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OPTIMIZACION DEL ANALISIS POR GC/MS
DE ESTEROIDES ANABOLIZANTES
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Rodriguez Cano, A.F.

Agustin-Francisco Rodriguez Cano. Doctor en Ciencias Qui-
micas. Jefe de Analitica del Laboratorio de Control del Dopaje
del Consejo Superior de Deportes. Miembro de la Comision
Nacional Antidopaje. Profesor de doctorado en la Universidad de
Granada. Profesor de Masters en las Universidades Compluten-
se y Auténoma de Madrid. Profesor de cursos del Comité Olimpi-
co Espanol. Miembro de Tribunales de doctorado en las Univer-
sidades de Badajoz y La Laguna. Profesor invitado de Cursos de
dopaje en Suramérica (Argentina, Colombia, Costa Rica, Uru-
guay, Chile y Peru). Autor y coautor de mas de 50 publicaciones
en revistas nacionales e internacionales. Medalla de oro indivi-
dual al Mérito Ciclista de la Real Federacion Espafola de Ciclis-
mo. Supervisor de control de dopaje de FIFA en Campeonatos del Mundo 1986, 1990 y
1994.

Resumen: El tema objeto de este estudio se centra en la optimizacion de la deteccion
en el control del dopaje de los esteroides anabolizantes androgénicos prohibidos en el
deporte por su utilizacion como sustancias, potencialmente peligrosas para la salud en
determinadas condiciones, influyentes en el rendimiento fisico y/o en el resultado de las
competiciones.

Se presentan los resultados en forma de tablas esquematicas de referencia para 22
esteroides anabolizantes prohibidos, y especificamente para las moléculas detectadas
tras su administracion, en la forma quimica idénea para la misma al analizar las mues-
tras fisiologicas de orina obtenidas tras dicha utilizacion.

Se presenta el estudio completo solo en el caso de uno de los esteroides, la fluoximes-
terona .

Se completa el estudio con las conclusiones obtenidas tras el mismo, aplicables al analisis
de control del dopaje y a otras areas analiticas de control e investigacion..

Palabras clave: dopaje, control del dopaje, esteroides anabolizantes androgénicos, espec-
trometria de masas, fluoximesterona.

Abstract: This study is based on the optimization of the detection of androgenic anabolic
steroids in doping control. Such substances are forbidden in sports because of their poten-
tial danger for health in specific conditions as well as their influence in physical performance
and for in the competition results.

Result tables with reference data are shown for 22 forbidden anabolic steroids. Further stu-
dies have been carried out for fluoximesterone including all detected metabolites after admi-
nistration, as well as their appropiate chemical structure for their analyses in physiological
urine samples.

In conclusion, the results we have obtained are aplicable to doping control anlysis and to
other analytical areas of control and investigacion.

Key words: doping, doping control, androgenic anabolic steroids, mass spectrometry, fluo-
ximesterone.
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Optimizacion del andlisis por GC/MS de esteroides anabolizantes no fisiologicos y sus metabolitos urinarios

1. INTRODUCCION

Los esteroides anabolizantes son derivados sintéticos de la hormona fisiologica testoste-
rona. La estructura basica de los esteroides anabolizantes es la de un anillo de fenantre-
no completamente reducido (perhidrofenantreno) que, fusionado a un anillo de cinco com-
ponentes, forma el nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno, el cual origina el esqueleto
del androstano, comun a todos ellos. Una caracteristica notable en la estructura de la
mayoria de los esteroides anabolizantes es la presencia de sendos grupos metilo angula-
res sobre los atomos de carbono C10 y C13, numerandose estos carbonos como 18 y 19.
Sin embargo en ocasiones puede faltar el grupo metilo de la posicién C10, especificamente
cuando el anillo A, o el B, es aromatico, o cuando estd sustituido por otro grupo. También
se debe destacar principalmente la presencia de sustituyentes oxigenados en las posicio-
nes 3y 17. Los sustituyentes mas caracteristicos (figura 1) son:

# Grupos ceto en las posiciones 3 (saturado; 4-en-3-ceto; 1,4-dien-3-ceto; 4,6-dien-3-
ceto), 17 y 20.

# Grupos hidroxilos, libres o esterificados, en los carbonos 3, 11y 17.
# Grupos metilos en los carbonos 6y 17.
# Grupo etinilo en el carbono 17.

# Dobles enlaces (A1, A4, AS).

,. :

OH~ ———CH3

Figura 1. Estructura base de los esteroides anabolizantes y sustituyentes mas caracteristicos.

Consejo Superior de Deportes. Serie [Cd n® 17, 1998 11



Rodriguez Cano, A.F.

Los esteroides anabolizantes constituyen el grupo farmacolégico que se puede conside-
rar como mas destacable entre los integrantes de las listas de sustancias dopantes prohibi-
das en el deporte. Esta importancia se debe a:

a) la extension del uso de los esteroides anabolizantes a la mayoria de las modalidades
deportivas;

b) el alto indice de su utilizaciéon entre los deportistas, tanto en términos absolutos como
relativos con respecto al resto de las sustancias dopantes;

c) los potenciales peligros que pueden originar en el organismo del deportista a corto,
medio y largo plazo.

A partir de 1.964 los esteroides anabolizantes empezaron a utilizarse frecuentemente en
el deporte como “productos ergogénicos farmacolégicos”, Gtiles para modificar la composi-
cion corporal e incrementar la fuerza y la potencia. Desde entonces la posibilidad de su
deteccion en las muestras fisiolégicas se convirti6 en uno de los objetivos del control del
dopaje. Sin embargo, hasta el inicio de los afios ochenta el andlisis de estos compuestos
solo se efectuaba en centros médicos especializados en detecciones hormonales y en cen-
tros de investigacion quimica, no realizandose analisis sistematicos a causa de: a) el alto
coste de los instrumentos y de los reactivos necesarios para estas determinaciones; b) el
excesivo tiempo que se debia emplar en las mismas; y ¢) que no se podian conseguir
todas las garantias exigibles y exigidas en la realizacion de dichos andlisis, en su resultado
y en su evaluaciéon. Sélo el desarrollo de nuevos métodos de aislamiento y extraccién, mas
faciles y rapidos, y el auge experimentado por la electrénica y la informatizacién en los ins-
trumentos analiticos, permitio el relativo abaratamiento de los andlisis y el incremento de la
garantia analitica y, en consecuencia, la posibilidad de instalacion en los laboratorios de
una metodologia de rutina para el andlisis de estas sustancias quimicas. Este es el caso de
los laboratorios de control del dopaje, los cuales desde entonces se encuentran en su con-
junto equipados con el intrumental técnico que posibilita la realizacion de estos analisis por
medios reproducibles y precisos.

Aunque desde entonces se han ido modificando progresivamente las técnicas analiticas
con el fin de mejorarlas y adecuarlas a las circunstancias de cada momento, lo cierto es
que existe una continua investigacion que trata de actualizar la metodologia analitica apli-
cable a la deteccion de estas sustancias dopantes, buscando ampliar las garantias funda-
mentalmente en lo que respecta no ya a los resultados positivos, siempre garantizables,
sino en lo que concierne a los posibles falsos negativos y en lo referente a minimizar los
tiempos de andlisis y los costos economicos. Este es el objetivo del presente trabajo.

Para ello se parte del supuesto de reconocer que el control del abuso de los esteroides
anabolizantes por los deportistas sélo es efectivo si se utilizan métodos sensibles, especi-
ficos y fiables para detectar e identificar estas drogas y sus metabolitos en la orina. El tradi-
cionalmente utilizado en el analisis de esteroides en el control del dopaje es basicamente el
de cromatografia de gases acoplado a la espectrometria de masas, que es la mas sen-
sible, rigurosa y especifica técnica analitica para incluir en el control del dopaje. Precisa-
mente el original propdsito para desarrollar esta técnica de “fragmentometria de masas” fué
el poder identificar, con una alta sensibilidad y selectividad en la deteccién, compuestos

12 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998



Optimizacion del andlisis por GC/MS de esteroides anabolizantes no fisiolégicos y sus metabolitos urinarios

presentes, en concentraciones minimas o incluso como trazas, en mezclas complejas de
origen biolégico.

En consecuencia, y con el fin de establecer las condiciones analiticas 6ptimas que permi-
tan detectar en orina, como medio bioldgico analizado, y utilizando basicamente la técnica
analitica de cromatografia de gases/espectrometria de masas, se han analizado muestras
de orina, las cuales se han recogido tras administrar a voluntarios esteroides anabolizantes
no fisiologicos prohibidos en el deporte. Y ello con el fin de obtener:

— los procedimientos 6ptimos para el aislamiento de los analitos de interés en la orina
como fluido biologico;

— los parametros cromatograficos para separar idoneamente los analitos, eliminando al
maximo las interferencias;

— la seleccion de los iones mas significativos para conseguir el maximo de espectros exac-
tos y precisos de los anabolizantes y sus metabolitos presentes en la orina;

— las posibles modificaciones sobre la metodologia tradicional de analisis de anaboli-
zantes.

El estudio realizado ha sido individual para cada esteroide anabolizante, del cual previa-
mente se han recopilado los datos bibliograficos correspondientes a estructura, nombre
quimico abstracto, nombres quimicos alternativos, marcas registradas, formula molecular,
composicion porcentual, peso molecular y categoria terapéutica, ademas de las notas
adjuntas que se consideran quimicamente interesantes y de los procesos de biotransforma-
cion que se conoce sufren en el organismo tras su administracion.

Basandose en las posibles biotransformaciones que puede sufrir cada esteroide anaboli-
zante tras su administracion a una persona y en los correspondientes productos quimicos
previsiblemente excretados en la orina, se han estudiado analiticamente las moléculas eli-
minadas en el caso de cada esteroide, utilizando métodos analiticos que resulten aplica-
bles a la mayoria de los anabolizantes estudiados. Y a continuacion, se ha recopilado en
una tabla:

— El nombre de cada sustancia quimica detectada.

— La relacion fisiologica existente entre el compuesto detectado y el esteroide anabolizante
prohibido; es decir, si la molécula identificada es el compuesto padre o un metabolito
suyo.

— La estructura quimica desarrollada de este compuesto excretado.
— La forma de excrecion (libre o conjugada).
— La estructura del correspondiente derivado.

— Los iones seleccionados (m/z), entre los que se incluyen el correspondiente al peso
molecular y al pico base de la molécula identificada.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n” 17, 1998 13



Rodriguez Cano, A.F.

La complejidad del trabajo, de aplicacion inmediata en los analisis de control del dopaje,
obliga a presentar solo el resumen en tablas, exponiendo el desarrollo completo del estudio
realizado a uno de los esteroides anabolizantes, concretamente la fluoximesterona.

2. MATERIAL UTILIZADO
2.1. Instrumentos analiticos

Se han utilizado varios sistemas de cromatografia de gases/espectrometria de masas
(CG/EM y CG/DSM “"Hewlett Packard” 5995, 5970. 5971 y 5972). Ademds se han emplea-
do otros equipos complementarios, tales como evaporadores rotatorios “Blichi, multiblo-
ques calefactores “Selecta”, refrigerador criostatico “Julabo”, centrifugas “Beckman”, agita-
dores-mezcladores “Lab-line”, plataformas agitadoras horizontales “Janke-Kunkel” e “lka-
Labortechnik”, asi como desecadores, evaporadores, bidestiladores, balanzas, densimetro
y pehachimetro.

2.2. Reactivos y disolventes comerciales

Se han empleado acetato de etilo, acido metilborénico, amberlita XAD-2, bicarbonato sodi-
co. bérax, carbonato potasico, |-cisteina, estanozolol, geter dietilico, fosfato potasico, _-glu-
curonidasa arilsulfatasa, p-glucuronidasa, metanol, metiltestosterona, MBHFBA, MSHFBA,
MSTFA y penbutolol sulfato, de las casas Merck, Fluka, Serva, Sigma, Zambow, Carlo
Erba, Boehringer Mannheim, Machery-Nagel y Roussel Ucla F.

2.3. Reactivos y disoluciones preparados

Se ha preparado disoluciones de tampén pH=9.2, de tampén pH=7, de tampdn bérax
pH=9, de penbutolol y de MBA de 2000 pp.

Asimismo se han preparado patrones internos de cromatografia de gases de metiltestoste-
rona y estanozolol, asi como columnas de XAD-2

2.4. Columnas cromatogréficas
Se han utilizado columnas CP-SIL 5B, de Chrompack, y ULTRA-1, de Hewlett Packard.

2.5. Gases purificados

Se ha utilizado hidrégeno N-55, nitrdgeno N-52, aire sintético puro y Helio N-55.

2.6. Muestras de orina

Se han utilizado muestras de orina recogidas tras la administracion de las sustancias estu-
diadas. En forma comparativa se han analizado muestras anénimas desechables de control
del dopaje.

14 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998



Optimizacion del andlisis por GC/MS de esteroides anabolizantes no fisiologicos y sus metabolitos urinarios

I
3. METODOS DESARROLLADOS
3.1. Preparacion de muestras

Se han realizado procesos de extraccion (paso de la orina a través de columna XAD-2. adi-
cién de 50 pl de una disolucién de 10 ppm de metiltestosterona como ISTD, lavado con
H,0, elucién con 2 ml. de MeOH, sequedad, adicion de 1 ml. de tampon de fosfato 0.2M a
pH=7, 5 ml. de éter y 1 gr. de Na,SO,, agitacion, reposo y decantacion de la fase etérea
para llevar a sequedad total), hidrélisis (enzimatica, con B-glucuronidasa) y derivatizacion
(con MSHFBA, TMSCI, TMSim, MBHFBA y MSTFA para obtener los O-TMS-éteres, los O-
TMS-enol-éteres y los TFA-derivados.

3.2. Procedimientos cromatograficos

espesor 0.12p, diametro interno 0.25 mm., longitud 25 m.; temperatura detector 300°C;
temperatura inyector 280°C; temperatura programada 180°C-4.5 min.-3°C/min.-230°C-
20°C/min.-300°C-10 min.; tiempo de adquisicion c*e 6.5 a 26.5 min.

