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RESUMEN

Con la inclusidn de los esteroides anabdlicos en la lista de sustancias prohibidas por
el Comité Olimpico Internacional (COI), nuevas alternativas han sido utilizadas por
los infractores para evadir la deteccidén de estas en los controles antidopaje,
estableciéndose un continuo enfrentamiento entre deshonestos productores
comercializadores y consumidores por una parte y los laboratorios con sus técnicas
de deteccidon en continuo desarrollo por otro.

En la lucha contra el dopaje y especialmente en la actividad analitica se ha
enfatizado en todo lo relativo al uso de esteroides anabdlicos enddgenos, el
conocimiento profundo del perfil de estos es una herramienta necesaria para poder
identificar su uso de forma inequivoco.

El presente trabajo aborda esta problematica y en especial el metabolismo de la
Testosterona (T) como principal exponente de este grupo considerando sus
precursores y metabolitos permitiendo la identificacion de alteraciones del perfil.
Algunas consideraciones generales sobre el perfil de esteroides enddgenos en la
mujer y en presencia de una contaminacién bacteriana son presentadas.
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ABSTRACT

With the inclusion of anabolics steroids in the list of prohibited substances by the
International Olympic Committee (IOC), new alternatives have been utilized by
infringers to avoid the detection of these substances in antidoping controls, cause
of this, exists a continuous confrontation between dishonest producers marketers
and consumers and by the other hand and laboratories with its techniques of
detection in continuum development. In this fight against doping and specially in
analytical activity has been emphasized in everything relative to the use of
endogenous anabolics steroids, the deep knowledge of its profiles is a necessary
implement to identify its use unequivocaly. Present work, discuss this problems and
specially the metabolism of the Testosterone (T) like principal exponent of this
group considering its predecessors and metabolits permitting the identification of
profile alterations. Are shown reside some general considerations about the
endogenous- steroids profile in woman and in the presence of a bacterial
contamination.
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INTRODUCCION

La utilizacién de la Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas
Cuadrupolar en el analisis antidoping ha permitido la deteccién e identificacidon
inequivoca de los esteroides anabdlicos exdgenos. Sin embargo la blusqueda de
nuevas alternativas, con el objetivo de aumentar el rendimiento deportivo ha
continuado incrementandose paulatinamente. El consumo de compuestos que se
encuentran en el organismo de forma natural ha sido una de las mas utilizadas,
siendo la Testosterona el primer compuesto natural utilizado. Desde comienzos de
la década de los ‘80 el Comité Olimpico Internacional establecié que una relacion
Testosterona/Epitestosterona mayor de 6:1 es el principal parametro para
diagnosticar un consumo de testosterona exoégena.

En los Ultimos afios han surgido nuevos suplementos dietéticos que en su
composicién incluyen compuestos precursores de la Testosterona y por tanto
alteran, no solo la relacién Testosterona/Epitestosterona, sino ademas las
concentraciones de sus metabolitos en la orina. Otros compuestos naturales que
pueden influir en el perfil de esteroides enddgenos son la Dehidroepiandrosterona
(DHEA) y la 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT), utilizados con el objetivo de evadir lo
establecido por el COI para aquellos que incurren en el dopaje como medio de
incrementar su rendimiento deportivo.

El conocimiento sobre la testosterona, sus metabolitos principales y precursores, asi
como su metabolismo y la forma en que pueden afectar el perfil de esteroides
enddgenos en la orina, constituye una herramienta utilizada por los laboratorios de
control antidoping para la deteccidn del consumo de cualquier esteroide anabdlico.

Los androgenos son responsables de una amplia variedad de funciones, la de mayor
importancia es la promocion de la diferenciacion sexual masculina en el primer
trimestre del embarazo, la masculinizacidon en la pubertad y el mantenimiento de la
funcién sexual en el adulto. Asi mismo promueven la sintesis de proteinas y por ello
son agentes anabdlicos. Los términos “anabdlicos” y “androgénicos” son utilizados
indistintamente, cualquiera que sea el contexto, asi mismo los andrdégenos
producidos naturalmente son llamados “enddgenos” para distinguirlos de los
xenobioticos o sintéticos desarrollados por la industria farmacéutica, aunque los
andrégenos enddgenos también se encuentran disponibles en el mercado en formas
farmacéuticas dosificadas .

