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RESUMEN

Con este trabajo se pretendié ver el efecto sobre el perfil hormonal sexual y en espe-
cial sobre la concentracidn de testosterona después de administrar dos sustancias que
bloquean por diferentes mecanismos la degradacién de ésta. Ademds comprobar,
utilizando la técnica gases-combustién-espectrometria de isétopos estables (Gc-c-
IRMS), si la testosterona que se acumula en el organismo por estas inhibiciones se
debe simplemente al bloqueo de los mecanismos de degradacion o a que alguno

de los compuestos administrados entra en la ruta metabdlica como precursor para

aumentar su producci(’)n.

Con tal propdsito, se estudiaron los efectos que tenia el inhibidor de la aromatasa 3,
6, 17 androstenetriona (6-Oxo) sobre el perfil hormonal sexual de dos voluntarios
sanos y confirmamos mediante el andlisis isot6pico la participacién de esta sustancia
en la ruta de produccién de testosterona mediante el estudio de sus metabolitos
mayoritarios de excrecién: androsterona y etiocolanolona. Luego se estudié el efecto
que tenfa la administracién de este inhibidor en combinacién con un inhibidor del
citocromo P-450 (6, 7, dihidroxibergamotin-DHB) en otros dos voluntarios. En los
dos experimentos se observé un aumento del perfil hormonal, especialmente de la
concentracién de dehidroepiandrosterona (DHEA) y testosterona, explicando por

qué se promocionan en el comercio este tipo de mezclas para aumentar la masa

muscular ¥, €n consecuencia, la apariencia fisica.
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SUMMARY

Sexual hormonal profile modifications as a result of the
p
join administration of two substances inhibitors of the
testosterone metabolism

This work aimed to see the effect on the sexual hormonal profile and in particular
on the concentration of testosterone after administration of two different substances
that block the mechanisms of its degradation. In addition check, using the technique
of stable isotopes (GC-C-IRMS), if the testosterone that accumulates in the body by
these inhibitions is due simply to the blocking of the mechanisms of degradation or
any of the compounds administered go into the route as a metabolic precursor to

increase its production.

To accomplish this we studied the effects that initially had the aromatase inhibitor
3, 6, 17 androstenetriona (6-Oxo) on the sexual hormonal profile of two healthy
volunteers and confirmed, by the isotopic analysis, that this substance participate
in the road testosterone production by studying its major metabolites of excretion:
Androsterone and Ethiocholanolone. Subsequently we studied the effect of the
administration of this inhibitor in combination with an inhibitor of cytochrome
P-450 (6 ¢, 7, dihidroxibergamotin-DHB) in two other volunteers. In both experi-
ments showed an increase in the hormonal profile especially in the concentration of
dehydroepiandrosterone (DHEA) and testosterone, explaining the reason of why such

mixtures are promoted to increase muscle mass and thus the physical appearance.

Key words: Testosterona metabolism, aromatase's inhibitors, Cytochrome P-450
inhibitor.

INTRODUCCION

La testosterona es uno de los esteroides anabodlicos que han sido utilizados por mas
tiempo para aumentar en forma fraudulenta la masa muscular, la fuerza, la potenciay,
por ende, el rendimiento deportivo. Las autoridades que controlan el uso de sustan-
cias prohibidas en el deporte hacen grandes inversiones por medio de sus laboratorios