Los parametros CG/EM han sido: gas portador %1 mi/min a T=180°C; split 1:10; columna

4. RESULTADOS ‘

4.1. Datos analiticos obtenidos para identificar esteroides anabolizantes en orinas
analizadas po GC/EM.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n” 17, 1998 15
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BOLASTERONA

BOLASTERONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

Sustancia quimica detectada

7,17 a-dimetil-5p-androstan-3a, 17 B-diol

Sustancia quimica detectada

7o, 17o-dimetilandros-4-en-173-0l-3-ona

Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Padre
oH oM
c"j! - CHy ) r_nﬂ_‘ _chy
Pl . o 1
[ " ) A
HO ™ s / “cHy o * TeHy
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccion conjugada bis-TMS Derivado fraccion conjugada mono-TMS
0TS
sl _cuy
m‘ i 35
CHy i
™0~ L ) TeHy
i ]

Fragmentos principales 464=M
(miz) 449 = M-15 Fragmentos principales 460 =M

374 = M-90 (m/fz) 445 (PB) = M-15

284 = M-90-90 355 = M-80-15

143 (PB) 315
lones seleccionados 143 lones seleccionados 445
(m/z) 284 (m/z) 460

374 315

W'V ‘oun) zandlpoy
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BOLDENONA

BOLDENONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

Sustancia quimica detectada 5p,-androst-1-en-17f-o0l-3-ona Sustancia quimica detectad 7p,-hidroxiandrostan-1,4-dien-3-ona
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Padre
OH
OH
cH 3)\ CH!
ol 1
PN ___r/-— r/
o7 e T 8 ;}\/ ')
H
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccion conjugada bis-TMS Derivado fraccién conjugada bis-TMS
OTHS
cu,l
ons| ]
|
50~ \i
H
Fragmentos principales 430 = (M)

Fragmentos principales 432=(M) (m/2) 415 = (M-15)
(m/z) 417 = (M-15) 325 = (M-15-90)

194 = (PB) 206
lones seleccionados 194 lones seleccionados 206
(m/z) 432 (m/z) 430

417 415

SOLIDULIN SOIJOGDIAN SNS & S0NT0]01S1f 01 SAUDZIOGDOUD SaPI0421sa P SN0 40d S1SpUD [ap uolovznundo
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CALUSTERONA BOLDENONA
Datos analiticos (1) Datos analiticos (3)
Sustancia quimica detectada 17p,-hidroxi-7p-17a-dimetil-androst-4-en-3-ona Sustancia quimica detectada 5B,-andros-1-en-3a-0l-17-ona
Compuesto excretado Padre Compuesto excretado Metabdlito
oH 30
‘"s}_ _CHy
s
CH,J, /ij Hy
P o P
( T (
A A ks e ;
FNF T e o’ I
H
Forma de excrecion Conjugada
Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS
Derivado fraccién conjugada bis-TMS
3T
Hy
- ‘x!,-’[’f s
Cllj\ J
P ——
™SO ’L“xzv Ny 'L\c"]

Fragmentos principales 495 = (M)
(m/z) 460

445 = (PB) Fragmentos principales 432 = (M)

355 (miz) 417 =M-15

315 = M-90-90 290 = M-142

143 275 = M-142-15
lones seleccionados 445 lones seleccionados 432
(m/z) 4860 (m/z) 275

315 290

Zangripoy

oY o)
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CALUSTERONA

CALUSTERONA

Datos analiticos (3)

Datos analiticos (2)

Sustancia quimica detectada 7P,170-dimetil-50-androstan-3a, 17f-diol Sustancia quimica detectada 7B,17a-dimetil-5B-androstan-3c.,17p-diol
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Metabolito
OH
i3] cuy
CHy
994
Ho' o™ CHy
H
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS Derivado fraccién conjugada bis-TMS
O°TMS OTMS
) iil"““s 53 cng
A A /
CH CH
oo ~f
L " CHy ™SO 1 cHy
Fragmentos principales 464 = (M) Fragmentos principales 464 = (M)
(m/z) 374 (m/z) 374
332 332
269 284
143 (PB) 229
130 143 (PB)
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(m/z) 284 (m/z) 284
374 374
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DEHIDROCLORMETILTESTOSTERONA

CLOSTEBOL

Datos analiticos

Datos analiticos

Sustancia quimica det da 6f3,-Hidroxi-dehidroclormetiltestosterona Sust Juil detectad 4-clor-androst-4-en-3a-0l-17-on
Compuesto excretado Metabdlito Compuesto excretado Metabolito .
CHyl
e e
CHy
HD“‘J\
|
a
Forma de excrecion Conjugada
Forma de excrecién Libre
Derivado fraccion conjugada bis-TMS O TMS
Derivado fraccidn libre bis-TMS C"sT
oTHS - \!,/ =
cHs] _cn, CHy | _],
CHy l
A - -
™so i
o a
a OTHs
Fragmentos principales 468
(m/z) 466 (PB) =M
Fragmentos principales 494 =M 453
(m/z) 317 451 = M-15
315 431
243 361 = M-15-90
143 (PB) 169
lones seleccionados 143 lones seleccionados 466
(m/z) 315 (m/z) 451
317 468

zandLpoy

Y oun)
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1T

ESTANOZOLOL

DROSTANOLONA (DROMOSTANOLONA)

Datos analiticos (1)

Datos analiticos

110gDUD $aP10.421S2 2P S/ Aod S1SyPUD 1P U

Sustancia quimica detectada 3'-Hidroxi-estanozolol Sustancia quimica detectada 2a—metil-5¢-androstan-3a-ol-17-ona
Compuesto excretado Metabalito Compuesto excretado Metabdlito
o
CHj
CHy
CHgz.,,
Ho'"
A

Forma de excrecién Libre Forma de excrecién Conjugada
Derivado fraccion libre N-HFB-O- Derivado fraccién conjugada bis-TMS

TMS

OT™S
} cu;!/ _CcHy
OTMS CHy \i ‘
HFB — N\ (
PN
H

Fragmentos principales 143 (PB) Fragmentos principales 448 =M
(m/z) 378 (m/z) 433 (PB) = M-15

552 343 = M-15-90

594 = M-15-90 253 = M-15-90-90

669 = M-15 169
lones seleccionados 143 lones seleccionados 443
(m/z) 552 (m/z) 448

594 169

2nunde

019D
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Datos analiticos Datos analiticos (2)
. o f’h'drp’“menl"‘?“'mema"dmﬁ'T’4'dien'11“' Sustancia quimica detectada 3-Hidroxi-estanozolol
7p-diol-3-ona
Compuesto excretado Metabdlito
Compuesto excretado Metabdlito
oH CHy
HO cs] cny - "ir"‘_‘-_ -
. I oH cHs | pu |
L~
| & J
- ~ ! -

Forma de excrecion Libre Forma de excrecion Conjugada

Derivado fraccién conjugada tri-TMS Derivado fraccidn libre tris-TMS

O°TMS
sl en
|

™FO o o~
T™™MSOCHy c«,[
Ty

A

9661 ‘L1 U PO 21435 saLodacq ap aoradng ofasuo)

Fragmentos principales 143 = (PB) Fragmentos principales 143 = (PB)
(m/z) 351 (m/z) 254
385 545 = M-15
562=M 560
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(m/z) 222 (m/z) 545
367 560

POy

i

J

07 Zan:

IV ‘out
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FURAZABOL FURAZABOL
Datos analiticos (2) Datos analiticos (1)
Sust Juimica detectada 16z-hidroxifurazabol S ia quimica d tada 170,-metil-Sa-androstan(2, 3-c]-[1,2 5oxadiazol-17f-ol
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Padre
DH
“CH; 1 -CHy
N CHy ‘ ]
i
Forma de excrecién Conjugada
Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccion conjugada bis-TMS
Derivado fraccion conjugada ™S
-~ c OTMS
€H Hy
;Nj_.' -\](,:t»._ 1/\1 J qu,
o CH
\u"' R M /! " .-l_'
" & J\ T
Ay
N* Y
H
Fragmentos principales 490 =M
(m/z) 400 = M-90
an
295 = M-90-90-15 Fragmentos principales 402=M
231 (m/z) 387 - M-15
218 (PB) 143 (PB)
lones seleccionados 218 lones seleccionados 143
(miz) 23 (miz) 387
490 402

SOLIDULIN SOJOGDIWE SNS & SOOIS0]0ISI OU SAUDZIOGUUD SaP10421sa ap S/ dod S1sipun jap uoron
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MESTEROLONA MESTANOLONA
Datos analiticos (1) Datos analiticos
Sustancia quimica detectada 17-Hidroxi-1-metilandrostan-3-ona quimica detectada 17a-metil-5c-androstan-3a-17p-diol
Compuesto excretado Padre Compuesto excretado Metabdlito
OH
) C'HJ CHy
aHg( [ )
| |
HO 5
H
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS Derivado fraccién conjugada bis-TMS
O°THS oTHS
CH;! e T! - CHy
oy ~JLA i X
CHy J __] _ __-\__‘{/ L\ o J
: ™G B
™SO H
Fragmentos principal 130
Fragmentos principales 253 = M-15-90-90) (m/z) 143 (PB)
(miz) 343 = M-15-90 360 = M-90
433 (PB) = M-15 435 = M-15
448=M 450=M
lones seleccionados 433 lones seleccionados 143
(m/z) 448 (m/z) 435
343 360

MILUPOY

'V ‘ouD;
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METANDIENONA (METANDROSTENOLONA) MESTEROLONA
Datos analiticos (1) Datos analiticos (2)
Sustancia quimica detectada 17-epimetandienona Sustancia quimica detectada 3-Hidroxi-1-metilandrostan-17-ona
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Metabolito
o
cu,u
FH, . T P \‘j
 SH3) 1
["x.._‘/' 1 \l/
W on
Forma de excrecion Libre
Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccion libre monc-TMS
CHy
N ?ujl R Derivado fraccién conjugada bis-TMS
cnl[ :’
1T
07 T
Fragmentos principales 372=M .
(m/z) 315 ™SO
302
282 = M-90
219
194 Fragmentos principales 253 = M-15-90-90)
161 (m/z) 343 = M-15-90
143 (PB) 433 (PB) = M-15
122 448 =M
lones seleccionados 143 lones seleccionados 433
(m/z) 282 (m/z) 448
372 343

SOLIDULIN SOIJOqDIN SNS & SOTOJo1s1f 0U SAUDZIoqDUD $aPI10421Sa 2P SIW/DD) 40d SISIPUD [ap uovzundo
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METANDIENONA (METANDROSTENOLONA)

METANDIENONA (METANDROSTENOLONA) (2)

Datos analiticos (3)

Datos analiticos

Sustancia quimica detectada

17p-metil-5p-andros-1-en-3a, 17 a-diol

6[3-hidroximetandienona

Compuesto excretado Metabolito CHy Compuesto excretado Metabolito
CM;‘ OH OH
, - cu.,l iy
K@ m 7
| 1 ll — i Py e
P 1 1]
o A
Z |
OH
Forma de excrecion Conjugada
Forma de excrecion Libre
Derivado fraccion libre bis-TMS
i i"’ ) Derivado fraccién libre bis-TMS
¥ 3 . oT™S o
i":| ) 5l oy
| J :"j[ 1
THS'O . I e
H
(+]
Fragmentos principales 448=M OTHS
(m/z) 433 = M-15
358 = M-90
343 = M-90-15 Fragmentos principales 460=M
268 = M-90-90 (m/z) 455 = M-15
253 = M-90-90-15 370 = M-90
216 281
196 209
143 (PB) 143 (PB)
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(miz) 358 (m/z) 281
448 209

Zansupoy

Y ‘oup)
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METANDRIOL METANDIENONA (METANDROSTENOLONA)
Datos analiticos Datos analiticos (4)
Sustancia quimica detectada 170-metil-53-androstan-3c.,173-diol Sustancia quimica detectada 170-metil-53-androstan-3a,173-diol
Compuesto excretado Metabolito oh Compuesto excretado Metabolito
CcHy 1 o OH
AT C“J[,cu,
Cu]l 1 P LN
P o C“l‘L
H HO
H
Forma de excrecion Conjugada
Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién libre bis-TMS cHy
cu,L oms Derivado fraccién libre bis-TMS
~ L ] O'TMS
4,//\“’1‘ 2 o A\ i 31 g
(1) % e
™SO & h - =
H
ST
™SO
Fragmentos principales 448 =M H
(m/z) 433 = M-15
358 = M-90
343 = M-90-15 Fragmentos principales 450 =M
268 = M-90-90 (m/z) 435 = M-15
253 = M-90-90-15 345 = M-90-15
216 270 = M-90-90
196 255 = M-90-90-15
143 (PB) 143 (PB)
130 130
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(m/z) 358 (m/z) 435
448 450

SOLIDULIN SOJOgDIAWL SNS & SOI180]01S1f 0U SIIUD21OGDUD $IP10.421S2 2P SN/ 40d s1s1puUD 2P UV IULA)
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METENOLONA

METENOLONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

S661 ‘LT M POI 21438 "saLiodacy ap aoliadng olasuo)

Sustancia quimica detectada 1-Metilen-5a-androstan-3u-ol-17-ona Sustancia quimica d | 17[-Hidroxi-1p-metil-5a-androst-1-en-3-ona
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Padre o
o
§ )
CHacuy l i CHicu, | [ ]
| ) 1 | ]
H
Ll J 1]
N TN W
HO H H
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS Derivado fraccion conjugada bis-TMS
OTHS
cu,L
CHacuy | i sl
. , PP J
. LIJ
™SO p— L B
H
Fragmentos principales 446 =M
(m/z) 431 (PB) = M-15 Fragmentos principales 446=M
341 = M-15-90 (m/z) 431 =M-15
251 = M-15-90-90 356 = M-90
195 208
169 195 (PB)
105 179
lones seleccionados 431 lones seleccionados 195
(m/z) 446 (m/z) 208
169 446

Y OUD) ZansLipoy
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6¢C

METILTESTOSTERONA

METILTESTOSTERONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

Sustancia quimica detectada 17a-metil-5p-androstan-3a, 178-diol Sustancia quimica detectada 17c-metil-Sa-androstan-3e, 17B-diol
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Metabolito o
OH cn,! Eit
CH o
s! CHy onsf 1 P S
iH]J T \] same ’l ) - |
L 1. i HO e
wo l i
H
Forma de excrecién Conjugada
Forma de excrecién Conjugada
L Derivado fraccion conjugada bis-TMS
Derivado fraccién conjugada bis-TMS S g9 TS
i 3 koo
EH:O THS - .,
) l . - CHy “"1' J
cHy [ ~ . e e
y@m (
T mMro” SN
IQ ;
HsO~ e
H
Fragmentos principales 450=M
(m/z) 435 = M-15
Fragmentos principales 4506 =M 360 = M-90
™ 30 - M.90 270~ M.90.90
360 = M- = M-90-
345 = M-15-90 255 = M-15-90-90
270 = M-90-90 143 (PB)
143 (PB) 129
130 73
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(miz) 435 (m/z) 435
360 360

SOLIDULIN SOIJOqDIaW SNS & SONTOJOISI OU SIUDZIOGDUD $IP10.43]1sa 2P SN/ 40d SISHPUD 12p uoZIuido
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NANDROLONA

NANDROLONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

St 1cia quimica det: la 5p-Estran-3c-0l-17-ona S Jui d tad Sa-Estran-3a-0l-17-0na
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Metabolito
ey cHsfl
" \P'L <N \
e \\]/* J [’/\_\/[\_\l/,- J
H H
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS Derivado fraccion conjugada bis-TMS
cu,‘i""‘“ cny 9 TS
] /[ —
™SO ™s0” : H \/]/
H
Fragmentos principales 420=M Fragmentos principales 420=M
(m/z) 405 (PB) = M-15 (m/z) 405 (PB) = M-15
315 = M-15-90 315 = M-15-90
225 = M-15-90-90 225 = M-15-90-90
lones seleccionados 405 lones seleccionados 405
(miz) 420 (miz) 420
315 315

oY 'oup?) Iandlpoy
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e

NORETANDROLONA

NORETANDROLONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

Sustancia quimica detectada 17 a-Etil-5@-estran-3c, 17, 20-triol Sustancia quimica detectad 17w-Etil-5p-estran-3a, 17 B-diol
Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Metabolito
OH CH,OH
c!“‘l' CHyCHy OH !I ~CHy'Cly
( [ | ]
4 (1)
| J . l 1
. o -
HO & H
Forma de excrecion Conjugada
Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccion conjugada bis-TMS
Derivado fraccién conjugada bis-TMS
O°THS
‘iu!!.__.w,'(_u,
T‘l?m;l!(H!'OYHS !l L_ - :
[ i C I J
N Y WP
L. 1 H
H
Fragmentos principales 435 =M-15
(miz) 421 = M-29
Fragmentos principales 421 = M-117 331 = M-29-90
(m/z) 331 = M-117-90 241 = M-29-90-90
245 (PB) 157 (PB)
217 144
lones seleccionados 245 lones seleccionados 157
(m/z) 421 (m/fz) 33
331 421

