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Introducciodn

1. INTRODUCCION

Los esteroides androgénicos anabodlicos son uno de los grupos de compuestos
mas ampliamente usados para mejorar el desempefio del deportista. Este tipo de
compuestos son derivados de la hormona masculina testosterona, sintetizada en
los afios 30°s y que a partir de entonces se han obtenido, mediante sintesis

organica, una gran variedad de compuestos derivados. ™

Los esteroides estan clasificados dentro de un grupo de sustancias prohibidas por
las organizaciones deportivas Internacionales, asi como por la Agencia Mundial
Antidopaje (WADA por sus siglas en inglés), quienes se encargan de realizar la
lucha contra el dopaje. En este sentido, la WADA publica una lista de sustancias
prohibidas conocida “La Lista Prohibida”. Los esteroides anabdlicos no fueron
incluidos en la primer lista de sustancias prohibidas publicada por el Comité
Olimpico Internacional (COI) en 1967. Sin embargo, hicieron su aparicion por
primera vez como un nhuevo grupo en 1976, antes de los juegos olimpicos de
Montreal. Desde entonces, los esteroides anabdlicos son el grupo de compuestos

mas detectados en los andlisis de dopaje.?

Dentro del grupo de las sustancias anabdlicas, la sustancia mas ampliamente
utilizada con fines de dopaje continda siendo el esteroide enddgeno testosterona
(T), segun lo reportado por la WADA. @

Las estrategias de control de dopaje aplican, en primer lugar, una metodologia
general a cada muestra. En el caso de la testosterona, ya que es un esteroide
endogeno que se puede suministrar de forma exogena (versiones sintéticas de la
T), se ha establecido que si la relacibn de la concentracion testosterona/
epitestosterona (T/E) es superior a 4, posiblemente el atleta haya consumido
testosterona exogena y, de acuerdo a la WADA, se debe corroborar el valor
obtenido de esta relacion de concentracion mediante un método de analisis mas

especifico y sensible para este analito. Pt
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Los laboratorios de control del dopaje reconocidos por la WADA a nivel mundial,
tienen implementados sus propios métodos y técnicas de identificacion de las

sustancias consideradas prohibidas por dicha agencia.

El laboratorio nacional de control y prevencion del dopaje de la comision nacional
de cultura fisica y deporte (CONADE), est4 en proceso de acreditacion por la
WADA por lo que es importante la realizacion de validacion de los métodos
analiticos de identificacion de las sustancias dopantes para de esta forma, ser el
anico laboratorio a nivel nacional que cuente con la certificacién y acreditacion
para la realizacion de controles antidopaje en deportistas de alto rendimiento por
medio de la realizacion de pruebas validadas y asi poder competir con los

diferentes laboratorios especializados en el tema del dopaje.

Con base a lo anterior, el objetivo del presente trabajo es la implementacion,
optimizacién y validacién, de un método de confirmacién para la determinacién de
la relacion T/E en muestras de orina humana para el control de dopaje en atletas,
utilizando Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Historia de los juegos olimpicos

Segun los registros histéricos, los primeros juegos olimpicos de la antigliedad se
remontan al 776 a.C. Se dedicaban a los dioses del Olimpo y se organizaron en la
antigua Olimpia, que se encuentra en la parte occidental del Peloponeso que
segun la mitologia griega, es la isla de Pelops, el fundador de los Juegos

Olimpicos. ¥

Una sola carrera a pie alrededor de unos 200 metros a lo largo del estadio era
el unico evento deportivo hasta la Olimpiada XV, cuando otros tipos de deportes
comenzaron a abrirse paso: La lucha y el pentatlébn en 708 a.C.; el boxeo en el

688 a.C. y las carreras de carros en el afio 680 a.C. ©

2.1.1 Los juegos olimpicos y lareligion

Los juegos olimpicos estaban estrechamente vinculados a las fiestas religiosas del
culto de Zeus, pero tenian un caracter laico y su objetivo era mostrar las
cualidades fisicas y la evolucion de las actuaciones realizadas por los jévenes, asi
como fomentar las buenas relaciones entre las ciudades de Grecia. Segun los
especialistas, los juegos olimpicos deben su pureza y su importancia a la

religion.?

En el afo 349 a.C. el emperador romano Teodosio el Grande, un devoto cristiano,
decret6 fin a los juegos olimpicos y la celebracién de los dioses griegos. Dichos
juegos habian durado méas de un millar de afios, pero resurgieron de nuevo en el
siglo XIX [
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2.1.2 Ceremonias de victoria

El vencedor olimpico recibia sus primeros premios inmediatamente después de la
competencia. Tras el anuncio del nombre del ganador por el heraldo, un juez
griego colocaba una rama de palma en sus manos, mientras los espectadores
gritaban y arrojaban flores a él. Ademas, el vencedor portaba cintas rojas atadas

en la cabeza y las manos en sefial de victoria.

La ceremonia oficial tenia lugar el Gltimo dia de los juegos, en el elevado vestibulo
del templo de Zeus. El heraldo anunciaba el nhombre del campedn olimpico, el
nombre de su padre, y su patria. Por ultimo, se colocaba la corona de olivo

sagrado en la cabeza del ganador.

2.1.3 Atletas

A través de los 12 siglos de los juegos olimpicos, muchos atletas compitieron en el
estadio y en el hipédromo de la zona de la antigua Olimpia. Todos los ciudadanos
varones griegos libres tenian derecho a participar, independientemente de su

condicion social. Solo las mujeres solteras podian participar.

2.1.4 Eventos deportivos

Los antiguos juegos olimpicos fueron inicialmente:

» Pentatlon que incluia el atletismo, salto de longitud y lanzamiento de disco.
» Lucha.

» Boxeo.

» Pancracio (combinacion entre lucha y boxeo).

> Eventos ecuestres que incluian las carreras de caballos y carreras de carros.
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2.2 Historia de los juegos olimpicos actuales

Al Barén de Coubertin, de origen francés, quien dedicd su vida a la educacion
fisica, se le da crédito por el restablecimiento de los juegos olimpicos. Sin
embargo, a través de los afios hubo mas de 40 actividades que han jugado fuera
de tema olimpico. Se cree que de Coubertin fue testigo de los juegos del festival
olimpico en el estadio de Chelsea en Londres: solo habia atletas amateurs y
medallas en lugar de premios en efectivo. Con el paso del tiempo, los atletas
pasaron de ser aficionados a profesionales, sobre todo con la llegada de atletas
patrocinados por el estado y también por varias federaciones internacionales que
han elegido a los deportistas que podian participar, con la aprobacién del Comité
Olimpico Internacional (COIl). El barén de Coubertin organizé en 1889 el Congreso
de Educaciéon Fisica en Paris, y en 1892 empez6 a forjar la idea de un
renacimiento de los Juegos Olimpicos, pero atrajo poca atencién. A pesar de
repetidos rechazos, no sélo de sus propios compatriotas, sino de los britanicos y
estadounidenses. El 23 de junio de 1894 presidié una reunién de 79 delegados en
representacion de 12 paises, que por unanimidad votaron a favor de la

restauracion de los juegos olimpicos.

Presionado por Coubertin, el COI decidié que en 1896, Atenas fuera la sede y él
mismo el rey de Grecia abri6 los primeros Juegos Olimpicos modernos en 1896.
Para los eventos tradicionales de pista y campo, que incluyen el maratén y el
decatlon, una serie de deportes se han afiadido de modo que hoy en dia hay

varios deportes en el programa de los juegos de verano.

Los juegos eran estrictamente para los hombres. Fue hasta el afio 1900 en los
Juegos de Verano de Paris, cuando por primera vez hubo participaciéon de mujeres.
Con la ayuda del COI, ha aumentado significativamente la participacion de
mujeres. Los Juegos Olimpicos de Invierno fueron inaugurados en 1924 en
Chamonix, Francia. Los Juegos de Invierno son mucho mas pequefios, se limitan

a los deportes que se desarrollan sobre hielo o nieve. ©
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2.2.1 El Comité Olimpico Internacional

El Comité Olimpico Internacional (COIl) es la autoridad suprema del movimiento
olimpico. Actia como un intermediario para la colaboracion entre todas las partes
de la familia olimpica, de los Comités Olimpicos Nacionales, las Federaciones
Deportivas Internacionales, los atletas, los Comités Organizadores de los Juegos
Olimpicos, organismos de las Naciones Unidas. El COI guia al éxito a través de
una amplia gama de programas y proyectos. Asegura la celebracion regular de los

Juegos Olimpicos y alienta la promocién de los valores olimpicos. "

2.3 Historia del dopaje

La palabra “Dopaje” debe su origen a dos teorias. Una de ellas se relaciona con la
palabra holandesa doop, que originalmente significa “liquido espeso utilizado
como lubricante o alimento”. La otra considera que su raiz deriva de un dialecto
hablado por los aborigenes del suroeste de Africa y luego transmitido al idioma
béer, y significa “licor fuerte tipico tomado como estimulante durante los cultos de

la poblacion de Kafa”.

El fin de siglo XIX, marcado por el desarrollo de las carreras ciclistas e hipicas
daria a la palabra “Doping” el sentido preciso en que hoy la entendemos. La
palabra es al parecer mencionada por primera vez en 1889 en Estados Unidos
Americanos significando “mezcla de opio y narcéticos administrada a los caballos”.
Para algunos también podria existir una relacion con la DOPA y la dopamina.
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2.3.1 Los primeros intentos de dopaje

Fue en los juegos Olimpicos de Italia 1961 que se experimentd el control
antidopaje por primera vez, pero la primera legislacion para combatir el abuso de
farmacos en el deporte se introdujo hasta 1963 en Francia y dos afios después en
Bélgica e Italia.

En la olimpiada de Tokio se realiz6 de forma extraoficial cierto control antidopaje,
detectandose un positivo ante el que nada pudo hacerse por no haber

reglamentacion.

Los controles antidopaje de los atletas empezaron en 1968 en los juegos
olimpicos de México donde se di6 el primer caso de dopaje, cuando el pentatleta
sueco Hans-Gunnar Liljenwall dio positivo a alcohol. ©

En los ultimos veinte afios, los controles antidopaje se han convertido en una
rutina practicada no solo a nivel de juegos olimpicos, sino durante las
competencias organizadas por la mayoria de las federaciones nacionales e

internacionales. ©

En la Tabla 2.1 se muestra un resumen de los casos de dopaje mas significativos

en el deporte.

Tabla 2.1 Eventos mas significativos en la historia del dopaje

Hace siglos. Los incas consumian un masticado de coca (Erythroxilon spp),
gque ayuda a combatir la fatiga; por otro lado los guerreros
nérdicos, comieron hongos que contienen muscarina antes de la
batalla.

Antiglios deportistas | El pan remojado en el opio, las setas, la estricnina.

olimpicos.

Principios de 1900 Nadadores y ciclistas tomando estimulantes.
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La Segunda Guerra
Mundial

Anfetaminas para contrarrestar la fatiga entre los soldados y
pilotos.

1950 Los esteroides anabdlicos androgénicos fueron introducido en el
dopaje; Sintesis dianazol inspirado en la gente en el deporte.
1959 Estudios clasicos controlados muestran que las anfetaminas

mejoran el rendimiento en disciplinas como nadar y correr a
distancia.

1960 Olimpiadas

Primera victima mortal dopaje documentada-anfetamina inducida
por golpe de calor.

1964 El Comité Olimpico Internacional (COIl) prohibe el dopaje de los
atletas olimpicos.

196672 Alemania del Este establece un sistema secreto nacional de la
hormona de dopaje de los hombres y las mujeres con
metandrostenolona y el estado fabrica oral-turinabol.

1967 Muerte por dopaje durante el Tour de Francia, la COIl adopta una
politica de andlisis de drogas.

1970 Los diuréticos son utilizados para alcanzar el "derecho" de peso y
para diluir la orina antes de la prueba de drogas.

1973 El campedn olimpico Connolly testifica el uso conjunto de los
esteroides anabdlicos entre los atletas a EE.UU. ante el comité del
Senado.

1974 Los esteroides anabolicos androgénicos (EAA) se incluyen en la
lista de dopaje.

Hasta 1980 Anfetaminas, la cocaina, la cafeina y estricnina dominan casos de
dopaje.

1980 El uso de esteroides anabdlicos androgénicos se extendié a
muchos deportes.

1980 B-blogueantes son utilizados para mejorar el tiro, aparece un mal
uso de la hormona del crecimiento.

1988 Primera medalla de oro olimpica en atletismo despojado por
dopaje con EAA.

2000 Tetrahidrogestrinona (THG o "el claro"), un EAA disefiado para
escapar a la deteccion de
andlisis de dopaje, es desarrollado.

2007 Marion Jones reconoce haber tomado "el claro”, una droga que

mejora el rendimiento, le son retiradas sus medallas.

Tomado de ©

2.3.2 Los comités olimpicos en el dopaje

El COl, las Federaciones Internacionales y los Comités Olimpicos Nacionales
conservan sus competencias y responsabilidades respectivas para aplicar los

reglamentos en materia de dopaje, segun sus propios procedimientos y en

cooperacion con la Agencia Internacional Independiente Antidopaje. En
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consecuencia, las decisiones de primera instancia dependen exclusivamente de
la competencia de las Federaciones Internacionales o de los Comités Olimpicos

Nacionales y dentro de los Juegos Olimpicos, del COI.

2.4 Regulaciones actuales en el deporte

2.4.1 La Agencia Mundial Antidopaje

La primera conferencia mundial sobre el dopaje en el deporte celebrada en
Lausana, Suiza, duré del 2 hasta 4 febrero de 1999, la cual produjo la declaracion
de Lausana sobre el dopaje en el deporte. Este documento establece la creacion
de una asociacion internacional antidopaje que sea operativo, para los juegos de

la XXVII Olimpiada en Sydney en el afio 2000.

De conformidad con los términos de la declaracion de Lausana, se creo la Agencia
Mundial Antidopaje (WADA, por sus siglas en inglés) el 10 de noviembre de 1999,
en Lausana, y actualmente promueve y coordina la lucha contra el dopaje en el
deporte a nivel Internacional. La WADA se cre6 como una fundacion de la
iniciativa de la COI, con el apoyo y la participacion de las organizaciones
intergubernamentales, gobiernos, autoridades publicas y otros organismos

publicos y privados que luchan contra el dopaje en el deporte.

La agencia es de caracter independiente y esta integrada por representantes de la

igualdad del movimiento olimpico y las autoridades publicas.

2.4.2 Programa mundial antidopaje

La WADA coordina el desarrollo y la implementacion del programa mundial
antidopaje, el cual fue aprobado en un congreso internacional en Helsinki en 2002.
Este estd constituido por el cédigo mundial antidopaje, Los estandares

Internacionales y los documentos técnicos. ™
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2.4.3 El codigo mundial antidopaje

En el codigo mundial antidopaje se establecen las normas y principios antidopaje,
el papel de la educacion y la investigacion en la lucha contra el dopaje, define las
reglas y responsabilidades de las partes involucradas y proporciona las directrices
para la implementacion, modificacion y el cumplimiento de los puntos establecidos

en el codigo. Asi mismo se amplia la definicion de dopaje.