60



Modificacién del perfil hormonal sexual por inhibidores del metabolismo

de control al dopaje para detectar las diferentes formas de dopaje con esta sustancia,
las cuales van desde la administracién directa por diferentes vias (depdsitos, parches,
ungiientos, etc.), pasan por la utilizacién de sus precursores en la ruta metabélica como
androstendiona, androstendiol, dehidroepiandrosterona, etcétera (1) y llegan hasta el
uso de compuestos que inhiben su metabolismo induciendo su acumulacién, como los
inhibidores de la aromatasa, o impidiendo su excrecién, como los inhibidores del cito-
cromo P-450. El configurar un hallazgo analitico adverso o caso positivo para dopaje
con testosterona ha sido dificil, pues su produccién varia entre los individuos, depen-
diendo de factores como la alimentacion, el ciclo circadiano, la raza y el sexo. Basados
en estudios poblacionales, se pudo establecer que el abuso de esta sustancia se podria
detectar a través de la medida de la relacién entre la concentracion de la testosterona
(T) y la concentracién de su epimero epitestosterona (), el cual se produce s6lo a partir
de la testosterona de origen endégeno (2). El valor normal de esta relacién (T/E) es 1,y
el maximo aceptado es 4. Cuando un individuo presenta valores de relacion T/E mayo-
res que 4, se deben hacer investigaciones posteriores para determinar si el aumento de la
testosterona en esta relacion es debido a factores bioldgicos o a la ingesta de sustancias
sintéticas. Estas investigaciones incluyen estudios de los perfiles hormonales durante
un periodo de tres meses para determinar el comportamiento de las concentraciones
de testosterona y sus metabolitos (androsterona, etiocolanolona, 5 alfa diol y 5 beta
diol, Figura 1) o la utilizacién de espectrometria de isdtopos estables (c'3/c'?), la cual al
medir la relacién isotépica del delta ¢/ c'?, permite identificar el origen de las sustan-
cias, puesto que este delta presenta valores diferentes si los compuestos son de origen
enddgeno o exdgeno. El andlisis para confirmar el consumo de testosterona o de alguno
de sus precursores se hace evaluando el delta de c'*/c'* de los metabolitos mayoritarios
androsterona y etiocolanolona, porque son los mas féciles de detectar, debido a las con-
centraciones en las que excretan. Los resultados que arrojan estos analisis la convierten en
una técnica unica para dilucidar un posible consumo de testosterona o sus precursores.

Los inhibidores de la aromatasa y del citocromo P-450 son sustancias que tienen un
efecto marcado sobre el metabolismo de la testosterona, inhibiendo su degradacién a
otros compuestos. Los primeros actian evitando su conversion irreversible a estroge-
nos, bloqueando la accién mediada por la enzima aromatasa (3) como se muestra en
la Figura 1, en la cual la testosterona, por un proceso de aromatizacion del anillo A del
esqueleto ciclopentanoperhidrofenentreno, se transforma en estradiol.

Los excesos de testosterona circulante, debido a su ingesta 0 a la de prohormonas,
aumentan la concentracién de estradiol, lo que trae como consecuencia la feminizacién
en varones con aparicion de galactorrea, ginecomastia, cambios en la voz y alteraciones en
la piel, entre otros efectos (3). Para evitar éstos, los deportistas la utilizan concomitan-
temente con antiestrogénicos del tipo inhibidores de la aromatasa, logrando ademas
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que haya acumulacién de testosterona y en consecuencia todos los efectos anabdlicos
que ésta produce. Por estas razones los antiestrogénicos (ejemplo la 3, 6, 17 andros-
tenetriona, objeto de este estudio) se encuentran prohibidos por la Agencia Mundial
Antidopaje (WADA, por su sigla en inglés) desde el afio 2003, y desde su inclusién en la
lista han sido prohibidos unas veces en hombres y otras veces tanto en hombres como
en mujeres, siendo ésta la situacién actual (4).
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Figura 1. Metabolismo de la testosterona.

Porotraparte, la testosterona tiende a eliminarse del organismo por medio de otro meca-
nismo diferente a la aromatizacién, como es la formacién de metabolitos més polares
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mediante la conjugacion con el 4cido glucurénico y la formacion de sulfatos solubles en
agua, reaccién que es llevada a cabo por el citocromo p-450 3A4. Este cataliza hidroxila-
ciones de numerosos sustratos arreactivos, haciéndolos més ficilmente metabolizables
mediante un conjunto de reacciones en los que las sustancias potencialmente téxicas y
normalmente hidréfobas se convierten en derivados hidrosolubles menos téxicos que
pueden excretarse con mayor facilidad (5). Los citocromos son hemoproteinas a las
que se denomina globalmente citocromo P-450, suelen encontrarse en las membranas
del reticulo endoplasmatico de los hepatocitos, en glandulas suprarrenales, en tejidos
involucrados en el procesamiento de alimentos y en los testiculos, localizados en las
mitocondrias y en el reticulo endoplasmético liso (6).