SOLIDULIN SOIJOGDIAW SNS & SOD1T0]0151f OU SAIUDZHOGDUD SaP1odalsa ap SI/D0 dod s1sypuw jap uprovznundo
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OXANDROLONA

OXANDROLONA

Datos analiticos (2)

Datos analiticos (1)

Sustancia quimica detectada

17-Epi-oxandrolona

Sustancia quimica detectada

17-Hidroxi-17-metil-2-oxo-androstan-3-ona

Compuesto excretado Metabolito Compuesto excretado Padre
=
o 4{\/ v
Forma de excrecion Libre Forma de excrecién Libre
Derivado fraccidn libre mono-TMS Derivado fraccidn libre mono-TMS
cHy QT THS
_ ~CHy
CHy _‘[
o
o ;
H

Fragmentos principales 37a=M Fragmentos principales 378=M
(m/z) 363 =M-15 (m/z) 363 = M-15

321 = M-57 321 = M-57

308 = M-70 308 = M-70

288 = M-90 288 = M-90

143 (PB) 143 (PB)
lones seleccionados 143 lones seleccionados 143
(m/z) 308 (m/z) 308

321 321

ZaNaLpoy

'Y oup)
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OXIMETOLONA

OXIMESTERONA

Datos analiticos (1)

Datos analiticos

Sustancia quimica detectada 170—metil-5a-androstan-3a-17p-diol Sustancia quimica detectada 4B-17p-Dihidroxi-17a,metilandrost-4-en-3-ona
Compuesto excretado Metabdlito Compuesto excretado Padre
formeny
_-CHy
CHy
) o
HO
OH
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado fraccién conjugada bis-TMS Derivado fraccion conjugada tris-TMS
OTMS O'TMS
CHIJV\_CHJ CHy | _cng
CHy - J CHy
TMSO (\j'l/\/)/ ™SO
" oTMS
Fragmentos principales 450=M
(m/z) 435 = M-15 Fragmentos principales 534 (PB) =M
360 = M-90 (m/z) 519 = M-15
143 (PB) 444 = M-90
130 389
lones seleccionados 143 lones seleccionados 534
(m/z) 435 (m/z) 389
360 519

nundo

~
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TREMBOLONA

OXIMETOLONA

Datos analiticos (1)

Datos analiticos (2)

Sustancia quimica detectada

17f-hidroxi-estra-4,9,11-trien-3-ona

Sustancia quimica detectada

2z-Hidroximetil-17a-metil-5c-androstan-3z,4z, 17-triol

Compuesto excretado Padre Compuesto excretado Metabolito
OH OH
CH3 ri“’l_ CHy
= ] ol | |
HO'CHy ‘1«] . -.‘\]".- l et
[ . J wot 1 ';:1,
o ~I/ s
Forma de excrecion Conjugada Forma de excrecion Conjugada
Derivado MO-TMS Derivado fraccién conjugada tetra-TMS i
) T!] ~CHy
mso‘cu,j/\,:l/tf!T_,f -
T
OTHS

Fragmentos principales 371=M Fragmentos principales 640=M
(m/z) 356 = M-15 (miz) 625 = M-15

281 = M-90 550 - M-90

266 = M-15-90 460 = M-90-90

255 405

253 370 = M-90-90-90

240 (PB) 315

238 143 (PB)
lones seleccionados 240 lones seleccionados 143
(m/z) 37 (m/z) 495

266 550

poy

Zansid

'Y 'oun)



Q661 ‘L1 oM PO 21428 ‘sariodac] ap aoadng ofasuo)

fad
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TREMBOLONA

4.2, Estudio de lad

identifi

y confirmacion de los productos urinarios

de degradacion originados tras la utilizacion de fluoximesterona

Datos analiticos (2)

Sustancia quimica detectada

17u-hidroxi-estra-4,9,11-trien-3-ona

FLUOXIMESTERONA

Datos analiticos

1.2.3,4,586

Estructura

o]

Grupo esteroideo estructural

Androstan-4-en-3-ona

Nombre quimico abstracto

9-Fluoro-11,17-dihidroxi-17-metilandrost-4-en-3-ona

Compuesto excretado Epimero
CH,?H
Forma de excrecién Conjugada
Derivado MO-TMS
OTMs
c"’ 1
Fragmentos principales 371 =M
(m/z) 356 = M-15
281 - M-90
266 = M-15-90
255
253
240 (PB)
238
lones seleccionados 240
(m/z) 371
266

Nombres quimicos alternativos

11[,17p-Dihidroxi-Sa:-fluoro-17a-metil-androst-4en-3-ona
9uor-Fluoro-11f-hidroxi-17c-metiltestosterona

Marcas registradas

“Android-F"
“Androsterolo”
“Androfluorene”
“Androflucrone”
“Fluotestin”
"Halotestin”
“Oralsterone”
“Oratestin”

“Ora Testryl"
“Testoral”
“Ultandren”

Férmula molecular
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P i

C71,40% H8,69% F 565% O 14,27%

Peso molecular

366,45

Categoria terapéutica
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o) Z

FLUOXIMESTERONA
9alfa-flior-1 1beta, 17beta-dihidroxi-17alfa-metilandrost-4-en-3-ona

Material y método

Tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona (9a-fluoro-17wa-metilandrost-4-en-
11p,17B-diol-3-ona), se recogieron diversas fracciones urinarias entre las 0 y 24 horas pos-
teriores a dicha administracion.

Con las condiciones cromatograficas generales presentadas, se han realizado los TIC de
las diferentes muestras, de las cuales se han elegido para la identificacion de los productos
de eliminacion las que ofrecen mas posibilidad de identificacion de los metabolitos.

Teniendo en cuenta los procesos de biotransformacion de la fluoximesterona descritos en
la bibliografia'. 2, su estructura'. 3.4.5 y las posibles estructuras de los metabolitos urinarios
que pueden excretarse, se han realizado los TIC correspondientes a las fracciones libre y
conjugada.

Fraccion libre

En el correspondiente TIC de la fraccion libre de la muestra de orina correspondiente a las
9 horas tras la administracion de fluoximesterona (figura 2), se han identificado, entre todo
los eluidos, los picos siguientes, obteniéndose de cada uno de ellos, por SCAN, el corres-
pondiente espectro de masas El:

* Pico |, eluido a un tg=11.7, que corresponde al tetra-TMS derivado del 9a-flior-
3w, 6,118, 17pB-tetrahidroxi-17c-metil-4-androsteno, uno de los metabolitos (metabolito 1,
M1) de la fluoximesterona que se excreta en forma libre.

Este metabolito posee un grupo hidroxilo 64, hidroxilacion que corresponde a una de las
principales rutas metabdlicas de eliminacion de esteroides para excretarse generalmente
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Figura 2. TIC de la fraccidn libre de una orina recogida a las 9 horas tras la administracién de fluoximesterona.
I, tetra-TMS derivado del 9a-flior-3a,60, 118, 170-tetrahidroxi- 17a-metil-4-androsteno
Il tri-TMS derivado de la 9a-fldor-6e, 11e, 17a-trihidroxi-17a-metil-androstan-3-ona
. ri-TMS derivado de la 9a-flior-3a, 603, 17 B-trihidroxi-17a-metil-androstan-4-en-11-ona

en forma libre; su espectro, en consecuencia, y al igual que los de otros hidroxiesteroides
TMS-derivados, debe poseer abundantes iones procedentes de la pérdida de sucesivos
radicales metilo [M-CH,] y moléculas de trimetilsilanol [M-TMSOH]. En dicho espectro
aparecen los siguientes fragmentos caracteristicos:

— 16n molecular m/z=642.

— 16n m/z=552, procedente de la pérdida de una molécula de trimetilsilanol del i6n mole-
cular, M-90, producido porque al poseer este esteroide grupos OTMS axiales existe
una interaccion 1,3-diaxial con los hidrégenos de estas posiciones.

— |6n m/z=462, correspondiente a la pérdida sucesiva de dos moléculas de trimetilsilanol,
M-90-90, debida a que al ser este esteroide un 3¢,63-bis-O-TMS esteroide posee dos
sustituyentes OTMS axiales que provocan dicha fragmentacion.
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- 16n m/z=143, muy caracteristico y abundante, que es el pico base, y que es propia de
los 17 o-metil-17 -OTMS-esteroides, procedente de la fragmentacién del anillo D.

— lén m/z=532, caracteristico aunque no muy abundante, que proviene de la pérdida

de una molécula de TMSOH seguida de una de FH para dar un i6n [M-TMSOH-
FH], M-90-20.

Seleccionados los iones 143, 552 y 642, se ha obtenido por GC/SIM el correspondiente
cromatograma. (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tetra-TMS derivado del 9a-flior-3a, 68,118, 17p-tetrahi-
droxi-17a-metil-4-androsteno.

38 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998



Optimizacién del andlisis por GC/MS de esteroides anabolizantes no fisiologicos y sus metabolitos urinarios

* Pico Il, eluido a un tg=10.5, que corresponde al tris-TMS derivado de la 9u-flior-
6,11, 17B-trihidroxi-17c-metil-androstan-3-ona, metabolito también excretado en forma
libre, (metabolito 2, M2), sin que el reactivo de derivatizacion produzca enolizacion del
grupo cetonico, con un hidroxilo en posicién 6.

Los fragmentos mas caracteristicos que aparecen en el espectro son los correspondien-
tes a los iones m/z=406 (resultante de la pérdida de una molécula de trimetil silanol del
ion molecular, M-90), m/z=391 (correspondiente a la pérdida de una molécula de trimetil-
silanol y de un grupo metilo, M-90-15) que es el pico base, y m/z=303.

Seleccionados los iones 391, 303 y 406, se ha obtenido por GC/SIM el correspondiente
cromatograma. (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tris-TMS derivado de la 9o-flior-68, 118, 178-trihidroxi-
17c-metil-androstan-3-ona.

Consejo Superior de Deportes. Serie [Cd n® 17, 1998 39




Rodriguez Cano, A.F.

*Pico Ill, eluido a un tg=12.6, que corresponde al tri-TMS derivado de la 9a-flior-
3w,6[8, 17p-trihidroxi-17o-metil-androstan-4-en-11-ona, metabolito de la fluoximesterona
(metabolito 3, M3) asimismo excretado en forma libre y en el que tampoco se enoliza el
grupo cetonico, siendo también un 3,68 dihidroxilado.

Los fragmentos mas caracteristicos son los correspondientes a los iones m/z=143, que
es el pico base, y en menor concentracion los iones m/z=283, m/z=284, m/z=498 y
m/z=568, que es el ion molecular.

Seleccionados los iones 143, 283 y 284, se ha obtenido por GC/SIM el correspondiente
cromatograma. (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tri-TMS derivado de la 9a-flior-3ct, 68, 17-trihidroxi-
170-metil-androstan-4-en-11-ona.
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Fraccion conjugada

En el correspondiente TIC de la fraccidon conjugada de la orina recolectada a las 24 horas
de la administracion de fluoximesterona (figura 6), se han identificado, entre todos los
picos eluidos, los siguientes:

* Pico |, eluido a tg=23.9, correspondiente al tetra-TMS-derivado del 9a-fldor-
30,6, 118, 17B-tetrahidroxi-17c—~metil-4-androsteno, metabolito de la fluoximesterona que
ademas de eliminarse en forma libre también se elimina en forma conjugada (metabolito
1, M1).

Los fragmentos mas caracteristicos son los correspondientes a los iones m/z=642 (que
es el ion molecular), m/z=552 (correspondiente a la pérdida de una molécula de trimetilsi-
lanol por el i6n molecular), m/z=462 (correspondiente a la pérdida sucesiva de los molé-
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Figura 6. TIC de la fraccion conjugada de una orina recogida a las 24 horas tras la administracion de fluoxi-
mesterona.
I. tetra-TMS derivado del 9a-flior-3c, 68, 118, 17-tetrahidroxi-17a-metil-4-androsteno
Il. tetra-TMS derivado de la 9a-flior-3e, 68, 11, 17f-tetrahidroxi-17a-metil-androstano
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culas de trimetil silanol), m/z=283 (caracteristico de los 3,6-bis-OTMS-A4-esteroides) y
m/z=143, procedente de la fragmentacion del anillo D.

Seleccionados los iones 143, 552 y 642, se han obtenido por GC/SIM los correspondien-
tes cromatogramas. (Figura 7).

* Pico Il, eluido a tz=24.2, correspondiente al tetra-TMS-derivado del 9ea-fldor-
3a,63,11,17 a-tetrahidroxi-17 e-metilandrostan o (metabolito 4, M4).

100% = 100
100 = "

kG 3 ION 143 é'

0 —— S e S .
100% = 22
100 ur

so% ION 552 3\ f

0
100% = 10
100 "

503 ICN 642 %\

i A

1 i 1] i 1 1 1] L? 1 1 T T 1 1 1 1 | e o 1
23.0 24.0 25.0
Time (min.)

100X = 100
13 143

80

tillE

w0 552

] 427 462 g
20 193 263 283 37 U 53\7 \ 642
“:mll.fl.il - IL!TT‘T‘ ulm> 1:.TJ||_.;LI "lr _[Lul;lLl.Ll ]_lI 114‘ T.._L'_LI1 —r— |l|L
100 200 300 400 500 600
Mass/Charge
O'TMs
™so M3 | oy
CHy
143
™SO
™SO

Figura 7. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tetra-TMS derivado del 9u-filior-3a, 68, 118, 170-tetrahi-
droxi-17a-metil-4-androsteno.
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Los fragmentos mas significativos son los que corresponden a los iones m/z=143, que es
el pico base (procedente de la caracteristica ruptura del anillo D), m/z=644 (que es el ion
molecular), m/z=554 (correspondiente a la pérdida por el ion molecular de una molécula
de trimetilsilanol, M-90), m/z=534 (que resulta de la pérdida por el ion molecular de una
molécula de trimetilsilanol mas FH, M-90-20), m/z=464 (pérdida por el i6n molecular de
dos moléculas de trimetilsilanol), y m/z=313.

Seleccionados los iones 143, 534 y 554, se han obtenido por GC/SIM los correspondien-
tes cromatogramas. (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tetra-TMS derivado de la o-flior-3a,68,118,170-
tetrahidroxi-17a-metil-androstano.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998 43



Rodriguez Cano, A.F.