Con respecto al analisis de las muestras, el cédigo establece que el andlisis se
debe realizar en un laboratorio aprobado por la WADA. !

2.4.4 Definicion de dopaje conforme a la Agencia Mundial Antidopaje

El doping es definido como la violacién, a una 0 mas normas antidoping, segun lo
dispuesto en el articulo 2.1 al articulo 2.8 del cédigo mundial anti-dopaje. Existen
ocho violaciones al codigo, sin embargo, solo trataremos la violacién al articulo 2.1

del codigo.

El articulo 2.1 habla sobre la presencia de una sustancia prohibida o de sus
metabolitos o0 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 desconocimiento por parte del deportista con el fin de establecer una violacion

al codigo de antidopaje, en especial del articulo 2.1
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2.5 Los Estandares Internacionales

El cdédigo mundial antidopaje trabaja en conjuncidbn con cinco estandares
internacionales con el objetivo de armonizar diferentes aspectos técnicos vy
operativos del antidopaje, llamados: La lista prohibida, pruebas, laboratorios,
excepciones de uso terapéutico (TUE) y, la proteccion 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 Cédigo.*

2.5.1 Lalistade sustancias y métodos prohibidos (2012)

Desde el 2004, como un mandato del cédigo, la WADA es responsable de la
preparacion y publicacion anual de la lista prohibida, la cual es una piedra angular
del codigo y un componente clave para la armonizacién, identificando las
sustancias y métodos prohibidos en competiciéon, fuera de competencia y en
deportes en particular. ™ la lista prohibida se renueva anualmente en octubre de
1]

cada afio y entra en vigor el 1° de enero del afio siguiente. !

La lista prohibida se divide en:
» Sustancias prohibidas durante y fuera de competencia
[.S1. Agentes anabdlicos.

[1.S2. Hormonas peptidicas, factores de crecimiento y sustancias

relacionadas.
[11.S3. B — 2 Agonistas.
IV.S4. Hormonas antagonistas y moduladores.

V.Sb5. Diuréticos y otros agentes enmascarantes.
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I. Solo en competencia:

Il. S6. Estimulantes

lll. S7. Narcoticos.

IV. S8. Cannabinoides.

V. S9. Glucocorticoides.

» Métodos Prohibidos dentro y fuera de competencia:

I. M1. Acarreadores de oxigeno.

II. M2. Manipulacion fisica o quimica.

[1l. M3. Doping genético.

»Sustancias Prohibidas en deportes especificos:
[. P1. Alcohol.
Il. P2. B — Bloqueadores.

En relacion a los agentes anabdlicos la lista comprende:

1. Esteroides anabolizantes androgénicos (EAA)

a. EAA exbégenos*, 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-17p-hidroxi-17a-metilandrosta-1,4-dien-3-ona); desoximetiltestosterona
(17a-metil-5a-androst-2-en-173-ol); drostanolona; estanozolol; estenbolona;

etilestrenol (19-nor-17a-pregna-4-en-17-ol); fluoximesterona; formebolona;
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furazabol (17B-hidroxi-17a-metil-5a-androstano[2,3-c]-furazan); gestrinona; 4-
hidroxitestosterona (4,17B-dihidroxiandrost-4-en-3-ona); mestanolona;
mesterolona; metandienona; (17p-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-metilestr-4-en-3-ona); metiltestosterona,;
metribolona  (metiltrienolona,  17B-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 (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-1783-ol-3-ona); trembolona

y otras sustancias con estructura quimica o efectos biolégicos similares.

b. EAA enddgenos** administrados exdgenamente:

androstendiol (androst-5-en-3(3,17p-diol); androstendiona (androst-4-en-3,17-
diona); dihidrotestosterona (17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona); prasterona

(dehidroepiandrosterona, DHEA); testosterona,

y los siguientes metabolitos e isdmeros:

5a-androstan-3a,17a-diol; 5a-androstan-3a,178-diol; 5a-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-
3B3,17p-diol); 5-androstendiona (androst-5-en-3,17-diona);
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epidihidrotestosterona; Epitestosterona; 3a-hidroxi-5a-androstan-17-ona; 3-
hidroxi-5a-androstan-17-ona; 19-norandrosterona; 19-noretiocolanolona.

2. Otros agentes anabolizantes, que incluyen pero no se limitan a:

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.

14




Antecedentes

3. QUIMICA DE LOS ESTEROIDES

3.1 Estructura de los esteroides

Los esteroides anabdlicos pueden ser considerados derivados sintéticos de la
hormona masculina testosterona (T). La estructura general de este tipo de
sustancias esti basada en el nucleo perhidrociclofenantreno figura No. 3.1a. Los
atomos de carbono son numerados como se muestra en la figura No. 3.1b. La
mayoria de los esteroides anabdlicos y sus metabolitos presentan un grupo hidroxilo
0 un grupo ceto en las posiciones C3 y C;7. Adicional a esto, presentan un doble
enlace entre C4-Cs y dos grupos metilo en las posiciones Ci3 y Cip, a estos metilos
les corresponde las posiciones Cig y Cig respectivamente. Como un ejemplo se

muestra la estructura de la testosterona. ™

CHg

o)
AN

(a)
Figura No.3.1: (a) Estructura de la testosterona) (b) Estructura general de los esteroides

anabdlicos.
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La testosterona es el principal esteroide androgeno biolégicamente activo que se
encuentra en la sangre de los seres humanos, sin embargo, su concentracion en
mujeres es en promedio veinte veces menor que en el hombre. ! Los efectos
anabdlicos de la testosterona buscados por los deportistas consisten en un
aumento en la sintesis de proteinas del masculo, mismas que agilizan el rapido
desarrollo de masa muscular en un menor tiempo. También se produce un
aumento en la sintesis de adenosintrifosfato (ATP), fuente de energia necesaria
para la contracciobn muscular. De esta forma se aumenta la cantidad de energia

disponible, la intensidad y duracion del entrenamiento.

El colesterol es el precursor de las cinco clases principales de hormonas

esteroideas: progestagenos, glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos y

estrégenos (figura 3.2). ™

Colesterol
(Cx)
I
Pregnenolona
(C21)
l =,
Progestagenos
(C21)
1
~ { =
Glucocorticoides Mineralocorticoides Androgenos
(Cy) (C21) (C19)
Estrogenos
(Cis)

Figura 3.2.- Relaciones biosintéticas entre los tipos de hormonas esteroideas y el

colesterol. ¥
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Estas hormonas son poderosas moléculas sefiales que regulan multitud de

funciones del organismo.

La progesterona, un progestageno, prepara los revestimientos del Utero para la
implantacion del 6évulo fecundado. También es esencial para el mantenimiento del

embarazo.

Los andrégenos, (como la testosterona) son responsables del desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios de tipo masculino, mientras que los estrogenos
(como la estrona) son necesarios para el desarrollo de los caracteres sexuales

secundarios del tipo femenino.

Los glucocorticoides (como el cortisol) promueven la gluconeogénesis y la
formacién del glucégeno, aumentan la degradacion de grasas y proteinas e

inhiben la respuesta inflamatoria.

Los mineralocorticoides (principalmente aldosterona) actian sobre los tubulos
distales del rifidn donde incrementan la reabsorcion de Na* y la excrecion de K*y

H*, lo que provoca un aumento de volumen y la presién sanguineos.

Los principales lugares de sintesis de estos tipos de hormonas son: el cuerpo
liteo para los progestagenos, los ovarios para los estrogenos, los testiculos para
los andrégenos; y la corteza suprarrenal para los glucocorticoides y los

mineralocorticoides. ™
3.2 Biosintesis de las hormonas 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
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A°-pregnenolona. La pregnenolona es el esteroide del cual derivan todas las
demas hormonas esteroides (figura 3.3)
La pregnenolona es convertida en el citosol a progesterona por una
deshidrogenasa o en 17-hidroxiprogesterona por una 17-hidroxilasa especifica.
Como se muestra en la figura 3.3 estos dos esteroides son convertidos en toda
una gama de hormonas activas en el reticulo endoplasmico y las mitocondrias
mediante oxigenasas y deshidrogenadas especificas que requieren de oxigeno
molecular y la nicotinamida adenina dinucledétido fosfato (NADPH). El resultado de
estas reacciones enzimaticas combinadas es la adicion de grupos hidroxilo o

cetonicos en las posiciones Ciy, C17 0 Cpy.

3.2.1 Los esteroides androgénicos

Androgeno (esteroides Cig) es el nombre genérico para cualquier compuesto,
natural o sintético, que estimula o controla el desarrollo y mantiene las

caracteristicas masculinas.

La testosterona, principal hormona masculina, es sintetizada por la actividad de las
células intersticiales (células de Leyding) del testiculo a partir del colesterol
pasando por la pregnenolona, progesterona e hidroxiprogesterona, la cual
entonces es convertida en el cetoesteroide Cig, androstenediona, el precursor

inmediato de la testosterona (figura 3.3) ™
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CHj
CH, CH; o
CH, CHy
—_—
HO HO
Colesterol Pregnenolona 17a-Hidroxipregnenolona Dehidroepianandrosterona
CH,
CHs CH; o CH; o CH; o
o o CH,OH
"OH CH;
CHj|
—_— —_— ﬁ —_— —
o} (o] o] [e] HO
Progesterona 17a-Hidroxiprogesterona Androstenediona 19-Hidroxiandrosterona Estrona
M o CH,0H CH3 oH CH; oH
CHj|
—_— —_—
o o) HO
Testosterona 19-Hidroxitestosterona 17b-Estradiol

Figura 3.3: Biosintesis de los andrégenos y estrégenos. 4!
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La testosterona es responsable de las caracteristicas sexuales secundarias del
hombre las cuales son: vello facial y corporal, voz gruesa, desarrollo del érgano
sexual y tendencia agresiva. Posee propiedades anabolicas y androgénicas. Las
anabdlicas aportan mejoras en el desarrollo muscular y en la fuerza, es por eso
que algunos deportistas consumen estas sustancias buscando mejoras en su

desempefio atlético.

Los esteroides androgénicos anabolizantes (EAA) son compuestos sintéticos, los
cuales son similares estructuralmente a la hormona sexual masculina, la
testosterona, por lo que son definidos como derivados sintéticos de dicha

molécula.

La principal razon de su desarrollo, fue con el objetivo de producir una sustancia,
que incluyera solamente el alto efecto anabdlico de ésta y que al mismo tiempo,
excluyera los efectos androgénicos de la misma. Debido a esto, los nuevos
compuestos desarrollados se distinguen porgue algunos tienen propiedades mas

anabdlicas que androgénicas y/o viceversa.

Para determinar si un esteroide es mas anabdlico o androgénico, la misma
testosterona sirve como parametro: Los esteroides que son menos anabdlicos que
la testosterona son llamados “esteroides anabdlicos” mientras que los esteroides
gue son igual o mas androgénicos que la testosterona son llamados “esteroides

androgénicos.

Aparte de los efectos mencionados, también se produce un aumento en la sintesis
de fosfato de creatina, un compuesto nitrogenado esencial para la formacién de
ATP, la fuente béasica de energia que permite la contraccion muscular, cuanto
mayor sea la reserva de fosfato de creatina, mayor sera la reserva de energia
disponible para el entrenamiento y mas rapida sera la recuperacion, con lo cual se

podrd elevar la intensidad y duracién del entrenamiento.
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También se produce un significativo aumento del volumen sanguineo que puede
llegar hasta el 20 %, y puede ser responsable de un mayor aporte de nutrientes y

elementos reparadores durante el reposo.

Otros efectos benéficos para el deportista son:

» Aumento en la retencion de nitrégeno, produciéndose lo que se llama balance
positivo de nitrégeno y que es sinénimo de crecimiento muscular.

» Aumento de las reservas energéticas en forma de glucogeno, que es esencial
para el desarrollo de actividades que exigen grandes esfuerzos de corta duracion.
» Disminucién de los procesos catabdlicos que son consecuencia de la hormona
llamada cortisol y que el cuerpo produce en forma natural para mantener el
equilibrio celular.

» Aumento en la sintesis de proteinas del musculo actina y miosina

Todo esto se traduce en un estado anabdlico aumentado y por lo tanto se potencia

el desarrollo muscular. ™

3.3 Efectos negativos del uso de esteroides

En condiciones normales, el organismo sintetiza testosterona en el testiculo y de
aqui la hormona produce modificaciones en los tejidos periféricos y da la forma de
los caracteres sexuales secundarios. Cuando la concentracion de testosterona en
la sangre alcanza cierta cantidad, el testiculo detiene la produccion de dicha
hormona. Si el consumo de esteroides es prolongado, la falta de actividad de
sintesis y secrecion del testiculo va atrofiando sus funciones hasta llegar a la
esterilidad. La esterilidad producida por el consumo de anabolizantes no siempre
es reversible; todo depende de las dosis, del tipo de esteroides consumidos y del

tiempo que dure el consumo.
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Otra de las consecuencias del consumo de esteroides anabolizantes es que éstos
no distinguen el musculo que va a crecer. Por lo que también el mdsculo cardiaco
y el miocardio se hipertrofian. Son varios los efectos indeseables de los esteroides
anabolizantes y estan promovidos fundamentalmente por su accion androgénica.

Podemos mencionar los siguientes:

» Retencion de agua. Muy comun en la mayoria de los casos y potencialmente
peligrosa si alcanza cierto grado, ya que es causa de hipertension. Para

contrarrestar dicho efecto, se acostumbra a tomar un diurético.

» Acné. Es frecuente entre los usuarios con predisposicion a padecer dicho

trastorno. En ocasiones, se ven afectadas amplias areas del pecho y la espalda.

» Ginecomastia. Se trata del crecimiento anormal de las glandulas mamarias en
el varon y que es consecuencia de altos niveles de estrogenos. Dicha elevacion
se debe al consumo de esteroides que son susceptibles de transformarse en

estroégeno dentro del organismo.

» Hepatitis colostéatica. Inflamacién del higado con alteracion de la funcion
hepatica que se refleja por un aumento de las enzimas hepéticas llamadas
transaminasas. En un estadio inicial, los sintomas son poco frecuentes, pero con

el tiempo puede producirse ictericia, cansancio elevado y pérdida de peso.

» Agrandamiento de la prostata. El uso continuo de esteroides se ha asociado
al agrandamiento benigno de la préstata que en principio no trae mayores

complicaciones, pero puede ocurrir la formacion de una neoplasia prostatica.

» Calvicie prematura. Los esteroides que poseen un alto ritmo de conversion en
dihidrotestosterona y puede darse tanto en hombres como en mujeres de forma

irreversible, en especial si se posee una especial predisposiciéon a la calvicie.
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» Virilizacién. En el caso de las mujeres puede producirse un aumento del vello
facial y corporal, acentuacion de los rasgos masculinos y modificacion anatomica
de la laringe, con lo que la voz se endurecera. Estos efectos pueden resultar

permanentes aunque se suspenda la administracion de esteroides. *°!