El perfil de esteroides enddgenos no es mas que la estimacién de las
concentraciones de compuestos con caracteristicas esteroidales que son
excretados de forma natural en la orina, el mismo es utilizado en la especialidad de
endocrinologia clinica para el diagndstico de deficiencias enzimaticas. Este perfil fue
introducido en el andlisis doping por Donike*® pues mediante su evaluacién es
posible la deteccién del uso de esteroides androgénicos anabdlicos (EAA) y
hormonas liberadoras, cada dia son mas sus aplicaciones y de ahi la importancia de
su conocimiento.

El uso de sustancias enddgenas para aumentar el rendimiento en el deporte ha ido
en incremento en los Ultimos afios. La razdén para el uso de estos compuestos ha
variado, desde la creencia de que al ser sustancias naturales no son “peligrosas”,
no estan prohibidas o no son detectables facilmente mediante los protocolos
utilizados en el analisis doping®®, hasta la propaganda desmedida y las manos
inescrupulosas asociadas con la mercantilizaciéon del deporte moderno.



Se ha demostrado que con el consumo de esteroides anabdlicos androgénicos hay
una alteracion del perfil de esteroides enddgenos. Como consecuencia se han pre-
establecido determinados limites de normalidad para ciertos pardametros del perfil
utilizagg por primera vez por la Federacién Internacional de Levantamiento de
Pesas'™ ™.

Las concentraciones de esteroides enddgenos urinarios utilizados para los
propdsitos del control doping son estables dentro de una poblacion especifica y se
encuentran influenciados por la edad, sexo, dieta, el ejercicio fisico, origen étnico,
aplicacidn de esteroides exdgenos y enddgenos y otros compuestos como son el
probenecid, diuréticos, etanol y trimetoprim®2Y,

Teniendo en cuenta las variaciones légicas intra e interindividuo para la evaluacién
del perfil, en el analisis doping se tienen en cuenta otros pardmetros mucho mas
estables y que no se encuentran influenciados por el ejercicio fisico de alto
rendimiento, ciclo menstrual, ritmo circadiano y ritmo circanual®32%, ejemplo de
ello son la relacion Testosterona/Epitestosterona, Androsterona/ Etiocolanolona,
5a/5B androstan-3a,17B-diol, 11B-hidroxiandrosterona/11B-hidroxietiocolanolona

La actividad bacteriana en la orina también puede causar cambios en el perfil de
esteroides, todo lo cual debe tenerse en cuenta en el momento de hacer una
evaluacion de este tipo. La Figura No. 1 muestra de manera general la forma en
gue son expresados los resultados del perfil de esteroides endégenos una vez
realizado el analisis instrumental de una muestra de orina para control doping.

La Testosterona (T) fue el primer esteroide enddgeno utilizado con el objetivo de
obtener beneficios en el aumento del rendimiento deportivo. Basado en estudios
realizados por Donike et al."*”)en 1983, el Comité Olimpico Internacional adoptd la
relacion de Testosterona y su 17a epimero, la Epitestosterona (E) como un
indicador del consumo de T exdgena. Una muestra con una relaciéon T/E mayor de
6:1 puede ser considerada como una muestra positiva a la administracién de T(!0:18)
aunque no puede obviarse la posibilidad de que esta relacidon se encuentre afectada
por alguno de los factores citados anteriormente y nos enfrentemos a un caso falso
positivo o negativo, estudios fisioldgicos recomendados al respecto esclarecen la
situacion.

Testosterona (T)

La T es el principal andrégeno en el hombre; el mismo es producido en los
testiculos, los ovarios vy la corteza suprarrenal. En casi todos sus sitios de accion la
T no es la forma activa de la hormona. Es convertida por una 5a reductasa que
actua a nivel del doble enlace entre los carbonos 4 y 5 del anillo A (Ver Figura
No.1), mediante una reaccion de reduccién, a 5a-DHT; esta Ultima también se
forma en menor proporcién a partir de la androstenediona ©. La 5a-DHT es el
principal andrégeno intracelular y es unas 10 veces mas potente que la T debido a
la alta afinidad del mismo con el receptor androgénico Pero no todos los tejidos
efectores requieren de la conversién a DHT para mostrar su actividad, los efectos
anabdlicos y androgénicos en el musculo esquelético, la médula ésea y otros tejidos
estan mediados por T o por algliin metabolito que no es DHT. Esta Ultima se une a
una proteina receptora citoplasmatica y pasa al ndcleo con el resultado de mayor
actividad de RNA polimerasa y sintesis de RNA y proteinas especificas®.