En el TIC de la orina recolectada a las 5 horas (figura 9), se han identificado entre los
eluidos los siguientes picos:

* Pico |, eluido a t3=23.9, nuevamente correspondiente al tetra-TMS-derivado del 9a-fltior-

3,68, 11, 17p-tetrahidroxi-17a-metil-4-andros teno (metabolito 1, M1).
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Figura 9. TIC de la fraccién conjugada de una orina recogida a las 5 horas tras la administracion de fluoximesterona.
I. tetra-TMS derivado del Sa-fllior-3a, 6, 11, 17-tetrahidroxi-17-metil-4-androsteno
Il. tri-TMS derivado de la Sa-fltior-3, 68, 17f-trihidroxi-173-metil-androst-11-ona
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Los fragmentos significativos y los cromatogramas obtenidos tras seleccionar los iones
son similares a los obtenidos anterioremente. (Figura 10).

* Pico Il, eluido a tz=24.2, correspondiente al tri-TMS-derivado de la 9a-fitior-3c,603,17p3-
trihidroxi-17c-metilandrost-11-ona, un nuevo metabolito de la fluoximesterona eliminado
en forma conjugada (metabolito 5, M5).

Los fragmentos mas significativos son: m/z=570, ién molecular con una relativa abundan-
cia; m/z=480, procedente de la pérdida de una molécula de trimetilsilanol por el i6n mole-
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Figura 10. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tetra-TMS derivado del 9e-flior-3c, 6,11, 17 -
tetrahidroxi-17c-metil-4-androsteno.
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cular (M-90); m/z=465, que resulta de una pérdida de una molécula de trimetilsilanol y de
un grupo metilo en el ién molecular (M-90-15); m/z=390, que procede de la pérdida en el
ion molecular de dos moléculas de trimetilsilanol (M-90-90); y m/z=143, procedente de la
fragmentacion del anillo D, y que es el pico base.

Seleccionados los iones 143, 480 y 570, se han obtenido por GC/SIM los correspondien-
tes cromatogramas. (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma GC/SIM y espectro de masas El del tri-TMS derivado de la 9a-flior-3¢,60,17p-trihidroxi-
17c-metil-androst-11-ona.
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Estudio cinético de excrecion

En las figuras 12, 13 y 14 se muestra el perfil de eliminacién por orina de los tres metaboli-
tos excretados en la fraccion libre que se han identificado. La figura 15 representa la com-
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Figura 12. Perfil de eliminacion por orina del 9a-flior-3e,6f, 11p, 17-tetrahidroxi-17a-metil-4-androsteno, metabolito
excretado en forma libre tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 13. Perfil de eliminacion por orina de la 9a-flior-6f,11f,17p-trihidroxi-17o-metil-4-androstan-3-ona, metabolito
excretado en forma libre tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 14. Perfil de eliminacién por orina de la 9a-flior-3a, 6, 17-trihidroxi- 17a-metil-androst-4-en-11-ona, metaboli-
to excretado en forma libre tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 15. Comparacién en valores absolutos de la eliminacion en el tiempo de los tres metabolitos de la fluoxi-
mesterona detectados entre los que se excretan en forma libre tras la administracion de 20 mg. de
este esteroide.
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paracion en valores absolutos de la eliminacion, a lo largo del tiempo, de estos metabolitos.
En estas graficas se pone de manifiesto que, salvo en el caso de la dihidro-3,11-diona
(metabolito M2), que tiene un maximo de eliminacion a las 2 horas, los otros metabolitos
presentan dicho maximo a las 9 horas. En la orina correspondiente a las 20 horas sélo se
han podido detectar dos de los tres metabolitos, la tetrahidrofluoximesterona (metabolito
M1) y la trihidroxifluoximesterona (metabolito M3). Ademas estos dos Ultimos metabolitos
son los que se eliminan en mayor cantidad absoluta y parcial. En las figuras 16, 17, 18 y 19,
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Figura 16. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion libre
a las 2 horas de la administracién de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 17. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion libre
a las 5 horas de la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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en las que se representa la distribucion de los tres metabolitos en cuatro intervalos de tiem-
po diferentes (2, 5, 9 y 20 horas) se observa que la tetrahidrofluoximesterona (M1) y la 3o-
trihidroxifluoximesterona (M3) son los metabolitos mas abundantes a partir de las 5 horas
de la administracion de la fluoximesterona.
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Figura 18. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion libre
a las 9 horas de la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.

& 20 horas

120

e
pEl

1 M2 M3

Metabolitos de la fluoximesterona

Figura 19. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion libre
a las 20 horas de la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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En las figuras 20, 21 y 22 se presentan los perfiles de eliminacion en orina de cada uno de
los tres metabolitos identificados en la fraccion conjugada. En la figura 23 se presenta la
comparacion en valores absolutos de la eliminacion de dichos metabolitos. En contra de lo
que ocurria en la fraccién libre, en la que los metabolitos se empezaban a detectar a partir
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Figura 20. Perfil de eliminacion por orina del 9a-fldor-3c,68, 11, 17p-tetrahidroxi-17c-metil-4-androsteno, metabolito
excretado en forma conjugada tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 21. Perfil de eliminacion por orina del 9a-fldor-3¢, 66, 11, 17-tetrahidroxi-17c-metilandrostano, metabolito
excretado en forma conjugada tras la administracién de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 22. Perfil de eliminacién por orina de la 9a-fluor-3w,6f, 17-trihidroxi-17a-metilandrost-11-ona, metabolito
excretado en forma conjugada tras la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 23. Comparacion en valores absolutos de la eliminacion en el tiempo de los tres metabolitos de la fluoximes-
terona detectados, entre los que se excretan en forma conjugada, tras la administracién de 20 mg. de
este esteroide.
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de las 2 horas de la administracion de la fluoximesterona, en esta fraccién los metabolitos
se empiezan a detectar a las 5 horas, teniendo un méximo de eliminacion a las 9 horas.
Sélo la tetrahidroxifluoximesterona (M1) y la dihidrotetrahidroxifluoximesterona (M4) se
siguen detectando pasadas las primeras 24 horas tras la administracion del esteroide; y
ademas son los que se excretan en mayor cantidad tanto absoluta como parcial, como se
puede observar en las figuras 24, 25, 26 y 27, en las que se muestra la distribucion de los
tres metabolitos en diferentes intervalos de tiempo (5, 9, 20 y 24 horas.
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Figura 24. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccién con-
jugada a las 5 horas de la administracién de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 25. Distribucién de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion con-
jugada a las 9 horas de la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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En definitiva, al ser el el 9a-flior-3f3,6(3,115,17 p-tetrahidroxi-17 f-metil-4-androsteno el
metabolito (M1) que se excreta tanto libre como conjugado y que se elimina en mayor can-
tidad y durante mas tiempo, es este metabolito el de eleccion para detectar una administra-
cién de fluoximesterona.
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Figura 26. Distribucion de la eliminacion de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccion libre
a las 20 horas de la administracién de 20 mg. de fluoximesterona.
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Figura 27. Distribucién de la eliminacién de los tres metabolitos de la fluoximesterona detectados en la fraccién con-
jugada a las 24 horas de la administracion de 20 mg. de fluoximesterona.
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. CONCLUSIONES

Tras la administracion oral de dosis terapéuticas de los esteroides anabolizantes, sus
productos de biotransformacién eliminados se han encontrado en todos los casos en
bajas concentraciones, del orden de nanogramos/mililitro.

. En el medio fisiologico estudiado estas mismas sustancias se encuentran, en su mayor

parte, excretadas en forma conjugada con el acido glucurénico o sulfdrico.

. Con la metodologia desarrollada se han detectado, segun los esteroides, tanto com-

puestos padre como metabolitos. Y asimismo se detectan tanto si se excretan libres
como conjugados.

. Los productos de biotransformacion de los esteroides anabolizantes administrados en

dosis terapéuticas por via oral se han detectado, por término medio, durante los prime-
ros 3-4 dias posteriores a la administracion, presentandose mayoritariamente su maximo
de eliminacion entre las primeras 6-12 horas, aunque puede haber casos extremos por
defecto y por exceso en funcion de diversos condicionantes.

. Los productos eliminados correspondientes a cada esteroide anabolizante no se detec-

tan simultdneamente en todas las muestras recogidas tras la administracién del esteroi-
de.

. Consecuentemente a la similitud estructural de los esteroides anabolizantes se han

detectado vias metabdlicas comunes, siendo las mas destacables las correspondien-
tes a:

a) Epimerizacion: Metandienona (M1)
Oxandrolona (M1)
Trembolona (M1)

b) Hidroxilacion:

by) En6p: Dehidroclormetiltestosterona (M1)
Fluoximesterona (M1, M2, M3, M4 y M5)
Metandienona (M2)

bo) En 16: Furazabol (M1)

by) Indeterminada: Oximetolona (M2)

¢) Reduccion del anillo A:

¢q: 3-ceto a 3-hidroxi: ~ Bolasterona (M1)
Boldenona (M2)
Drostanolona (M1)
Fluoximesterona (M1, M3, M4 y M5)
Mesterolona (M1)
Metandienona (M3 y M4)
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7.

Metiltestosterona (M1 y M2)
Nandrolona (M1 y M2)
Noretandrolona (M1 y M2)
Oximetolona (M1 y M2)

Co: Otras: Boldenona (M1)

Metandienona (M3 y M4)
Noretandrolona (M1 y M2)

d) Oxidacion

d4) 17-OH a 17-ona: Boldenona (M2)
Clostebol (M1)
Drostanolona (M1)
Mesterolona (M1)

dy) 11-OH a 11-ona: Fluoximesterona (M2, M3 y M5)

Se han detectado e identificado los siguientes productos de eliminacion no descritos en
la bibliografia:

Fluoximesterona (M2, M3, M4 y M5)
Mesterolona (PC)

Ademas se han estudiado las fragmentaciones, no descritas bibliograficamente, de los
siguientes productos de eliminacion:

Bolasterona (PC)
Boldenona (M2)
Calusterona (PC, M1y M2)
Furazabol (PC y M1)
Noretandrolona (M2)

. Se han detectado metabolitos comunes a los siguientes grupos de esteroides anaboli-

zantes:
a) Metandienona - Metandriol - Metiltestosterona
b) Mestanolona - Metiltestosterona - Oximetolona

Y metabolitos comunes entre la nandrolona y la noretindrona, cuya identificacion indivi-
dual es resoluble analiticamente.

. En funcion principalmente de la estructura quimica y de los TMS-derivados formados, se

han encontrado fragmentaciones moleculares, intensas y especificas, comunes a diver-
sas moléculas eliminadas tras la administracion oral de esteroides anabolizantes. Las
fragmentaciones mas caracteristicas han sido las siguientes:

i) Fragmentos procedentes de rupturas en el anillo D
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* |6n m/z=143, caracteristico de los 17a-metil, 173-OTMS esteroides, que se produce
tras una fuerte fragmentacion del anillo D esteroideo por los enlaces 13-17 y 14.15, y
que se corresponde con uno de los principales e intensos iones considerados en la
deteccion de:

Bolasterona (M1)

Calusterona (M1 y M2)
Dehidroclormetiltestosterona (M1)
Estanozolol (M1)

Fluoximesterona (M1, M3, M4 y M5)
Formebolona (M1)

Furazabol (PC)

Mestanolona (M1)

Metandienona (M1, M2, M3 y M4)
Metandriol (M1)

Metiltestosterona (M1 y M2)
Noretandrolona (M1) (En este caso, m/z=157, 143+14)
Oxandrolona (PC y M1)
Oximetolona (M1 y M2)

* [6n m/z=130, producida por la ruptura del enlace 15-16, y que ha conducido a un ion
a considerar en la deteccion de las siguientes moléculas:

Calusterona (M1 y M2)

Metandienona (M4)

Metandriol (M1)

Metiltestosterona (M2)

Noretandrolona (M1) (En este caso, m/z=144, 130+14)
Oximetolona (M1)

ii) Fragmentos procedentes de rupturas en el anillo A

* 16n m/z=129, caracteristico de los TMS-derivados de los AS-3-hidroxiesteroides, de
los C19-hidroxiesteroides y de los 6B-hidroxiesteroides, hidroxiesteroides todos en los
que los sustituyentes trimetilsilano, ademas de mejorar las propiedades cromatogréafi-
cas, ejercen un gran poder direccional en la fragmentacion, originando fragmentacio-
nes del anillo A por los enlaces 1-6 y 3-4. Este idn, como fragmento a considerar, se
ha encontrado en las siguientes moléculas detectadas:

Boldenona (PC, M1y M2)
Calusterona (PC)
Metiltestosterona (M1)

* |6n m/z=231, fragmento caracteristico de una estructura bis-TMS-17-metil-16,17-diol,
y que se ha encontrado en:

Furazabol (M1)
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* |6n m/z=308, que se origina tras la ruptura del anillo A por los enlaces 1-10y 4-5, y
que se ha encontrado como caracteristica en:

Oxandrolona (PC y M1)

iii) Otros fragmentos

Los fragmentos méas abundantes y caracteristicos encontrados en las moléculas estu-
diadas han sido, ademas de los mencionados, los que resultan de la pérdida por el
ion molecular de sucesivos radicales metilo y moléculas de trimetilsilanol (M-CHg y M-

TMSOH).

Estas fragmentaciones se producen mas o menos extensamente en todas las molé-
culas identificadas como hidroxiesteroides TMS-derivados, excepto en el caso del
metabolito M3 de la fluoximesterona.

Cuando los esteroides poseen grupos OTMS axiales se han encontrado fragmentos
M-TMSOH abundantes, debido a que existe una interaccién 1-3-diaxial con los hidro-
genos de estas posiciones. Asimismo, cuando la molécula del esteroide posee susti-
tuyentes OTM axiales se produce un fragmento muy abundante, que en ocasiones es
el pico base del espectro, y que corresponde a la pérdida sucesiva de dos moléculas
de trimetilsilanol, como es el caso de los 30,63-bis-OTMS-esteroides siguientes:

Bolasterona (M1)

Calusterona (PC, M1 y M2)
Fluoximesterona (M1, M4 y M5)
Metandienona (M3 y M4)
Metandriol (M1)
Metiltestosterona (M1 y M2)
Oximetolona (M2)

Por el contrario, cuando el esteroide posee dos sustituyentes OTMS, uno axial y uno
ecuatorial, se hace mas difiicil la pérdida de dos moléculas de TMSOH, debido a la
falta de disponibilidad de protones a una distancia adecuada, siendo en este caso
posible la pérdida de una molécula de TMSOH y de un radical OTMS para dar un
fragmento M-TMSOH-TMSO, que es lo que se ha encontrado que ocurre con:

Furazabol (M1)
Metandienona (M2)

10.Las moléculas detectadas se encuentran en una matriz organica en la que aparecen
también secretados un elevado numero de moléculas endogenas con estructuras simi-
lares, lo cual ha conducido a encontrar algunas impurificaciones en los picos eluidos,
como por ejemplo en el caso de la nandrolona.
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Resumen: El tema objeto de este trabajo se centra en el estudio que diversos factores,
enddgenos y exégenos, pueden producir sobre el Perfil Hormonal Esteroideo P.H.E.).
Estos factores pueden ser:

a) intrinsecos, como el sexo, el ritmo circadiano hormonal o la edad;

b) extrinsecos, como es la intensidad de la actividad fisica, el entrenamiento e incluso el
tipo del mismo, la practica deportiva en competicion o el deporte especifico practicado;

c¢) farmacoldgicos, como puede suceder con agentes relacionados con las hormonas del
perfil hormonal esteroideo, tales como la misma testosterona, la gonadotrofina coriénica
humana y los anabolizantes. Y en este caso, especificamente, el clomifeno.