3.4 Importancia del citocromo P-450 (CYP) en el metabolismo de

xenobiobticos

Mediante el catabolismo, fundamentalmente a nivel hepatico, los esteroides
experimentan transformaciones quimicas que los inactivan e incrementan su
solubilidad en agua facilitando su excrecion renal.™ El sistema del citocromo P450,
se localiza principalmente en el reticulo endoplasmético del higado e intestino
delgado de los mamiferos, es también importante para la desintoxicacién de
sustancias extrafias (xenobidticos), mediante un metabolismo oxidativo. Una de
las funciones mas relevantes del citocromo P450 en los seres humanos es su

papel en el metabolismo de los farmacos. ™

3.4.1. Reacciones y regulacion enzimatica del CYP

Entre las oxidaciones catalizadas por el P-450 se incluyen hidroxilaciones
aromaticas y alifaticas, N- y S-oxidaciones, epoxidaciones, O-, N- y S-
desalquilaciones, desaminaciones, desulfuraciones, deshalogenaciones vy
deshidrogenaciones. Otra de las caracteristicas mas significativas del P-450 es su

inducibilidad por los propios xenobidticos.

Las primeras alusiones en este sentido se remontan a los afios 50-60, al
observarse que pacientes que eran tratados con ciertos farmacos desarrollaban
una tolerancia al mismo de manera que eran necesarias dosis crecientes para
producir el mismo efecto. Este hecho fue constatado en estudios con animales de

experimentacion y se comprobé la existencia de tipos o grupos de inductores que
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actuaban de forma selectiva sobre diferentes enzimas P-450."® En la figura 3.4

se muestran ejemplos de las reacciones catalizadas por el citocromo P-450 en la

testosterona. %

CH, OH
CH,4
0
Testosterona
cH, OH
CH,4
o

Epitestosterona

c, O

CYP3A4 CH,4
—»

0
6-Deshidrotestosterona

)
[O] CH3/
CH,
HO” L
CYP2B1
)
Androstenediona
ud
OH
[C]
CYP2B1

Gem-diol

Figura 3.4. Reacciones de deshidrogenacion catalizadas por el citocromo P-450 sobre la

testosterona. %

3.5 Metabolismo de la testosterona

La testosterona tiende a eliminarse del organismo por medio de la formacion de

metabolitos mas polares mediante la conjugacién con el acido glucuronico y la

formacion de sulfatos solubles en agua, reaccion que es llevada a cabo por el

citocromo P450. (figura 3.5).
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Este citocromo cataliza hidroxilaciones de numerosos sustratos mediante un
conjunto de reacciones en los que las sustancias potencialmente toxicas y
normalmente hidr6fobas se convierten en derivados hidrosolubles menos téxicos

que pueden excretarse con mayor facilidad.?

OH
=
o
Testosterona
OH OH
HO H HO !
Androsterona 5a,5p-androstan-3a,17p-diol 5a-androstan-3f,17p-diol

Figura 3.5.- Metabolismo de la testosterona. !

3.6 Reacciones de eliminacién

Las reacciones consisten en agregar un grupo polar de tamafno relativamente
grande a los productos de las reacciones de la fase I, o bien, a los xenobidticos
originales que contienen los grupos funcionales apropiados para ser sustratos de
las reacciones de conjugacion. El resultado que se logra con estas reacciones es
un gran incremento de la solubilidad en agua del xenobibtico.”” Las
biotransformaciones oxidantes, reductoras e hidroliticas que sufren los
xenobidticos en los procesos de fase I, no necesariamente producen metabolitos

hidrofilicos.
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En muchos casos, un grupo de enzimas complementarias de tipo transferasas
completan ese trabajo posteriormente y catalizan las llamadas reacciones de fase
II, en las que se unen pequefias moléculas polares endégenas como acido
glucurénico, sulfato, glicina, etcétera, a los metabolitos producidos en la fase |,
para formar productos mas hidrosolubles que se excretan. Algunas de estas
reacciones sin embargo, como la acetilacion y la metilacion, no conducen a un
aumento de la hidrosolubilidad, pero sirven para suprimir o atenuar una

determinada accion bioldgica.

3.6.1 Glucuronidacioén

La reaccion consiste en unir el glucurénido a un grupo hidroxilo, amino o sulfhidrilo
del xenobidtico. La enzima que cataliza la reaccion es la uridina difosfato (UDP)
glucuronil transferasa y el donador del grupo polar es el acido UDP glucurénico. La
enzima se encuentra localizada en el reticulo endoplasmico, a diferencia de las
otras enzimas de la fase Il que se localizan en el citosol. Los compuestos
glucuronidados son muy solubles en agua por lo que su excrecion es por medio de
la orina 'y bilis.

Existe un nimero muy grande de xenobidticos que son sustrato de esta enzima en
donde se encuentran los esteroides.

Esta ruta de eliminacion es la mas importante para la mayoria de los productos
endogenos. La glucosa 1-fosfato, que se origina en el metabolismo de los
carbohidratos, se activa a uridina-difosfato-a-D-glucosa (UDPG) y posteriormente
se oxida por deshidrogenasas para dar el acido uridina-difosfato-a-D-glucurdnico
(UDPGA) o acido glucuronico “activo”. Las transferasas catalizan su reaccién con
una gran variedad de grupos funcionales nucleofilicos. La formacién de
glucurdnidos implica la inversion del centro anomérico a del acido glucurénico a la
configuracion B. En la figura 3.6 se sefalan las reacciones de glucuronidacion y
sulfonacion catalizadas por la UDPGA y la fosfoadenosil fostafo (PAPS)

respectivamente.
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Figura 3.6. Reacciones de glucuronidacion y sulfonacién catalizadas por la UDPGA y PAPS respectivamente. 2%
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4. TECNICAS ANALITICAS

4.1 La cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separacion para la caracterizacion de
mezclas complejas, la cual tiene aplicacion en todas las ramas de la ciencia y la
fisica. Es un conjunto de técnicas basadas en el principio de retencion selectiva,
cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una mezcla, permitiendo

identificar y determinar las cantidades de dichos componentes.

Las técnicas cromatograficas son muy variadas, pero en todas ellas hay una fase
movil que consiste en un fluido (gas, liquido o fluido supercritico) que arrastra a la
muestra a través de una fase estacionaria que se trata de un solido o un liquido
fijlado en un sdlido. Los componentes de la mezcla interaccionan en distinta forma
con la fase estacionaria. De este modo, los componentes atraviesan la fase
estacionaria a distintas velocidades y se van separando. En 1906 el botéanico ruso
Tswett utilizd la cromatografia en columna para separar extractos vegetales
coloreados, y a este proceso le di6 el nombre de cromatografia. Pero el mayor
desarrollo se produce en 1930 con Lederer cuando consigue separar los

colorantes de la yema de huevo. @

4.2 Cromatografia de gases

En cromatografia de gases se hace pasar el analito en gas o vapor a través de la
columna, arrastrado por una fase movil, llamada el gas portador. * A diferencia
de otros tipos de cromatografia, la fase movil no interacciona con las moléculas
del analito; su unica funcion es la de transportar el analito a través de la
columna.? La fase mdvil normalmente es He, N, 6 H, y la fase estacionaria

normalmente es un liquido no volatil, pero también puede ser un solido.
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La cromatografia ha llegado a ser el principal método para la separacion de
especies quimicas estrechamente relacionadas entre si. Ademas se puede
emplear para la identificacion cualitativa y para la determinacion cuantitativa de las
especies separadas. La cuantificacion se basa en la comparaciéon de la altura, o

del &rea, del pico del analito con la de uno o mas patrones.

Un cromatégrafo de gases consiste basicamente en un inyector (split/splitless), un
horno en el cual se encuentra la columna capilar, un detector y una computadora.
El detector de un cromatografo de gases puede ser: de ionizacion de llama (FID,
por sus siglas en inglés), detector de captura de electrones (ECD, por sus siglas
en inglés), detector de nitrégeno-fésforo (NPD, por sus siglas en inglés), o

espectrometro de masas (MS por sus siglas en inglés), entre otros.

La desventaja de la cromatografia de gases es que no es posible saber la
estructura o la masa molecular de los compuestos 0o mezcla de compuestos
presentes en la muestra, debido a que los tiempos de retencion de los analitos
estan en funcion de los equilibrios de distribucion por afinidad que se presentan en
la columna y varian de acuerdo a las condiciones cromatograficas y a la columna

utilizada.

4.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una herramienta versatil y muy utilizada para
identificar y conocer la masa molar de los componentes presentes en una muestra
y determinar sus concentraciones. ¥ Un espectrémetro de masas es un potente
detector para el analisis cualitativo y cuantitativo de analitos en cromatografia de
gases y de liquidos. En la figura 4.1 se ejemplifica el primer paso en el analisis de
la espectrometria de masas el cual es producir moléculas en fase gaseosa para
posteriormente formar iones que seran acelerados y separados en su relaciéon

masa carga (m/z).2?
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Figura 4.1.- Concepto basico de la espectrometria de masas. &

Un analisis por espectrometria de masas implica las siguientes etapas:

(1) Fragmentacion,
(2) Conversion de los fragmentos en un flujo de iones,
(3) Separacion de los iones formados segun su relacion masa/carga (m/z) vy,

(4) Recuento del nimero de iones de cada tipo o medida de la corriente iénica. 2%

Asi, un espectrometro de masas consiste en varias unidades funcionales las

cuales se muestran en la figura 4.2. Estas unidades son:

» Un sistema de entrada que transfiere la muestra a la fuente de ionizacion.
» Un sistema de vacio.

» Una fuente de ionizacion.

» Un analizador de masas.

» Un detector que calcula la abundancia relativa de la masa de los iones.

» Un sistema que registra, procesa, almacena y muestra los datos.
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SISTEMA
ELECTRONICO
FUENTE DE ANALIZADOR PROCESADOR
IONIZACION | ~| DEMASAS DEJESIOR DE DATOS
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ENJRADA oF ESPECTRO DE
DE MASAS
MUESTRA VACIO

Figura 4.2.- Componentes basicos de un espectrémetro de masas. !

La Espectrometria de Masas ofrece numerosas ventajas frente a otros detectores,

entre las ventajas se encuentran:

1. Limites de deteccion que son, para muchos elementos, tres o6rdenes de
magnitud mejores que en los métodos 6pticos.

2. Espectros notablemente sencillos que generalmente son Unicos y con
frecuencia facilmente interpretables, y

3. Capacidad para medir relaciones isotdpicas. 2%
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5. METODOS INSTRUMENTALES UTILIZADOS EN EL ANALISIS DE
ESTEROIDES

El control de dopaje eficaz es el producto final de una serie de eventos que
involucra el reconocimiento o del consumo de sustancias para aumentar el
desemperio fisico del deportista, la clasificacion de la accion deseada por el
deportista, asi como de los efectos adversos de la sustancia y la busqueda de

medios para erradicar su uso.

En el ambito de los esteroides, el control anti-dopaje requirié de la aplicacion de la
disponibilidad, o el desarrollo de tecnologias capaces de demostrar de manera
concluyente la presencia de una sustancia prohibida en el sistema de un atleta. Se
sabe que el abuso de esteroides se produjo en la década de 1950, y era comun en
la década de 1960, pero las sanciones soélo pudieron ser ejecutadas con la
disponibilidad de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS, por sus siglas en inglés) en la década de 1970. Finalmente hubo una
técnica disponible que podria producir una "huella digital* de un farmaco o sus
metabolitos en un muestra de orina y confirmar el abuso por parte del deportista

para aumentar su desempefio fisico.

A lo largo de la historia del control antidopaje, se han utilizado diversas técnicas
para la preparacion de las muestras de orina y diferentes técnicas instrumentales
para la identificacion y cuantificacion de esteroides como la electroforesis y

diversas técnicas cromatograficas que a continuacion se mencionan. Ml

5.1 Inmunoensayos

Los métodos inmunoldgicos o inmunoensayos son métodos analiticos basados en
la reaccion Antigeno- Anticuerpo (Ag-Ac). Se entiende como antigeno (AQ)
cualquier molécula que puede ser reconocida especificamente por cualquiera de

los componentes del sistema inmunitario (SI) que protege al organismo de una
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amplia variedad de agentes infecciosos. En un sentido mas restrictivo un Ag es
cualquier molécula capaz de inducir la produccion de anticuerpos (Ac)
especificos.?”!

El primer método empleado para la deteccion de esteroides fue el radio
inmunoensayo (RIA) en 1975. Se usO antisuero contra la metandienona con
actividad cruzada con otros 17-metil esteroides. Esta técnica se utilizd6 en los
juegos olimpicos de Montreal 1976 y Moscul 1980.

En ese momento radioinmunoensayo (RIA) fue el Unico método préactico disponible

para analizar varios esteroides anabdlicos en un gran niimero de muestras. #°!

5.2 Cromatografia de gases/ espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica de separacion que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados, e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el Unico dato de que disponemos para la identificacion de cada
uno de ellos es el tiempo de retencibn de los correspondientes picos
cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca,

sobre todo cuando analizamos muestras de matriz compleja como la orina B

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar
los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por
superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por lo tanto, la

asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”’) y MS (“Mass
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Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC/MS que permite la

separacion e identificacién de mezclas complejas. B!

La utilizacién de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefia cantidad de
muestra para su analisis, por lo que son muy compatibles. EI Unico obstaculo
serio a la hora de realizar su acoplamiento es que el efluente que emerge de la
columna cromatogréfica sale a presion atmosférica y debe introducirse en el
interior del espectrometro de masas que trabaja a alto vacio. Actualmente, el
acoplamiento directo resulta facil cuando se utiliza la cromatografia de gases
capilar, que es el caso mas habitual. ¥4

En resumen, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases
se separa en la columna cromatogréafica obteniendo la elucion sucesiva de los
componentes individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrometro
de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma de pico
cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. En este
proceso, el espectrémetro de masas, ademas de proporcionar los espectros, actla
como detector cromatografico al registrar la corriente idnica total generada en la
fuente idnica, cuya representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC”
(total ion current). En efecto, la corriente i6nica generada por todos los iones da
lugar a un pico gaussiano de area proporcional a la concentracion del compuesto

detectado. &Y

En el caso de mezclas complejas, el cromatograma obtenido puede presentar
muchos picos, algunos de ellos muy préximos, resultando dificil la identificacion
rapida y fiable de algiin compuesto de interés. Cuando se desea explicitamente
localizar la presencia de uno o varios compuestos determinados, de espectro
conocido, con la mayor rapidez o con la maxima sensibilidad posible se recurre a
la técnica de deteccion SIM (“selected ion monitoring”). En esta modalidad de

trabajo se detectan solamente algunas masas de interés, en lugar de trabajar con
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el total de los iones (TIC). De esta forma, se aumenta la selectividad del método,

reduciéndose las interferencias. 2

5.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la técnica analitica de
separacion mas ampliamente utilizada. Las razones de la popularidad de ésta
técnica son su sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas
exactas, su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y,
sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de interés en la industria y

en la ciencia.

