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Capitulo |

1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General

» Dar a conocer las condiciones y aspectos mas importantes en el analisis
de esteroides, mediante el equipo de Cromatografia de Gases con Celda
de Combustién acoplado a un Espectrémetro de Masas de Relaciones
Isotopicas (GC/C/IRMS), para detectar la administracion de esteroides
endégenos de forma exdgena y asi contribuir a disminuir el dopaje

deportivo con este tipo de sustancias.

1.2. Objetivos Particulares

» Presentar un panorama general sobre la historia de los Juegos Olimpicos.

» Dar a conocer que es el dopaje deportivo y los tipos de sustancias
prohibidas.

> Presentar la reglamentacién y aspectos generales actuales acerca de la
Agencia Mundial Antidopaje (AMA, WADA).

» Conocer la biosintesis y metabolismo de los esteroides androgénicos
anabdlicos, asi como la sintesis de algunos compuestos relacionados.

» Dar a conocer los efectos adversos del consumo de los esteroides
anabolicos androgénicos.

» Publicar por este medio, el método analitico para la identificacion de los
esteroides androgénicos como sustancias prohibidas mediante el uso del
GCI/C/IRMS.

» Dar inicio en un tema de investigacion de relevante importancia en

nuestro pais que ha sido poco estudiado.
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2. INTRODUCCION

El consumo de sustancias prohibidas es una forma externa, de influir en el
desempeiio fisico del atleta. Estas sustancias, al ser administradas provocan un
aumento artificial del rendimiento deportivo, y su uso se opone a la filosofia que
dio surgimiento al Comité Olimpico Internacional (COIl), que publica anualmente
la lista de sustancias y métodos prohibidos para los deportistas.

Este tipo de sustancias prohibidas se encuentran publicadas en el documento
oficial de la WADA (Agencia Mundial Antidopaje) que se conoce como la Lista
Prohibida, donde se encuentran los esteroides anabdlicos, quienes son uno de
los grupos de compuestos mas ampliamente usados para mejorar el desempefio
fisico del deportista. Este tipo de compuestos son derivados de la hormona
masculina testosterona, que fue sintetizada en los afios 30°s y que a partir de
entonces se han obtenido mediante sintesis organica, una gran variedad de
compuestos derivados que presentan los mismos efectos que su precursor o
gue han sido modificados para eliminar las propiedades androgénicas de la
testosterona dejando que solo contribuyan los efectos anabdlicos de dicha
sustancia. Dentro de este grupo también encontramos prohormonas, que son
precursores de la testosterona, los cuales generan mediante metabolismo a la

testosterona, asi como a sus metabolitos.

Lamentablemente las propiedades fisicas y quimicas de algunos compuestos
sintéticos son iguales a los que biosintetiza el organismo y metodologias mas
especificas deben desarrollarse para identificar el origen endégeno o exdgeno
de dichas sustancias. Para este proposito, la investigacion bibliografica en este
trabajo ha sido encaminada a identificar esta diferencia asi como para detectar

sustancias dopantes a las concentraciones requeridas.
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La técnica de cromatografia de gases con celda de combustion acoplado a un
espectrometro de masas de relaciones isotopicas (GC/C/IRMS), puede
determinar, mediante la relacién isotépica de 2C/*’C, el origen de la
testosterona y/o sus metabolitos presentes en la muestra de un deportista.

Dicho equipo determina el analisis de isOtopos estables que se refiere a la
variacion en el contenido isotopico de algin elemento en particular conocido, un
proceso en el cual un is6topo de un elemento es discriminado, fisica o
guimicamente, en relacion a otro isétopo, este proceso de discriminacion se
conoce como fraccionamiento. Las diferencias isotOpicas pueden ser una fuente
de informacion acerca de los mecanismos de reaccién del medio ambiente y/o la
fuente o destino de un compuesto.

En términos del **C, la fotosintesis es un importante proceso de fraccionamiento
donde las plantas absorben diéxido de carbono (CO,) de la atmésfera. Existen
dos métodos por los cuales las plantas pueden reducir el CO, absorbido de la
atmésfera, y tres categorias de plantas que utilizan estos métodos, conocidas
como plantas tipo C3, C4 y CAM.

Ya que en México la investigacion realizada en el @mbito deportivo es nula, es
de particular interés dar a conocer los métodos actuales para el analisis y
deteccion de los esteroides anabdlicos, y de esta forma contribuir a un campo de
investigacion de interés econdmico, politico y social en nuestro pais, por lo que
en esta tesis se presenta lo publicado en relacién al andlisis de sustancias
dopantes con enfoque a los esteroides anabdlicos, asi como a su confirmacién
mediante el equipo de espectrometro de masas de relaciones isotdpicas,
resaltando el metabolismo de este tipo de compuestos, la sintesis de
compuestos relacionados y las regulaciones actuales sin excluir evidentemente,

la historia de los Juegos Olimpicos.
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3. ANTECEDENTES

3.1. HISTORIA

3.1.1. Los juegos en la antigiedad

Los Juegos Olimpicos comenzaron en Olimpia, Grecia, en el afio 776 a.C. Los
juegos se realizaron en el valle boscoso de Olimpia, en Elis. Aqui los griegos
eligieron estatuas y templos construidos en un bosque dedicado a Zeus, el dios
mas importante de todos los dioses. El mayor santuario fue una estatua de marfil y
oro de Zeus. Creado por el escultor Fidias, que se considerd una de las Siete
Maravillas del Mundo. Los estudiosos han especulado que los juegos en el afo
776 a.C. no fueron los primeros juegos, sino mas bien los primeros juegos
celebrados después de que se organizaron en festivales que se celebran cada
cuatro aflos como resultado de un acuerdo de paz entre las ciudades-estado de
Elisy Pisa.

El primer y Unico evento olimpico fue una carrera de 200 yardas, en el afio 708
a.C. el pentatlon fue agregado y la lucha libre pas6 a formar parte de los juegos.
Este evento consistia en correr, luchar, saltar, lanzar el disco y lanzar la jabalina.

Con el tiempo, el boxeo, la carrera de carros, y otros eventos fueron incluidos.

Los vencedores de estos primeros juegos fueron coronados con guirnaldas de un
arbol sagrado de olivo que crecia detras del templo de Zeus. Segun la tradicién

este arbol fue plantado por Hércules, fundador de los juegos.

Los juegos se celebraban cada cuatro afos a partir del afio 776 a.C. al aflo 393
d.C. cuando fueron abolidas por el emperador cristiano bizantino Teodosio I. Los

antiguos Juegos Olimpicos duraron 1170 afios.
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3.2. Historia de los Juegos Olimpicos actuales

La exitosa campafia para revivir los Juegos Olimpicos se inicié en Francia por el
Barén Pierre de Coubertin a finales del siglo XIX. Hacia el afio 1894, el Baron de
Coubertin, dio origen al movimiento olimpico mundial, al convocar a 14 paises
creandose el primer Comité Olimpico Internacional (COI), con sede en la
prestigiosa Universidad Parisina de la Sorbona. A pesar de las dificultades
politicas y financieras que afront6 la organizacion, se logro la inauguracion de los
juegos por el Rey Jorge | en el afio 1896. (Museum, the Olympic Games in
Antiquity, International Olympic Committee 2007), (Brief History of Antidoping,
Wada, v.6.0, 2009).

En esta primera olimpiada de los juegos modernos cada pais participante tuvo la
oportunidad de desfilar con sus respectivas banderas. En esa ocasion, el Barén
Pierre de Coubertin expreso: "Lo importante no es ganar sino competir”, frase
gue quedd en la historia de los Juegos Olimpicos. (The Olympic Museum, the
Olympic Games in Antiquity, International Olympic Committee 2007), (Brief History
of Antidoping, Wada, v.6.0, 2009).

El primer premio para el ganador de los antiguos Juegos Olimpicos fue una corona
de olivo sagrado, hoy es la medalla de oro.

3.2.1. El Comité Olimpico Internacional (COI)

El COI, con sede en Lausana Suiza, es el responsable de regular los juegos, y
cada pais que quiera participar, debe poseer un Comité Olimpico Nacional
reconocido por el COIl. ElI COI coordina todas las actividades del movimiento
olimpico y esta encargado de supervisar y administrar todo lo concerniente de los
Juegos Olimpicos de verano asi como los de invierno, ademas es el encargado de

seleccionar las sedes donde se llevaran a cabo los Juegos Olimpicos.
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Desde su fundacion se han realizado numerosas reuniones donde se ha discutido
el pasado, el presente y el futuro del movimiento olimpico internacional. (Fried et
al., 1884.).

Entre las reglas del COI est4 el no permitir ningun tipo de discriminacidn entre
los participantes y las competiciones se consideran de caracter individual y no
nacional, aungue la participacién de algun pais se haya prohibido por su politica
interna. (The Internacional Olympic Committee. Antidoping Rules article 11). Ante
la evidencia de participacion de atletas profesionales encubiertos, el COl modificé
en 1976 sus estatutos y admitié que los participantes pudieran ser compensados
econdmicamente por el tiempo que no estaban en sus trabajos para poder
entrenar y esto abrié la posibilidad de dedicarse exclusivamente a la practica
deportiva.