La muestra total fue diversa, pero obtenida principalmente de sujetos deportistas de alto
nivel practicantes de diferentes deportes, aunque también se han realizado estudios com-
parativos con otras poblaciones, todas ellas anonimas.

Los resultados demuestran, con alta incidencia significativa en algunos casos, la influencia
que estos factores ejercen sobre las concentraciones de las hormonas integrantes del
P.H.E. y sobre las relaciones entre ellas mismas. Por lo que como conclusion se demuestra
la dificultad de resolver la evaluacion del parametro T/E en un control del dopaje sin consi-
derar el resto de los parametros integrantes de dicho perfil.

Palabras clave: dopaje, control del dopaje, testosterona, perfil hormonal esteroideo, clomi-
feno

Abstract: This study is based on the influence of several endogenous and exogenous fac-
tors on the Steroid Hormone Profile (S.H.P.). These factors can be:

a) Intrinsic ones, such as sex or the age.

b) Extrinsic ones, such as the intensity of physical activity, the kind of training and sport,
and the sport in competition.

c¢) Pharmacological ones, as those agents related to steroid hormone profile, such as tes-
tosterone, human chorionic gonadotrophin and anabolic steroid (specifically, the clomiphe-
ne).
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The total sampling was diverse, but mainly consisted of high level sportsmen who practise
different sports, although comparative studies have been carried out with other populations.
Populations were anonymous in all cases.

Results show the influence of these factors on the concentrations of S.H.P. hormones and
relation among them, where a high significant repercussion can be noticed in some cases.
We come to the conclusion that there is a difficulty of the T/E ratio evaluation in doping con-
trol when all the factors mentioned above, are not taken into account.

Key words: doping, doping control, testosterone, steroid hormone profile, clomiphene.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998 69






Factores actuantes sobre el perfil hormonal esteroideo

1. EVALUACION DE LA DETECCION DE LA TESTOSTERONA EN EL CONTROL DEL
DOPAJE

Incuestionablemente la modificacion en la frecuencia cualitativa y cuantitativa en la detec-
cion de los esteroides anabolizantes androgénicos es el reflejo de la variaciéon de su
uso, el cual esta incrementandose afo tras afo, aunque no puede dejarse de tener en
cuenta que en la evolucion estadistica de la deteccién analitica de estas sustancias igual-
mente puede influir:

a) el avance de las posibilidades instrumentales, lo que permite la deteccion de cantidades
progresivamente inferiores de los metabolitos de los esteroides utilizados, y

b) /la obtencidn sintética en los laboratorios de metabolitos de algunos de los esteroides,
que no se encuentran disponibles comercialmente, lo que ha supuesto un incremento en
las posibilidades de confirmacion de algunos de ellos (estanozolol por ejemplo), y ha
revertido en una nueva posibilidad de deteccion no existente en épocas anteriores en las
que no se contaba con dichos metabolitos sintéticos.

Pero a la vez que el nimero general de esteroides anabolizantes androgénicos detecta-
dos en el control del dopaje se incrementa frente a la cuantificacion del resto de las sustan-
cias dopantes identificadas?, también aumenta la proporcion de los resultados positivos por
testosterona frente a los basados en la deteccion de los otros EAA. Las razones de la
actual eleccién de la testosterona como sustancia dopante anabolizante pueden quiza
“justificarse” por los indeseables efectos secundarios producidos por los EAA sintéticos -en
particular por los riesgos de hepatoxicidad, hepatoma y carcinoma prostético asociados a la
administracion de los esteroides 17o-alquilados-, junto con el reconocimiento de las indu-
dables garantias que ofrece la CG/EM en la sistemaética deteccion de estos agentes farma-
colégicos?. Esta situacion resalta la importancia progresiva que en el dopaje alcanza actual-
mente la testosterona, asi como que su determinacién analitica, directa o indirecta, como
confirmacion de su administracion o de una manipulacion, sea un tema de alto interés en el
control del dopaje.

En relacion al control de la administracion de testosterona, el parametro inicial estadistica-
mente significativo es la relacién testosterona/epitestosterona medida en los controles
analiticos de dopaje. Para discernir un caso positivo con testosterona se ha establecido
internacionalmente el limite de 6 en el cociente T/E3, limite fijado con un amplio margen
sobre valores fisiolégicos estadisiticamente normales. Sin embargo, la determinacion del
cociente T/E para resolver entre una administracion exégena de testosterona o una mani-
pulacion frente a una situacion fisiolégica normal puede conducir a falsos positivos (T/E>6
con concentraciones de testosterona enddégena superiores a la media normal) o falsos
negativos (T/E<6, a pesar de existir por causas exégenas un incremento en la concentra-
cion de la testosterona medida). El limite de 6 en el cociente T/E no es por tanto tan incues-
tionable como se pretendié al determinar su valor numérico, ya que esta relacion puede
depender de:

1) Las dosis administradas de ésteres de la testosterona.
2) Factores intrinsecos y extrinsecos que acompanan a la administracion.

3) La programacion de la misma.
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Si por otra parte se considera:

19) que los niveles urinarios de testosterona y epitestosterona difieren sustancialmente
segun los individuos, especialmente en el caso de los varones?, y

2°%) que el incremento que sufre la concentracion de testosterona después de que se admi-
nistran ésteres de esta hormona, no es propocional a la cantidad administrada y varia
especificamente segun el individuo que los utiliza,

puede discutirse la adopcion del cociente T/E como la unica relacién aplicable para detec-
far una posible administracion de testosterona en los siguientes casos:

A. Muestras con T/E<6, evaluadas como negativas. Puede ocurrir que en determinadas
muestras, recogidas tras una competicion, se midan cocientes T/E inferiores al limite de
6, siendo sin embargo muestras procedentes de sujetos en los que se ha producido:

a4) Una administracion de testosterona exégena en época de entrenamiento, pre-
viamente a la competicion. Esta administracion se realiza:

1) Programandose durante un tiempo mas o menos prolongado, generalmente en
periodo de entrenamiento, durante el cual se eleva la concentracion del esteroi-
de, obteniéndose efectos que influiran en el rendimiento en la competicién.

2) Regulandose de tal forma que en la analitica realizada tras la competicion el
indice T/E queda, aunque sea muy ligeramente, por debajo de 6.

a,) Una administracion conjunta de testosterona y epitestosterona que conduzca
a un normal cociente urinario de T/E de aproximadamente 1. Basandose en que
solo el 1% de la testosterona se excreta inalterada (aparte de la conjugada con
acido glucurdnico) mientras que de la epitestosterona el correspondiente porcentaje
se eleva al 30%, una administracion intramuscular de estas dos hormonas en una
respectiva relacién de 30:1 puede conducir a un normal cociente urinario de 1, sien-
do posible evadir la deteccion si sélo se depende del cociente T/E>.

a;) Una administracién de otros sustancias, que incidiendo en el equilibrio del

sistema hormonal, provoque determinados efectos como puede ser la obten-
cion de un incremento de la concentracion en sangre de la testosterona sin
que se sobrepase el limite de 6 en el cociente urinario T/E. Por ejemplo, si se
administra gonadotrofina coriénica humana (hCG) a varones adultos normales,
se estimula la produccién endégena de testosterona y epitestosterona, con la
consiguiente “beneficiosa” elevacién de la concentracion de la testosterona en san-
gre sin que se altere el cociente T/E urinario.

B. Muestras con T/E>6, evaluadas como positivas. En algunas muestras en las que
mide un cociente T/E superior al limite de 6 no puede descartarse la normalidad para
este valor por algunas posibles razones:

b4) Haber existido una posible ingesta de alcohol, que puede incrementar el indice de T/ES.
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b,) Encontrarse el sujeto en una fase del desarrollo puberal masculino, el cual puede
inducir a que el equilibrio fisiolégico entre la testosterona y la epitestosterona se
desplace hacia la segregacion de la primera hormona?. 8.

b;) Posea el individuo unas caracteristicas fisioldgicas tales que su cociente T/E>6 no
pueda considerarse como demostracion de una administracion de testosterona.

b,) El incremento anormal de testosterona provenga de una causa patoldgica.

bs) El sujeto haya tenido que utilizar alguna sustancia especifica, como el ketoconazol,
que es un antifingico, inhibidor del citocromo P-450, que suprime la sintesis de los
esteroides andrégenos?, pudiendo producir una baja en la epitestosterona superior a
la inducida en la testosterona, y por consiguiente elevar el cociente T/E.

Es evidente que los problemas generados por “falsos positivos” de relaciones T/E>6 pue-
den resolverse, en un plazo de tiempo mas o menos largo, tras las oportunas reclamacio-
nes y mediante largos y costosos procedimientos analiticos y endocrinolégicos. Pero en el
caso de los posibles “falsos negativos” en los que se ha incrementado anormalmente la
testosterona, pero con el resultado en el correspondiente andlisis de control de dopaje de
un cociente T/E<6 aparentemente normal, no puede conocerse, ‘a priori”, si el incremento
de testosterona, no detectable en relacion a la epitestosterona, ha sido debido a un apor-
te exégeno de testosterona o a una manipulacion con el mismo objetivo.

En consecuencia, se presenta como necesario para iniciar otras investigaciones conocer
los factores que pueden influir en el cociente T/E, en las concentraciones de testosterona
y epitestosterona e inclusa en otros parametros del perfil hormonal.

2. MODIFICACIONES QUE DIVERSOS FACTORES, ENDOGENOS Y EXOGENOS,
PUEDEN PRODUCIR EN EL PERFIL HORMONAL ESTEROIDEO

Al estar directamente relacionada la testosterona con el resto de las hormonas del perfil-
hormonal, se presupone que cualquier alteracion artificial en la concentracion de esta hor-
mona, que en principio deberia ser un caso de dopaje, puede no ser detectada mediante la
medida del cociente T/E, y que por tanto se deberian considerar otros procedimientos,
posiblemente complementarios, al actual de detecciéon de testosterona como causa de
dopaje.

2.1. Estudio de la posible influencia que sobre el Perfil Hormonal Esteroideo (P.H.E.)
pueden ejercer algunos factores intrinsecos

2.1.1. Influencia del sexo

Se ha realizado el estudio de la posible influencia del sexo en los valores de los parametros
del P.H.E., teniendo ademas en cuenta la posibilidad de que a su vez influyera la circuns-
tancia de que las muestras fueran recogidas fuera de competicién o en competicion.
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El Unico condicionante impuesto al estudio estadistico, ademds de estudiar muestras de
deportistas con resultado negativo en el control del dopaje, fué el de considerar los casos
en los que la T/E era inferior a 3, por ser éste el limite que se empieza a considerar como
normal y para que no haya en los resultados influencias de otro género.

Los resultados, con los valores medios del P.H.E. obtenidos se presentan en las tablas | y II.

Tabla | . Valores medios de concentraciones urinarias de enddgenos y sus relaciones medidas en muestras recogi-
das a deportistas de diferente sexo en época de entrenamiento, preclimpica.

Concentraciones Varones Mujeres
de enddgenos (n=390) (n=44)
T (ng/ml) 66,1+61,1 12,0+15,3 **
E (ng/ml) 64,9+71,6 14,8++14,3 **
An (ng/ml) 1981,1+1599,9 1456,7+1284,7 +
Et (ng/ml) 2400,2+1728,7 2114,6+1593,6
OHAn (ng/ml) 384,9+370 282,7+286,7
OHEt (ng/ml) 214,4+332,6 348,8+1124,7
Relaciones
de enddgenos
TIE 1,412 1,1+0,9
An/Et 0.9+0,4 0,7+0,3*
OHAN/OHEt 2,8+3,4 1,9+1,5

** p<0,001; * p<0,01; + p<0,05 (Test de la t de Student)

Tabla Il . Valores medios de concentraciones urinarias de enddgenos y sus relaciones medidas en muestras de

deportistas de diferente sexo recogidas en competicion.

Concentraciones Varones Mujeres

de enddégenos (n=390) (n=44)
T (ng/ml) 28,6+23,0 6,6+4,3 **
E (ng/ml) 14,9+11,0 4,4+2 8
An (ng/ml) 3814,7+2931,7 2227,8+2120 +
Et (ng/ml) 3008,3+1577,3 2211,8+1324,6
OHAnR (ng/ml) 401,3+230,3 284,2+207 1
OHEt (ng/ml) 286,3+189,5 226,6+220,5

Relaciones

de enddgenos
T/E 2,1+1,3 1,3+0,6 *
An/Et 1,2+0,6 0,9+0,3*
OHAN/OHEt 1,9+1,1 1,2+2,4

** p<0,001; * p<0,01; + p<0,05 (Test de la t de Student)
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Figura 1. Concentraciones medias de relaciones entre enddgenos en varones y mujeres en fase de entrenamiento
preclimpico y en competicion.

2.1.2. Influencia del ritmo circadiano hormonal

Ante la influencia que el ritmo circadiano ejerce en diversos parametros fisiolégicos huma-
nos, se consideré que se deberia estudiar si también influia sobre los componentes del
P.H.E. Para ello se recogieron orinas puntuales a lo largo de un ciclo de 24 horas, diferen-
ciando el estudio entre varén (1) y mujer (1).

Como resultados, en la tabla Ill se presentan los valores medidos en el caso del ritmo circa-
diano del varon, y en la tabla IV los correspondientes al de la mujer. En ellas se observa
coémo existen variaciones en todos los parametros a lo largo de las diferentes tomas, tanto
en el varén como en la mujer.

2.1.3. Influencia de la edad

Dadas las posibles alteraciones hormonales fisiologicas que los varones sufren durante su
desarrollo puberal, se ha estudiado la posible influencia de este factor en la relacién T/E.
Para esta investigacion se eligié un grupo de 96 adolescentes, desglosados por edades de

la forma siguientes:

Estudiantes de 14 anos n=30
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Tabla ill. Concentraciones de endogenos y sus relaciones en muestras de orina recogidas a un varén durante un
ciclo circadiano.