La inhibicién del citocromo P-450 ocasiona mayores niveles de la sustancia original,
prolongacién de los efectos intrinsecos y una mayor incidencia de intoxicacién. En el
caso de la testosterona, ésta tiende a acumularse y permanecer més tiempo en el orga-
nismo, incrementando sus efectos anabdlicos.

Algunos inhibidores del citocromo incluyen: antimicéticos, como el ketoconazol (7),
itraconazol y fluconazol; antibidticos, como claritromicina, eritromicina y troleando-
micina; antidepresivos, como la nefazodona; inhibidores de la proteasa de viH, como
indinavir y ritonavir (3). Se han encontrado reportes de que el jugo de toronja, el cual
contiene dos furanocumarinas: la 6’, 7'-dihidroxibergamottin (DHB) y el bergamottin
poseen el mismo efecto (8). Los andlogos alquiloxi-furanocumarinas (del tipo berga-
mottin) inhiben la actividad del citocromo P-450 344 (cYP344), de una manera tiem-
po-dependiente en forma irreversible (9, 10).

El bloqueo intencional de las dos principales rutas metabélicas (aromatizacién y degra-
dacién via citocromo P-450) estd siendo aprovechado en forma fraudulenta por algu-
nos deportistas, los cuales utilizan preparados farmacéuticos que contienen sustancias
antiestrogénicas, como la 3, 6, 17 androstenetriona y bloqueadoras del citrocromo
P-450, como la DHB, para aumentar las concentraciones de testosterona y de otros
enddgenos, mantenerlas mas tiempo circulando dentro del organismo o estimular la
biosintesis de testosterona (11).

La técnica de gases-combustién-espectrometria de isétopos estables (Gc-c-IRMS), que
se utiliza en este estudio para establecer el origen de la testosterona, consiste en que los
componentes de una mezcla que han sido previamente separados por cromatografia de
gases pasan a un horno de combustién donde son convertidos en CO, y H,O. Estas
moléculas pasan a través de una membrana de Nafion que retiene el agua. EI CO, libre
de humedad entra a un detector de tiempo de vuelo, el cual tiene tres copas de Fara-
day que analizan m/z 44 que corresponde a CO, (C*0), 45 que corresponde a CO,
(C0’) y 46 que corresponde a CO, (CPO*0"Y). La composicién isotdpica varia,

63



Gallo et al.

dependiendo de las condiciones ambientales en que se formen los compuestos. Por
ejemplo: en una planta depende de las caracteristicas del suelo, del agua, de la cantidad
de luz, etcétera. En el caso de los metabolitos de la testosterona, el delta de carbono'/
carbono'? depende del lugar donde fue sintetizada: el cuerpo humano o un laboratorio.
Hay dos criterios para evaluar los valores de delta y asi saber si las sustancias analizadas
presentan valores compatibles con sustancias de origen exégeno:

—  Establecer unos valores de referencia con la poblacién colombiana, que en nues-
tro caso son: androsterona: %o C'*/C'*= entre -17,5 y -23,2

Etiocolanolona: %o C'3/C'?= entre -18,0 y -23,8

—  Establecer el valor del delta de un endégeno de referencia (sustancia que no se ve
afectada por el consumo de testosterona o sus precursores exdgenos) y compa-
rarlo con el delta de los metabolitos androsterona y etiocolanolona de la muestra.
Si la diferencia es de mas de 3 unidades de delta, se considera que el resultado es
compatible con consumo de sustancias exdgenas (12).

METODOLOGIA

Estudios de excrecién

Los estudios de excrecién se realizaron en cuatro individuos sanos asi:

Tabla 1
Individuos Sexo Edad Sustancia Dosis
ly2 M/F 25-40 3, 6, 17 androstenetriona 300 mg
3, 6, 17 androstenetriona + 300 mg
3y4 M/E 25-40 6',7'-dihydroxybergamottin (DHB) 50mg

Los dos primeros individuos consumieron sélo el inhibidor de la aromatasa, y los otros
dos, la combinacién de éste con el inhibidor del citocromo p-450. Los medicamentos
se administraron en dos tomas de dos tabletas cada 6 h, tratando de simular la dosifica-
cién diaria recomendada, y se recogieron todas las orinas de 4 dias a partir de la toma
de los medicamentos y una orina anterior a la toma (0 horas) como referencia para el
perfil hormonal basal.