3.3. Historia del doping

Aunque los intentos de mejorar el rendimiento de los atletas son mucho mas
antiguos, la primera mencion de la palabra doping fue en 1889 en un diccionario
inglés. Se uso6 para describir un remedio en forma de mezcla que contenia opio,
utilizado para dopar caballos.

Dope fue una bebida preparada de los residuos de la uva, la cual era usada por
los guerreros Zulu como un estimulante para los procedimientos religiosos o la
guerra y que también fue reportada como doop por los holandeses y africanos.
Posteriormente, el significado dope se extendié a otras bebidas con propiedades
estimulantes. (Detlef Thieme et al. 2010).


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Capitulo I

3.3.1. Los primeros intentos del dopaje

De acuerdo con los reportes de Filostratos y Galeno, varios remedios fueron
usados para potenciar el rendimiento de los deportistas a finales del siglo Il a.C.
Los médicos chinos recomendaban usar el Ma Huang (Un extracto de la planta
Efedra) para incrementar el rendimiento; 5,000 afios atras, cuando esta droga fue

usada para suprimir la tos y estimular la circulacion.

Los médicos indios Sutrutas recomendaban comer los testiculos para tener
virilidad alrededor del afio 300 d.C. y los Huns consumian los testiculos antes de
las batallas, evidentemente con el mismo objetivo. Los hongos alucinégenos se
tomaron en el siglo tercero para potenciar el rendimiento durante las

competiciones olimpicas. (Detlef Thieme et al. 2010).

En la antigiedad el doping fue estrictamente prohibido por las reglas de los
Juegos Olimpicos. Las sanciones, sin embargo fueron mucho mas severas en las
Olimpiadas de la antigua Grecia, en donde incluso se pagaba con muerte. (Detlef
Thieme et al. 2010).
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4. REGULACIONES ACTUALES EN EL DEPORTE

4.1. La Agencia Mundial Anti-dopaje (WADA; AMA)

En el afio 1966, la Federaciéon Internacional de Ciclismo (UCI) y la FIFA
introdujeron el primer test antidopaje en sus respectivos campeonatos mundiales,
al afo siguiente el COIl instaurd la Comision Médica e implanté la primera lista de
sustancias prohibidas. El primer test antidrogas fue puesto a disposicion en los
Juegos Olimpicos de México 68.

En 1998 un gran namero de sustancias médicas prohibidas fueron encontradas
por la policia durante el Tour de Francia, el escdndalo fue enorme y las
autoridades publicas tomaron represalias en el tema del dopaje.
(http://www.wada-ama.org/en/dynamic.ch2?pageCateqgory.id=312 Consultado el
18 de Febrero 2010).

Tras los eventos que sacudieron al mundo del ciclismo en el verano de 1998, el
COlI decidi6 convocar a una conferencia sobre dopaje, reuniendo las partes
involucradas en la lucha contra el dopaje. La Conferencia Mundial sobre dopaje
celebrada en Lausana del 2 al 4 de febrero de 1999, produjo la declaracion de
Lausana, sobre el dopaje en el deporte. Este documento facilito la creacion de un
organismo internacional independiente que fuese completamente operativa para el
inicio de los juegos de la XXVII Olimpiada en Sydney en el afio 2000. De acuerdo
a los términos de la declaracion de Lausana, La Agencia Mundial Antidopaje fue
establecida el 10 de Noviembre de 1999 para promover y coordinar la lucha contra
el dopaje en el deporte a nivel internacional. La Agencia Mundial Antidopaje fue
establecida como una fundacién bajo la iniciativa del COIl con el respaldo y
participacion de organizaciones intergubernamentales, autoridades publicas vy
deportivas, asi como otros entes publicos y privados involucrados con la lucha
contra el dopaje.
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La Agencia esta conformada por igual nimero de representantes provenientes de
las autoridades publicas y deportivas. EI movimiento deportivo y los gobiernos del
mundo componen y financian la Agencia a partes iguales. (O’Leary John., 2001).

Actualmente la WADA promueve, coordina y monitorea la lucha contra el dopaje
en el deporte en todas sus formas y trabaja por alcanzar la vision de un mundo
gue valore y aliente el deporte sin dopaje.

(http:/lwww.wada ama.org/en/dynamic.ch2?pageCategory.id=312 Consultado el 3
de Febrero de 2010).

4.1.1. Programa Mundial Antidopaje

La armonizacion en la lucha global contra el dopaje en el deporte es lograda por la
intervencion conjunta de las autoridades publicas y deportivas al Programa
Mundial Antidopaje-WADP, el cual tiene tres niveles: El Cédigo, Los Estandares

Internacionales y los Modelos de mejores practicas.

4.1.2. El Coédigo Mundial Antidopaje

El Cdodigo es el documento que armoniza las reglas relacionadas con las
actividades antidopaje en todos los deportes y areas del mundo. Dentro de sus
objetivos esta el ser especificamente suficiente en lograr una armonizacién
completa en aspectos donde la uniformidad es requerida, y suficiente en otras
areas para permitir flexibilidad en como se acuerda implementar los principios

antidopaje.

Los aspectos especificamente tratados en el cédigo incluyen: definicion de dopaje;
lo que constituye una violacién de una regla antidopaje; prueba de dopaje;
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La lista de sustancias prohibidas; toma de muestras; andlisis de muestras;
administraciéon de resultados; derechos a una audiencia justa; descalificacion de
resultados individuales; sanciones a individuos; consecuencias para los equipos;
apelaciones; confidencialidad y reportes; clarificacion de las responsabilidades
antidopaje; estatuto de limitaciones.
(http://www.wada-ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-The-
Code/WADA_Anti-Doping_ CODE 2009 EN.pdf Consultado el 3 de Febrero de
2010).

4.1.3. Definicion de dopaje conforme a la Agencia Mundial Antidopaje

De acuerdo con la Agencia Mundial Antidopaje (WADA. The World Anti-Doping

Code publicado en http://www.wadaama.org/rtecontent/document/code v3.pdf,

consultado el 20 de Abril de 2010), el dopaje se define como la ocurrencia de una
o varias de las violaciones de las normas antidopaje. Las mas frecuentes son "la
presencia de una sustancia prohibida o sus metabolitos o marcadores en la

muestra de un atleta "y" el uso o intento de uso por un atleta de una sustancia

prohibida o un método prohibido”.

Ademas, otras situaciones también se consideran dopaje como: "(i) la negativa o
de eludir la toma de muestras, (ii) violacion de los requisitos aplicables sobre el
atleta para los controles fuera de competencia, (iii) la falsificacion o intento de
alteracion de cualquier parte del control de dopaje, (iv) la posesion de sustancias
prohibidas y métodos prohibidos, (v) la trata o el trafico intentado de alguna
sustancia o método prohibido y (vi) la administracion, la asistencia, incitacién,
contribucion, instigacion, encubrimiento o cualquier otro tipo de complicidad

involucra una violacién de las reglas antidoping”.

10
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En especifico, la regla de antidoping que interesa en un laboratorio de prevencién
y control del dopaje se establece en el articulo 2.1, el cual habla sobre la
presencia de una sustancia prohibida o de sus metabolitos 0 marcadores en la

muestra de un atleta y menciona que:

“corresponde a cada deportista asegurarse de que ninguna sustancia prohibida se
introduzca en su cuerpo”. Los atletas son responsables de que cualquier sustancia
prohibida o de sus metabolitos 0 marcadores estén presentes en sus muestras. En
consecuencia con esto, no es necesario que la intencion, culpa, negligencia o el
conocimiento por parte del deportista con el fin de establecer una violacion al
cédigo de antidopaje, en especial del articulo 2.1". (http://www.wada-
ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-The-Code/WADA _Anti-
Doping CODE 2009 EN.pdf. Consultado el 15 de Febrero del 2010).

4.2. Los Estandares Internacionales

El codigo mundial antidopaje trabaja en conjuncion con cinco estandares
internacionales con el objetivo de armonizar diferentes aspectos técnicos y
operativos del antidopaje, llamados: La Lista Prohibida, pruebas, laboratorios,
Excepciones de Uso Terapéutico (TUE) y la protecciéon de la privacidad e

informacion personal.

Estos estandares han sido sujetos a largas consultas entre las partes interesadas
de la WADA y son mandatorios para la armonizacion y cumplimiento del Cdadigo.

(http://www.wada-ama.org/en/World-Anti-Doping-Program/Sports-and-Anti-Doping-

Organizations/International-Standards/ Consultado el 3 de Febrero del 2010).
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4.2.1. LalListade Sustancias y Métodos Prohibidos (La Lista Prohibida 2010)

Desde el 2004 como un mandato del Cdodigo, la WADA es responsable de la
preparacién y publicacion anual de La Lista Prohibida, la cual es una piedra
angular del CAdigo y un componente clave para la armonizacion, identificando las
sustancias y métodos prohibidos en competicion, fuera de competencia y en
deportes en particular. (International Olympic Committee, The fight against doping
and promotion of athletes’ health, IOC, Switzerland, 2007, 5/5).