Inicialmente, la cromatografia de liquidos utilizaba fases estacionarias de elevada
polaridad tales como el trietilenglicol soportadas sobre particulas de silice o
alimina; y como fase mdvil se empleaba un disolvente relativamente no polar
como el hexano. El componente menos polar eluye primero, debido a que
relativamente es el mas soluble en la fase movil y un aumento de la polaridad de
la fase movil provoca una disminucion del tiempo de elucion. Este tipo de

cromatografia es conocida como cromatografia de fase normal.

Cuando la fase estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un
hidrocarburo lineal y la fase mévil es polar (como el agua, el metanol o el
Acetonitrilo) este tipo de cromatografia es conocida como cromatografia de fase
reversa. En este caso los componentes mas polares aparecen primero, y un

aumento de la polaridad de la fase moévil aumenta el tiempo de elucién. 224
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5.3.1 Componentes del HPLC

Los componentes fundamentales de un HPLC son los siguientes:

» Recipientes de vidrio 6 acero inoxidable para la fase movil.

> Helio.

> Sistema de bombeo.

» Sistema de inyeccién de la muestra.

» Columna para cromatografia de liquidos.

» Detectores. 24

En la figura 5.1 muestra un esquema de los componentes fundamentales de un

HPLC con sus componentes-
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Figura 5.1.-Esquema de un HPLC?
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5.4 Principales métodos de cuantificacion.

Para lograr un andlisis cuantitativo de los componentes separados de una muestra

existen métodos de andlisis entre los que se pueden mencionar:

» Calibracion absoluta (método del estdndar externo).

> Calibracion relativa (método del estandar interno). ¢

5.4.1 Calibracién absoluta.

Para realizar el célculo de composicién, se inyectan masas exactas del
componente puro al cromatégrafo y se determina el area. Se realiza una gréafica
relacionando el area del pico con la masa (figura 5.2), se obtendra entonces una

curva de calibracion que debe ser lineal.

Ares de pico
=

masa de componente (W)

Figura 5.2.- Gréfico de la calibracién absoluta. °!

Las desventajas de este método son que la inyeccion de la muestra debe ser
repetible y que las condiciones del sistema no deben cambiar de una inyeccion a
otra. La repetibilidad entre inyecciones se favorece con sistema automatizado de

inyeccion. B¢
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5.4.2 Calibracién relativa

La relacion de masas o concentraciones conocidas de un patrén de la muestra y
de un estandar interno deben ser preparadas e inyectadas al cromatografo para
luego determinar las relaciones de area. Estas relaciones de areas son graficadas

en funcion de las relaciones de masa o concentraciones (figura 5.3) ¥

PR LTon
peLAn R

Area

pation
Masa —

srtindar

Figura 5.3.- Gréfico de la calibracién relativa.*®

La ventaja de este método es, que es que es independiente del volumen de
inyeccion de la muestra lo que es sumamente importante para aquellas técnicas
cromatograficas que utilizan un método de introduccion de muestra no
automatizado.

Las caracteristicas de un estandar interno son:

» Que no se encuentre presente en la muestra.

» Debe separarse de los otros analitos de interés.

» Debe eluir cercano al analito de interés.

» Debe usarse una concentracion similar a la del analito de interés.

»Debe tener propiedades fisicoquimicas similares al analito de interés

» Debe ser de las mismas caracteristicas estructurales que el analito de interés.

> Mejora la repetibilidad de los resultados.®
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6. PREPARACION DE LA MUESTRA

El analisis de sustancias prohibidas se realiza en muestras de orina de los
deportistas. Los analitos blanco, en el caso de los esteroides, son los analitos que
se excretan sin conjugar, conocidos como fraccién libre y como glucuronidos,

fraccion conjugada.

Previo al analisis de la muestra en los instrumentos analiticos, se realiza una
limpieza de las muestras realizando una extraccion en fase sélida (EFS) de las
alicuotas de las muestras, que consisten en 2.5 mL de orina, esta se hidroliza
enzimaticamente, usando la enzima B-glucuronidasa de E. coli para obtener los
esteroides. Posteriormente se realiza la extraccién de estos de la matriz biolégica

realizando una extraccion liquido-liquido.

Por otro lado, la muestra tiene que ser compatible con el analisis por GC/MS por lo
gque es esencial que los compuestos existentes en la muestra sean
suficientemente volatiles a presion atmosférica para pasar a través del
cromatdégrafo de gases, por lo que es necesario recurrir a métodos de
derivatizaciéon cuando los compuestos a analizar no son volatiles, esto es,
métodos de conversion de ciertos compuestos en otros que sean compatibles con
el método analitico de GC/MS. ¥ Esto se realiza también para evitar interferencias
incrementando la masa molecular de los compuestos de interés, asi como de
mejorar el comportamiento cromatografico al igual que las propiedades

espectrométricas de los esteroides anabdlicos.

La mayoria de los laboratorios utilizan el compuesto N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSFTA) como agente derivatizante antes de la
separaciéon mediante GC. La trimetilsilacion es llevada a cabo con una mezcla que

contiene N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), ioduro de amonio y
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ditioeritritol. Bajo estas condiciones tanto los grupos hidroxi como los ceto son
derivatizados. 1**
A continuacion se describen brevemente las técnicas usadas para la preparacion

de la muestra.

6.1 Extraccion en fase solida (EFS)

Se basa en la participacién selectiva de uno o mas componentes en dos fases,
una de las cuales es un soélido adsorbente. La segunda fase es generalmente un
liquido. El sodlido adsorbente suele estar contenido en tubos desechables con
forma de jeringa y estan disponibles comercialmente en muchos tamafos

llamados cartuchos (figura 6.1).

Reservoric de cristal o
polipropilenc  {Capacidad —
vanable)

Filtro de poliefileno, acero / 5 _
inoxidable o Teflén % ¢#— Resina SPE
{Poros de 20um) ~ %%"
" —  PuntaLuer estandar

Figura 6.1.-Extraccién en fase solida. %

En este tipo de extraccion es fundamental la seleccidon de la fase sdlida, en funcién

de la fase soélida podemos clasificar la extraccion EFS en diferentes tipos:

> Fase reversa.
> Fase normal.

» Intercambio iénico.
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6.2 Extraccion liquido-liquido (ELL)

Los primeros métodos de andlisis de esteroides implica generalmente la
extraccion como el primer paso. El principal inconveniente de extraccion liquido-
liquido es la formacion de emulsion, aunque la centrifugacion es una de las
operaciones basicas mas importantes en la separaciéon de mezclas homogéneas
liguidas y se define como el proceso de separacion en el cual un soluto se reparte
o distribuye entre dos fases diferentes puestas en contacto. En el analisis de
control de dopaje se aplica para aislar los compuestos de interés o analitos de la

matriz urinaria.

6.3 Hidroélisis

La hidrdlisis de glucurénidos de esteroides se lleva a cabo habitualmente mediante
la enzima B-glucuronidasa que es una hidrolasa, aunque una hidrdlisis eficaz
también puede lograrse por una oxidacién con peryodato que elimina el residuo

glucurénido.

La hidrdlisis enzimética de los esteroides sulfatados también puede llevarse a
cabo utilizando la enzima sulfatasa que se puede obtener de diversas fuentes,
entre ellas por ejemplo de Helix Pomatia, tal enzima también posee actividad -

glucuronidasa.

6.4 Derivatizacion

La presencia de grupos hidroxilo sin derivatizar puede deteriorar la resolucion

debido a la adsorcién cromatografica durante el proceso de cromatografia.

La mayoria de los métodos que utilizan la cromatografia de gases y cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas para la identificacion y medicion de

esteroides y sus metabolitos con bajos limites de deteccion requieren la formacion
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de derivados antes del andlisis. El trimetilsilil éter (TMS) y otros alquilsilil éteres (tal
como ter-butildimetilsilii éter) son adecuados para derivatizar los grupos

hidroxilo.!®

El analisis directo puede resultar dificil si los compuestos interaccionan entre si o
con la columna. Estas interacciones pueden causar una resolucion pobre y/o picos
asimétricos que causan una integracion y cuantificacion dificil o poco practica.
Esta interferencia puede reducirse con la conversion a productos derivados. Los
compuestos que coeluyen puede separarse muchas veces usando los métodos de

derivatizacion adecuados.

Los compuestos que contienen grupos funcionales (-COOH, -OH, -NH y -SH) se
suelen derivatizar antes de su analisis por cromatografia de gases. Estos grupos
funcionales tienden a formar puentes de hidrogeno que afectan a la volatilidad,
pueden interactuar negativamente con la fase estacionaria de la columna y
pueden ser térmicamente inestables. La sililacion, acilacion y la alquilacion son las
técnicas de derivatizacion usadas para alterar estos grupos funcionales mejorando
sus caracteristicas térmicas y cromatograficas. El procedimiento ideal de

derivatizacion debera:

» Efectuar la modificacion deseada.

» Ser cuantitativa, o, como minimo, reproducible.

» Forman productos que sean rapidamente distinguibles y separables de los
materiales iniciales.

» Proceder rapidamente con técnicas simples de laboratorio que deberan ser
selectivas y aplicables a compuestos similares.

> Usar reactivos y reacciones que no presenten riesgos inusuales. B4l
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A lo largo de la historia, los atletas han buscado obtener resultados de sus
entrenamientos en un tiempo relativamente corto, por lo que algunos han optado
por tomar la “via rapida” la cual es el uso de sustancias prohibidas entre ellas, los
esteroides anabolizantes o algunos de sus precursores. Dichos esteroides, lejos
de causar un beneficio en el deportista, repercuten en su salud. Por lo que la
WADA y el COI han optado por prohibir el uso de esteroides entre otras sustancias
de abuso.

De acuerdo a la Agencia Mundial Antidopaje, las principales sustancias de abuso
utilizadas por parte de los deportistas, son los esteroides anabolizantes y dentro

de este grupo de sustancias, las principales son la testosterona y nandrolona.

Para saber si un deportista consumié testosterona o alguno de sus precursores, se
necesita calcular la relacidon testosterona/ epitestosterona en un primer ensayo y
en caso de que el resultado analitico de ese primer ensayo sea superior al limite
establecido por la Agencia Mundial Antidopaje, se tiene que realizar un segundo
analisis de confirmacion de dicha relacion y por ello es necesario contar con un

método validado para la determinacién de dicho parametro.

Es por eso que el presente trabajo se enfocara a la implementacion y optimizacion
de una metodologia analitica para la identificacion y cuantificacion de la
testosterona y la epitestosterona, para de esta forma, emitir resultados confiables

en cuanto al andlisis de estos analitos en las muestras de orina de los deportistas.
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8. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8.1 Hipotesis

Desarrollar, optimizar y validar un método por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/EM) para el andlisis de la testosterona y
epitestosterona con mayor sensibilidad y especificidad que el método de rutina
(Screening) que permitird obtener resultados confiables y reproducibles para la
determinacion de la relacion de la concentracion de testosterona/ epitestosterona
como lo exige la Agencia Mundial Antidopaje, en el control de dopaje de atletas de

alto rendimiento.

8.2 Objetivo General

Desarrollar, optimizar y validar, un método de confirmacion para la determinacién
de la relacion T/E en muestras de orina humana para el control de dopaje en
atletas, utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

8.2.1 Objetivos Particulares

» Optimizar el procedimiento de preparacion de muestra para la determinacion y
cuantificacion de testosterona y epitestosterona en orina humana.

» Optimizar una metodologia por HPLC con detector UV para la verificacion de la
concentracion de disoluciones de estandares de testosterona y de epitestosterona.
» Optimizar una metodologia por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para el andlisis de las muestras.

» Validar la metodologia analitica para la determinacion especifica de la relacion
testosterona/epitestosterona en orina humana por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (GC/EM).
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9. MATERIAL Y EQUIPOS

9.1 Material

» Tubos de ensaye.

» Gradillas.

» Pipetas de volumen variable.

» Matraces volumétricos de 1, 5, 25 y 50 mL

» Agitadores Vortex.

» Agitador oscilatorio.

» Estufa.

» Centrifuga.

» Bafio criogénico.

» Evaporador.

» Baiio seco.

» Procesador para extraccion en fase solida.

» Columnas para extraccion en fase sélida Bond Elut C8, capacidad de 5 mL.

» Columnas para extraccion en fase sélida Nexus C8, capacidad de 5 mL.

» Viales y tapas para cromatografia de 2.5 mL

» Insertos para viales de cromatografia de gases.

» Columna ZORBAX RXC18 (250 mm de longitud, diametro interno de 4.6 mm
y tamafio de particula de 5 um) para HPLC.

» Columna HP ULTRA 1 (25 m de longitud, 0.200 de diametro interno y

tamafio de particula de 0.11 pm) para GC.

9.2 Reactivos y disoluciones

» Orina de nini@ no mayor a 12 afos.

» Orina control T/E 4:1.

» Disolucion de metiltestosterona a 10, 20, 30, 60, 80,120 pug/mL y ng/mL.
» Disolucién T/E d3 80/20 pg/mL.
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» Disolucién de T/E 4/1.

» Boldenona 20 ng/mL y 80 ng/mL.
» Buffer de fosfatos 1 M pH 7.0

» B-glucuronidasa de E. coli.

» Disolucién de NaOH 5 M.

» Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.0
» Disolucién de K,CO3 al 5 % (p/v).
» Metanol para HPLC.

» Terc-butilmetiléter.

» n-Hexano.

» n-Pentano.

» MSTFA:NHl:Ditioeritritol (1000:2:1, v:p:p).
» Agua calidad Milli-Q.

» Acetonitrilo para HPLC.

9.3 Equipos
9.3.1 HPLC
» Cromatografo de Liquidos HPLC (Agilent modelo 1100 con detector de UV
con arreglo de diodos).
» Software Chem Station version A 10.02
9.3.2 GC/EM
» Cromatografo de gases modelo 7890 A, acoplado a un espectrometro de

masas modelo 5975 C, marca Agilent-Technolgies.
» Software Chem Station versién E.02.01.1177
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10. METODOLOGIA

10.1 Verificacion de la concentracion de las disoluciones patron de
testosterona deuteradas y epitestosterona deuteradas (utilizadas como
estandares internos para la determinacién de la relacion T/E) por HPLC con
detector UV.

10.1.1 Método instrumental para el andlisis de HPLC-UV

Se us6 cromatografia de liquidos HPLC (Agilent modelo 1100 con detector de
uv).

Se us6 una columna ZORBAX RXC18 (250 mm de longitud, didmetro interno de
4.6 mm y tamafio de particula de 5 pm).

La elucion fue isocratica usando como fase movil CH3zCN-H,0 60:40 (v/v).

Flujo de la fase mévil ImL/min.

Deteccion de UV a 254 nm.

Volumen de inyeccién de 5 pL.
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10.2 Preparacion de las muestras para el procedimiento de rutina.