Estructura quimica

La T administrada por via oral es metabolizada completamente en el primer paso a
través del tracto gastrointestinal y el higado mientras que cantidades muy
pequenas alcanzan la circulacion sistémica. La T no modificada que permanece en
el plasma presenta un tiempo de vida media de menos de 1 hora por lo que no
constituye un agente terapéutico util. En cambio, si el grupo hidroxilo del carbono
17 es esterificado (ejemplo de ésteres: enantato y cipionato de testosterona), los
niveles terapéuticos de la T son mantenidos por dias o semanas en dependencia de
la longitud del éster. La adicion de un grupo metilo o etilo al C17 protege
parcialmente al EAA del efecto del primer paso, proporcionando efectivos niveles
plasmaticos'*). Un 4tomo de oxigeno en la posicién 3 y un grupo 17-hidroxi se
requieren para que haya actividad. La actividad androgénica de los 17
cetoesteroides puede ser resultado de su conversion en 17-beta hidroxisteroides en
los tejidos. Grupos metilos en las posiciones 1, 7 0 17 aumentan considerablemente
la actividad biolégica. Se han probado y estudiado muchos derivados de la T en
busca de compuestos que puedan promover el anabolismo sin efectos
androgénicos, y aun no se han obtenido resultados satisfactorios. Ello permitiria su
uso en mujeres sin inducir masculinizacidén y en nifos sin causar efectos
indeseables sobre el desarrollo sexual y éseo G,

La T enddogena es metabolizada facilmente en los tejidos y producto de ello pueden
formarse al menos otros 27 enddgenos de diferente importancia bioldgica. En la
Figura No.3 se muestra una parte del metabolismo de la T y sus metabolitos
fundamentales.

La reacciones metabdlicas estudiadas con mayor frecuencia son las reacciones de
oxidoreduccién en las posiciones 3, 4 y 17 y las C-hidroxilaciones que son
catalizadas exclusivamente por la familia de la citocromo P45 con un alto grado de
estereoespecificidad®. La Androsterona y su isémero, androgenicamente inerte,
etiocolanolona o 5B-androsterona son los principales metabolitos que aparecen en
la orina. La Androstenediona, un metabolito intermedio, tiene una potencia también
intermedia entre la T y la androsterona )

Otro paso metabdlico importante es la conversién de la T a estradiol por medio de
la aromatasa, el cual se enlaza y actla a nivel del receptor estrogénico. Por ello la
administracion de T resulta en una mezcla de efectos mediados por receptores
androgénicos y estrogénicos. Dado que los andrdégenos y estrégenos median
diferentes efectos y que el balance andrégeno-estrogeno es una determinante
fundamental en el estado hormonal, la aromatizaciéon proporciona una via de
modulacién del efecto de los andrégenos ()

Datos sobre la farmacocinética de la T indican que la duracion de su efecto depende
de la ruta de administracién utilizada y del grupo quimico que es introducido en el
carbono en posicion 17 (los ejemplos citados anteriormente son los de mayor
duracién, sobre las 2-4 semanas después de una administracion intramuscular). La
T atraviesa la barrera placentaria y se excreta en la leche materna, la unién a
proteinas plasmaticas es de un 98 %, se metaboliza en el higado y la eliminacidn
en la orina es de 90% en la orina y un 6% en las heces'®. Sufre un metabolismo
Fase II por lo que el producto de excresidn es la testosterona conjugada con
glucurdnico y en mucho menor proporcién con grupos sulfatos.