La Lista Prohibida se renueva anualmente en Octubre de cada afio y entra en
vigor el 1° de Enero del afio siguiente, y el uso de cualquier sustancia prohibida
por algun deportista debido a razones médicas es posible si se presenta una
Excepcidon de Uso Terapéutico (TUE). (J. Sheider Angela., et al 2006).

Como se muestra en la Tabla No.1 Las sustancias y métodos prohibidos por la
WADA pueden ser divididos en diferentes grupos. Algunos ellos (de S1 a S5y M1
a M3) son prohibidos en todo momento (dentro y fuera de competicién), otros (de
S6 a S9) solo en competicion y otros (P1 y P2) estan prohibidos solo para
deportes en particular.  (http://www.wada-ama.org/Documents/World _Anti-
Doping_Program/WADP-ProhibitedlistZWWADA_Prohibited List 2010 EN.pdf.
Consultado el 5 de Febrero del 2010).
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Tabla No. 1: Grupos de sustancias y métodos prohibidos segun la WADA

Clase

Agente

Sustancias prohibidas dentro y fuera de
competicion

S1

Agentes anabdlicos

| Hormonas y sustancias relacionadas

| S3

| B — 2 Agonistas

|| Hormonas antagonistas y Moduladores

S5

Diuréticos y otros agentes enmascarantes

Sustancias prohibidas en competicion

H Estimulantes

S7

Narcoéticos

S8

Cannabinoides

S9

Glucocorticoides

Métodos prohibidos dentro y fuera de
competencia

M1

Acarreadores de oxigeno

M2

Manipulacion fisica o quimica

M3

Doping genético

Sustancias prohibidas en deportes especificos

P1

Alcohol

P2

B — Blogueadores
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Agentes Anabdlicos; la lista comprende:

1. Esteroides Anabolizantes Androgénicos exdgenos* entre ellos:

l-androstendiol (5a-androst-1-en-3(3,173-diol); 1-androstendiona (5a-androst-1-
en-3,17-diona); bolandiol (19-norandrostendiol); bolasterona; boldenona;
boldiona (androsta-1,4-dieno-3,17-diona); calusterona; clostebol; danazol (17a-
etinil-17B-hidroxiandrost-4-eno[2,3-d]isoxazol);  dehidroclorometiltestosterona
(4-cloro-17B-hidroxi-17a-metilandrosta-1,4-dien-3-ona); desoximetiltestosterona
(17a-metil-50-androst-2-en-17B-0l); drostanolona; estanozolol; estenbolona;
etilestrenol (19-nor-17a-pregna-4-en-17-ol); fluoximesterona; formebolona;
furazabol (17B-hidroxi-17a-metil-5a-androstano[2,3-c]-furazan); gestrinona; 4-
hidroxitestosterona (4,17B-dihidroxiandrost-4-en-3-ona); mestanolona;
mesterolona; metandienona; (17B-hidroxi-17a-metilandrosta-1,4-dien-3-ona);

metandriol; metasterona (2a,17a-dimetil-5a-androstan-3-ona-173-ol);
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-metiléster-4-en-3-ona);

metiltestosterona; metribolona (metiltrienolona, 17f3-hidroxi-17a-metilestra-
4,9,11-trien-3-ona); mibolerona; nandrolona; 19-norandrostendiona (éster-4-
en-3,17-diona); norboletona; norclostebol; noretandrolona; oxabolona;
oxandrolona; oximesterona; oximetolona; prostanozol (17B-hidroxi-5 a -
androstano[3,2-c]pyrazol); quimbolona; 1-testosterona (17B-hidroxi-5a-androst-
1-en-3-ona); tetrahidrogestrinona (18a-homo-pregna-4,9,11-trien-173-0l-3-ona);
trembolona y otras sustancias con estructura quimica o efectos bioldgicos

similares.
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2. Esteroides Anabolizantes Androgénicos endégenos* administrados

exégenamente:

androstendiol (androst-5-en-3(3,17B-diol); androstendiona (androst-4-en-3,17-
diona); dihidrotestosterona (17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona); prasterona
(dehidroepiandrosterona, DHEA) y testosterona.

Y los siguientes metabolitos e isébmeros:

5a-androstan-3a, 17a-diol; Sa-androstan-3a, 17B-diol; Sa-androstan-38, 17a-
diol; 5a-androstan-3B, 17B-diol; androst-4-en-3a, 17a-diol; androst-4-en-3a,
17B-diol; androst-4-en-3B, 17a-diol; androst-5-en-3a, 17a-diol; androst-5-en-
3a, 17B-diol; androst-5-en-3B, 17a-diol; 4-androstendiol (androst-4-en-3[3,173-
diol); 5-androstendiona (androst-5-en-3,17-diona); epidihidrotestosterona,;
epitestosterona; 3a-hidroxi-5a-androstan-17-ona; 3B-hidroxi-5a-androstan-

17-ona; 19-norandrosterona; 19-noretiocolanolona.

3. Otros Agentes Anabolizantes, que incluyen pero no se limitan a su

estructura:

Clenbuterol, moduladores selectivos del receptor de andrégeno (SARMSs),

tibolona, zeranol, zilpaterol.

Para efectos de esta seccion:
* “ex0geno” 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.
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4.2.2. Documentos técnicos de la WADA

La WADA publica periodicamente recomendaciones técnicas concretas, que
aborden ambitos operativos especificos de los laboratorios acreditados, en un
documento técnico. Los documentos técnicos constituyen elementos del nivel 2
del Programa Mundial Antidopaje, y por lo tanto la aplicacion de las
recomendaciones técnicas descritas en ellos es obligatoria y debe producirse

antes de la fecha efectiva especificada en el documento técnico.

Los documentos técnicos sustituyen cualquier publicacién anterior sobre un tema

similar o en su caso, al Estandar Internacional para Laboratorios.

Los documentos técnicos que se muestran en la Tabla No. 2, son los documentos
mas actuales que establece la WADA y se encuentran enlistados en el documento
WADA Technical Document - TD2009INDEX. (http://www.wada-

ama.org/en/Science-Medicine/Anti-Doping-Laboratories/Technical-Documents/).

En el documento técnico TD2004EAAS se establecen los criterios para reportar la
presencia de perfiles anormales de esteroides urinarios resultado de la
administracion de testosterona 0 sus precursores: androstenediol,
androstenediona, dehidroepiandrosterona (DHEA), o de un metabolito de la
testosterona: dihidrotestosterona o de un agente enmascarante: epitestosterona.
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En dicho documento se recomienda que cuando una muestra de orina cumpla con
alguno de los siguientes requisitos se someta a un andlisis mediante

espectrometria de masas de relaciones isotdpicas. (Cawley and et al., 2008).

i. Si el cociente entre las  concentraciones urinarias  de
Testosterona/Epitestosterona sea mayor o igual a 4.

ii. Cuando la concentracion de testosterona o epitestosterona (en relacion al
glucuronido) sea mayor de 200 ng/mL.

iii. Cuando la concentracién de androsterona o etiocolanolona sea mayor de
10,000 ng/mL, y

iv.  Cuando la concentracién de dehidroepiandrosterona (DHEA) sea mayor a
100 ng/mL.

La confirmacién entre la relacion de las concentraciones de T/E elevada,
concentracion de testosterona, epitestosterona o de cualquiera otro de sus

metabolitos debe ser realizado por triplicado.

Asi mismo, se menciona que cuando un parametro del perfil esteroidal indica una
necesidad de seguir estudiando su valor expresado en unidades **C/**C delta por
mil (8%0) 0 la de sus metabolitos se mide y compara con la de los esteroides
urinarios de referencia. Dependiendo de la naturaleza de los esteroides
endogenos que se sospecha han sido administrados, los metabolitos analizados
pueden ser. testosterona, epitestosterona, androsterona, etiocolanolona,
androstanediol, dehidroepiandrosterona (DHEA), o de otros metabolitos urinarios,
mientras que los esteroides de referencia analizadas por los laboratorios son
generalmente: pregnanediol, pregnanetriol, colesterol, 113-hidroxiandrosterona o
11-cetoetiocolanolona.
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Tabla No. 2: Documentos técnicos que establece la WADA.

Titulo Numero del NUumero Valido
documento de a partir
version de
Armonizacién del método para la TD2009EPO 2.0 Sept.
identificacion de Eritropoyetinas 21 de
Recombinantes y Anadlogos 2009
Criterios de Identificacion para TD2003IDCR 1.2 1°
analisis cualitativos que incorporan Enero
GC-MS de
2004
Paquetes de documentacion del TD2009LDOC 1.0 1°
laboratorio Enero
de
2009
Cadena de custodia interna en el TD2009LCOC 1.0 1°
Laboratorio Enero
de
2009
Limites minimos requeridos para la TD2009MRP 1.0 1°
deteccidon de sustancias prohibidas Enero
de
2009
Guia de reporte y evaluacion para TD2004EAAS 1.0 Agosto
testosterona (T), epitestosterona 13 de
(E), la relacion T/E, y otros 2004
esteroides enddgenos
Reporte de Norandrosterona TD2004NAND 1.0 Agosto
13 de
2004
Medicion de la incertidumbre para || = ---------m-mmmeme- || mmmememeeee- En
analisis de antidoping proceso

La administracion de testosterona eleva el cociente de concentracioén urinaria de
Testosterona/Epitestosterona debido al incremento de la concentracién de

testosterona y la disminucion de epitestosterona; y es justificado en los equipos de
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cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, (Dehennin L. et al.,
1993), asi como se ve aumentada la concentracién de sus metabolitos. El cociente
de concentraciones de Testosterona/Epitestosterona varia en un rango de 0.1 a
3.0 y en casos de valores mayores o iguales a 4, un reporte analitico adverso se
establece de acuerdo a las reglas de la WADA, sin embargo este criterio por si

solo no es suficiente para decir que existe una violacion de dopaje.