Los perfiles de excrecidn se obtuvieron al graficar la concentracién de cada uno de los
enddgenos vs tiempo. La concentracién se obtuvo de curvas de calibracion utilizando el
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ion m/z = 432 para la testosterona, epitestosterona y dehidroepiandrosterona (DHEA),
el ion m/z = 434 para la androsterona y etiocolanolona y el ion m/z = 241 para 5 alfa

diol y 5 beta diol.

Metodologia de extracciéon para GC-Ms

Las muestras se procesaron siguiendo el método del screening 1v (anabolizantes) del
Laboratorio de Control al Dopaje de COLDEPORTES, descrito en el Pos PREP 001 y
que se describe a continuacion:

Se tomaron 3 mL de orina y se verificé que el pH estuviera entre 5y 7. Se adicioné 1
mL de buffer de fostatos pH 7, 50 pl de B-glucuronidasa de E. coli y 50 ul de metiltes-
tosterona de 10 pg/mL (estdndar interno). La mezcla se calent6 a 55 °C por una hora.
Posteriormente se adicionaron 200 Ll de carbonato de potasio (pH = 10) y se hizo
una extracciéon L-L con 5 mL de metilterbutiléter. La capa orgénica se llevé a sequedad.
Luego se adicionaron 50 pl de MSTFA adicionado con yoduro de amonio y ditioeritri-
tol y se calent6 a 65 °C por 30 minutos. Los extractos se inyectaron en un cromato-
grafo de gases con detector selectivo de masas 6890-5975 marca Agilent. La columna
utilizada fue una Ultra 1 de 25 metros con 0,2 mm de didmetro interno y 0,11 um de
espesor de la fase estacionaria.

Metodologia de extraccidon para GC-C-IRMS

Se tomaron 5 mL de las orinas que presentaron los maximos de excrecién paraandroste-
ronay etiocolanolonay se pasaron a través de un cartucho ¢18 Polar Plus (previamente
acondicionado), se lavaron dos veces con 5 mL de agua y se eluyeron con metanol. El
extracto organico se llevé a sequedad y se adicioné 1 mL de buffer de fostatos pH 7, 50
ul de B-glucuronidasa de E. co/i y 50 pl de metiltestosterona de 10 pg/mL (estandar
interno). La mezcla se calenté a 55 °C por una hora. El extracto se pasé nuevamente
por cartuchos 18 Polar Plus (previamente acondicionados) utilizando como efluente
S mL de las siguientes mezclas:

-~ Acctonitrilo: agua 50:50 (lavado).

- Acetonitrilo: agua 75:25. Fraccién de interés: contiene androsterona, eticolano-
lona y epitestosterona.

Esta ultima fraccién se llev6 a sequedad y se prepararon derivados acetilados adicio-
nando 50 pl de piridina, 50 pl de anhidrido acético y calentando a 60 °C durante una
hora. Los extractos se inyectaron en un cromatdgrafo de gases unido a una interfase de
combustién y acoplado a un sistema de espectrometria de masas de isétopos estables
Delta v Plus Thermoscientific. La columna utilizada fue una HP-50 de 30 metros con
0,24 mm de didmetro interno y 0,15 um de espesor de la fase estacionaria.

65



Gallo et al.

REsuLTADOS

Resultados Gc-Ms

Para obtener los valores de concentracidn de la testosterona, epitestosterona, DHEA y
metabolitos por GC-Ms, se utilizaron los cromatogramas, los cuales permiten relacionar
eldreabajolacurvaconlaconcentracién. Conel finde calcularlas concentraciones delos
endogenos bajo estudio, se prepar un calibrador que contenia dichas sustancias en las
concentraciones de referencia establecidas para los deportistas colombianos (Tabla 2).