Dehidroepiandrosterona (DHEA)

En la cadena esteroidal la DHEA es uno de los precursores de la T. El incremento de
su uso entre los atletas fue reportado antes y durante las Olimpiadas de 1996 y ya
en diciembre del propio afio el COI adiciond este compuesto a la lista de sustancias
prohibidas, aunque previamente habia sido incluida dentro de las llamadas
“sustancias relacionadas” que aparecen en el propio listado®®.

La DHEA es excretada en forma de conjugado con el acido glucurdnico y grupos
sulfatos. El primer conjugado es excretado entre las 0 y 6 horas después de la
administracion, mientras que el segundo se excreta de forma mas continuada; todo
lo cual debe tenerse en cuenta el el momento de la extraccién de la muestra para
su analisis instrumental y evaluacion.

La DHEA y la DHEA-sulfato son el principal producto de la corteza adrenal. La DHEA
sérica exhibe concentraciones con ritmo circadiano que refleja la secrecién de
ACTH, también varia durante el ciclo menstrual, fundamentalmente en la fase |(tea.
Por el contrario la DHEA-sulfato sérica no muestra concentraciones en dependencia
del ritmo circadiano pues su tiempo de vida media es mucho mas largo”. Este
esteroide enddgeno se produce en grandes cantidades (15-30 mg por dia) y aunque
sus acciones androgénicas y anabdlicas son débiles es el principal precursor para la
biosintesis de esteroides endégenos. Es metabolizado via androstenediona a Ty el
resto de los metabolitos de ella (por ejemplo: androsterona, etiocolanolona, 5a-
androstan-3a,17B diol y 5B-androstan-3a,17pB diol) asi como el resto de los
esteroides enddgenos evaluados en el control doping®.

En un estudio de excresidn realizado por D. Bowers'® concluye que todos los
individuos que fueron tratados con diferentes dosis de DHEA mostraron un
incremento sustancial en la mayoria de los esteroides enddgenos medidos. Asi
mismo, en otro estudio llevado a cabo por Kazlauskas® se evidencion la alteracién
en el perfil de esteroides endégenos producto del consumo de DHEA por via oral. El
resultado fue que la relacion Testosterona/Epitestosterona aumenté en 2-3 veces
su valor normal, pero regresa a los valores basales despues de 20 horas de la
administracion de la DHEA, lo mismo ocurre con las concentraciones de estos
compuestos, aunque la T aumenta de manera mas rapida que la Epitestosterona.
Por otro lado la relacion androsterona/etiocolanolona aumento dos veces y se
mantuvo en este valor por mas de 50 horas. La relacidn entre el 5a/5B
androstandiol se comportd de la misma forma.

Androstenediona

La androstenediona es un producto de la 17-hidroxiprogesterona y la DHEA y su
formacion incluye la oxidacion del grupo 17-hidroxi asi como la reduccion del anillo
A, con marcada reduccién de la actividad androgénica . El grupo 3 ceto se reduce
formando androsterona y su isdmero etiocolanolona; el grupo 17-ceto se reduce
formando androstenediol ),

Es un precursor inmediato de la T® que produce de forma inmediata un incremento
de la relacion T/E.

La androstenediona fue adicionado a la lista de sustancias prohibidas en Diciembre
de 1997. Las reglas del COI establecen de una forma clara que los “compuestos
relacionados” estan prohibidos y la similitud estructural de estos compuestos puede
obviamente ocupar un lugar en esta categoria.



Comenzd a promocionarse en revistas de fisiculturismo en 1997 como suplemento
natural util en el fortalecimiento de la musculatura. Es un anabdlico y un agente
promotor de la resistencia. Se convirtié en una alternativa (atractiva y legal) a la
Testosterona pues no se encontraba listada entre las sustancias prohibidas, debido
a la ausencia de efecto farmacoldgico especifico.

La androstenediona y su metabolito activo (un compuesto hidroxilado en el carbono
3 posicion b) son destruidos casi en su totalidad por el efecto del primer paso a
través del higado antes de su distribucion al torrente sanguineo y los tejidos, por
ello es necesario consumir elevadas dosis para conseguir un nivel de absorcion
efectivo, lo que conlleva al riesgo de dafio hepatico.

En un estudio de excrecidn realizado por Uralets y Gillette'* con la androstendiona
se observaron las siguientes caracteristicas en el perfil de esteroides enddgenos:

Las concentraciones de androsterona y etiocolanolona aumentaron alrededor de
100 veces su valor basal, valor que fue alcanzado nuevamente a las 24 horas.