Los compuestos derivados de plantas tienen menor *C que sus homélogos
endégenos, por lo tanto, los esteroides urinarios con una baja relacién **C/*?C son
probablemente originados de fuentes farmacéuticas; (Cedric H. L. et al., 1997),
mientras que los compuestos de referencia enddégenos (ERCs, por sus siglas en
inglés) no se ven afectados, esto queda comprobado por medio de un equipo
IRMS.

Los ERCs son: el pregnanediol (PD), 11B-hidroxiandrosterona (OHA), 5a-androst-
16-en-3[3-ol (16EN) o 11-Cetoetiocolanolona (CETO). La testosterona por si misma
o sus metabolitos, androsterona (A), etiocolanolona (E). Sa-androstan-3a, 173-diol
(5a) y 5B-androstan-3a, 173-diol (58), funcionan como compuesto blanco (TC, por

sus siglas en inglés). (Payne AH, et al., 2004).

La WADA ha establecido un minimo de 3%. de diferencia entre un ERC y un
compuesto blanco. Estas diferencias son expresadas como valores A basados en

la siguiente ecuacion:
A [%o]= 613CERC - 6130TC

Y la diferencia de 3%o es valido para todas las posibles combinaciones de ERCs y
TC.
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5. QUIMICA DE LOS ESTEROIDES

5.1. Aspectos Generales

Los esteroides anabdlicos pueden ser considerados derivados sintéticos de la
hormona masculina testosterona (T). La estructura general de este tipo de
sustancias esta basada en un nacleo perohidrociclofenantreno. Figura No. 1. Los
atomos de carbono son numerados como se muestra en la Figura No. la. La
mayoria de los esteroides anabdlicos y sus metabolitos presentan un grupo hidroxilo
0 un grupo ceto en las posiciones Cz y Cy7. Adicional a esto, presentan un doble
enlace entre C4-Cs y dos grupos metilo en las posiciones Cy3 y Cip, a estos metilos
les corresponde las posiciones Cis y Cio respectivamente. Como un ejemplo se

muestra la estructura de la testosterona. Figura No. 1b

CHz oH

CHa

(b}

Figura No.l: (a) Estructura general de los esteroides anabdlicos (b) Estructura de

la testosterona.
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Después de que la testosterona fue aislada en 1935, se descubrié que es
virtualmente inactiva cuando se administra de forma oral. Después de la ingestion,
la testosterona es adsorbida en el intestino delgado y pasa al higado por la vena
porta donde es rapidamente metabolizada, principalmente a compuestos inactivos.
(Nieschlag E, et al. 1975), (Coert A, et al. 1975).

El descubrimiento de la testosterona ha dado lugar a la sintesis de esteroides
anabolicos. Las modificaciones quimicas realizadas han sido Utiles para alterar
farmacol6gicamente la potencia relativa anabodlica-androgénica, disminuir la
inactivacion y cambiar el patron del metabolismo. (Saudan C, et al., 2006),
(Basaria S, et al., 2001), (Schanzer W, et al., 1990), (Shahidi NT. 2001).

Tres principales clases de esteroides anabdlicos androgénicos (AAS; por sus
siglas en inglés) han sido descritos:

La primera clase son derivados de la esterificacion del grupo 17p-hidroxilo de la
testosterona. La esterificacion retarda la degradacion y prolonga la accién. Los
ésteres de testosterona son hidrolizados a testosterona libre, reducidos a 5a-
dihidrotestosterona (DHT), un andrdégeno con elevada actividad bioldgica. (Ann S.
et al., 2003). Esquema No.1.

La segunda clase son compuestos derivados androgénicos de la 19-
nortestosterona. Estos compuestos presentan en conjuncion con la adicién de una
larga cadena lateral, una sustitucion de un hidrégeno por el grupo metil en el Cia.
Este compuesto ha disminuido la actividad androgénica en comparacion con la 5a-
dihidrotestosterona (DHT). Esquema No.1.
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La tercera clase de compuestos son aquellos que estan alquilados en el C7.
Debido a esta modificacion hay un retraso en el metabolismo en el higado y son
oralmente activos. Esquema No.1.

I. Esteres de testosterona II.19-nortestosterona
0

n.
CHS 0 )j\/@ CHS CU(CHQJBCHS

CH,

cipionato de testosteona nandrolona decanoato

II1.17a-alquilados

17a-metiltestosterona metandrosteonolona

Esquema No. 1: Estructuras quimicas representativas de las tres principales

clases de esteroides anabdlicos androgénicos o AAS
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5.2. Efectos de los esteroides anabdlicos

Los efectos de la testosterona en el cuerpo pueden ser divididos en efectos
androgénicos y efectos anabdlicos. Por lo que el término “esteroides anabdlicos
androgénicos” o AAS es lo mas apropiado. Por simplicidad, la expresion

“esteroides anabdlicos” se usa dentro de esta tesis.

El efecto anabdlico, estd asociado con la construccion de proteina en musculo
esquelético y en hueso. Los efectos anabdlicos mas importantes son el incremento
de las dimensiones del cuerpo, la masa corporal magra y la fuerza. Por lo tanto es
el deseo de los deportistas tener un mejor desempefio fisico y una mejor
apariencia. Una revision detallada acerca de los efectos de anabolizantes
esteroides en atletas fue realizada por Hartgens y Kuipers. (Hartgens F., et al.,
2004).

Los efectos androgénicos de los esteroides anabdlicos pueden ser considerados
asociados con la masculinizacion. Por lo tanto, en fetos de sexo masculino, los
androgenos estimulan el desarrollo de los genitales externos masculinos y durante
la pubertad estimulan el crecimiento de los testiculos y glandulas reproductoras
masculinas. Ademas, también son responsables de las caracteristicas sexuales
secundarias, tales como la ampliacion de la laringe (causa de un engrosamiento
de la voz), el crecimiento de pelo terminal (en el pubis, regiones axilar y facial), un
aumento de la actividad de las glandulas sebaceas (que conducen al acné) y
efectos sobre el Sistema Nervioso Central (libido y aumento de la agresion).
Légicamente, los efectos androgénicos son indeseables para los atletas que
consumen esteroides. (Kicman A. T., 2008).
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5.3. Los esteroides en los andlisis de dopaje

Los esteroides anabdlicos no fueron incluidos en la primera lista de sustancias
prohibidas publicada por el COIl en 1967. No fue hasta 1976, antes de los Juegos
Olimpicos de Montreal que se incluyeron como un nuevo grupo. Desde entonces,
los esteroides anabdlicos son los compuestos mas detectados en los analisis de
dopaje. En el afio 2007, los agentes anabdlicos fueron el grupo con el nimero mas
alto de reportes analiticos adversos (RAA). Tabla No.3.

Tabla No. 3: Reportes analiticos adversos reportados por los laboratorios
acreditados por la WADA en el afio 2007.

Grupo de sustancias % Reportes
adversos

S1 || Agentes anabdlicos 47.9
| S6 || Estimulantes | 16.4 |
| S8 | Cannabinoides | 11.9 |
| S3 | B—2 Agonistas | 8.2 |

S5 || Diuréticos y otros agentes 7.4

enmascarantes

| S9 || Glucocorticoides | 5.9 |

S2 Hormonas y sustancias relacionadas 0.8

P2 || B-Bloqueadores 0.6

S7 || Narcoticos 0.4

S4 || Agentes con actividad anti-estrogénica 0.4

M1 || Acarreadores de oxigeno 0.1

M2 || Manipulacion fisica y quimica 0.1
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Para asegurar que todos los laboratorios acreditados puedan reportar la presencia
de una sustancia prohibida de una manera uniforme, la WADA establecié un
minimo de deteccién de rutina para los métodos de ensayo. Estos niveles de
deteccion se conocen como Nivel Minimo Requerido de Rendimiento (Minimum
Required Performance Level, MRPL).

(WADA Technical Document TD2004MRPL version 1.0, (2010) released at
http://wada-ama.org/rtecontent/document/pref_limits_2.pdf).