Tabla2. Valores de referencia establecidos para los deportistas colombianos.

Endégeno Concentracion C(?ncentracién
Hombres (ng/mL) Mujeres (ng/mL)
Testosterona 40 16
Epitestosterona 40 16
DHEA 60 20
Androsterona 1500 850
Etiocolanolona 1500 800
5 alfa diol 50 15
5 beta diol 100 30
T/E 1 1
Andros/Etio 1 1
5 b diol/5 a diol 2 2
Andros/Testo 37,5 68,7

Se hallaron los valores basales para cada uno de los individuos que participaron en el
ensayo vy la relacién entre los endégenos cuantificados (Tablas 3 y 4).

Después de administrar los medicamentos se hallaron los tiempos de maxima excre-
cién para los individuos 1y 2, que consumieron solamente 3, 6, 17 androstenetriona, y
paralos individuos 3 y 4, que consumieron la combinacién de 3, 6, 17 androstenetriona

+ 6,7 -dihydroxybergamottin (DHB) (Tablas 5y 6).
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Tabla 3. Valores de las concentraciones basales de endégenos de cada individuo antes de la adminis-

tracién de los medicamentos en estudio.

, Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4

Endégeno . . . .

ne/mlL Masculino Femenino Masculino Femenino

8 (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Testosterona 45,0 14,1 33,0 10,7
Epitestosterona 41,2 9,2 24,0 10,3
DHEA 47,0 16,3 39,6 13,4
Androsterona 1352,4 420,1 11854 921,7
Etiocolanolona 1290,1 360,2 739 980,5
S alfa diol 70,3 15,6 61,5 12,9
S beta diol 141,3 32,8 127,2 26,4

Tabla 4. Valores de las relaciones basales de enddgenos de cada individuo antes de la administra-

cién de los medicamentos en estudio.

Endégeno Individl}o 1 IndiVidl.l() 2 Individl.lo 3 IndiVidl.l() 4
Masculino Femenino Masculino Femenino
T/E 1,1 1,6 1,4 1,0
Andros/Etio 1,1 1,2 1,6 0,95
5 b diol/5 a diol 2,0 2,1 2,1 2,1
Andros/Testo 30,1 29,8 35,1 87

Tabla 5. Valores de las concentraciones de endégenos alcanzadas en los tiempos de maxima excre-

cidén para los individuos 1 y 2 que consumieron 3, 6, 17 androstenetriona.

Individuo 1 Individuo 2

Endé6geno Conc. ng/mL Tie(rﬁg:azr)léx. Conc. ng/mL Tie(n}:g:)a?;éx.
Testosterona 182,0 24,3 51,3 24,8
Epitestosterona 122,6 22,0 23,1 23,2
DHEA 282 23,5 132,3 24,1
Androsterona 7600,2 23,5 3756 24,1
Etiocolanolona 5523,1 23,5 3050,1 24,1
5 alfa diol 320,1 37,6 62,3 38,3
S beta diol 790,3 23,5 179,1 24,1
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Tabla 6. Valores de las relaciones de endégenos en los tiempos de méxima excrecion para los indivi-

duos 1y2.

Endogeno Individl‘lo 1 Individlllo 2
Masculino Femenino
T/E 1,6 22
Andros/Etio 1,5 1,3
5 b diol/5 a diol 2,46 2,9
Andros/Testo 41,75 73,21

Tabla7. Valores de las concentraciones de enddgenos en los tiempos de maxima excrecién para

los individuos 3 y 4 que consumieron 3, 6, 17 androstenctriona + 6’, 7'-dihydroxybergamottin.

(DHB).
Individuo 3 Individuo 4
Endégeno : .
Conc. ng/mL Tiempo max. Conc. ng/mL Tiempo max.

Testosterona 200,2 25,0 134,2 19,7
Epitestosterona 62,3 17,0 51,9 15,8
DHEA 440,3 22,7 207,6 21,5
Androsterona 10500,2 22,7 7101,3 25,9
Etiocolanolona 7394,2 22,7 6953,1 25,9
5 alfa diol 226,1 16,8 95,3 37,3
5 beta diol 616,1 39,0 330,6 19,7

Tabla 8. Valores de las relaciones de endégenos en los tiempos de méxima excrecion para los indivi-

duos 3y 4.