A 25 mLde
muestras de orina, se s Adicidén de 50 pL de
les adicionan 25 uL bﬁ?fgrlcégcégslaccglé%% B-glucuronidaasa de
de metiltestosterona M oH 7 : E.colie incubaciona
como estandar PR 7. 55 °C pot una hora.
interno.
Derivatizacion de los Evaporacion a
extractos con 50uL de sequedad por medio Extraccion liquido-
MSTFA:NH,: . de corriente . liquido con 5 mL de
Ditioeitritol (1000:2:6 controlada de TBME.
vip/p). nitrogeno.
Analisis
cromatografico de las
muestas.

10.2.1 Preparacion de las muestras para el procedimiento de confirmacion.

A las muestras de 2.5 mL de agua fortificadas y de orina humana se les agrego el
respectivo estandar interno (El) (metiltestosterona a 10 pg/mL para las pruebas de
optimizacién del método y una mezcla Tds/Eds; 80/20 pug/mL para la determinacién
de la relacion T/E. Posteriormente, para la extraccion de los analitos de interés se
utilizé la técnica de extraccion en fase sélida (EFS), usando cartuchos Nexus C18,
los cuales fueron eluidos con 2 mL de metanol. El eluato se evapord y
reconstituyé en 1 mL en buffer de fosfatos 1M pH=7 y la fraccion se extrajo libre
con n-pentano. La fase acuosa se sometid a una hidrdlisis enzimatica con -
glucuronidasa de E.coli y posteriormente se realiz6 una extraccion liquido-liquido
utilizando n-pentano para obtener la fraccion conjugada de los esteroides. Por
ultimo el extracto se evaporo a sequedad (por corriente de N, a 45 °C y 15 psi) y
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se derivatizo utilizando una mezcla de MSTFA:NHl:ditioeritritol (1000:1:2, v/im/v),

para su posterior analisis por GC/MS.

10.2.1 Diagrama de flujo de la preparacion de las muestras para el

procedimiento de confirmacion.

(- Preparacidn por )

triplicado de curvas
de calibraciénde
testosteronay
epitestosterona a
cinco puntos
diferentes de
concentracion. )

.

A 4

(" Fortificacionde

respectivamente.
\ _/

muestras de agua
y orina con
testosteronay
epitestosterona a
120 ng/mLy 30
ng/mL

Derivatizacion del

concentrado utilizando una

mezcla de

MSTFA:NH,l:Ditioeritritol
(10001:2, v/im/v), para su

posterior analisis por
GC/MS

7

\_ relacion T/E. y,

Adicionde )
metiltestosterona
como estandar
interno y una
mezclade Td,/Ed,
80/20 yg/mL a
cada muestra para
las pruebas de
optimizacién del
métodoy la
determinacionde la

( Hidrolisisde la |
fase acuosa con d Evaporacion A ',
B-glucuronidasa del I:ti,xtracto - N
gitr%g;gﬁ resultante y Extraccion de los
liquido-liquido reconstitucion analitos
en buffer de utilizando la
con n-pentano - fosfatos 1 M ‘ técnicade
paz; obtener la pH7.0y extraccion en
c on-uragggoge los extraccion de fase solida con
esjtegroides. El la fase libre Cartucg?g Nexus
extracto se gg?ag-o \ :
evapora a P y
sequedad. y
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Las muestras fueron cuantificadas por el método de estandar interno (El)
utilizando Tds y Ed; como El.

Se utilizd6 metiltestosterona como referencia para el tiempo de retenciébn de la T y
E.

Se realiz6 la correccion por contribucion isotépica de T y E no deuterada en el El

deuterado en el calculo de las concentraciones de Ty E.

10.3 Método de analisis instrumental para CG/EM

El analisis se hizo por CG/EM, utilizando un cromatégrafo de gases modelo 7890
A, acoplado a un espectrdmetro de masas modelo 5975 C, ambos de la marca
Agilent-Technolgies.

Se emple6 una columna HP ULTRA 1 (25 m de longitud, 0.200 de diametro interno
y tamafio de particula de 0.11 pm).

El gas acarreador utilizado fue helio con un flujo de 0.8 mL/min.

El programa de temperatura fue el siguiente:

Temperatura inicial 181 °C (0 min) seguido de un incremento de 3 °C/min hasta
temperatura final de 230 °C (0 min), posteriormente 10 °C/min hasta la
temperatura final de 310 °C (0 min).

La temperatura del inyector fue de 280 °C.

El volumen de inyeccion fue de 2 pL.

La relacion Split fue de 1/10.

Tiempo del analisis fue de 22 minutos.

La temperatura de la linea de transferencia fue de 280 °C.

El método de adquisicion fue “selective ion monitoring” (SIM).
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11. RESULTADOS Y DISCUSION

11.1 Verificacion de disoluciones de testosterona y epitestosterona usadas
como estandar interno (El) en la cuantificacion de dichas sustancias

Para la verificacion de las disoluciones de testosterona deuterada (Tds3) y
epitestosterona deuterada (Eds) (método del estandar interno) se prepararon por
triplicado curvas de calibracion absolutas (ver anexo 1 y anexo 2) utilizando
materiales de referencia certificados de testosterona y epitestosterona, y a partir
llevaron como estandar interno una solucion de boldenona a 20 y 80 ng/mL de
concentracion de las curvas de calibracion las cuales, (figura 11.1 y figura 11.2)
se calcularon las concentraciones reales de las disoluciones de T y E, y de la

mezcla de T y E deuteradas. Los resultados se muestran en la tabla 11.1

Figura 11.1.- Grafico de la curva de calibracion de la testosterona por HPLC.

Curva de calibracion de testosterona

2.50

2.00 y=1.1211x-0.1745
R?=0.9991

§ 1.50
1.00
0.50

0.00
048 0.98 1.48 1.98 248

RC
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Figura 11.2.- Grafico de la curva de calibracién de la epitestosterona por HPLC.

Curva de calibracion de epitestosterona
2.50
2.00

< 1.50
1.00

0.50

y = 0.7465x + 0.0944
R*=0.9907

0.00
0.20 0.70 1.20 1.70 2.20 2.70

RC

Los coeficientes de correlacién (r?) de las curvas de calibracién de testosterona y
epitestosterona son mayores a 0.99, lo cual indica que las curvas de calibracién
realizadas por triplicado a 5 puntos de concentracion para cada compuesto son

lineales y presentan baja dispersion de resultados.

Tomando que los puntos de respuesta de T y E se verificaron diversas
disoluciones existentes en el laboratorio de testosterona y epitestosterona con el
objeto de conocer su concentracion real de cada analito y en su caso ajustar la
concentracion de las mismas para poder utilizarlas en el presente procedimiento.
11.2 Optimizacion del método de extraccion

11.2.1 Extraccién liguido-liquido

Para la extraccion liquido-liquido de T, E y el El se compararon tres disolventes

organicos: ter-butilmetiléter, n-hexano y n-pentano. El estudio se realiz6 por

52




Experimental

triplicado para cada disolvente utilizando como estandar interno metiltestosterona
a 120 y 30 ng/mL de concentracion respectivamente. Al analizar los triplicados de
cada disolvente orgéanico, se encontrd que el n-pentano dié un mejor rendimiento
de extraccion de la testosterona y la epitestosterona, asi como una mejor
repetibilidad (tabla 11.1 y figura 11.3). Adicionalmente, con este disolvente se
obtuvieron menos interferencias en todo el analisis. En el anexo 3, se muestran el
cromatograma total de iones (TIC) de los extractos.

En todos los casos los porcentajes de coeficientes de variacion (% C.V.) son
menores al 11 %.

Tabla 11.1. Relacién de areas de analito/ El obtenidas por la extraccion con disolventes

organicos.
AREAS RELATIVAS
. . % . %
Disolvente/ Analito |Testosterona Epitestosterona
Cv Cv
n-pentano 2.20 2.46 0.46 6.61
n-hexano 2.18 3.86 0.43 6.41
TBME 2.76 14.2 0.44 10.5
EXTRACCION LiQUIDO-LiQUIDO
3.50
3.00 T
2.50
§ 2.00
=
< 150 m Testosterona
E 1.00 m Epitestosterona
N T
o 0.50 -
i |
0.00 -
n-PENTANC n-HEXANO TBME
DISOLVENTE

Figura 11.3. Grafico comparativo de las extracciones realizadas con los disolventes

organicos.
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En el grafico comparativo tenemos las areas relativas de los dos esteroides
testosterona y epitestosterona para los tres disolventes organicos y encontramos
que tanto el n-pentano y el n-hexano presentan areas relativas similares para los
dos esteroides, y en cambio la extraccion con TMBE como disolvente, presenta
mayor relacion de éareas relativas (area del ion mas abundante del compuesto
entre el area del El), pero al analizar las desviaciones estandar (D.E.) y los
coeficientes de variacion porcentual (% C.V.) se tiene que el n-pentano posee una
menor D.E. y también, un menor % C.V. Ademas de que el cromatograma de la
extraccion de éste disolvente, fue el que presenté un menor numero de
interferencias de acuerdo a los resultados obtenidos tanto experimentalmente

como en la imagen del cromatograma para cada disolvente.

11.2.2 Extraccion en fase soélida

Por otro lado, se compar6 la EFS con dos cartuchos diferentes: Bond Elut (C8) y
NEXUS (C18) contra la extracciéon liquido-liquido (ELL) utilizando n-pentano ya
que fue el disolvente extractante con mayores rendimientos de extraccion.

Como parte de la optimizacion del procedimiento de extraccion de los esteroides,
se analizaron triplicados de muestras de agua calidad Milli-Q fortificadas con
testosterona y epitestosterona y triplicados de muestras de orina humana reales
usando como estandar interno (El) metiltestosterona todo esto fue realizado para
todas las muestras con las cuales se evalug el rendimiento de extraccion..

Los extractos se analizaron por GC-MS y se observé que el i6n fragmento mas
abundante y caracteristico de la Ty E es: m/z = 432 y para la metiltestosterona es
m/z = 446 (anexo 4), de esta forma se determiné el area relativa como criterio de
mejor rendimiento del procedimiento de extraccion. Los resultados se presentan
en la Tabla 11.3.

En las gréficas de las Figura 11.4 y Figura 11.5, se observa que los esteroides
presentan una mayor afinidad hacia los cartuchos Nexus (C18) ya que el i6n mas

abundante de la T y E presenta un area relativa mayor en comparacion con los
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cartuchos Bond Elut (C8) y con el area relativa obtenida para la extracciéon

Liquido-Liquido con n-pentano.

Agua fortificada

350.00

300.00 1
250.00

200.00

E Testosterona

150.00 - m Epitestosterona

Arearelativa

[

100.00

50.00 -

0.00 -
BOND ELUT NEXUS n-PENTANO

Figura 11.4.- Comparacién de las éareas relativas de los iones de testosterona y
epitestosterona obtenidos por EFS y ELL en agua fortificada

- Orina humana

N
(1]
o

g
(=3
=4

Testosterona

= Epitestosterona

Area relativa
—
(4]
[=]

-

o

o
|

0.50 -

0.00

BOND ELUT NEXUS

Figura 11.5.- Comparacion de las areas relativas de los iones de testosterona y
epitestosterona obtenidos por EFS en orina humana.
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Tabla 11.3. Relacién de areas analito/El, obtenidas para la optimizacion del método de

extraccion en fase sélida.

TESTOSTERONA EPITESTOSTERONA
AGUA ION BOND ELUT| NEXUS | n-PENTANO|BOND ELUT| NEXUS | n-PENTANO
FORTIF 432 191.25 274.82 217.82 304 54.05 45.6
CADA . . . . . .
ORINA
HUMANA 432 1.32 25 - 0.66 25 -

11.3 Validacion del método propuesto

Por otra parte, utilizando las concentraciones reales de las disoluciones de Ty E
deuteradas, calculadas a partir de la curva de calibracion preparada con
estandares certificados, asi como con las mejores condiciones para el
procedimiento de extraccion (n-pentano como disolvente organico para la ELL y
cartuchos NEXUS (C18) para la EFS), se realiz6 un ensayo de validacion del
método analitico de confirmacion propuesto para la determinacién de la relacion
T/E, del cual se obtuvieron resultados adecuados para los siguientes criterios de
validacion del método: linealidad, limite de deteccién (LD), limite de cuantificacion
(LC), precisidon y exactitud.

Para el criterio de linealidad, se prepararon tres curvas de calibracién (una por dia)
a 6 puntos de concentracion con metiltestosterona como El a 125 ng/mL de
concentracion. Cada punto de concentracion de las curvas se inyect6é en el GC/MS
por triplicado. Las hojas de calculo para cada compuesto (testosterona y

epitestosterona) se muestran en el anexo 5.

En la figura 11.6 y 11.7, se muestran las gréficas de las curvas de calibracion de la

testosterona y epitestosterona respectivamente.
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250.00 -

200.00 - y=96.659x + 0.1491

R2=0.9991

150.00
<
=

100.00

50.00
0.00 , , . . |
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50

RC

Figura 11.6.- Gréfico de la curva de calibracion de la testosterona por GC/EM.

200.00 -
180.00 - y=287.482x - 3.1094
160.00 - R2=0.9977
140.00
120.00

= 100.00

80.00
60.00
40.00
20.00

0.00 . . ' ' !

0.00 0.50 1.00 RC 1.50 2.00 2.50

Figura 11.7.- Grafico de la curva de calibracién de la epitestosterona por GC/EM.

Como se puede observar, en ambas curvas de calibracion, los coeficientes de
correlacién (r?), son 0.9991 y 0.997 por lo que cumplen con los criterios de
linealidad requeridos (0.99) por la Agencia Mundial Antidopaje.

Para calcular el limite de deteccion (LD), se utilizaron los resultados de las
inyecciones de las muestras que fueron preparadas por triplicado y de dicho
triplicado se multiplicé por 3 veces la desviacion estandar obteniendo como
resultado para la testosterona un valor de 0.06 ng/mL y para la epitestosterona un
valor de 0.16 ng/mL. En cuanto al limite de cuantificacién (LC), dicho parametro se

determind al multiplicar por 10 veces la desviacion estandar de los triplicados del
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punto mas bajo de la curva obteniendo como resultados 0.2 y 0.54 ng/mL para la

testosterona y la epitestosterona respectivamente.

La exactitud reportada como % de recuperacion (% R), se determiné a partir de la
inyeccion en el GC/EM de septuplicados de muestras de orina de nifi@ las cuales
fueron fortificadas con testosterona a 120 ng/mL y epitestosterona a 30 ng/mL y
fueron sometidas a todo el proceso de preparacion de muestra, destacando como
pasos criticos, la adicion del El, hidrolisis enzimatica, extraccion liquido-liquido,

evaporacion controlada bajo corriente de nitrégeno y derivatizacion. (tabla 11.4)

Simultaneamente se prepar6 un triplicado con las mismas concentraciones de El
de Ty E en el cual no se llevé a cabo el procedimiento de preparacion de muestra,
solo fueron derivatizados e inyectados por CG/EM y se tom6 como el 100 % para
el célculo del % R (tabla 11.5), obteniendo un % R de 100.54 y 103.58 % para la
testosterona y epitestosterona respectivamente.