Las concentraciones de Testosterona y Epitestosterona aumentaron ligeramente,
aunque la T aumento de manera mas rapida, lo cual causé6 que la relacién T/E
excediera su valor de 6:1

Otros de los esteroides (metabolitos de la T) que aumentaron significativamente
incluyeron las 11b-hidroxiandrosterona y 11b-hidroxietiocolanolona.

La DHEA, pregnandiol y corticoides no presentaron cambios en sus concentraciones.

Lo mismo fue observado por Garle y Palonek® y Van Eenoo y colaboradores®®
que ademas del aumento de las concentraciones de T, E, Androsterona,
Etiocolanolona y los 11b-hidroxi androsterona y etiocolanolona, también describe
un aumento discreto de la DHT.

Dihidrotestosterona (5a-DHT)

La 5a-DHT es un metabolito activo de la T y puede ser utilizado en el deporte para
sacar beneficio de sus propiedades anabdlicas y psicotrépicas. Después de la
aplicacidon de DHT exdgena se observa un incremento de los niveles de 5a-DHT
glucurdnido y sus metabolitos en un determinado periodo de tiempo que depende
de la dosis, la forma farmacéutica utilizada vy la via de administracién, para el caso
de la via percutanea depende ademas de la longitud de la cadena del éster.

Los metabolitos de la 5a-DHT presentan el hidrégeno del carbono 5 en posicion alfa
(a), estos son : androsterona, 5a-androstan,3a,17f3-diol, 5a-androstan,3f3,17B-diol,
11pB hidroxiandrosterona y la epiandrosterona. Cuando hay consumo de DHT
exogena es reflejado en el perfil de esteroides enddégenos por un incremento de la
relacién de los metabolitos 5a/5B.

Varios autores (Geyer y Shanzer®®®, Ueki®® y S. Couts y Kicman®®) han llevado a
cabo estudios de excresion con dos objetivos fundamentales: el de analizar las
alteraciones del perfil cuando hay administracion de DHT y establecer los
parametros que pueden poner en evidencia un consumo de este compuesto. Como
resultado obtuvieron que los principales cambios son el aumento de la 5a-DHT en la
orina, de los metabolitos 5a (citados con anterioridad) y la epiandrosterona. Los
parametros que mas se afectaron y que pueden ser marcadores del consumo de



este esteroide enddgeno son la relacién DHT/epitestosterona, DHT/etiocolanolona,
androsterona/etiocolanolona, 5a/5B androstandiol.

A diferencia de la Testosterona, la 5a-DHT no es aromatizable. Los consumidores
evitan con esto los efectos estrogénicos indeseables tales como ginecomastia. Esto,
unido al hecho de que el consumo de DHT no tiene influencia alguna sobre la
relacidon T/E, hace de este esteroide enddgeno un fuerte candidato para su abuso
en el deporte.

Consideraciones generales para la evaluacion del perfil de esteroides
endogenos en orinas femeninas

Los parametros mas estables en el perfil de orinas femeninas son las relaciones
Androsterona/ Etiocolanolona y 5a/5b dioles.

El perfil de esteroides enddgenos femenino puede estar influenciado por la
aplicacién de anticonceptivos orales y etanol entre otros, asi como la actividad
bacteriana de la orina. El embarazo y enfermedades especificas del sexo femenino
como son el sindrome adrenal y ovarios poliquisticos, dan lugar a perfiles
esteroidales caracteristicos y por tanto deben tenerse algunas consideraciones en
la evaluacion analitica del mismo.

El principal impacto de los anticonceptivos orales son observados sobre los niveles
de epitestosterona y pregnandiol. La administracion de los mismos podrian llevar a
una elevacioén de la relacion T/E debido a la supresion de la excrecidon de la
epitestosterona, la cual regresa a sus niveles normales una vez que se retira el
anticonceptivo*329),

Durante la administracion de estos compuestos, las concentraciones intraindividuo
de preghandiol se mantienen estables. Cuando el mismo se retira las
concentraciones de este pregnano aumentan drasticamente sobre todo en la
segunda fase del ciclo menstrual, debido a la producciéon de progesterona en el
corpus luteum con el consiguiente paso metabdlico de progesterona a pregnandiol.