El Nivel Minimo Requerido de Rendimiento varia dependiendo de la sustancia en
un rango de 1-500 ng/mL. Los esteroides anabdlicos son los que tienen los valores
mas bajos de MRPL de todas las sustancias prohibidas. Dichos valores para este
tipo de sustancias, asi como de sus metabolitos son de 10 ng/mL, mientras que
para algunos esteroides en especifico tales como el metabolito de la
metandienona (173-metil-5B-androst-1-ona-3a,17a-diol), el metabolito de la metil
testosterona (17a-metil-5B-androstano-3a,1783-diol) o el metabolito del estanozolol
(3-hidroxitanozolol), el valor de MRPL se fija a 2 ng/mL.

Por lo tanto, los laboratorios de control del dopaje deben tener desarrollados
métodos sensibles para la deteccion de esteroides anabdlicos y de sus
metabolitos. Para este propdésito, se requieren técnicas mas avanzadas.

La sensibilidad no es la unica dificultad para la deteccién de esteroides anabdlicos
para laboratorios de control de dopaje. Si bien la deteccién de cualquier rastro de
un esteroide exdgeno es suficiente para informar de un hallazgo analitico adverso,
es mas dificil detectar el mal uso de esteroides anabdlicos enddégenos. Esto puede
ser una de las razones del uso prolongado de la testosterona a pesar de su menor
actividad en comparacion con los esteroides exdgenos. (Kicman A. T., 2008).
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En el caso de los esteroides enddgenos, la presencia de la sustancia por si sola
no puede considerarse suficiente para informar de un hallazgo analitico adverso.
Con el fin de detectar el mal uso de los esteroides enddgenos, los laboratorios de
control de dopaje deben diferenciar entre la produccion enddgena y la fuente
exogena. Un valor de corte para la testosterona no se puede utilizar debido a la
amplia gama de concentraciones detectadas en la poblacién. (Saugy M., et al.,
2000). Sin embargo, el consumo de testosterona causa cambios caracteristicos en
el patréon de los esteroides urinarios. El cociente entre las concentraciones de
testosterona y epitestosterona (T/E) se utiliza habitualmente como indicador de
estos cambios.

La epitestosterona, 17 a-epimero de la testosterona, es s6lo un metabolito menor
en el metabolismo de la testosterona y se mantiene practicamente constante
después de la ingesta de testosterona. Por lo tanto, el cociente entre las
concentraciones de testosterona y epitestosterona (T/E) es afectada por la ingesta
de testosterona y la medicién de este indice es la forma comunmente usada por
los laboratorios para detectar el uso indebido de testosterona. Sin embargo, este
cociente de concentraciones de T/E presenta algunas limitaciones. En primer lugar
algunas personas (las deficientes en el gen UGT2B17) tienen valores muy bajos
de la relaciébn Testosterona/Epitestosterona. Ademas, la presencia de valores
anormales de la relacién Testosterona /Epitestosterona no puede ser considerado
como confirmacién definitiva del mal uso de testosterona. A tal efecto se necesita
la medicion por espectrometria de masas, de la relacion entre los is6topos

estables del carbono *C/**C.
Al igual que la testosterona y la epitestosterona, otros esteroides enddgenos

pueden ser cuantificados. Esta cuantificacion (llamada perfil esteroidal) se

considera como una de las herramientas mas versatiles e informativas en la
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deteccion de esteroides enddégenos dado que la ingesta de estos esteroides
cambia uno o mas parametros del perfil de esteroides urinarios. (Mareck U., et al.,
2008).

Varios esteroides enddgenos y metabolitos normalmente se incluyen en el perfil de
esteroides como  testosterona, epitestosterona, 5a-dihidrotestosterona,
androsterona, etiocolanolona, dehidroepiandrosterona, androstenediona, 5a-
androstan-3a,17B-diol; 5B-androstan-3a,17B-diol; 5a-androstan-3(3,17p-diol; 11B-
OH-androsterona y 113-OH-etiocolanolona, aunque la adicion de otros metabolitos
también ha sido descrita. (Mareck U., et al., 2008), (Van Reterghem P., et al.,
2008).

Una causa de preocupacion actual es la produccion de analogos de los esteroides
anabolicos, llamados prohormonas, que desde 1996 estan legalmente disponibles
en el mercado de nutricién deportiva en los EE.UU.

5.4. Biosintesis de las hormonas de las glandulas suprarrenales

El acetato es el precursor primario para la sintesis de todos los esteroides. La via
implica la sintesis inicial del colesterol, el cual después de una serie de
desdoblamientos de la cadena lateral y oxidaciones, es convertido en A°-
pregnenolona. La pregnenolona es el esteroide del cual derivan todas las deméas
hormonas esteroides.

La pregnenolona es convertida en el citosol a progesterona por una
deshidrogenasa o en 17-hidroxiprogesterona por una 17-hidroxilasa especifica.
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Como se muestra en el Esquema No. 2 estos dos esteroides son convertidos en
toda una gama de hormonas activas en el reticulo endoplasmico y las
mitocondrias mediante oxigenasas y deshidrogenasas especificas que requieren
de oxigeno molecular y NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato). El
resultado de estas reacciones enzimaticas combinadas, es la adicion de grupos
hidroxilo o cetdnicos en las posiciones Cj;, C17 0 Cy1. (Martin, M. R. 1984).

5.5. Metabolismo de xenobiéticos

Debido al alto caracter no polar de los andrégenos, estos son ampliamente
modificados por algunas reacciones metabdlicas antes de ser excretados en la
orina. Las reacciones predominantes son divididas como reacciones de fase | y de

fase Il. En este apartado comentaremos brevemente este tipo de reacciones.

Un gran numero de sustancias extrafias (xenobiGticos) penetran a nuestro
organismo por via oral, piel, sangre o pulmones y pueden ocasionar trastornos a
corto o largo plazo, lo que se evita gracias a que poseemos sistemas enzimaticos
que llevan a cabo su biotransformacién. (Myriam O.B., et al., 2004). La
biotransformacién de los xenobidticos se realiza principalmente en dos fases: las
de fase |, catalizada principalmente por el sistema de monooxigenasas
dependiente del citocromo P-450 encontradas principalmente en el higado, y las
de fase Il, encontradas en los microsomas, la mitocondria y el citosol. (Klaassen,
C.D.; Casarett & Doull’s. 2001).

El sistema P-450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto

en la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado numero

de substratos que es capaz de metabolizar.
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Salvo contadas excepciones, el sistema P-450 requiere oxigeno molecular vy
NADPH para oxidar el substrato. Se trata de reacciones de monooxigenacion en
las que sélo uno de los a&tomos de oxigeno es incorporado en la molécula del

substrato, mientras que el otro es reducido hasta agua. (Omura., 1999).

Las reacciones de biotransformacién de fase Il abarcan la glucuronidacion, la
sulfonacién, la acetilacion, la metilacion, la conjugaciéon con glutation y la
conjugacioén con aminoacidos tales como la glicina, la taurina y el acido glutamico.
Los cofactores para estas reacciones reaccionan con los grupos funcionales
presentes en el xenobiético o endobidtico que han sido introducidos o expuestos
por la biotransformacion de fase I. (Klaassen, C.D.; Casarett & Doull’s., 2001).

En el metabolismo de los esteroides anabdlicos, principalmente son excretados

como conjugados glucuronidos o sulfonicos.

5.6. Biotransformacién de la testosterona

El principal objetivo de los métodos de cribado para el control del dopaje de los
esteroides anabdlicos es detectar el abuso de estas sustancias de la forma mas
especifica y por el periodo mas largo posible. La deteccion en orina del compuesto
padre puede ser muy especifica, pero debido a que los esteroides son
ampliamente metabolizados, el compuesto padre puede ser detectado en orina por
un corto tiempo después de la administracion en la mayoria de los casos. La
presencia de algunos metabolitos es normalmente detectada por un periodo mas
largo. Por esta razon, la deteccién de metabolitos especificos es preferida para el
cribado de los esteroides anabdlicos. (Schanzer W., 1996).
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El principal metabolismo de los androgenos es en el higado, ya que es
extremadamente rico en enzimas catabdlicas esteroideas, aunque el catabolismo
de esteroides androgénicos extrahepatico también puede ser significante, como es
el caso del 5a-androstanediol y su conjugado glucuronido. (Toscano V., 1986).

La testosterona es sujeta a un metabolismo de fase |, involucrando la oxidacion
del grupo 17-hidroxi a androstenediona, la reduccion del anillo A para generar la
5a- y 5B-androstanediones y mediante la accion de las 3a- y 3B-hidroxiesteroides
deshidrogenasas para formar los metabolitos tetrahidro-17-oxosteroides,
androsterona y etiocolanolona, los principales metabolitos de la testosterona. Los
isbmeros 5a- y 5B-androstan-3a, 17p-androstanedioles son los metabolitos
minoritarios de la testosterona y una porcibn muy pequefia es convertida a
estradiol. (Brooks RV., 1975). Esquema No. 2.