La precision, expresada como % C.V, se determiné a partir de la inyeccion en el
GC/EM de septuplicados de orinas de referencia. Dichas orinas, fueron fortificadas
con testosterona a 120 ng/mL y epitestosterona a 30 ng/mL y fueron sometidas a
todo el proceso de preparacion de muestra, destacando como pasos criticos, la
adicion del EI, hidrolisis enzimatica, extraccién liquido-liquido, evaporacion
controlada bajo corriente de nitrégeno y derivatizacion (tabla 11.6).

A partir de los septuplicados anteriores se obtiene un % C.V. de 2.15y 4.65 %
para testosterona y epitestosterona respectivamente.

Las curvas de calibracién preparadas de T y E para la determinacién del LD,

LC, % Ry % C.V. se presentan en el anexo 6.

Los resultados del ensayo de validacion se muestran en la tabla 11.7, donde se
obtiene que el método cumple con los criterios de validacion exigidos por la

Agencia Mundial Antidopaje.
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Tabla 11.4.- Concentraciones de T y E en muestras de orina fortificadas, calculadas por

medio de una curva de calibracion por GC/EM

T E
[ng/mL] [ng/ml]
MUESTRA 1 120.8 31.92

MUESTRA 2  122.35 32.27
MUESTRA 3  120.79 31.52
MUESTRA 4  120.43 32.26
MUESTRAS5 120.39 31.05
MUESTRA 6  120.26 31.94

MUESTRA 7 120.14 30.4
PROMEDIO  120.74 31.62
DE 0.75 0.69

% CV 0.62 2.18

Tabla 11.5.- Concentraciones de T y E deuterados presentes en disoluciones patron

derivatizadas (sin matriz) (PADE) calculadas en una curva de calibracion por GC/EM.
[T] [E]

ng/mL ng/mL

PADE 1 120.02 30.17

PADE 2 119.93 31.08

PADE 3 120.3 30.34

PROMEDIO | 120.08 30.53
DE 0.19 0.48
% CV 0.16 1.58

Tabla 11.6.- Concentraciones de Ty E presentes en las orinas fortificadas (ORE)

calculadas en una curva de calibracion para cada analito por GC/EM.

T E
[ng/mL] | [ng/mL]

ORE 1 119.08 31.28
ORE 2 116.38 29.56
ORE 3 123.56 29.39
ORE 4 122.90 32.41
ORE 5 119.56 32.36
ORE 6 120.44 29.66
ORE 7 121.28 31.48
PROMEDIO @ 120.46 30.88
DE 2.58 1.44
%CV 2.15 4.65
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Tabla 11.7. Ensayo de validacion preliminar del método analitico de confirmacién para la

determinacioén de la relacion T/E.

VALIDACION
' Exactitud % | Precision
_ _ Ecuacion de la LD LC »
Compuesto Linealidad Recuperacion | (n=7) %
recta y=mx+b |ng/mL | ng/mL
(n=7) CV
1 a 250 ng/mL
T 5 96.659x+0.1491 | 0.06 | 0.2 100.54 2.15
R“=0.9991
5 a 250 ng/mL
E 5 87.482x-3.1094 | 0.16 | 0.54 103.58 4.65
R“=0.9977

11.4 Anédlisis de muestras reales

Finalmente, una vez obtenidas las mejores condiciones para el método de
confirmacién, se analizaron ocho muestras reales que habian sido previamente
evaluadas por el procedimiento de rutina. En la tabla 11.8 se muestran los
resultados (anexo 7), en los cuales se observa que se tiene mayor sensibilidad
para el método de confirmacion en comparacion con el método de rutina
(screening), ya que se obtuvieron valores mas confiables para las concentraciones
de T y E, asi como una baja dispersion entre los triplicados, lo cual a su vez
demuestra que el uso de estandares internos deuterados (Anexo 8) mejord la
precision y exactitud del método implementado en comparacion con el método de
screening, donde no se utilizan analogos deuterados para la estimacion de la
cuantificacion de dichos analitos.

Por ultimo, también se incluyen tres muestras las cuales no cumplen con el
requisito de tener una relacion T/E > 4 como lo establece la WADA para que sea

necesario analizarlas por nuestro procedimiento de confirmacion.

60




Experimental

Tabla 11.8 Comparacion entre las concentraciones y la relacion T/E obtenidas por el

método de screening y el método de confirmacion propuesto.

ANALISIS DE MUESTRAS REALES (T/E)

METODO DE RUTINA

METODO DE CONFIRMACION

PROPUESTO
(n=1) (n=3)
(ngg/Erl\L) (ng[;rn]1L) [TVE] (ngg/En]1L) (ng[;rn]”lL) [TVE]
Muestra 1 3.9 88.4 22.6 7.2 156.1 21.8
Muestra 2 4.4 49.2 111 9.8 85.3 8.7
Muestra 3 5.3 450.7 84.9 3.15 221.23 70.3
Muestra 4 8.48 56.5 6.67 4.19 24.21 5.7
Muestra 5 0.5 5.2 10.4 1.28 111 8.6
Muestra 6 8.48 56.5 6.67 8.53 39 4.5
Muestra 7 2.5 33.8 14.6 0.26 3.4 11.9
Muestra 8 8.48 56.5 6.67 0.86 5.25 6.13
Muestra 9* 3.05 4.43 1.45 RTIE<4
Muestra 10* 2.9 5.3 1.82 RTIE<4
Muestra 11* 7.4 12.5 1.68 RTIE<4

*Muestras que no fueron analizadas por el procedimiento de confirmacion por no

presentar una relacion de la concentracion testosterona/epitestosterona mayor a 4

en el método de rutina.
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12. CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones experimentales de proceso de muestras de orina
humana para la determinacion de la relacion de la concentracion de T/E.

Las condiciones Optimas determinadas son las siguientes:

Adicion del El de

Preparacion de testosteronay Extraccion en
curvas de epitestosterona fase solida de los
calibracion de deuteradas alas analitos con
cada esteroide. muestras de 2 mL de cartuchos C18.
orina.

Evaporacion a

Hidrolisis Adicién de buffer sequedad por
enzimatica con p- de fosfatos 2M pH medio de comiente
glucuronidasa de 7 controlada de

E. coli. nitrogeno
.. Evaporacion a Derivatizacion de
_ Extraccion sequedad por los extractos con
liquido-liquido medio de comente MSTFA:NH4l:Ditio-
con n-pentano. controlada de eritritol (1000:2:6,
nitrogeno. viplp).
Analisis

cromatografico de
las muestras.
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e Se optimizé el procedimiento de extraccion de T y E en muestras de orina
humana, observando que el n-pentano presenta una elevada afinidad hacia los
esteroides anabolizantes ya que con €l se obtuvieron rendimientos de extraccion
adecuados (mayores al 80 %) y un menor numero de interferencias en los
cromatogramas, por lo que también es un disolvente con mayor selectividad para

los analitos de interés

e Asi mismo, los cartuchos de extraccion en fase sélida Nexus (Cig) demostraron
tener mayor afinidad hacia los esteroides analizados, ya que con dichos cartuchos
se obtuvieron extractos con menor nimero de interferencias y el rendimiento de
extraccién fue mayor en comparacion con los cartuchos Bond Elut C8 (ver tabla
11.3)

¢ Se realizé6 la verificacion de la concentracion de los estandares internos de Tds y
Ed; utilizados para la determinacién de la relacion T/E, por medio de curvas de
calibracion preparadas a partir de estandares certificados trazables de T y E, con
lo cual fue posible verificar las concentraciones reales de dichas disoluciones y

con ello mejorar la precisién y exactitud de la metodologia propuesta.

¢ Se logro la validacion de la metodologia para la confirmacion de la relacion de
T/E obteniendo limites de deteccién y cuantificacibn adecuados, asi como una
correcta precision y exactitud para el método propuesto, lo cual permite su uso
como método de confirmacion para la determinacion de la relacion de la
concentracion T/E por GC/MS el cual ademas de presentar dichos pardmetros que
lo hacen ser un método mas especifico para identificacion de estos compuestos,
incluye el uso de estandares deuterados de testosterona y epitestosterona los
cuales le dan al método una mayor sensibilidad comparado con el método de

rutina sobre dichos analitos (Ver tabla 11.7)

63




Bibliografia

13. BIBLIOGRAFIA

[1] Jean L. Fourcroy Pharmacology, Doping and Sports A scientific guide for
athletes, coaches, physicians, scientists and administrators. Ed. Routledge New
York USA 20009.

[2] Reporting and Evaluation Guidance for Testosterone, Epitestosterone, T/E ratio
and other Endogenous Steroids World Anti-Doping Agency Laboratory Committee
13 August,2004.

[3] Reporting and management of elevated T/E ratios; World Anti-Doping Agency
Version 1 March 2006.

[4] Screening for testosterone abuse in male athletes using the measurement of
urinary LH, a revision of the paradigm Catrin Goebel Drug Testing and Analysis
1,511-517 2009.

[5] http://www.olympic.org/ancient-olympic-games Consultada el dia 19 de
Diciembre de 2011.

[6] Pharmacology, Doping and Sports A scientific guide for athletes, coaches,
physicians, scientists and administrators. Jean L. Fourcroy; Ed. Routledge 2009
New York E.U.A

[7] http://www.olympic.org/about-ioc-institution Consultada el dia 19 de Diciembre
de 2011.

[8] Nutricion en el deporte: ayudas ergogénicas y dopaje, José Mataix Verdu
Javier Gonzalez Gallego, Pilar Sanchez Collado Ediciones Diaz Santos 2007;
Madrid, Espafia.

[9] SJOQVIST, Folke; GARLE, Mats; RANE, Anders Horacio; et. al. “Use of doping
agents, particularly anabolic steroids, in sports and society”, en Vol. 371, Mayo 31
2008.

[10]
http://www.wadama.org/static/PDF/OtherLanguages/Codigo_2009 Modelo_Norma
s_Antidopaje_ CONs_WADA.pdf Consultada el dia 03 de Enero de 2012

[11] 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
del 2012)

64


http://www.olympic.org/ancient-olympic-games
http://www.olympic.org/about-ioc-institution
http://www.wadama.org/static/PDF/OtherLanguages/Codigo_2009_Modelo_Normas_Antidopaje_CONs_WADA.pdf
http://www.wadama.org/static/PDF/OtherLanguages/Codigo_2009_Modelo_Normas_Antidopaje_CONs_WADA.pdf
http://www.wada-ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-The-Code/WADA_Anti-Doping_CODE_2009_EN.pdf
http://www.wada-ama.org/Documents/World_Anti-Doping_Program/WADP-The-Code/WADA_Anti-Doping_CODE_2009_EN.pdf

Bibliografia

[12] http://lwww.wada-ama.org/en/World-Anti-Doping-Program/Sports-and-Anti-
Doping-Organizations/International-Standards/ Consultado el 3 de Febrero del
2012

[13] Bioguimica Jeremy M. Berg; John L; Tymoczko Lubert; 5a Edicion Ed.
Reverté S.A; Barcelona Esparfia 2005.

[14] Bioquimica de Harper, Martin, Mayes Rodwell. Ed. El manual moderno 1984.

[15] Hormonas Esteroides Adrenales; Brandan, Nora C, Llanos, Isabel Cristina,
Mifio, Claudia Alejandra, Ragazzoli, Maximiliano A, Ruiz Diaz, Daniel A. N; 2008;
Universidad Nacional del Nordeste, Argentina.

[16]
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&Ipg=PA931&d
g=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=
iBaOYG6eVbbarjvd5SVivgMt xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNTIXfBcmuiQKgOKC8DQ
&sqi=2&ved=0CE0Q6AEwWBQ#v=0nepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormo
nas%20suprarrenales&f=false; Consultada el dia 02 de Enero de 2012.

[17] Lehninger Principios de Bioquimica David L. Nelson; Michael M. Cox; Claudi
M. Cuchillo; 42 Edicién; Ediciones Omega; Barcelona Esparia; 2005.

[18] Induction of microsomal cytocrome P-450 enzymes, Life Sciences, 39, 2493-
518; 1986.

[19] Toxicology Klaassen, C.D.; Casarett & Doull's Ed. McGraw-Hill 2007 PP.
1117

[20] Modificaciones del perfil hormonal sexual como resultado de la administracion
conjunta de dos sustancias que inhiben el metabolismo de la testosterona Gloria
Gallo I., Lucrecia Rodriguez R., Diana Malaver Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm.
Vol. 38 (1), 59-77, 2009

[21] http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/c2-3-4-2.html Consultada el
dia 4 de Febrero de 2012.

[22] Introduccion a la Quimica Farmacéutica Maria del Carmen Avendaio Lopez
McGraw Hill 1999.

[23] Andlisis Quimico Cuantitativo; Daniel C. Harris, 3% Edicion; Ed. Reverté S.A.
Espaiia 2006.

[24] Principios de Analisis Instrumental; Douglas A. Skoog, F. James Holler,
Timothy A. Nieman. 5% Edicién, Edi. Mc Graw Hill. Espafia 2001.

65


http://www.wada-ama.org/en/World-Anti-Doping-Program/Sports-and-Anti-Doping-Organizations/International-Standards/
http://www.wada-ama.org/en/World-Anti-Doping-Program/Sports-and-Anti-Doping-Organizations/International-Standards/
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&lpg=PA931&dq=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=i8aOYG6eVbbarjvd5SVivgMt_xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNT9XfBcmuiQKq0KC8DQ&sqi=2&ved=0CEoQ6AEwBQ#v=onepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormonas%20suprarrenales&f=false
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&lpg=PA931&dq=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=i8aOYG6eVbbarjvd5SVivgMt_xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNT9XfBcmuiQKq0KC8DQ&sqi=2&ved=0CEoQ6AEwBQ#v=onepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormonas%20suprarrenales&f=false
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&lpg=PA931&dq=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=i8aOYG6eVbbarjvd5SVivgMt_xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNT9XfBcmuiQKq0KC8DQ&sqi=2&ved=0CEoQ6AEwBQ#v=onepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormonas%20suprarrenales&f=false
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&lpg=PA931&dq=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=i8aOYG6eVbbarjvd5SVivgMt_xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNT9XfBcmuiQKq0KC8DQ&sqi=2&ved=0CEoQ6AEwBQ#v=onepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormonas%20suprarrenales&f=false
http://books.google.com.mx/books?id=nM8ED6gYou0C&pg=PA931&lpg=PA931&dq=biosintesis+de+las+hormonas+suprarrenales&source=bl&ots=HoRokbBoxj&sig=i8aOYG6eVbbarjvd5SVivgMt_xE&hl=es&sa=X&ei=CeUNT9XfBcmuiQKq0KC8DQ&sqi=2&ved=0CEoQ6AEwBQ#v=onepage&q=biosintesis%20de%20las%20hormonas%20suprarrenales&f=false
http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/c2-3-4-2.html

Bibliografia

[25] Principles and Practice of Biological Mass Spectrometry; Chhabil Dass; Wiley
Interscience 2001.

[26] Javier Garcia Garcia Alternativas analiticas para la deteccion de sustancias
consideradas como dopantes. 2012

[27]
http://www.aea.gob.es/media/126627/metodos%20inmunologicos.pdf.Consultada
el dia 10 de Febrero de 2012.