Concentracién ds 7h. | 1on | 15n | 16h | 24h | sh | Mezca

enddgenos (ng/ml)
Testosterona 44,0 67,0 72,3 69,2 54,7 446 58,9
Epitestosterona 45,4 54,4 66,6 55,5 37,8 39,9 46,9
Androsterona 2811,5 | 2657,4 | 3669,3 | 3014,3 | 2598,8 | 1465,2 | 2176,3
Etiocolanolona 29454 | 2977,1 | 3013,3 | 2690,1 | 2843,0 | 1536,5 | 2110,9
OHAnNdrosterona 11353 | 964,1 | 2255,0 | 1475,2 | 629,3 894,7 | 831,0
OHEtiocolanolona 9494 | 8479 | 5539 | 7016 | 750,6 498,4 | 346,5

Relaciones de endégenos

T/E 0,97 1,23 1,09 1,25 1,45 1,12 1,26
An/Et 0,95 0,89 1,22 1,12 0,91 0,95 1,03
OHAN/OHEt 1,20 1,14 4,07 2,10 0,84 1,80 2,40
An/T 63,9 | 3966 | 50,75| 43,56 | 47,51 32,85 | 36,95

Tabla IV. Concentraciones de enddgenos y sus relaciones en muestras de orina recogidas a una mujer durante un
ciclo circadiano.

:::;:;’:'::’:;:;:1‘; 7h. | on. | 15h. | 18n | 22h. | 24n. | 2n | 5h. | Mezcia
Testosterona 19 8,8 3,1 2,9 4,2 10,2 5,2 58 35
Epitestosterona 4,3 13,6 55 68| 10,7 | 23,1 9,1 13,7 8,2
Androsterona 803,7 |2441,7 |1418,1 |1531,3 |1986,7 {4727,4 | 2375,7|3140,7| 1360,8
Etiocolanolona 767,0 |2502,2 |1127,5 |1185,2 [2118,7 |5430,4 | 2386,8 | 2925,4 | 1405,1
OHAndrosterona 146,2 | 358,1 | 227,3| 305,8 | 176,0 | 378,1| 344,9| 631,1| 124,7
OHEtiocolanolona 188,4 | 5016 | 196,8 | 329,7 | 3353 | 700,0| 454,1| 587,9| 1314

Relaciones de
enddgenos
TIE 0,45 064| 056| 042| 040 044| 057 043| 042
An/Et 1,05 097| 126| 129| 094 087| 1,00 1,07| 097
OHAN/QHEt 0,78 0,71 1,16 093 052 0,54 0,76 1,07 0,95
An/T 423 | 2774 | 4574 528 | 473 | 463,5| 453,4| 541,5| 388,8
Estudiantes de 15 anos n=33
Estudiantes de 16 anos n=18

Estudiantes de 17-19 anos n=16

El estudio comparativo de los valores T/E medidos en estas muestras se realizé con los
valores de T/E medidos en las muestras de 3.201 deportistas federados de 8 deportes dife-
rentes (atletismo, ciclismo, esgrima, fisicoculturismo, futbol, halterofilia, piragiiismo y taek-
wondo).
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En la figura 2 se representa graficamente la distribucion porcentual de los valores de T/E
en ambos grupos:

* Adolescentes de 14 a 19 afos (n=96).
* Deportistas federados de 8 deportes (n=3.201).

20

# Adolescentes ® Deportistas

% muestras
_ 5

LY

o . . . s 2 ]
0,15 0,45 0,75 1,05 1,35 1,65 1,95 2,25 2,55 2,85 3,15 3,45 3,75 4,05 4,35 4,656 4,95 5,25 5,55 5,85 >6
TIE

Figura 2. Comparacion entre las curvas de distribucion porcentual de las relaciones T/E medidas en adolescentes
puberales y en deportistas federados.

En la figura 3 se presenta la distribucion de las relaciones T/E medidas en los subgrupos
puberales diferenciados por la edad (14, 15, 16 y 17-19 afos).

ao
M 14 aos (n=30) [115 afios (n=33) [£116 afos (n=18) £17-19 afios (n=16)

25 in & S A

T/E

Figura 3. Distribucion de las relaciones T/E medidas en subgrupos puberales de diferente edad.
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En estas dos ultimas figuras se observa como en la relacion T/E influye positivamente la
edad, durante el proceso de crecimiento (aproximadamente hacia los 20 afos).

Los resultados obtenidos en los dos estudios realizados descubren la posibilidad de que
algunos casos de Ryg superiores a 6 no sean debidos a un dopaje por administracion de
testosterona o a induccion de su secrecion endogena por medios artificiales, sino que
fisiolégicamente puede ocurrir que en algun momento del desarrollo puberal, especifica-
mente del varon, las intensas modificaciones hormonales que se producen pueden causar
una descarga de testosterona que no es paralela a la de epitestosterona, originando un
pasajero y reversible desequilibrio entre las concentraciones de ambas hormonas endége-
nas’ 8,

En consecuencia se puede deducir que en estos casos no es suficiente, ni por consiguiente
valida, la sola medida de T/E para discernir la posibilidad de una [T] artificialmente alta, ya
que siendo anormalmente elevada puede constituir un problema fisioldgico que descarte un
caso de dopaje, pero siempre que esto ocurra a deportistas en edad de desarrollo (compe-
ticiones de cadetes e incluso juveniles), y no en competiciones de adultos, salvo ¢ posibles?
rarisimas excepciones.

2.2. Estudio de los posibles efectos que sobre el Perfil Hormonal Esteroideo (P.H.E.)
pueden ejercer algunos factores extrinsecos

2.2.1. Influencia de la intensidad de la actividad fisica realizada

Para realizar este estudio en principio se investigd la distribucion porcentual de las relacio-
nes entre las concentraciones de los androgenos endogenos medidos en el perfil hormo-
nal esteroideo en las siguientes tres poblaciones:

a) 11 varones con actividad fisica baja;
b) 26 varones con una actividad fisica media;
c) 38 varones con una alta actividad fisica (deportistas profesionales).

En las tablas V, VI, VII, VI, IX y X se presentan las descripciones estadisticas de las
concentraciones de esteroides endogenos y de las relaciones de dichas concentraciones.

Tabla V. Descripcion estadistica de las concentraciones urinarias de esteroides enddgenos del P.H.E. medidas a
una poblacion de 11 varones con escasa actividad fisica (sedentarios).

Media |Desviacion| Minimo Maximo | Mediana

FEIERCIDE.ENODOEN (ng/ml) | estandar | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/mi)
Testosterona (T) 62,49 46,48 30,01 180,5 44,41

Epitestosterona (E) 76,04 50,58 19,72 193,2 64,98
cis-Androsterona (An) 3189,91 1527,6 1440 6016 2711

Etiocolanolona (Et) 2058,45 1054,47 1218 5090 1928
11hidroxiandrosterona (OHAnN) 550,26 848,05 48,6 2981 2346
11hidroxietiocolanolona (OHEt) 401,36 553,56 61,1 2027 275,3
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Tabla V. Descripcion estadistica de las concentraciones urinarias de esteroides endogenos del P.H.E. medidas a

una poblacién de 26 varones con una actividad fisica media (estudiantes de Educacién Fisica).

ESTEROIDE ENDOGENO (':;‘::l":) D::t‘;':::i" ';"';;::f; T:g’;'r':l‘)’ T::;;’I‘;'
Testosterona (T) 4474 5,94 8,82 153,3 39,68
Epitestosterona (E) 44 80 24,87 3,89 91,29 41,24
cis-Androsterona (An) 3194,56 2116,89 4311 8507 2884,5
Etiocolanolona (Et) 3720,82 2272,6 6271 9999,9 3465
11hidroxiandrosterona (OHAN) 334,09 480,41 10,8 2527 218,5
11hidroxietiocolanolona (OHEt) 558,31 376,24 6 1528 547.9

Tabla VII. Descripcion estadistica de las concentraciones urinarias de esteroides endogenos del P.H.E. medidas a
una poblacion de 38 varones con una intensa actividad fisica (deportistas federados)

Media |Desviacion| Minim Maxi Mediana
ESTEROIDE ENDOGENO (ng/m) :;a - dar | g}ml‘; ( :;:l? (ng/mb)
Testosterona (T) 41,39 24,85 1,54 101,4 39,72
Epitestosterona (E) 29,32 18,85 4,22 89,6 25,29
cis-Androsterona (An) 1581,98 948,91 258 4498 1450
Etiocolanolona (Et) 1416,67 948,91 420,9 4205 1326
11hidroxiandrosterona (OHAn) 421,60 315,09 19,9 1491 331,8
11hidroxietiocolanolona (OHEt) 205,58 150,54 24 699,7 163,9

Tabla VIII. Descripcion estadistica de los cocientes entre las concentraciones urinarias de endégenos medidas den-
tro del P.H.E. a una poblacion con una escasa actividad fisica.

Desviacion

COCIENTES DE ESTEROIDES Media oy Minimo Maximo | Mediana
T/E 0,93 0,52 0,48 2,25 0,82
An/Et 1,70 0,94 0,72 3,57 1,32
OHAN/OHEt 1,55 1,53 0,15 5,79 1,08

Tabla IX. Descripcion estadistica de los cocientes entre las concentraciones urinarias de endégenos medidas dentro

del perfil hormonal esteroideo a una poblacidn con una actividad fisica media.

COCIENTES DE ESTEROIDES Media |PeSVIacONt \inimo | Maximo | Mediana
estandar
T/E 1,41 0,94 0,28 4,04 1,02
An/Et 0,68 0,24 0,28 1,45 0,66
OHAR/OHEt 0,64 0,48 0,20 1,73 0,42
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Tabla X. Descripcion estadistica de los cocientes entre las concentraciones urinarias de enddgenos medidas dentro
del perfil hormonal esteroideo a una poblacion con una intensa actividad fisica.

COCIENTES DE ESTEROIDES Media D::t‘::::“ Minimo | Maximo | Mediana
TIE 1,90 128 | 013 4,75 1,48
An/Et 1,18 049 | o024 2,42 0,61
OHAN/OHEY 2,21 127 | o078 5,98 1,89

Estudiando los valores presentados se puede concluir que, por lo general y con algunas
excepciones, las concentraciones de los esteroides androgenos endogenos son mas bajas
en los grupos que desarrollan alguna actividad fisica que en el integrado por una poblacién
sedentaria, mientras que las relaciones entre dichas concentraciones se elevan a la inver-
sa.

Realizado un estudio estadistico de multivariantes, de correlacion de la t de Student, se ha
encontrado que:

a) Entre el grupo de intensa actividad fisicay el de actividad fisica moderada existe:

» un alto nivel de significacion (p<0,001) para las concentraciones de etiocolanolona y de
11-hidroxietiocolanolona, y para las relaciones An/Ety OHANn/OHET;

» un nivel de significacion bueno (p<0.01) para las concentraciones de androsterona,

» un moderado nivel de significacion (p<0,05) para las concentraciones de la epitestoste-
rona.

b) Entre el grupo de actividad fisica moderada y el sedentario existe:
» un alto nivel de significacion (p<0,001) para las relaciones An/Et;
» un nivel de significacion bueno (p<0,01) para las relaciones OHAn/OHEY;

» un moderado nivel de significacion (p<0,05) para las concentraciones de epitestostero-
na y etiocolanolona.

c) Entre el grupo de intensa actividad fisica y el sedentario existe:

» un alto nivel de significacion (p<0,001) para las concentraciones de etiocolanolona e
11-hidroxietiocolanolona, y para las relaciones An/Et;

» un nivel de significacion bueno (p<0,01) para las relaciones OHAn/OHEt;

» un moderado nivel de significacion (p<0,05) para las concentraciones de androsterona.
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Para representar graficamente estos valores, se han elegido los dos grupos mas significati-
vos (los de intensa y escasa actividad fisica) para comparar con el grupo sedentario los
valores medios urinarios de las concentraciones de los esteroides androgenos endégenos
identificados (figuras 4, 5 y 6) y de los cocientes entre estas concentraciones (figura 7).

/] M Deportistas [ Actividad fisica media K Sedentarios
100
_.p<00s p<0,05 . P<0,05
80 e
N
60| \
E
=] o |
c .
40| x
' -ittﬁx
4]

Testosterona (T) Epitestosterona (E)

Figura 4. Valores medios urinarios de [T] y [E] en tres grupos de poblacién con distinto grado de actividad fisica
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Figura 5. Valores medios urinarios de [An] y [Et] en tres grupos de poblacién con distinto grado de actividad fisica.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998 81



Rodriguez Bueno, C.

800 M Deportistas [ Actividad fisica media & Sedentarios
p<0,001

600 | \\
£ j . .. IR TR
“61400
=

200 |

N
0

11-OH-Androsterona 11-OH-Etiocolanoclona

Figura 6. Valores medios urinarios de [OHAN] y [OHEt] en tres grupos de poblacién con distinto grado de actividad
fisica.
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Figura 7. Valores medios de los cocientes entre las concentraciones urinarias de enddégenos en tres grupos de
poblacién con distinto grado de actividad fisica.
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Figura 8. Distribucion porcentual de los valores de T/E urinarios medidos en tres grupos de poblacion con diferente
grado de actividad fisica.
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Figura 9. Distribucion porcentual de los valores urinarios de An/ET medidos en tres grupos de poblacién con diferen-
te grado de actividad fisica.
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Figura 10. Distribucion porcentual de los valores urinarios de OHAn/OHEt medidos en tres grupos de poblacién con
diferente grado de actividad fisica.

Los valores urinarios de los cocientes T/E, An/Et y OHAn/OHELt correspondientes a su dis-
tribucion porcentual en cada poblacién de los tres grupos, se representan en las figuras 8,
9y 10.

2.2.2. Influencia del efecto producido por el entrenamiento

Por otra parte, ante la constancia que el entrenamiento deportivo produce modificaciones
hormonales, y ya que el entrenamiento de fuerza en las mujeres de ha incrementado en los
ultimos 5 afos, se considerd importante estudiar las respuestas de este tipo de entrena-

miento en mujeres, realizandose con este objetivo un trabajo con la siguiente poblacion:

n =11 mujeres

Edad media (afios) 17,36+2,69
Talla media (centimetros) 159+0,08
Peso medio (Kilogramos) 56,64+9,19
Peso muscular medio 46,60+131,02
Porcentaje grasa corporal 16,71+1,64
Media practica deportiva (anos) 4,3+1,5
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Los resultados se presentan en la tabla XI.

Tabla Xl. Variaciones producidas por el entrenamiento de fuerza en el perfil hormonal esteroideo.

Valore§ nisdlas Correlacion
Valores medios en periodos de
iniciales maximo s
: de Student)
entrenamiento
T plasmatica (ng/ml) 0,36+0,26 0,41+0,24 p<0,05
T urinaria (ng/ml) 10,87+12,03 9,21+11,97 p<0,001
E urinaria (ng/ml) 11,21+7,49 7,15+8,65 p<0,01
An urinaria (ng/ml) 1920,5+1678,3 2501,0+2323,1 p<0,05
Et urinaria (ng/ml) 2113,4+1924,2 2430,8+2528,8 sin sig.
OHAnR urinaria (ng/ml) 304,0+288,0 345,2+367,9 sin sig.
OHEt urinaria (ng/ml) 194,7+198,7 213,6+258,7 sin sig.
T/E 1,5+1,4 1,9+1,3 p<0,01
An/Et 0,9+0,2 1,1£0,3 p<0,05
OHAN/OHEt 1,8+1,4 1,4+1.2 sin sig.

Se puede observar que en este grupo el entrenamiento ha producido un incremento en las
concentraciones de endégenos (excepto en la testosterona y la epitestosterona), incre-
menténdose sus cocientes, excepto en el caso de OHAn/OHEt.