Endogeno Individl}O 3 Il‘ldiVidl'lo 4
Masculino Femenino
T/E 3.3 2,6
Andros/Etio 1,42 1,3
5 b diol/5 a diol 2,73 3,46
Andros/Testo 52,5 53
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Resultados GCc-C -IRMS

Tabla 9. Valores basales de 8%o C'3/C'2.

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4
Endégeno Masculino Femenino Masculino Femenino
0%o C13/C!2 0%o C13/C!2 0%o C13/C!2 0%o0 C13/C2
Androsterona -21,619 -19,568 -20,101 -19,198
Etiocolanolona -21,599 -21,062 -22,529 -22,747

Tabla 10. Valores de 8%o0 C'*/C'?obtenidos para androsterona y etiocolanolona en los tiempos de

maxima excrecion.

Individuo 1 Individuo 2 Individuo 3 Individuo 4
Endégeno Masculino Femenino Masculino Femenino
%o C13/C2 %o C3/C? 0%o0 C3/C"? 0%o0 CB3/C!?
Androsterona -26,267 -26,129 -29,764 -29,665
Etiocolanolona -27,168 -26,906 -30,869 -29,658

ANALISIS DE RESULTADOS

Administracién de 3, 6, 17 androstenetriona

Inicialmente se hizo una evaluacién de los perfiles hormonales de los individuos antes
de la ingesta del medicamento, como punto de referencia para establecer las tendencias
en las variaciones de las concentraciones de los endégenos una vez se ingiriera el medi-
camento. Esta evaluacién mostré que se encontraban dentro de los valores normales de
referencia establecidos para los deportistas colombianos, tanto en las concentraciones
como en las relaciones (Tablas 2, 3 y 4). En todos los casos las concentraciones de las
hormonas en las mujeres fueron mas bajas, como era lo esperado.

Después de la administracién de dos dosis de 300 mg de 3, 6, 17 androstenetriona
(6-Ox0), en los voluntarios 1y 2, se observé aumento paulatino de la concentracién de
todos los endégenos evaluados hasta alcanzar valores méximos de excrecion cerca de las
23 horas, excepto en el 5 alfa diol, que se logré hasta las 37 horas. El comportamiento
en general de todos los enddgenos es como el que presentaron la androsterona y la eti-
colanolona, con una distribucién en forma de campana gausiana con méximos y mini-
mos de excrecién (Figura 2). Ninguno de los valores calculados, excepto el de la DHEA,
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permite por si solo configurar un hallazgo analitico adverso o caso positivo para dopaje,
debido a que las concentraciones estuvieron por debajo de las maximas permitidas por
WADA (12) para sospechar del uso de una sustancia prohibida (Tabla 11). En todos los
casos, después de las 60 horas ya se habian restablecido los valores basales.

Androsterona - Etiocolanolona - voluntario 1 - 6-Oxo
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Figura 2. Perfil de excrecidn de androsterona y etiocolanolona del voluntario 1, después de la admi-

nistracién de 6-Oxo.

Tabla 11. Concentraciones mdximas permitidas en deportistas para endégenos en muestras de orina.