[28] R.V. Brooks, R.G. Firth and N.A. Sumner, Br. J. Sports Med., 9 (1975) 89)

[29] Steroid Analysis H.L.J. Makin D.B. Gower, Second Edition, Ed. Springer 2010
London UK.

[30] Procedimiento para el andlisis de esteroides anabdlicos excretados en forma
libre y otros compuestos. Ariana Rodriguez Fernandez, Margarita Teresa Correa
Vidal, Dayamiin Martinez Brito. Instituto de Medicina del Deporte. Cuba

[31]
http://books.google.com.mx/books?id=g30_PUTmr3wC&printsec=frontcover&hl=es
&source=gbs_atb#v=onepage&qg&f=false Consultada el dia 26 de Mayo de 2012.

[32] http://lupcommons.upc.edu/revistes/bitstream/2099/2733/1/5SCROMGASES. pdf
Consultada el dia 26 de Mayo de 2012.

[33] Mass spectrometry of lipids handbook of lipid research. Murphy R. C. New
York. 1993.

[34] Anal Bioanal Chem. 2007 Aug;388(7):1539-43. Epub 2007 Jan 27.

[35] Donike, M. (1969) N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamide, Journal of
Chromatography, 42, 103-104.

[36] Rubinson y Rubinson Analisis Instrumental Ed. Pretice Hall; 200; Madrid,
Espafia.

66


http://www.aea.gob.es/media/126627/metodos%20inmunologicos.pdf
http://books.google.com.mx/books?id=g3o_PUTmr3wC&printsec=frontcover&hl=es&source=gbs_atb#v=onepage&q&f=false
http://books.google.com.mx/books?id=g3o_PUTmr3wC&printsec=frontcover&hl=es&source=gbs_atb#v=onepage&q&f=false
http://upcommons.upc.edu/revistes/bitstream/2099/2733/1/5CROMGASES.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17260133

14. ANEXOS

67



Anexos

Anexo 1.- Hoja de calculo de la curva de calibracion por HPLC de la epitestosterona para la cuantificacion de las
concentraciones de las disoluciones de epitestosterona.

ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la informacidn requerida.

Determinacidon: Curva de calibracion por HPLC Analito: Epitestosterone PHT: MA
Fecha: 07/03/2012 Estandar interno: Boldenone Lote: HA
Limite de corte (pug/mL): HA Submuestra: HA

Curva de calibracion

Muestra El lon MA ANALITO I.nn NA - RC RA Analito/El ARA, y el E\f.aluacic'».n
C {pg/mL) tp (min) Area C {pg/mL) tp (min) Area Analito/El valor medio| (% < 10%)
BLO1
CAall 20 3.056 3N 5.0 4,142 66 1.3554 0.250 0.213 Se acepta
CAl2 20 3.057 285 5.0 4.148 64 1.3569 0.250 0.223 1.671 réplica
CA13 20 3.07 29 5.0 4177 65 1.3601 0.250 0.222
CAZ1 20 3.069 269 10.0 4.172 127 1.3594 0.500 0.472 Se acepta
CAZ2 20 3.064 284 10.0 4.163 130 1.3587 0.500 0.458 1.547 réplica
CAZ3 20 3.068 259 10.0 4.172 120 1.1598 0.500 0.463
CA31 20 3.080 288 20.0 4.201 276 1.3640 1.000 0.960 Se acepta
CA32 20 3.072 291 20.0 4.183 273 1.3617 1.000 0.936 1.812 réplica
CA33 20 3.076 298 20.0 4.192 278 1.1628 1.000 0.933
Cadl 20 3.082 289 30.0 4.206 345 1.3647 1.500 1.193 Se acepta
CAd2 20 3.09 291 30.0 4,228 350 1.3678 1.500 1.204 1.250 réplica
CAd3 20 3.083 310 30.0 4,200 379 1.3623 1.500 1.221
CA51 20 3.054 284 50.0 4,234 545 1.3685 2.500 1.917 Se acepta
CA52 20 3.096 280 50.0 4,238 532 1.3689 2.500 1.897 2.542 réplica
CA53 20 3.097 299 50.0 4,240 592 1.3691 2.500 1.981
X 3.1 2B8.5 41931 1.363 1.15 0.95
5 0.0135 13.7 0.03183 0.004 0.828 0.62
eV 0.437 4.7 0.759 0.325
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2 i Lineal
Ordenada al origen

Fendiente

1

m o2

15.00
260
540
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0034 Lespiaeicn estindar
0.747 1. x -
0,981 cal 0.80 - 0.74
Calz 0.80 - 073
5. 0.062 CAL 0.90 - 0.73
5. 0.020 CAZ1 065 - 0.48
51 0.0281 Cazz 065 - 0.49
CAZ: 065 - 0.49
CA3 0.15 ool -
CAJZ 015 - 0.0z
CAJZ3 015 - 0.0z
Cadl 0.35 0.24
Ca4z 0.35 0.25
CA43 0.35 0.27
CAST 135 0.96
CA52 135 0.94
CA53 135 103
Curva de calibracion de epitestosterona
2.50
200 | ¥ =0.7465x+ 0.0944
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0.EE
0.EE
U3 |
0.3z
0.3z
0.00
000
000
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0.0a
n0.0a
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Anexos

Anexo 2.- Hoja de calculo de la curva de calibracion por HPLC de la testosterona para la cuantificacion de las

concentraciones de las disoluciones de testosterona.

ANALISIS CUANTITATIVO
Introduzca en las celdas sombreadas la informacion requerida.

Determinacion: Curva de calibracién por HPLC Analito: Testosterone PNT: MA
Fecha: 07/03/2012 Estandar interno: Boldenone Lote: MA
Limite de corte (pg/mL): HA Submuestra: HA

Curva de calibracidn

Muestra El Ionl NA ANALITO Ionl NA - RC RA Analito/El ARA; y el | Evaluacion
C {pg/mL) ty (min}) Area C {pa/mL) ty (min) Area Analito/El valor medio| (% = 10 %)
BLO1
CA11 80 3.094 1,063 40.0 3.598 415 1.1629 0.500 0.320 So acepta
CA1Z 80 3.095 1,175 40.0 3.600 462 1.1632 0.500 0.393 0.633 réplica
CA13 80 3.096 1,199 40.0 3.602 474 1.1634 0.500 0.395
CAZ1 80 3.096 1,121 60.0 3.600 740 1.1628 0.750 0.660 Se acepta
CA22 80 3.095 1,156 60.0 3.600 781 1.1632 0.750 0.676 2.321 réplica
CAZ3 80 3.096 1,134 60.0 3.602 732 1.1634 0.750 0.646
CA31 80 3.094 1,077 80.0 3.598 995 1.1629 1.000 0.924 Se acepta
CA32 80 3.094 1,067 80.0 3.598 994 1.1629 1.000 0.932 1.438 réplica
CA33 80 3.094 1,054 80.0 3.598 999 1.1629 1.000 0.948
Cadl 80 3.093 1,064 120.0 3.596 1,610 1.1626 1.500 1.513 So acepta
Ch42 80 3.092 1,110 120.0 3.596 1,663 1.1630 1.500 1.499 2.530 réplica
CAd3 80 3.092 1,142 120.0 3.596 1,785 1.1630 1.500 1.564
CAS1 80 3.094 1,124 160.0 3.595 2,316 1.1619 2.000 2.061 So acepta
CABZ 80 3.093 1,174 160.0 3.597 2,405 1.1629 2.000 2.048 0.583 réplica
CAS3 80 3.093 1,095 160.0 3.597 2,270 1.1629 2.000 2.073
X 3.0%4 1,116.9 3.5982 1.163 1.15 1.1
s 0.0013 46.4 0.00218 0.000 0.557 0.63
%CV 0.043 4.2 0.061 0.030
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Regresidn Lineal
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Anexo 3.- Cromatograma Total de lones (TIC) de los extractos obtenidos con: n-

Hexano, n-Pentano y TBME respectivamente.

File :Crymadchem) 1\ TESIS MLC\PFRUEEAS DE DISCLVENTES\HEX1.D
Operator : MLC

hoquired : 1% Mar 2012 16:009 using AcgMethod S0410805.M
Instrument : GZ M5 08

Sample HName: HEX1

Misc Info

Vial Humber: 11

Abundance TS, HEX1.D'data.ms
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File
Operator
Aocuired

Instrument :

Sample Hame
Misc Info
Vial Humkber

Abundance
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File :C:y\msdchem 1NTESIS MLCYPRUEEAS DE DISOLVENTESA\TEMELl.D
Cperatoer : MLC

Actuired : 15 Mar 2012 12:53 using AcgMethod S0410505.M
Instrument : GC M5 08

Sample Mame: TEMEL

Mise Info

Vial Humber: 3

Abundance TIC: TEME1 Didata.ms
B5000
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Toooo
B&00D0:
GO000
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s N
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Time—= 400 500 600 700 BOO 900 1000 11.00 12.00 1300 1400 1500 16.00 17.00 18.00 1200 20.00 21.00 22.00
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Anexo 4.- Espectro de masas de la testosterona, epitestosterona

TMS.

File :C: \msdchem\1\TESIS MLC\PRUEBAS DE EXTRACCION\NEXUS 2 .D
Operator : MLC

Acquired : 21 Mar 2012 17:52 using AcgMethod MCO017V01l.M
Instrument : GCMS-10

Sample MName: NEXUS 2 EFS
Misc Info
Vial Number: 15

Abundance Scan 3121 (14.055 min): NEXUS 2 .D\data.ms (-3120) (-)
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43p.4
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Anexo 4.- Espectro de masas de la metiltestosterona-TMS.

File 18 ymadchemy 14 TESIS MLCYPRUEBAS DE EXTRACCION\MEXUS 1 .D
Qperator ¢ MLC

Acguired 1 21 Mar 2012 17:28 uging hcgMethod MCO1TVOL. M
Instrument : GCM5-10

Sample Mame: NEXUS 1 EFS
Mige Info
Vial Mumber: 14

AnURAANCE s Scan 3568 (15 834 miny NEXUS 1 D'data ms
1300 '
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337 2 2561 3213

150
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L o

A L L L e L L L L e s L ) L S H e L
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Anexo 5- Hojas de calculo de las curvas de calibracion de testosterona y epitestosterona para la Linealidad, Limite de
Deteccion y Limite de Cuantificacion.

AMALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la informacian requerida.

Determinacion: Curva de calibracion por GC/MS-10 Analito: TESTOSTEROHE PHT: HA
Fecha: 15705/ 2012 Estandar interno: METHYLTESTOSTEROHA Lote: HA
Limite de corte (ug/mL): H& Submuestra: HA

Curva de calibracidn

El lon 448 ANALITO lon 432 RC , ARA y el Evaluacion
Muestra T IngmL) t, (min) drea T ing/mL) | &, (min) irea tan analitosgr | A ANAtOlEL L edia| (% < 10%)
BLO1
Call 125 15.938 13,976 1 14.097 12,425 0.8845 0.008 0.889 = scepta
Calz 125 15.927 12,901 1 14.089 11,205 0.8846 0.008 0.869 an |
[3E 175 15.919 12,356 1 14.089 10,647 0.8850 0.008 0.862
CaZl 125 15.942 19,159 50.0 14.116 | 784,944 0.8855 0.400 40.570 = scepta
Cazz 125 15.942 18,702 50.0 12109 | 784,893 0.8850 0.400 41,968 1006 | *ToCE
Caz3 125 15.950 1B,576 50.0 14116 | 782,012 0.8850 0.400 42.098
CA3l 125 15.923 19,563 100.0 13.097 | 1,484,857 0.8852 0.800 75501 = scepta
a3z 125 15.927 19,344 100.0 12101 | 1,453,354 0.8854 0.800 75132 osa| 7 AT
a3 125 15.931 1B 286 100.0 12,108 | 1,412,136 0.8856 0.800 74.772
Cad 125 15.912 B,6EE 150.0 14.082 | 990,734 0.8850 1.200 114.035 = scepta
[X 125 15.911 B,262 150.0 13.078 | 942,816 0.8648 1.200 114,101 0171 | e
Cad3 125 15.908 B,085 150.0 14.074 | 918309 0.8847 1.200 113.562
Cast 125 15.927 17,392 200.0 14.105 | 2,690,189 0.8856 1,600 154.680 = scepta
Cas2 125 15.934 17,109 200.0 14.109 | 2,640,670 0.8855 1,600 154 344 oz12| 7SR
Cas3 125 15,931 17,166 700.0 13105 | 2,660,777 08854 1.600 155.003
Cagl 125 15.915 71,512 750.0 12101 | 4,224,187 0.8860 2.000 196364 = acepta
Cag2 125 15.915 71,052 750.0 14.097 | 4,107,005 0.8858 2.000 195 09 058 | 7P
[T 125 15.911 20,579 750.0 13.093 | 3,996,560 0.8857 2.000 194.206
H 15.926 16,295 1 14.0981 0885 .00 5694
s 0.0124 4,464.8 0.01219 0.000 0.701 67.78
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Regresion Lineal

Ordenada al origen 0,149
Pendiente 96.659
r 0.999
n= 18.00 5
S 7.28 S
Sy £8099.93 S
S T02.61

Desviacion estdndar

X X v ¥ (- x)iy- ¥)
AT 099 - 96.05 95 .41
[XH 099 - 96.07 95 432
2642 [FXE 099 - 96.08 95 43
0.980 cazl 060 -  55.97 3265
1.1076 Cazz 060 - 54.57 33.05
[W%E 0.60 -  54.84 3298
a3l 020 - 1.04 4324
[ER 030 -  21.80 439
[T%E 020 - 22A7 4.48
[T 0.20 17.10 240
Cadz 0.20 17.16 3.41
[F2E 0.20 16.64 2.3
A5 1.00 59,43 59 79
CAsZ 1.00 98.15 98.02
Ca53 1.00 97.27 97.14
280,00
200.00 y = 96.658:x + 0.1491
R*=0.99%
160,00
103,00
.00
0.00
0.00 0D 1.00 1.50 2.0 2.50
RC
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Introduzca en las celdas sombreadas la informacion requerida.