2.2.3. Influencia del tipo de entrenamiento

Con el fin de estudiar si las diferencias en el entrenamiento pueden influir en las variables
del perfil hormonal esteroideo, se han comparado los valores medios de las concentra-
ciones de enddégenos y sus cocientes obtenidos en el andlisis de:

19) Cinco grupos de muestras de orina recogidas, en época de entrenamiento (fase de con-
trol de dopaje preolimpico Barcelona’'92), a practicantes de deportes que realizan técnicas
de entrenamiento diferentes (atletismo, baloncesto, ciclismo, fitbol y halterofilia).

2°) Un grupo de muestras recogidas en las mismas condiciones a deportistas practicantes
de 12 deportes diferentes (atletismo, baloncesto, boxeo, ciclismo, fiitbol, halterofilia, hockey
sobre hierba, judo, lucha, penthalén moderno, piragtiismo, y remo).

Las caracteristicas de las poblaciones estudiadas son las siguientes:

= Deportistas varones
* En época de entrenamiento (inmediata a los JJ.00. 1.992)
» Con resultado negativo en los andlisis de control del dopaje
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En la tabla Xll se presentan los valores obtenidos.

Tabla XIlI. Valores urinarios medios de enddgenos del P.H.E. medidos en muestras recogidas a deportistas en fase
de entrenamiento (preolimpica).

Atleti Baloncest Ciclismo Fitbol Halterofilia D;::,’I::)s
(n=27) (n=28 (n=11) (n=20) (n=248) (ne432)
Testosterona 68,5+52,4 63,9147 .4 90,7+76,2 107,8+78,7 59,8+58,2 60,6+60,5
Epitestosterona 63,8+79,4 55,9+42,9 61,8+41,6 118,2+62,1 61,2+76,3 60,0+69,7
Androsterona 2298,1£1701,5 | 2622,4+1868,9| 3119,1£2381,4 | 2957,2+1448,6 | 1451,4+949,0 | 1932,2+1579,9
Etiocolanolona 2584,4+1624,0 | 2527,8+1313,2| 4423,1+2523,6 | 3427,1+1707,0 | 1860,6+972,0 | 2373,5+1719,4
OHAndrosterona 296,9+369,0 443,6+4951 513,2+584.4 518,2£349,6 328,8+£313,5 375,5+363,9
OHEtiocolanolona | 526,1+953,3 163,7+169,7 172,3+113,9 428,0£353,5 141,0+£118,4 22844771
T/E 1,712 1,6x1,2 1,8+1,7 1,0£0,6 1,4£1,3 1,321,1
An/Et 0,9+0,3 1,0£0,5 0,7+0,2 0,9+0,4 0,8+0,4 0,8+0,4
OHAN/OHEt 3,6+9,5 3,0£3,3 3,6+3,5 1,0£0,8 3.0£2,5 2,8+3,3

Al efectuar un estudio de correlacién de la t de Student se han encontrado los siguientes

resultados:

a) p<0,001 [OHEt] Deportistas en general y practicantes de Atletismo
[Et] Deportistas en general y practicantes de Ciclismo
[An] Deportistas en general y practicantes de Halterofilia
[Et] Deportistas en general y practicantes de Halterofilia
[OHEt] Deportistas en general y practicantes de Halterofilia

b) p<0,01 [T] Deportistas en general y practicantes de Futbol
[E] Deportistas en general y practicantes de Fitbol
[An] Deportistas en general y practicantes de Fitbol
[Et] Deportistas en general y practicantes de Fuitbol
[OHEL] Deportistas en general y practicantes de Futbol

c) p<0,05 [An] Deportistas en general y practicantes de Baloncesto
[An] Deportistas en general y practicantes de Ciclismo
[OHAN/OHELt] Deportistas en general y practicantes de Futbol
[OHAR] Deportistas en general y practicantes de Halterofilia
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2.2.4. Influencia de la practica deportiva

Para realizar este estudio, se han elegido poblaciones practicantes de 5 deportes caracte-
risticos, con diferencias en practicas aerdbicas y anaerobicas, y se han medido las concen-
traciones de enddgenos del P.H.E., y sus cocientes, en muestras de orina recogidas sin
una actividad fisica inmediata anterior (fuera de competicion) o tras haber realizado una
intensa actividad (en competicion). Se han utilizado las muestras recogidas en el control del
dopaje de Espana en 1.992 en la fase preolimpica y parte de las recogidas en competicio-
nes nacionales. Todas las muestras corresponden a:

e deportistas federados;
* yarones,

» con resultado negativo en los andlisis de control del dopaje.

En las tablas XIlI-XVIII se presentan los resultados.

Tabla Xlll. Comparacion estadistica de los valores medios de las concentraciones de enddgenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes
del mismo deporte (Atletismo).

DEPORTE: ATLETISMO

coFl:::i:i‘:in compEer:Icic'm {te:lo ::;‘:::m’
(n=27) (n=17)
Testosterona 68,552 4 47,4+126,3 n.s.
Epitestosterona 63,8+79,4 25,8+66,6 n.s.
Androsterona 2298,1+1701,5 1663,7+2664,3 n.s.
Etiocolanolona 2584,4+1624,0 1660,3+2377 n.s.
OHAndrosterona 296,9+369 394,3+807,2 n.s.
OHEtiocolanolona 526,1+953,3 226,6+413,3 n.s.
TIE 1,712 1,8+1,6 n.s.
An/Et 0,9+0,3 1,0+0,4 n.s.
OHAN/OHEt 3,6+9,5 1,713 n.s.
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Tabla XIV. Comparacion estadistica de los valores medios de las concentraciones de endégenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes
del mismo deporte (Baloncesto).

DEPORTE: BALONCESTO
Fuera de En Correlacion
competicion competicion (testde la t
(n=28) (n=52) de Student)
Testosterona 63,9+47 4 65,4+54,2 n.s.
Epitestosterona 55,9+42,9 50,8+51 n.s.
Androsterona 2622,4+1868,9 2425 ,5+1732 1 n.s.
Etiocolanolona 2527,8+1313,2 2640,6+1954 n.s.
OHAndrosterona 443,6+495,1 257,8+348,2 n.s.
OHEtiocolanolona 163,7+169,7 282+372,7 n.s.
TIE 1,6+1,2 1,4+0,8 n.s.
An/Et 1,0+0,5 1,1£0,6 n.s.
OHANR/OHE! 3+3,3 1,2+1,1 p<0,001

Tabla XV. Comparacién estadistica de los valores medios de las concentraciones de endégenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes del
mismo deporte (Ciclismo).

DEPORTE: CICLISMO
Fuera de En Correlacion
competicion competicion (testdelat
(n=11) (n=82) de Student)
Testosterona 90,7+76,2 53+55 p<0,05
Epitestosterona 61,8+41,6 27,5+20,3 p<0,001
Androsterona 3119,1+2381,4 1611+1083 p<0,001
Etiocolanolona 4423,1+2523,6 1368+803,8 p<0,001
OHAnNdrosterona 513,2+584.,4 477,2+997 .4 n.s.
OHEtiocolanolona 172,3x113,9 168,6+156 n.s.
T/E 1,8+1,7 2,314 n.s.
An/Et 0,7+0,2 1,2+0,5 p<0,001
OHAN/OHEt 3,685 2,617 n.s.
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Tabla XVI. Comparacion estadistica de los valores medios de las concentraciones de endégenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes
del mismo deporte (Futbol).

DEPORTE: FUTBOL

Fuera de En Correlacion
competicion competicion (testdelat
(n=20) (n=47) de Student)
Testosterona 107,8+78,7 72,3+58,5 p<0,05
Epitestosterona 118,2+62,1 45,8+28,5 p<0,001
Androsterona 2957,2+1448,6 2781,8+1713,2 n.s.
Etiocolanolona 342711707 2429,5+1373,6 p<0,05
OHAndrosterona 518,2+349,6 235,8+198,3 p<0,001
OHEtiocolanolona 428+353,5 266,8+184.,5 p<0,05
T/E 1+0,6 1,711 p<0,01
An/Et 0,9+0,4 1,2+0,5 p<0,05
OHAN/OHEt 1+0,8 1,6+3,3 n.s.

Tabla XVII. Comparacién estadistica de los valores medios de las concentraciones de endégenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes
del mismo deporte (Halterofilia).

DEPORTE: HALTEROFILIA
Fuera de En Correlacion
competicion competicion (testdelat
(n=248) (n=62) de Student)
Testosterona 59,8+58,2 43,3+36,9 p<0,05
Epitestosterona 61,2+76,3 33,0+38,9 p<0,01
Androsterona 1451,4+949,0 2788,1+2819,2 p<0,001
Etiocolanolona 1860,6+972,0 3043,1+2935,2 p<0,001
OHAndrosterona 328,8+313,5 354,8+432,4 n.s.
OHEtiocolanolona 141+£118,4 243,3+214,0 p<0,001
T/E 1,4+1,3 1,6+1,1 n.s
An/Et 0,8+0,4 1,2+1,1 p<0,001
OHAN/OHEt 3+2,5 1,5+1,0 p<0,001
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Tabla XVIll. Comparacién estadistica de los valores medios de las concentraciones de enddgenos y de sus cocientes
en muestras recogidas en fases de entrenamiento y competicion a poblaciones masculinas practicantes

de diferentes deportes.
DEPORTES: ATLETISMO + BALONCESTO + BOXEO + CICLISMO + FUTBOL +
HALTEROFILIA + HOCKEY HIERBA + JUDO + LUCHA + PENTHALON M. +
PIRAGUISMO + REMO
Fuera de En Correlacion
competicién competicion (testdelat
(n=434) (n=270) de Student)
Testosterona 60,7+60,3 55,9+58,9 n.s.
Epitestosterona 59,8+69,7 36,4+38,4 p<0,001
Androsterona 1927,9+1577,5 2242,8+1987,7 p<0,05
Etiocolanolona 2371,2+1715,9 2200,3+2002,6 n.s.
OHAndrosterona 374,5+363,4 360,7+651,9 n.s.
OHEtiocolanolona 228,0+476,0 228,5+249,5 n.s.
T/E 1,4+1,2 1,8+1,2 p<0,001
An/Et 0,8+0,4 1,2+0,7 p<0,001
OHAN/OHEt 2,7+3,3 1,814 p<0,001

En las figuras 11, 12, 13 y 14 se presentan graficamente mediante histogramas los resulta-
dos mas significativos.

2.2.5. Influencia del deporte especifico practicado

Con el objetivo de estudiar si las caracteristicas propias de cada deporte practicado pueden
influir en las variables del perfil hormonal esteroideo, y aprovechando los resultados del
anterior estudio, se han comparado concretamente los valores medios de las concentracio-
nes de enddégenos y sus cocientes obtenidos en el analisis de:

19) Cinco grupos de muestras de orina recogidas, en el marco del control del dopaje, tras
competir, a deportistas federados practicantes de 5 deportes especificamente distintos
(atletismo, baloncesto, ciclismo, futbol y halterofilia).

2°) Un grupo de muestras recogidas en las mismas condiciones a deportistas practicantes
de 10 deportes diferentes (atletismo, baloncesto, ciclismo, duatlon, futbol, halterofilia,
judo, piragdismo, remo y triatlon .

Las caracteristicas de las poblaciones estudiadas son las siguientes:

¢ Deportistas varones
» En competicion
» Con resultado negativo en los andlisis de control del dopaje
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Figura 11. Concentraciones medias de T y E en muestras, recogidas en fase de entrenamiento y en competicion, a
deportistas practicantes de diferentes deportes.
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Figura 12. Concentraciones medias de An y Et en muestras, recogidas en fase de entrenamiento y en competicion, a
deportistas practicantes de diferentes deportes.
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Figura 13. Concentraciones medias de OHAn y OHEt en muestras, recogidas en fase de entrenamiento y en compe-
ticion, a deportistas practicantes de diferentes deportes.
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Figura 14. Concentraciones medias de cocientes de endogenos en muestras, recogidas en fase de entrenamiento y
en competicion, a deportistas practicantes de diferentes deportes.
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En la tabla XIX se presentan, recopilados de las tablas Xl - XVIII, los valores obtenidos en
estas poblaciones, aunque se ha elegido otra muestra de deportes en general.

Tabla XIX. Valores urinarios medios de endogenos del P.H.E. medidos en muestras recogidas a deportistas en com-

peticion
Atletismo | Baloncesto | Ciclismo Fitbol Halterofilia D;';:;e';s
(n=17) (n=52) (n=82) (n=47) (n=62) e
Testosterona 47421263 | 654542 | 530:549 | 7231585 | 433369 | 41,4:249
Epitestosterona | 2582666 | 508:510 | 275:203 | 458:285 | 33,0:389 | 203:180
Androsterona  [1663,7:2664,3|2425,5:1732,1{1610,9:1082,9| 2781,8+1713,2 2788,12819,2| 1582,0948,9
Etiocolanolona  [1660,3:2376,9|2640,6+1953,9| 1368,1803,8 | 2420,5:1373,6) 3043,12935,2] 1416,7+782,3
OHAndrosterona | 394,4:807,2 | 257,8:348,2 | 477,2:007,4 | 235,8:198,3 | 354,8:432,4 | 421,62315,1
OHEtiocolanolona | 226,6:413,3 | 282,0:372,7 | 168,6:155,6 | 266,8+184,5 | 2433+214,0 | 2056+1505
TE 1,8£1,6 1,5:0,8 2,3+1,4 1,711 1,641,1 1913
An/Et 1,0+0,4 0,9+40,6 1,205 1,2+0,5 1,2+¢11 1,240,5
OHAN/OHEY 17413 1,2+1,1 26417 16433 1,5:1,0 22413

2.3. Estudio de los posibles efectos que sobre el Perfil Hormonal Esteroideo (P.H.E.)
pueden producir algunos farmacos

2.3.1. Efecto producido por administracion de testosterona

La forma basica mas simple de elevar la concentracion de testosterona en el organismo es
administrar directamente testosterona exdgena. Para conocer la incidencia media en el
tiempo por las modificaciones que produce, se ha realizado un estudio con 3 voluntarios,
varones con una edad media de 23+0.7 anos, a los que se les ha inyectado una dosis
unica de 250 mg. de enantato de testosterona. Los datos correspondientes a la evolucion
de la [T], de la [E] y del cociente T/E durante los 20 dias siguientes a la inyeccién de la
monodosis indicada se representan graficamente en las figuras 15, 16 y 17.
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Figura 15. Efecto de la administracion de testosterona sobre la [T] urinaria.
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Figura 16. Efecto de la administracion de testosterona sobre la [E] urinaria.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n" 17, 1998



Factores actuantes sobre el perfil hormonal esteroideo

30

-*Voluntario 1 -t Voluntario 2 3 Voluntario 3

25

Dia (0 = basal)

Figura 17. Efecto de la administracion de testosterona sobre el cociente T/E urinario.

El efecto obtenido es el siguiente:

19) La concentracion de testosterona se incrementa desde un 136,4% hasta un 400,0% a
partir de los niveles basales, decreciendo desde el 2°-5° dia y recuperandose, en todos los
voluntarios, los niveles basales alrededor de duodécimo dia.