5.6.1. Prohormonas de la testosterona

La sintesis quimica de esteroides endogenos, conocidos como
dehidroepiandrosterona, [(DHEA); androst-5-ene-3B-o0l-17-ona], androstenediona
(ADIONE; androst-4-ene-3,17-diona), 4-androstenediol (4-ADIOL; androst-4-ene-
3B,17B-diol), 5-androstenediol (5-ADIOL; androst-5-ene-3[3,173-diol) y testosterona
son quimica y farmacologicamente idénticos a sus analogos enddgenos.
Esquema No. 3. La excrecidon de estos compuestos en la orina de los atletas no
es prueba de su administracién. (Cawley, A.T., et al., 2008). Para conocer el
cambio en los esteroides enddgenos, el analisis de la relacion isotopica de los
carbonos estables (5'°C) de los esteroides urinarios debe realizarse para
satisfacer los requerimientos medico legales que demanda el control del dopaje.
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Esquema No. 2: Biosintesis de los esteroides enddgenos.
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Esquema No. 3: Metabolismo de la testosterona y de sus precursores.
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6. METODOS INSTRUMENTALES

6.1. Técnicas Cromatogréficas

En la inmensa mayoria de los problemas analiticos tenemos que separar,
identificar y medir cuantitativamente uno o mas componentes de una mezcla
compleja. En el caso del dopaje sucede lo mismo, se tiene que identificar y medir
cuantitativamente los componentes de interés (analitos) y en algunos casos solo
se realiza la determinacion de manera cualitativa. Las técnicas mas usadas en los
laboratorios de control y prevenciéon del dopaje son: la extraccion en fase sélida
(EFS-SPE), la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas
(GC/MS) y la cromatografia de gases acoplada a un espectréometro de masas en
tandem (GC/MS/MS), asi como el espectrometro de masas de relaciones
isotépicas (GC/C/IRMS). (Klaus M., et al., Institute of doping Analysis and Sports
Biochemistry, Germany, 1-11).

6.1.1. La cromatografia

La cromatografia es una técnica analitica desarrollada a principios del siglo XX,
gue permite la separacion de sustancias que se encuentran en una mezcla. La
palabra cromatografia significa descripcion del color. El nombre se debe a que las
primeras separaciones se llevaron a cabo con pigmentos de plantas, las cuales se
observaban como bandas coloridas. La cromatografia se define como un proceso
de separaciéon por diferencias de migracion transportadas por la fase movil
(liquido, gas o fluidos supercriticos) y retenidas selectivamente por la fase

estacionaria (soélidos o liquidos).
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En funcion de la fase moévil, la cromatografia se divide principalmente en
cromatografia de liquidos (LC) y cromatografia de gases (GC). (R.A. Day, et., al,
1989). Esquema No. 4.

Esquema No. 4: Clasificacion general de la cromatografia.

6.2. Extraccion en fase sélida (EFS-SPE)

La Extraccion en Fase Sdlida es una potente y simple técnica de limpieza de
muestras que es, al mismo tiempo rapida y econdémica. Una columna de
extraccion de fase sélida consiste en un lecho de adsorbente de particulas
gruesas mantenido entre dos discos porosos en un tubo desechable. La extracciéon
en fase solida permite la preconcentracion de la muestra con un riesgo minimo de
pérdida o contaminacién de la misma. Se utilizan las mismas interacciones
muestra-fase que en la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), en las que el
componente de interés resulta retenido en una fase sdlida mientras que los
contaminantes de la matriz se eluyen. (Meyer, V. R., 1988). Un método tipico de
EFS-SPE se organiza en cinco pasos. Figura No. 2.
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Figura No. 2: Procedimiento para la extraccion en fase sélida (EFS-SPE).

1. Activacién: En la que se utiliza un disolvente organico para "humidificar" la
fase. Con fases hidrofébicas (p. ej. C18) se usa un disolvente polar como el
metanol. Con fases estacionarias polares (p. ej. silice) se usa un disolvente no

polar como el cloruro de metileno.

2. Acondicionamiento. La fase estacionaria EFS se acondiciona (K) con el
mismo disolvente de la matriz, por ejemplo, con matrices acuosas el disolvente es
agua. El acondicionamiento permite "alinear" la fase estacionaria lejos de la
superficie de la silice, permitiendo la interaccién entre el analito y la fase
estacionaria. Cualquier disolvente organico residual se elimina en esta etapa,
asegurando que los componentes de interés sean retenidos en la parte superior

de la columna.

3. Retencién. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase
estacionaria controlan la retencion en el adsorbente de EFS. Para maximizar las
interacciones la muestra (A=analitos + M=matriz) deben cargarse en el adsorbente
de EFS a aproximadamente 3 mL/min. Este flujo puede controlarse mediante una

valvula en la estacion de vacio.

35


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Capitulo VI

Los componentes de interés han de retenerse en el adsorbente de EFS mientras

gue la matriz y los contaminantes deben eluirse y descartarse.

Durante las etapas 1-3, el adsorbente EFS ha de mantenerse humedo siempre,

puesto que el secado del mismo puede acarrear una pérdida de muestra.

4. Eliminar interferencias. Usando un disolvente o una serie de disolventes de
fuerza creciente los contaminantes pueden eliminarse del adsorbente de EFS

hasta que solo los analitos de interés queden atrapados.

Por ejemplo, al retener compuestos hidrofébicos en C18 la contaminacion puede
eliminarse con un lavado de agua:metanol 50:50, puesto que los compuestos de
interés no se eluyen del adsorbente de EFS hasta que no se use un mayor
porcentaje de disolvente organico. Las impurezas se eliminan con un adecuado
eluyente de lavado (W). El adsorbente de EFS se deja secar generalmente con
nitrogeno. El secado es esencial si el eluyente de lavado no es miscible con el

disolvente de elucién final.

5. Elucién. La elucién de los analitos (A) se efectia mediante un eluyente
adecuado (E) y a un flujo de 1 mL/min. El adsorbente de EFS vy la interacciéon

analito-adsorbente determinan el eluyente final de elucion.

6.3. La cromatografia de gases (GC)

La cromatografia de gases es un método de separacion basado en el equilibrio de
distribucion y elucion de una muestra entre dos fases, una estacionaria (pelicula
delgada de liquidos de alto punto de ebullicibn que recubre las paredes de un
capilar) y una movil (gas acarreador). La separacion depende del tiempo que

interacttan los analitos en la fase estacionaria.
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La muestra, que puede ser liquida, sélida o gas se introduce en el equipo a través
del inyector, donde es vaporizada obligatoriamente y es llevada hacia la columna

mediante el gas acarreador (N2, H, 6 He).

Un cromatografo de gases consiste basicamente en: un inyector split/splitless, la
columna capilar (que se encuentra dentro de un horno), un detector y una
computadora. (Mc Nair, et al., 1998). Los detectores mas usados en cromatografia
de gases son: de lonizaciébn de Flama, Captura de Electrones, Conductividad
Térmica y Espectrometria de Masas, entre otros. (Braithwaithe, A. et al., 1985).

Figura No.3.
medidor de pompas
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\ analdgico-digital
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Figura No. 3. Componentes principales del Cromatégrafo de Gases.
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La desventaja de la cromatografia de gases es que no es posible saber la
estructura o la masa molecular de los compuestos que presentan una sefal en el
cromatdgrama, debido a que los tiempos de retencidon de los analitos estan en
funcion de los equilibrios de distribucion por afinidad que se presentan en la
columna y no son caracteristicos de cada compuesto, ya que varian de acuerdo a

las condiciones cromatogréficas y a la columna usada.

6.3.1. El proceso cromatografico

En la Figura No. 4 se muestra una representacion del proceso cromatografico.
Las lineas horizontales representan la columna, cada linea representa un
momento en especifico, crecientes en el tiempo de arriba hacia abajo, en un
primer tiempo la muestra compuesta por los componentes A y B, se introduce en
la columna y es entonces cuando es acarreada a través de la columna (de

derecha aizquierda) por la fase movil.

Cada componente se distribuye en las dos fases, como se muestra en los picos de
distribucion por encima y debajo de la linea. Los picos por encima de la linea
representan la cantidad de un componente en particular en la fase movil, y los
picos por debajo de la linea representan la cantidad en la fase estacionaria.

El componente A tiene mayor distribucion en la fase mévil y en consecuencia es
llevado al final de la columna mucho mas rapido que el componente B, el cual
pasa mas tiempo en la fase estacionaria. Los compuestos que eluyen de la
columna llegan al detector en donde se genera una respuesta proporcional a la
concentracion del analito presente y mediante un proceso complejo se genera una
sefial que es procesada para generar un cromatébgrama, que se muestra en el lado
derecho de la figura. (. McNair H. M., et al., 2009).
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Figura No. 4: El proceso cromatografico.
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6.4. La espectrometria de masas (MS)

El analisis de compuestos organicos mediante la espectrometria de masas (MS,
por sus siglas en inglés) involucra primeramente la produccion en fase gaseosa,
de iones moleculares cargados y iones fragmento generadas a partir de las
moléculas padre en la fuente de iones del instrumento, subsecuentemente se
separan estos iones en funcion de su relacibn masa-carga (m/z) y finalmente se

mide la intensidad de cada uno de estos iones.