Concentracion maxima

Endégeno permitida ng/mL
Testosterona >200
Epitestosterona >200
DHEA >100
Androsterona >10,000
Etiocolanolona >10,000
5 alfa diol No se reporta
5 beta diol No se reporta
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También encontramos que en los dos voluntarios hubo un aumento marcado en las
concentraciones de testosterona y dechidroepiandrosterona (DHEA), que se eleva-
ron entre 4 y 6 veces respectivamente, en comparacion con los valores basales. Esta
situacién es concordante con lo reportado en la literatura (13), que establece como
mecanismo hipotético de accidn para la 6-Oxo la inhibicién suicida de la aromatasa,
que se une irreversiblemente a la enzima y la desactiva permanentemente. Por ésto, el
consumo continuo de este tipo de sustancias puede causar una reduccién global en
la concentracién de las aromatasas y explica la acumulacion de testosterona, como se
puede observar en la Tabla 5, metabolitos de testosterona (androsterona y etiocola-
nolona) o enddgenos que sean metabolizados por ellas. El aumento observado en la
concentraciéon de DHEA puede deberse probablemente a que la 6-Oxo también entra
en una ruta metabdlica en la que se transforma en la hormona precursora de la testos-
terona (Figura 1). Esto también explicaria el por qué algunos autores le atribuyen una
actividad hormonal directa o de prohormonay el por qué es promocionada en Internet
como generadora de testosterona, gracias al efecto combinado de inhibir la aromatasa,
impidiendo la degradacion de la testosterona y formar parte de la ruta metabdlica para
la sintesis de ésta. El anlisis de GC-C-IRMS también permitié confirmar sus cualidades
como prohormona, pues los valores de 8%o C'*/C'? para androsterona y etiocolano-
lona son consistentes con administracién de una sustancia exdgena, que fue responsa-
ble del aumento de la testosterona y, en consecuencia, de sus metabolitos.

Los valores de androsterona y de etiocolanolona (principales metabolitos de la testos-
terona) también aumentaron notablemente; sin embargo, nunca alcanzaron valores
superiores a 10000 ng/mL que condujeran a estudios posteriores por IRMS.

Administracién de 3, 6, 17 androstenetriona (6-Oxo) + 6,7 '-dihydroxybergamottin
(pHB)

Posteriormente se les administré a dos nuevos voluntarios un mezcla de 3, 6, 17 andros-
tenetriona (6-Oxo) + 6', 7’-dihydroxybergamottin (DHB), sustancias que bloquean
dos de las rutas metabdlicas de la testosterona, la primera, como se menciond, por inhi-
bicién de la aromatasa, y la segunda, por bloqueo del hierro que tiene la enzima cito-
cromo P-450, impidiendo que otros sustratos como la testosterona puedan ligarse a ¢l
para ser metabolizados.

Todas las muestras de este estudio, al igual que las del anterior, fueron recolecta-
das durante cuatro dias y extraidas utilizando hidrélisis enzimatica, posteriormente
una extraccién liquido-liquido, utilizando solventes poco polares que garantizaban
la extraccién de todas las hormonas que tienen una estructura esteroidea, lo que les
confiere caracteristicas liposolubles.
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En esta parte del estudio encontramos que los perfiles hormonales basales de los volun-
tarios 3 y 4 (Tablas 3 y 4) fueron alterados mucho mds que cuando se administré la
3, 6, 17 androstenctriona (6-Oxo) solamente. Los valores para DHEA, testosterona y
epitestosterona, en el caso del voluntario de sexo masculino, alcanzaron valores de 440
ng/mL, 200 ng/mL y 62 ng/mL respectivamente aumentindose 10 veces mds en com-
paracion con los valores basales en los tiempos de maxima excrecidn, como lo muestra

la Figura 3.
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Figura 3. Concentraciones de DHEA, epitestosterona y testosterona del voluntario masculino. Com-

binacién de 6-Oxo + DHB.

En la Figura 3 se observa que con esta dosificacion las concentraciones de DHEA sobre-
pasan los limites establecidos para configurar un hallazgo analitico adverso (100 ng/
mL) o caso positivo en dopaje, entre la primera y las 39 horas siguientes a la adminis-
tracién. Sin embargo, en ningin momento la relacién T/E es mayor a 4 y el méximo
valor obtenido fue de 3,3 para el voluntario masculino (Figura 4), hallazgo que resulta
sorpresivo, pues se esperarfa un aumento de esta relacién porque al aumentar la concen-
tracién de testosterona exdgena disminuye la concentracién de epitestosterona. Una
explicacion probable a este resultado es que al inhibirse el citocromo p-450 se acumula
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también la poca epitestosterona que se produce; lo que ademds estd de acuerdo con la
literatura, en la cual se establece que al inhibir los mecanismos de degradacion los com-
puestos enddgenos tienden a acumularse (14, 15,16).
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Figura 4. Relacién de endégenos voluntarios masculino combinacién de 6-Oxo + DHB.