ANALISIS CUANTITATIVO

Determinacion: Curva de calibracion por GC/MS-10 Analito: EPITESTOSTERDHE PHT: HA
Fecha: 15505/ 2012 Estandar interro: METHYLTESTOSTEROHA Lote: HA
Limite de corte (pg/mL): H& Submuestra: HA
Curva de calibracion
El lon 446 ANALITO lon 432 RC . ARA y el | Evaluacidn
Muestra T ng/mL) t, (min) drea Cing/mL) | &, fmin) drea thn Analitoygr | PAARSHOEL ] medio| (% < 10%)
BLO1
LA 125 15.923 21,435 1 13.203 14,332 0.8292 0,008 0,669 Se acepta
Ca12 125 15.919 20,577 1 13.199 12,128 08791 0.008 0.628 2.302 réplica
Ca13 125 15.911 19,267 1 13.199 13,027 0829 0.008 0.676
CAZ1 125 15.915 16,4B8 50.0 13.207 499 603 08298 0.400 30,301 Se acepta
LA22 125 15.923 15,499 50.0 13.203 479 746 0.8292 0400 10.953 0.886 réplica
LA23 125 15.908 15,003 0.0 13.203 445, 636 0.8200 0400 21.026
LA 125 15.927 18,882 1000 13.215 1,241,642 0.8297 0.EDO 65.758 Se acepta
A2 125 15.927 18,333 1000 13.215 1. 210,37 0.8297 0.ED0 66.018 0914 réplica
Ca3l 125 15.927 17,59 100.0 13.215 1,174,995 0.8257 0.e00 66.795
Cad 125 15.919 12,032 150.0 13.199 1,305,931 08291 1.200 100.210 Se acepta
Cad2 125 15.911 12,962 150.0 13.203 1,264, M5 08298 1.200 o7.436 2.017 réplica
Ca43 125 15.912 12,547 150.0 13.203 1,217,558 08298 1.200 o7.040
LAS 125 15.927 19,040 200.0 13.219 2,620,231 0.8200 1,600 137617 Se acepta
LAS2 125 15.927 19,084 200.0 13.215 2,562 206 0.8297 1.600 124259 1.647 réplica
LAS3 125 15.927 18,605 200.0 13.219 2,498 386 0.8200 1.600 124286
CAG1 125 15.923 14,728 250.0 13.211 2601 627 0.8297 2.000 176645
. —= Se acepta
CABZ 125 15.915 14,255 260.0 13.211 2,528 M4 0.8304 2.000 177405 0.968 réplica
LAk 125 15.915 14,128 250.0 13.207 2,445 0114 08298 2.000 172.062
X 15.920 16,748.7 132081 0830 1.00 B4.49
5 00067 2 7906 0.00697 0.000 0,701 61.29
OV 0.042 16.7 0.053 0.037
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Regresidn Lineal
Ordenada al origen
Pendiente

r2

a
n

£

18.00
7.28
B62E9.75
63925

3109
BY.482
0.998

(B}

N

Desviacidn estdndar

X X ¥ ¥ {x- X)¥iy- ¥)
CA11 0.99 83.B2 832.26
CA12 0.99 83.EBR 83.29
6.116 CA13 0.99 8381 8325
2267 CAZ1 0.e0 54.19 32.59
25631 CA22 0.60 53.54 3z2.19
Ca23 0.e0 53.45 3z.14
CA3 0.20 18.73 377
CA3Z 0.20 18.47 372
CA33 020 17.69 356
CAad 0.20 15.72 312
CA42 0.20 12.95 2.57
Cad43 0.20 12.55 .49
CAS1 1.00 9216 92.03
CASZ 1.00 92.92 9279
CAS3 1.00 88.57 88.45
200,00
180.00 y = B7.482% - 3.1094
160.00 R* = 0.9977
140.00
120,100
100,00
80.00
&0.00
40,00
20,00 4
D00
mﬂd:' 2,00 250
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Anexo 6.- Curva de Calibracion de testosterona y epitestosterona por GC/EM para evaluar el % de Recuperacion y %
C.V.

ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la infermacion requerida.

Determinacion: TESTOSTEROMA CURVA DEL 16/07/2012 Analito: TESTOSTEROHA PHT: HA
Fecha: 1670772012 Estandar interno: T/E D3 Lote: HA
Limite de corte (ug/mL): Submuestra: HA
Curva de calibraocidn
El lon 435 AMALITC lon 432 RC . AR y el | Ewaluacién
Muestra T ipg/mL) t, (i) Area Cipg/mL) | &, (min) Area o AnalitosEl | TR ANl media| (% < 10%)
BLO1
CA11 120 131,913 1,188, 7E7 0.0 13,955 1,233,782 10030 0.667 1.028 Se acepta
CA12 120 131913 1,165,846 0.0 131,955 1,213,306 1.0030 0.667 1.041 0129 réplica
Call 120 13,917 1,156,617 B0 13,955 1,202,340 1.0027 0L&ET 1040
CAZ1 120 13.913 1,208,616 100.0 13,955 1,548 187 1.0030 0.E33 1,281 Se acepta
CAZ2 120 13.909 1,194,759 100.0 13,955 1,531,348 1.0033 0.E33 1.263 0.0%0 réplica
CAZ3 120 13.909 1,163,693 100.0 13.951 1,494 081 1.0030 0.E33 1.264
CA3 120 13.913 1,434,652 12000 13.955 2,138,905 1.0030 1.000 1.533 Se acepta
CA32 120 13.909 1,442,716 120.0 13.959 2,169,195 10036 1.000 1.504 073 réplica
CA33 120 131,913 1,348,000 120.0 13,955 2,060,399 10030 1.000 1.528
CA41 120 131913 1,263,207 140.0 13,959 2,363,312 1.0032 1.167 1.871 Se acepta
Cad2 120 13.909 1,278,018 140.0 13,955 2,375,890 1.0032 1.167 1.859 0624 réplica
Ca43 120 13.909 1,258 083 140.0 13,955 2,368 300 1.0033 1167 1.BEZ
CAS1 120 13.909 1,220,522 160.0 13,955 265011 1.0033 1.333 2171 Se acepta
CAS2 120 13.905 1,192,288 160.0 13.951 2,593,123 1.0033 1.333 2.175 0.12B réplica
CAS53 120 13.909 1,167,515 160.0 13.947 2,542 036 1.0027 1.333 2477
X 13911 13,9545 1.00% 1.00 1.58
5 0.0020 94,2390 0.00297 0000 0.244 0.42
WV 0.021 oo 0.021 0.024
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Regresidn Lineal
Ordenada al origen
Pendiente

r:

15.00
0.83
.47
1.43

0.137

1,715

0.994
s, 0.035
5 0.038
5 0.0393

CAN

Calz

CA13

CAZ1

Cazz

CAZ3

CA31

CA3Z

CA33

CAH

Cadz

CA43

CA51

CaR2

CARS

Dresvigcion estandar

Wy

x

0.33
0.33
0.33

017 |-
0.17 |-
0.17 |-

.17
0.17
.17
0.33
0.33
0.33

Vr ¥
0.54
0.54
0.54
0.30
0.24
0.29
0.05
0.07
0.05
0.29
0.28
0.30
0.59
0.60
0.60

1.30

210 A

1.90

1.70 1

1.50 4

y=1715x -0.1372
R® = 0.9936

0.63

083

82

1.03

1.22

1.43

e XMy y)
0.18
0.18
0.18
0.05
.05
0.05

0.05
0.05
0.05
020
0.20
020
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ANALISIS CUANTITATIVO

Introduzca en las celdas sombreadas la infermacion requerida.

Determinacion: EPITESTOSTEROMA 16/07 /2012 Analito: Epitestosterone PHT: HA
Fecha: 1640712012 Estandar interno: T/E D3 Lote: HA
Limite de corte (ug/mL): HA Submuestra: HA
Curva de calibracidn
El lon 435 AMALITO lon 432 RC . AR y el | Evaluacion
Muestra T lpgimL) &, (rmin) Area Cipg/mL) | &, (min) Area o analitorr | RA AR/l medio| (% < 10%)
BLO1
A1 20 13.012 316,061 10.0 13,046 92,074 1.0026 0,333 0,291 Se acepta
CA12 20 13.M2 Mg, 723 10.0 13.050 89,963 1.0029 0332 0.291 0.092 réplica
Ca13 30 13.011 305,700 10.0 13.048 88 859 1.0027 0333 0.291
CA21 20 13019 156,443 20.0 13.061 221,736 1.0032 0LE6T 0.628 Se acepta
CAZ2 El] 13.019 135,951 20.0 13.054 211,648 1.0027 0667 0.630 0.208 réplica
CAZ3 20 13.019 127,218 20.0 13.058 205,618 1.0020 0667 0.628
CA 20 13.M5 277,324 20.0 13.046 268,960 1.0024 1.000 0.970 Se acepta
CA3Z 20 13.015 271,833 20.0 13,046 263,683 1.0024 1.000 0.966 0158 réplica
Ca33 20 1315 267,812 20.0 13.050 259, 408 1.0027 1.000 0969
Ca4 gL 13.M2 50,217 4.0 13.050 415,907 1.0029 1.333 1.1E8 Se acepta
CA42 20 13.019 131,735 40.0 13.060 394,839 1.0024 1.333 1.190 0132 réplica
Ca43 el 13.019 122,443 4.0 13,046 381,105 1.0021 1.333 1.1E8
CAS1 20 13.015 128,612 50.0 13,046 531,187 1.0024 1.667 1.616 Se acepta
CAS2 20 13.M5 122,743 50.0 13.050 521,932 1.0027 1.667 1.617 0.125 réplica
CA53 gL 13.M2 EILRES| hO.0 13.042 510,465 1.0023 1.667 1.620
X 13.015 315,929.7 13,0494 1.002 1.00 0.94
5 00021 26,2746 000504 0.0 0468 0.47
W 0.023 8.3 0,029 0.031
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Regresign Lineal
Ordenada al origen
Pendiente

r?

0.025 Desviacidn estdndar
0,964 X X Vi ¥
0.993 Al 0.67 - 0.85
ca12 0.67 - 0.65
15.00 5 0,041 [XE] 0.67 - 0.85
3.33 S 0.023 Az 0.33 0.31
3.12 5 0.0251 [VE) 0.33 0.31
3.21 CAZ3 0.33 0.3
A3 0.03
[ 0.03
CA33 0.03
a1 0.33 0.25
Chd2 0.33 0.25
[E) 0.33 0.25
CA51 0.67 0.68
:l CA5Z 0.67 0.68
i CA53 0.67 0.68
1.80
1604 v = 0.964x -0.0251
1.40 Rz =09928
1.20
1.00
08D
0.60
0.40
0.20
0,00 T T
0.30 0.80 1.30 1.80

84

x- Xy ¥)
0.43
0.43
0.43
0.10
0.10
0.10

0.08
0.08
0.08
0.45
0.45
0.45




Anexos

Anexo 7.- Hojas de célculos de tres muestras reales de orina analizadas por el método desarrollado para la confirmacién
de la relacion de la concentracion de testosterona y epitestosterona.

EVALUACION DE LA DETERMINACION DE LA RELACION TESTOSTERONE/EPITESTOSTERONE A PARTIR DE LOS PATRONES DEUTERADOS

DATOS GENERALES

ATENCION Screening: LOTE: M1254110014
FECHA Cumplimentar wna hoja de cilculs por cada muestra [El= 5.3 ng/ml
COMPUESTOD TIE Rellenar solamente las casillas de color M= 450.7 ng/ml

LOTE DE ANALISIS ({IF8 § Comparar con los valores cuando proceds T/E= 849
MUESTRA 3

¥OLUMEN MUESTRA (mi)

SPECIFIC GRAYITY | 1021 |
5.6. FACTOR | ossz ] CONCENTRACIONES ¥ RATIOS
TiE [E] [El1 220 M [Tly020 | [THIE]
ISTD deuterado Verificacion patron deuterado §9.92 259 284 20873 | 18879 | §8.52
Facha éltima Facha dltima
‘Walumen [ul) Cone. (ngfmil) waril T 1032012 warificacidn relacién | 12/03/2012 70.34
m irmtdpice (TIEN-DZ 3562 345 25447 | 24235| T0.34
T-D3/E-D3 10 4.000 Lote ISTD 4 70.64 3.3 3.15 23388 | 22253 | 7084
E-D3 5.000 D0 Test 0.00171 T-D3E-D3 4.000
T-D3 20.000 D0 Epit 0.00266 T-D3 4.000 [ 7030 [ 330 [ 345 [ 23220 [221.23] 7030 |
| 03 [ 03z | o030 [ 2ze0 [ 2181 ] 036 |

EVALUACION DE LA DETERMINACION DE LA RELACION TESTOSTERONE/EPITESTOSTERONE A PARTIR DE LOS PATRONES DEUTERADOS

DATOS GENERALES

ATENCION Screening:  LOTE: 1
FECHA Camplimentar wna hoja de cilenlo por cada muestra [El= 8.48 ng/ml
COMPUESTO TIE Rellenar solameste las casillas de color M= 58.5 ng/ml
LOTE DE ANALISIS TS y Comparar con los valores cuande proceda TIE= 6.67

MUESTRA

YOLUMEN MUESTRA [ml]

II

SFPECIFIC GRAYITY | 1.0 CONCENTRACIONES Y RATIOS
5.6. FACTOR [ tom TIE € | Ehe m | M | TVE
5.75 5.72 5.72 3287 | 3287 | 575
ISTD deuterado Verificacion patron deuterado 5.87 3.05 3.05 17.92 17.92 5.87
Fachadltima Fecha altima
Yalumen [ul] Caone. [ngéml] warificaciin IRI03/2012 verificacion 28032012 576
cuntribucidin irntdpica relacion (TIE)-D3 379 379 21.85 21.85 5.76
T-D3E-D3 20 4.000 Lote I5TD 4
E-D3 10.000 Di Test 0.00185 T-D3/E-D3 4.000 5,79 4.19 4.19 4.1 4.1 5.79
T-03 40.000 D Epit 0.00278 T-03 4.000 0.07 1.38 1.38 7.75 7.75 0.07
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EVALUACION DE LA DETERMINACION DE LA RELACION TESTOSTERONE/EPITESTOSTERONE A PARTIR DE LOS PATRONES DEUTERADOS

DATOS GENERALES

ATEHCION Sereening:  LOTE: 1
FECHA Camplimestar a3 hoja de cilcule por cada muestra [E]= 2.48 ngiml
COMPUESTO Rellenar solamente las casillas de color [Tl= 56.5 ng/mi
LOTE DE ANALISIS §y Comparar ¢on los valores ceande proceda TIE= G.6T
MUESTRA
YOLUMEN MUESTRA [ml)
SPECIFIC GRAYITY | 1021 |
5.G. FACTOR [ o] CONCENTRACIONES Y RATIOS
TiE [E] [El10ze m | M | [TVE]
ISTD deuterado Verificacion patrén deuterado 4.50 9.62 9.62 43.33 43.33 4.50
Facha dltima Facha fltima
alumen [ul)] Cone. [ngfml) wer dim 26/06/2012 werificacidn ralacidn | PH/06/2012 4.46
cuntri m irmtdpice (TE)-D3 8.59 8.59 38.29 38.29 445
T-D3/E-D3 5 4.000 Lote ISTD 4 478 7.38 7.38 35.36 35.36 478
E-D3 2.000 DD Test 0.00171 T-D3/E-D3 4.000
T-D3 8.000 DO Epit 0.00266 T-D3 4.000 [ 458 [ 853 | 853 [ 39.00 [ 39.00 [ 458 |

[ 018 | 142 [ 11z [ 403 [ 403 | 018 |

86



Anexos

Anexo 8.- Cromatograma de extracto de iones para testosterona y epitestosterona con sus respectivos El deuterados.

Ll 2.0): O FRER. Db m s
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2100 (O (34 5.70): OFEE Dvdabams.
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