Un espectrometro de masas logra esto a través de una secuencia de 3 principales
subsistemas denominados: (i) la fuente de iones, en la cual se realiza la ionizacion
de las moléculas organicas y desde donde los iones son acelerados, (i) el
analizador de masas, el cual separa los iones de acuerdo a su valor m/z y
finalmente (iii) el detector, en donde las intensidades relativas (abundancias) de
los iones individuales es determinada. (Meier-Augenstein W., 1997). EIl
instrumento se mantiene a una presion baja por una bomba turbomolecular o por
bombas de difusién de aceite. La baja presion del instrumento permite a los iones
viajar desde la fuente de iones hacia el detector practicamente sin obstaculos con

una minima interaccién con otras moléculas. Figura No. 5.

Existen diferentes métodos de ionizar la muestra, solo por mencionar algunos

encontramos:

Impacto electrénico (EI)
lonizacion quimica (Cl)
Desorcién de campo (FD)

lonizacién por electrospray

YV V V VYV VY

Bombardeo con atomos rapidos (FAB)
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Dado que en el laboratorio solo se usa el impacto electrénico, para ionizar la

muestra abordaremos brevemente el fundamento de este método.

lonizacién por impacto electronico: es el método frecuentemente mas
empleado para la ionizacion de moléculas organicas. La fuente de iones
normalmente se mantiene a una presiéon entre 10“ y 10° Pa para reducir las

interacciones intermoleculares. (T. Niwa., 1995).

Las moléculas gaseosas de la muestra que entran en la fuente de iones de un
cromatografo de gases o una sonda de insercion directa se ionizan por la
interaccién con un haz de electrones de alta energia emitida por un filamento
caliente (frecuentemente de tungsteno o renio). Los electrones emitidos por el
filamento son acelerados a través de un potencial de 70 eV, cuando las moléculas
de gas neutro interactian con este rayo de electrones, un electrén (con mayor
frecuencia un electrén no enlazante) es eliminado de la molécula con la deposicion
simultdnea de >100 Kcal. de energia interna y se genera la produccion de un
cation radical molecular; este se trata del ion molecular. Como este exceso de
energia interna es distribuido al i6n molecular, la suficiente excitacion se
depositara en grados de libertad de vibracion, para generar el rompimiento de
enlaces. Esto resulta en la produccién de iones cargados y neutros provenientes
del ion molecular, dentro de la fuente de iones. Los iones positivos son el
resultado habitual del proceso de la ionizacion por impacto electrénico. (T. Niwa.,
1995).

El patrén de fragmentacién variara con la energia de los electrones de bombardeo.
Un valor de 70 eV ha sido elegido empiricamente como la energia de rutina para
el impacto electrénico, ya que la eficiencia de ionizacion se encuentra a lo largo de
una meseta a esta energia de electrones, la energia suficiente se transfiere a la

molécula para producir iones fragmento de diagnostico. (T. Niwa., 1995).
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Figura No. 5. Principales componentes de un espectrometro de masas.

Tomado de: http:/depa.fqguim.unam.mx/representaciones/imagenes/Aston.JPG

La espectrometria de masas ha sido aplicada no solo a la elucidacion de
moléculas organicas, sino también a su cuantificacion en una gran variedad de
matrices. La espectrometria de masas puede determinar el peso molecular de una
molécula, incluso aquellas masas mayores de 100 000 Da y al mismo tiempo
proveer informacion estructural incluyendo la secuencia de péptidos o hidratos de
carbono complejos. En las circunstancias mas favorables, la espectrometria de
masas puede cuantificar trazas de moléculas organicas con limites de deteccién
de attomol (10™*® mol). (Niwa, T., 1995).

Adicional a esto, el andlisis mediante la espectrometria de masas se puede
escoger en dos modos de analisis del espectro, los cuales son: con barrido total
de iones (SCAN por sus siglas en inglés) y por monitoreo selectivo de iones (SIM,

por sus siglas en inglés). (Willard, H., et al., 1988).
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6.5. El acoplamiento de la cromatografia de gases a espectrometria de masas
(GC/MS)

La ventaja de los métodos cromatograficos consiste en que permite separar los
materiales en sus respectivos componentes moleculares. Sin embargo, una de sus
principales limitaciones es que con frecuencia no se identifican los componentes
gue se eluyen y una de las principales ventajas de la espectrometria de masas es
gue permite determinar especies moleculares y atomicas a partir de los resultados
del espectro de masas.

Por las ventajas y limitaciones complementarias de la espectrometria de masas y
la cromatografia de gases, probablemente es en la actualidad una de las
herramientas de andlisis mas poderosas para el analisis de compuestos en
mezclas complejas. La selectividad en el andlisis por GC/MS es sobresaliente ya
gue provee evidencia concluyente de la presencia de un compuesto debido a la
combinacién de informacién proporcionada por el cromatografo de gases y la
informacion estructural proveniente del espectrometro de masas. (Skoog., 2001).
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7. COMPONENTES Y  FUNCIONAMIENTO DE LA
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE RELACIONES ISOTOPICAS
(IRMS)

7.1. Cromatografia de gases

La GC usada para el acoplamiento de GC/C/IRMS es la misma que se usa en el
equipo GC/MS. La columna y las condiciones instrumentales deben ser las
mismas que se usaron en el equipo de GC/MS para hacer posible la comparacion
de los cromatégramas obtenidos en los dos instrumentos. (Meier-Augenstein W, et
al., 1996).

En el IRMS un GC no puede ser acoplado directamente ya que la muestra tiene
que ser convertida a CO,, en el caso del anélisis de la relacién **C/**C, lo que ha
llevado al desarrollo de una interfase de combustidén, en donde se introducen los
componentes que han sido separados mediante GC en un reactor de combustion.
En la Figura No. 6 se muestran los componentes del equipo de cromatografia de
gases con celda de combustion acoplado a un espectrometro de masas de

relaciones isotdpicas.
7.2. Lainterfase de combustion
La interfase de combustién tiene dos componentes:
» Una interfaz controlado por un termostato que permite una concesién entre
el horno del GC y el modulo que contiene el horno.

» El modulo que contiene el horno de combustidbn es un recinto con

termostato cuya temperatura se regula de 850 a 940° C.
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El horno de combustién es un tubo de cuarzo o ceramica. Dicho tubo puede estar
lleno de granulos de 6xido de cobre y bloqueado en el extremo del tubo por un
hilo de lana de plata, o puede estar relleno por dos cables trenzados de platino y
cobre, respectivamente. El 6xido de cobre posee la propiedad de ser capaz de
liberar oxigeno a altas temperaturas, lo cual es esencial para la combustion. Los
compuestos son entonces instantaneamente quemados y transformados en CO; y
H,0. (Fourcroy L.J., 2009).

7.3. Latrampa de agua

El agua formada durante el proceso de la combustion del horno debe ser
eliminada de modo de que ninguna traza de agua se introduzca en la fuente del
espectrometro de masas. De hecho, cantidades traza de H,O podria llevar a la
protonacién del '?CO, para generar HYCO,, el cual podria interferir con la
medicién del *3C (interferencias isobéricas). Existen dos formas de eliminar esta
agua: el colector de agua criogénica o trampa criogénica y mediante la membrana

de Nafién.

La trampa criogénica consiste de un vaso de Dewar, que es un contenedor
resistente a bajas temperaturas, rellenado con nitrégeno liquido, dentro del cual el

agua es atrapada.

La membrana de Nafién (un polimero fluorado), es una membrana hidrofilica que
de manera selectiva absorbe el agua de la corriente de gas que esta circulando. El
agua es expulsada a través de la membrana por osmosis y se evacua mediante la

circulaciéon del gas auxiliar (He). (Fourcroy L.J., 2009).
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Modo en carhon '
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Fig. No. 6. Componentes del equipo de cromatografia de gases con celda de combustion acoplado a un espectrémetro

de masas de relaciones isotopicas (GC/C/IRMS).
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7.4. Funcionamiento del espectrometro de masas de relaciones isotopicas
(IRMS).

El fundamento del IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometers), es el mismo que el de
un espectrometro de masas comun y los componentes son los mismos. En el
IRMS las moléculas gaseosas de CO, son ionizadas a CO,"™°. Los iones formados

tienen una relaciéon m/z de 44, 45y 46.

En relacién al analizador de masas, este estd compuesto por un sector magnético
de baja resolucion con una geometria asimétrica de 90°. Con esta geometria
particular, todas las masas son separadas y enfocadas al mismo tiempo.

El detector de masas consiste de algunos colectores llamados copas de Faraday;
cada una de estas copas colecta solo una masa dada. Para la determinacién de
las relaciones isotépicas del carbono, tres copas son suficientes: para la masa 44,
para la masa 45 y para la masa 46. Figura No. 7.

En la Tabla No. 5 se muestran las abundancias relativas de los is6topos del
carbono y oxigeno medidos en los analisis de esteroides. En esta tabla podemos
deducir las relaciones de las abundancias relativas de los picos isotopicos
obtenidos del CO; analizado (relacion m/z de 44, 45 y 46).
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Isotopos Estables
B¢ mayaritario 160 mayoritarin
B3C minaoritario 0 minaoritario

180y minaritarin

Deteccion en las copas de Faraday

12a16 160t > m/z 44|

12(:1501?0*' 12C1?D1BD+ 1SC1ED1ED+ — II'l.r'E45|

12C1TD1TD+ 13C1TD1ED+ 13C1ED1TD+

1361818+ 1216518 ot mfz46|

Figura No. 7: lones isétopomeros del CO, colectados en las copas de Faraday

para la relacion m/z 44, 45y 46.
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Tabla No. 5: Abundancias relativas del carbono y del oxigeno.