En Figura 4 se puede ver que la relacién androsterona/etiocolanolona se mantiene entre
0,5y1,7,apesar de que las concentraciones se encuentran muy elevadas, como se observa
en la Figura 5. Esta relacién no se ve afectada, porque los dos son metabolitos de la tes-
tosterona y por consiguiente su excrecion aumenta de forma proporcional a la misma.

Este estudio resolvié la inquietud de establecer si el aumento en las concentraciones de
los metabolitos se debia a la acumulacién de testosterona por el bloqueo de sus prin-
cipales vias metabdlicas (aromatasa y citocromo P-450) o si se debia a que la 6-Oxo
entra en una ruta metabolica en la que se transforma en la hormona precursora de la
testosterona DHEA y posteriormente en testosterona. Este interrogante sélo pudo solu-
cionarse analizando los metabolitos androsterona y etiocolanolona mediante la téc-
nica cromatografia de gases-combustién-espectrometria de isétopos estables (IRMS).
Estas medidas dieron como resultado en el experimento —en el que sélo se administré
6-Oxo— que esta sustancia sf intervenia en la ruta metabdlica porque los metabolitos
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analizados de la testosterona presentaron deltas de carbono '*/carbono ' caracteristi-
cos de sustancias exdgenas.
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Figura 5. Androsterona-etiocolanolona del voluntario masculino combinacién de 6-Oxo + DHB.

Si se comparan los valores de delta obtenidos en los dos experimentos, se puede eviden-
ciar que para los individuos 1 y 2, que s6lo consumieron 6-Oxo, el delta presenta un
valor mucho menos negativo (y menos alejado de los valores basales) que para los que
consumieron la combinacién de 6-Oxo y DHB. Esta diferencia seguramente se deba a
que en los que consumieron los dos medicamentos se combinaron en forma sinérgica
los dos mecanismos de inhibicién de la degradacién de la testosterona, como ocurre
con muchos otros medicamentos, que administrados conjuntamente, suman y en algu-
nas ocasiones potencian sus efectos (17, 18). Por una parte, la 6-Oxo, al producir tes-
tosterona, inhibe la produccién enddgena de ésta por un mecanismo de feedback, y por
el otro lado, la testosterona sintetizada en forma exdgena no es degradada rdpidamente
por el bloqueo de dos de sus principales rutas metabdlicas, como son la aromatasa y el
citocromo P-450, haciendo que la composicién isot6pica de las moléculas que se anali-
zan tengan una proporciéon mayor de carbono’ exdgeno.
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Los resultados de este estudio nos permiten entender por qué los medicamentos que

contienen un inhibidor de la aromatasa y uno del citocromo P-450 se encuentran de

moda en los gimnasios y en las personas que practican algin deporte y que de una u otra

forma quieren en forma rdpida aumentar de masa muscular, pues esta combinacién no

solamente induce a la biosintesis de testosterona, sino que evita que ésta sea degradada

garantizando una permanencia mas larga en el organismo generando los efectos anabo-

licos deseados.

CONCLUSIONES

El consumo de las sustancias estudiadas afecté el perfil hormonal de todos los
voluntarios aumentando especialmente las concentraciones de los enddgenos tes-
tosterona y DHEA, asi como sus metabolitos, aunque las alteraciones fueron mas
drasticas cuando se administr6 la combinacién de 6-Oxo y DHB.

En ninguno de los dos casos estudiados (administracién de 6-Oxo y administra-
cién de la combinaciéon 6-Oxo-DHB) se observo que la relacién T/E aumentara a
valores superiores a 4 (valor limite establecido por wADA), de manera que no se
podria establecer un hallazgo analitico adverso o caso positivo partiendo de este
unico criterio.

El tnico valor que permitirfa establecer la presencia de un hallazgo analitico
adverso es la concentraciéon de DHEA, pues en los dos casos superd el valor limite

de 100 ng/mL.

Se confirmé que la 6-Oxo, ademds de tener un efecto anitestrogénico, también es
una prohormona que entra en la ruta sintética de la testosterona.
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