion entre el tiempo corregido de retencion y el

tiempo muerto si el flujo es constante.

Idelamente las separaciones deben realizarse en condiciones dadas para las que
k este comprendido entre 1 y 5. Al contrario de los tiempos y volumenes de
retencion, el factor de capacidad no depende de la geometria del sistema. Es decir
gue para una fase estacionaria y unas condiciones dadas, el k se mantendra
constante al variar la longitud de la columna, el diametro y su tamafio de particula.

El factor de capacidad es adimensional.

La eficacia cromatografica (N) es un parametro individual para cada banda del
cromatograma, y por tanto no todas las bandas tienen la misma eficacia

cromatografica. El parametro N también suele denominarse numero de platos
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tedricos y resulta util para comparar separaciones cromatograficas en condiciones
diferentes. Cuanto mayor es N, mayor es la tendencia del analito a aparecer en el
cromatograma como un pico estrecho y por tanto, mejor es la separacion obtenida.

La ecuacién matemética que describe el pardmetro N es:

2

N =16 tR'
Wi

tRi

N =554

Wl/ 2

La eficacia cromatografica de un pico esta determinada por factores como la

construccion y empaquetado de la columna y la velocidad de la fase movil.

El concepto de eficacia pretende cuantificar la capacidad del sistema para
aprovechar las interacciones entre el analito y la fase estacionaria, consiguiendo

gue se forme el equilibrio entre ambas fases el mayor nimero de veces posible.

Otra medida util es el numero de platos tedricos por unidad de longitud de la
columna, o bien su inverso, la altura equivalente de plato teorico (H). Cuanto
menor es H, mejor es el sistema cromatografico para el componente que se haya
calculado.
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El factor de separacion se utiliza para definir el grado de mezcla de las sustancias
contenidas en los picos eluidos. El factor de separacion (ai2) 0 especificidad de
dos bandas adyacentes se define como la razén entre los volimenes corregidos

de elucion. La expresion matematica de esta razén es:

172 —
tRl - to
y si el flujo es constante entonces
1/2 —

Un factor de separacién alto nos indica que el centro de los picos esta muy alejado
y, por lo tanto, que la fase estacionaria retiene mas una sustancia que otra; es por
eso que el factor de separaciéon a veces se denomina también como especificidad
[26].
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