Cuando el anticonceptivo es Noretisterone se observan 2 metabolitos
fundamentales detectables por el procedimiento para esteroides anabdlicos: H4-
noretisterona y 19-norandrosterona. Este Ultimo es el metabolito principal de la
Nandrolona, por lo que la evaluacion de un perfil con estas caracteristicas debe ser
cuidadosa.

Influencia en el perfil de esteroides enddégenos en presencia de una
contaminacién bacteriana

Para determinar las alteraciones en el perfil de esteroides enddgenos inducidas por
ciertos micro-organismos en la orina, De la Torre y colaboradores*® realizaron un
estudio donde utilizan micro-organismos que se encuentran habitualmente en
infecciones urinarias (también incluyeron otros que son clasificados como
“contaminantes de Laboratorio”). Como resultado describieron que en orinas no
contaminadas pero conservadas a altas temperaturas los esteroides glucuro-
conjugados son hidrolizados espontaneamente, algunos micro-organismos utilizan
esteroides enddgenos (ejemplo: androsterona y etiocolanolona) como sustratos
para la sintesis de 5a y 58 androstandiona y androstendiona, seguida por la
actividad bacteriana de la 3-hidroxiesteroide-dehidrogenasa; esto implica un
aumento de las concentraciones en la orina de 5a y 5B-androstandiona y
androstendiona. Por otro lado, debido a la deconjugacion bacteriana de los
esteroides, se encuentran concentraciones elevadas de androsterona,



etiocolanolona y en ocasiones de testosterona en forma libre en la orina (es decir,

no conjugada

) (19,13,9)

En otro estudio llevado a cabo por Ayotte y colaboradores®®? se concluye que
ademas de la androsterona, etiocolanolona y la testosterona, cantidades
considerables de epiandrosterona y los androstandioles son deconjugados y
acumulados en la fraccién libre. No todas las muestras que presentaron pH
elevados (entre 8 y 9) mostraron degradacion bacteriana, lo que hace que el pH no
sea un buen indicador de la contaminacién por micro-organismos en la orina.
Cuando se observan cambios en el perfil de esteroides endégenos producto de
alguna contaminacién por micro-organismos debe tenerse especial cuidado al
momento hacer alguna evaluacion pues los resultados no son del todo confiables.
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Figura 1. Ejemplo de resultados en el andlisis del perfil de esteroides enddgenos
de una muestra en el control doping.
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Figura 2. Estructura quimica de la Testosterona.
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CONCLUSIONES

En el analisis de muestras para el control doping es de vital importancia la
evaluacion del perfil de esteroides enddgenos. Sobre la base de esta evaluacion
puede obtenerse informacién sobre el consumo de esteroides anabdlicos exdgenos,
enddgenos o algunos de sus precursores. Los valores de este perfil se comportan
de una forma relativamente estable dentro de una poblacidn especifica y se ve
influenciado por varios factores entre los que se encuentran: edad, sexo, origen
étnico, dieta, algunos medicamentos y etanol.

La androstenediona, la DHEA y el 5a-DHT son los esteroides naturales mas
utilizados con el objetivo de aumentar el rendimiento deportivo. Ellos pueden
afectar el perfil de esteroides enddégenos mediante alteraciones especificas de las
concentraciones de los metabolitos de la T y/o sus relaciones, de forma que
mediante una evaluacion integral de estos parametros pueden presumirse su
administracion.

Dos aspectos deben tenerse en cuenta en el momento de evaluar un perfil de
esteroides enddgenos: uno es cuando la orina es proveniente de una fémina pues el
mismo estd sujeto a variaciones en dependencia del ciclo menstrual, uso de
anticonceptivos orales, embarazo o determinadas patologias. El otro aspecto de
importancia es la contaminacion bacteriana, ya sea producto de algun micro-
organismo presente en la propia orina como parte de la flora natural o de una
inadecuada conservacion de la muestra. En cualquiera de estos casos el analisis del
perfil debe realizarse de manera cuidadosa por parte del analista.
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