Is6topo % Abundancia Relativa
2c 100
3¢ 1.1
0 100
o 0.04
o) 0.2

m/z 44: 100%
m/z 45: (1.1 + 0.04 + 0.04) = 1.18%

m/z 46: 0.2 + 0.2 + (0.04 x 0.04) + (1.1 x 0.04) + (1.1 x 0.04) = 0.49%

7.4.1. Introduccion de un gas de referencia

Una muestra de referencia de relacion isotopica **C/**C de CO, es inyectada para
determinar la desviacion isotOpica de los compuestos comparados con un
estandar de referencia; VPDB (**Cypps). Estas mediciones proporcionan la
informacion de la abundancia isotopica del analito respecto a la relacién isotépica
del estandar o del gas de referencia. Esto se hace para compensar los efectos
discriminativos de masa que pueden fluctuar con el tiempo y de instrumento a

instrumento.
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7.5. Usos del GC/C/IRMS

Para poder hacer una comparacion sobre la adulteracion y/o el origen de una
sustancia se ha utilizado el equipo de GC/C/IRMS, un ejemplo muy claro es la
adulteracion de la miel, en donde se realiz6 un nuevo procedimiento para
determinar las proporciones isotdpicas individuales de los componentes de la miel
(sacarosa, glucosa y fructuosa) y con este estudio determinar la autenticidad de la
miel ya que puede ser adulterada con altas cantidades de fructuosa. (Caballero, et
al., 2006). Como se muestra en la Tabla No. 6 y en la Figura No. 8 son pequefias
diferencias que pueden ser usadas para determinar la autenticidad de una
muestra. En este sentido han sido numerosos los trabajos realizados en esta
materia para determinar el origen de una muestra como fragancias y aromas.
(Bernreuther A., et al., 1990), vinos y jugos de fruta. (Scmidt, H.L. M. et al., 1993),
Geoquimica. (Jones D.M, et al 1991), (Hauke V., et al., 1992), (Moers M.E.C., et
al., 1993), Arqueologia. (Evershed R.P., et al., 1994), Quimica Ambiental. (Zeng
Y.Q., et al., 1994).
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Tabla No. 6: Rangos de las diferencias isotdpicas para moléculas organicas.

Molécula Orgénica Composicion

isotopica (6%o)
Animales -15a 40
Plantas C3 -22 a 40
Plantas C4 -8a20
Gas natural -30a 50
Carbon -25a 30
Petroleo -25a 30
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%9 atomo 13C
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Figura No. 8: % de *3C en diversos componentes.
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8. LA ESPECTROMETRIA DE MASAS DE RELACIONES
ISOTOPICAS (IRMS)

Con el paso del tiempo diferentes tecnologias han sido implementadas para
realizar todo tipo de andlisis usando la espectrometria de composicion elemental
en los campos de la protedmica y la metabolomica. Sin embargo, esta fuera de
este proyecto de tesis cubrir todos los instrumentos o tecnologias, por lo que nos
limitaremos a la espectrometria de masas de relacién isotépica (IRMS). Mediante
esta técnica se puede llevar a cabo el analisis de los is6topos estables de los
principales elementos ligeros de la biosfera (C, H, N, O, S). La espectrometria de
masas de relacion isotopica permite el andlisis de relaciones isotépicas de estos
elementos ligeros (**C/*2C, D/H, N/*N, **0/*0, **S/*?S) con la precisién y la
exactitud necesarias para medir las pequefias variaciones en la abundancia
isotopica (fraccionamiento), provocadas por mdultiples procesos naturales, tanto
fisicos como quimicos. Estos elementos que tienen una gran importancia desde el
punto de vista bioldgico y geoldgico, presentan dos o mas is6topos estables, de
los cuales el méas ligero es el mas abundante No obstante, para establecer los
criterios de este instrumento, debemos tratar algunos temas importantes antes de
examinar esta técnica con mayor profundidad. Estos temas abarcan la definicién

de atomo, isétopo, la fotosintesis y otros procesos ciclicos naturales.

8.1. Definicién de atomo
En quimica y fisica, un atomo del Griego atomos, significa “la particula mas

pequeiia de materia que es indivisible, es decir, algo que no puede ser dividido”.
(Platzner IT, et al., 1997).
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Un atomo consiste de un nucleo denso de particulas cargadas positivamente
llamadas protones y de particulas eléctricamente neutras llamadas neutrones,
rodeado por una nube mas grande de electrones de carga negativa. Por lo tanto,
un atomo es eléctricamente neutro dado que contiene el mismo numero de
protones que de electrones.

El nimero de protones en un atomo define el elemento quimico al cual pertenece,
sin embargo, el numero de neutrones determina el isétopo del elemento, como

veremos mas adelante.
8.1.1. Definicidon de “isétopo”

Para poder definir el concepto de un isétopo, es importante conocer que la masa
atomica (A) de un atomo es definida por el peso del nimero de protones y
neutrones que contiene en su nuacleo. Los electrones no son tomados en cuenta
para el peso, ya que como es conocido su masa es 2000 veces menor que la de
los protones. (Coplen TB., 1984). Los atomos son muy ligeros en su peso; un
atomo de oxigeno pesa solo 2.7 x 102 g. Dado que tal nimero es muy impractico
de usar, los quimicos usaron en su lugar una unidad basada en un atomo estandar

de referencia, el carbon de masa 12, el cual se escribe como **C.

Otro concepto sobre un &tomo es su numero atomico, el cual corresponde a el
namero de protones (que es igual al nimero de electrones), denominado como Z.
(Coplen TB. 1996).

Debido a que la masa atdmica esta determinada por la suma del nimero de
protones y neutrones contenidos en su nucleo, dos atomos por decir carbono
deben de tener diferente nimero de neutrones y por lo tanto diferente masa, son
referidos como is6topos de carbono.
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Por ejemplo, el carbono-12 y carbono-13 son referidos como diferentes isétopos
del carbono ya que el *C tiene un neutrén extra en su ndcleo. Ya que ambos
atomos contienen el mismo namero de protones (y por lo tanto de electrones), los
isotopos tienen las mismas propiedades quimicas. Sin embargo, las propiedades
nucleares y atomicas de los isétopos pueden ser diferentes. Los niveles
energéticos electronicos de un atomo dependen de su masa nuclear. Por lo tanto,
los correspondientes niveles atomicos de los isétopos estan ligeramente

desplazados unos de otros.

Desde la construccion de la tabla periédica de los elementos iniciada por
Mendeleyev, mas de 120 elementos han sido confirmados desde entonces. De
estos, 81 elementos tienen al menos un isétopo estable, sin embargo, el resto solo
existe en la forma de nucleidos radioactivos. Algunos de estos nucleidos (**°In,
232Th, #°U, #*®U) han existido desde el tiempo en que los elementos fueron

formados.

De los 83 elementos que existen de manera natural en cantidades significantes en
la Tierra, 20 son encontrados como isétopos unicos (y se les conoce como
mononuclidicos), y los otros existen como mezclas que contienen de 2 a 10
isotopos. (Skoog DA, et al.,). En la nomenclatura de la IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry), los is6topos y los nucleidos son especificados por
el nombre del elemento, implicitamente dando el numero atémico, el cual siempre
es el mismo para un elemento en particular, seguido por un guién y el nimero de
masa (ej. Helio-3, lodo-131, Uranio-238). En la forma simbdlica, el numero de
nucleones es denotada como un superindice y el simbolo quimico del elemento
(€j. 3He, 131|, 238U).

55


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Capitulo VIII

Como menciondbamos anteriormente, cada elemento tiene un isétopo ligero
dominante (ej. **C, *N, *°0, %S y 'H), y uno o dos isétopos pesados (ej. *C, °N,
10, 180, s, %Sy 2H) con una abundancia natural de un pequefio tanto por ciento
o menor. En la Tabla No. 7 se muestran las abundancias relativas de los is6topos
naturales de los elementos comunmente mas analizados por el equipo IRMS.
(Sarah Benson, et al., 2006).

Tabla No. 7: Datos de abundancia relativa para los is6topos estables de los

elementos mas usados en IRMS

Elemento Isétopo || Y%Abundancia relativa
Hidrégeno H 99.984
H 0.0156
Carbono 2c 98.892
3¢ 1.108
Nitrégeno “N 99.635
N 0.365
Oxigeno o) 99.756
afe) 0.037
80 0.204
Azufre ¥s 95.02
g 0.76
¥g 4.22
S 0.014
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8.1.2. Is6topos del carbono

Los dos is6topos estables del carbono **C y **C, son los principales componentes
de las entidades biologicas fosiles o vivas, moléculas organicas naturales o
sintéticas. De estos dos is6topos, el **C es el is6topo prevalente ya que