29) La concentracidn de epitestosterona decrece hasta valores de un 88,9 % inferiores a
los basales, alcanzando valores minimos entre el 32 y 92 dia, y no llegandose en ningin
caso a recuperar los niveles basales ni siquiera en el vigésimo dia, Ultimo dia de control tras
la administracion de testosterona.

39) El cociente T/E se eleva, desde valores medios normales de 1,3 hasta valores maximos
de a) 17,3; b) 15,0 y ¢) 22,5 en el 52, 7° y 3 dia respectivamente en cada voluntario. Hasta
aproximadamente el décimo dia el cociente es superior a 6 en los tres casos, y no se recu-
peran valores basales hasta el décimoquinto dia de la administracion de testosterona.

2.3.2. Efecto producido por administracion de gonadotrofina corionica humana

La hormona peptidica hCG funciona como agonista de la LH, estimulando la produccion de
andrégenos y enddgenos. Se utiliza como sustancia dopante porque tras su administracion
incrementa la concentracion de la testosterona endogena, pero por otra parte enmascara
el uso de testosterona exdgena porque al incrementar también la concentracién de epites-
tosterona reduce el cociente T/E.
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En consecuencia se ha considerado que esta hormona puede constituirse en uno de los
factores de mayor incidencia en el problema de la testosterona como sustancia dopante, a
través de su influencia en el Perfil Hormonal Esteroideo. Se han realizado diversos estu-
dios tratando de encontrar los resultados de dicha influencia y de los efectos producidos,
mediante parametros convencionales e innovadores.

i. Primer estudio

Se realizé un estudio preliminar sobre la posible influencia que la gonadotrofina coriénica
humana, hCG, podria ejercer sobre el perfil hormonal esteroideo, tanto sobre las con-
centraciones de las principales y mas caracteristicas hormonas endégenas androgenas
detectadas como sobre sus cocientes. Para ello se tuvo en cuenta que aunque la hCG sélo
posee unas 8 horas de vida biolégica, se puede detectar en la orina durante los tres o cua-
tro dias siguientes a su administracion, por la modificacion que sufre en el plasma antes de
la excrecion.

Se realizé la medida de las concentraciones urinarias de T, E, An, Et, OHAn, OHEt, de los
cocientes T/E, An/Et y OHAN/OHEt y de la densidad urinaria en muestras de deportistas
en general, sin ninguna distincion especifica, salvo haberse recogido a varones que habian
participado en una competicion deportiva y resultar negativas en un andlisis de control del
dopaje convencional, diferenciadas por tener reaccién negativa a la hCG (25 deportistas) o
por ser positivas a dicha hormona (22 deportistas).

Los resultados se presentan en la tabla XIX.

Tabla XIX. Valores de concentraciones medias de hormonas enddgenas, sus cocientes y la densidad, en orinas con
diferente respuesta al analisis de hCG

hCG(-) hCG(+)
(n=25) (n=22)

T (ng/ml) 35,23+18 19,85£11 *
E (ng/ml) 30,68+23 17,7411 +
An (ng/ml) 46012120 20631728 *
Et (ng/ml) 355541727 1946£1320 *
OHAn(ng/mi) 622,4:530 351,6:115 +
OHEt (ng/ml) 357,2+408 177131 +
TIE 1,55£1,01 1,64+1,58
An/Et 1,340,50 1,190,34
OHAN/OHEt 2,36+1,94 2,06+1,81
Densidad 1,022+0,004 1,0040,005

** p<0.001; * p<0.01; + p<0.05 (Test de la t de Student)
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Es evidente que no se pueden establecer conclusiones al comparar las concentraciones de
los andrégenos endégenos medidas en los dos grupos, por ser éstos generales. Pero si es
interesante tener en cuenta que no exista significacion en la variacién de los cocientes
entre dichos andrégenos, ya que en principio la relacién T/E no sirve en este caso como
medida del incremento en la produccion de andrégenos, por no diferenciar esta accion
sobre la testosterona de la ejercida sobre la epitestosterona.

ii. Segundo estudio

Al no poder sacar conclusiones en la anterior investigacion, salvo la posible influencia de la
hCG en el P.H.E. y en la densidad, pero teniendo en cuenta las correlaciones significati-
vas encontradas, se realizé un segundo trabajo sobre el tema, incluyendo un factor diferen-
ciador en los grupos de estudio: el sexo de los deportistas que constituian la poblacion a
estudiar.

Se investigo la influencia de la hormona peptidica en una muestra de 67 deportistas de alto
nivel, de los cuales 29 (47.5%) eran mujeres y 32 (52.4%) varones. De todos ellos, 11
casos (18.0%), 4 mujeres y 7 varones, presentaron una reaccion positiva a la hormona
gonadotrofina coridnica humana.

Los resultados se presentan en la tabla XX, constituida por los valores medios de las con-
centraciones de andrégenos medidas en los diferentes subgrupos de la poblacion estudia-
da, asi como de sus cocientes.

Tabla XX. Valores medios de las concentraciones de androgenos enddgenos y de sus relaciones medidas en pobla-
ciones de distinto sexo y con diferente respuesta al analisis de la hCG.

VARONES (n=32) MUJERES (n=29)

hCG (-) hCG (+) hCG (-) hCG (+)

(n=25) (n=7) (n=25) (n=4)
T (ng/mi) 35,23+9,7 19.85:12,1 + 7,47+3,2 3,35+2,1 +
E (ng/ml) 30,68+11,4 17.7428,2 * 14,4+8,3 2,86+1,5
An (ng/ml) 4601£1203 2063945 * 2468+1129 1217920
Et (ng/ml) 3555+2101 1946730 22824943 1730£1111
OHAn (ng/ml) 6224130 352478,3 + 314£213 154197 +
OHEt (ng/ml) 357+233 177+81,2 252+187 115+101
TIE 1,651,1 1,64:1,2 1,26+0,9 1,30£0.9
An/Et 1,34£0,7 1,19£1,1 0.89+0,4 0,76+0,5
OHAN/OHEt 2,36£1,3 2,06£1,5 1,47:0,9 1,27+1,1

* p<0.01; + p<0.05 (Test de Student)

En las figuras 18 - 25 se representan graficamente las variaciones existentes entre diferen-
tes parametros del P.H.E. de las poblaciones estudiadas.

Consejo Superior de Deportes. Serie 1Cd n® 17, 1998 97



Rodriguez Bueno, C.

BWnca () Zhea (+) |
]
40

30|

Testosterona (T)

Epitestosterona (E)
Hormonas

Figura 18. Valores urinarios de [T] y [E] en 32 deportistas del sexo masculino con diferente reaccion a la hCG

—
fInhea () Shea (+)
5.000
o ol
3.000|
2 J g
1.000 \ \
/ > :
0

cis-Androsterona (An) Etiocolanolona (Et)
Hormonas
Figura 19. Valores urinarios de [Any

Et] en 32 deportistas del sexo masculino con diferente reaccion a la hCG
98

Consejo Superior de Deportes. Serie 1Cd n® 17, 1998




Factores actuantes sobre el perfil hormonal esteroideo

Binca () Enhca (+)
Y A
600 '. .......
500"
_ 400 : . o
E
o F //
= B
300 :
200 E / . /
ol /
%
0
11-hidroxi-An (OHAn)

11-hidroxi-Et (OHE)
Figura 20. Valores urinarios de [OHAn] y [OHEt] en 32 deportistas del sexo masculino con diferente reaccion a la
hCG.
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reaccion a la hCG
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Figura 22. Valores urinarios de [T] y [E] en 29 deportistas del sexo femenino con diferente reaccién a la hCG.
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Figura 23. Valores urinarios de [An] y [Et] en 29 deportistas del sexo femenino con diferente reaccién a la hCG.
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Figura 24. Valores urinarios de [OHAN] y [OHEt] en 29 deportistas del sexo femenino con diferente reaccion a la
hCG.
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Figura25 Valores urinarios medios de T/E, An/Et y OHAn/OHEt en 29 deportistas del sexo femenino con diferente
reaccion a la hCG.
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Se puede observar que tanto en varones como en mujeres los valores de las concentracio-
nes de los andrégenos endégenos son, aunque no altamente significativos, mds bajos en
los grupos con reaccion positiva a la hCG que en los correspondientes con reaccion negati-
va. Sin embargo, las relaciones entre los andrégenos no se modifican significativamente en
ningun subgrupo.

iii. Tercer estudio

Ante los resultados del primer experimento, se realizé un estudio de los valores urinarios de
diferentes hormonas androgénicas constituyentes del perfil hormonal esteroideo medidos
en 98 deportistas varones practicantes de tres diferentes deportes: atletismo (14 atletas);
ciclismo (37 ciclistas); y futbol (47 futbolistas), con reaccién negativa y positiva a la hCG.

En las tablas XXI, XXIl y XXIIl se presentan los valores obtenidos.

Tabla XXI. Valores medios de la densidad urinaria y parametros del perfil hormonal esteroideo urinario en muestras
fisiolégicas recogidas en competicion a deportistas tederados, agrupadas segtn la reaccién de su anali-

sis a la hCG.
hCG(-) hCG(+)
n=57 n=41
T (ng/ml) 23,89+20 21,5712
E (ng/ml) 19,74+19 17,6310
An (ng/ml) 2580+2650 1901+£1547
Et (ng/ml) 2593+1879 1948+1383 +
OHAnN (ng/ml) 425,8+720 284,0+289
OHET (ng/ml) 304,5+572 161,6+151
TIE 1,57+1,16 1,60+1,61
An/Et 1,01x0,70 0,98+0,45
OHAN/OHEt 1,73+1,27 1,83+1,31
Densidad 1,023+0,005 1,014+0,006 **

** p<0.001; +p<0.05 (Test de latde Student)

En esta tabla XXI se muestran los valores obtenidos en el total de deportistas hCG posi-
tivos frente a los que presentan reacciéon negativa a esta hormona en sus muestras de
orina, referidos a los parametros estudiados. En ella podemos observar que en ambos
grupos existen minimas variaciones entre las relaciones de hormonas. En cuanto a la eli-
minacién de hormonas androgénicas, unicamente alcanzé la significacion estadistica el
descenso apreciado en la etiocolanolona (p<0.05) en los sujetos con reaccion hCG+;
en el resto de las sustancias las concentraciones disminuyeron, pero sin alcanzar la sig-
nificacion estadistica.
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La realizacién del estudio de correlacion multivariante en este grupo mostré una correlacion
estadisticamente significativa de la hCG y de la densidad de la orina (r=0.6073; p<0.001)
y con la eliminacién urinaria de etiocolanolona (r=0.2090; p<0.05). La densidad dela
orina estaba correlacionada con la eliminacién urinaria de testosterona (r=0.2593;
p<0.01), de etiocolanolona (r=0.2765; p<0.01), de 11-hidroxi-androsterona (r=0.2298;
p<0.05) y de 11-hidroxi-etiocolanolona (r=0.2670; p<0.01).

Tabla XXil. Valores medios urinarios de las concentraciones de T (testosterona), E (epitestosterona), An (cis-Andros-
terona), Et (etiocolanolona), OHAn (11-hidroxi-androsterona), OHEt (11-hidroxi-etiocolanolona) y sus
relaciones, en muestras de 98 deportistas con reaccion negativa y positiva a la hCG.

Atletismo Ciclismo Futbol
hCG(-) hCG(+) hCG(-) hCG(+) hCG(-) hCG(+)
(7 @) (25) (12) (25) (22)
T (ng/ml) 29,92+21 20,738 10,02+13 25,21+14 35,23+23 | 19,8512 *
E (ng/ml) 23,07+21 17,6510 13,435 17,4210 30,6825 | 17,74+10 +

An (ng/ml) 1802+831 17722322 | 1452+808 1680+945 | 46013378 | 20631579 *

Et (ng/ml) 1767978 14574655 2094+917 | 2236+1256 | 3555+2434 | 19461603 *

OHAnR (ng/ml) | 196,4+63 69,640 ** | 431,2+983 | 285,2x277 | 622,4+615 | 351,6+313 +

OHEt (ng/ml) 121,540 60,441 * 380+847 192,3+207 | 357,2+397 | 177+127 +

T/E 2,77+2,2 1,37+0,88 1,565+1,09 | 1,64+0.83 1,65+0,86 | 1,64+2,08

An/Et 1,22+0,9 0,66+0,25 | 0,69+0,31 0,80+0,4 1,34+0,61 1,19+0,42
7

OHAnN/OHEt 1,70£0,5 1,22+0,81 1,29+0,76 1,76+1,2 2,36+1,60 | 2,06+1,44
2

** p<0.001; * p<0.01; + p<0.05 (Test de la t de Student)

En esta tabla XXII se presentan los valores obtenidos para las hormonas androgénicas
separados segun los deportes practicados por los deportistas estudiados (atletismo, ciclis-
mo y fatbol), comparando los valores de los sujetos hCG positivos frente a los hCG negati-
vos. En el grupo de atletas hCG positivos las relaciones estudiadas no sufrieron cambios
significativos, pero la concentracion urinaria de las hormonas androgénicas sufrieron un
descenso generalizado en sus niveles, alcanzandose la significacion estadistica en la 11-
hidroxi-androsterona (p<0.001) y en la 11-hidroxi-etiocolanolona (p<0.01). En los fut-
bolistas hCG positivos se encuentran resultados similares a los atletas, es decir, no hay
alteraciones en las relaciones mientras que en las concentraciones de las sustancias andro-
génicas se produce un descenso significativo en sus niveles, sobre todo la testosterona
(p<0.01), la androsterona (p<0.01) y la etiocolanolona (p<0.01). Los ciclistas por su
parte se comportaban de forma diferente a los dos grupos anteriores, pues se observé un
incremento en los niveles de testosterona, epitestosterona y etiocolanolona, aunque sin
llegar a la significacion estadistica. Los 11-hidroxi sufrieron un descenso en sus valores en
este grupo, como ocurria en los otros dos.
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Dado el diferente comportamiento que seguian atletas y futbolistas por un lado, y ciclistas
por otro, se realizé un estudio de correlacién multivariante a los dos subgrupos formados.
En la tabla XXIll se detalla el estudio multivariante del grupo de atletas y futbolistas; en ella
llama la atencion la existencia de correlaciones estadisticamente significativas entre la utili-
zacion de hCG vy la eliminacion urinaria de sustancias androgénicas, destacando sobre
todo la que mantenia con la testosterona, androsterona y etiocolanolona (p<0.01),
mientras que no existen correlaciones con las relaciones estudiadas. Por su parte, las
correlaciones encontradas para la densidad se mantenian, y se incrementaron en otras
sustancias, como la epitestosterona y la androsterona, no encontradas en el estudio glo-
bal. En el estudio efectuado a los ciclistas Unicamente se mantuvo la correlacién entre la
hCG y la densidad (r=0.3226; p<0.01) y las correlaciones de la densidad con la elimina-
cion de 11-hidroxi-androsterona (r=0.3226; p<0.05) y 11-hidroxi-etiocolanolona
(r=0.3145; p<0.05).

Tabla XXIIl. Estudio multivalente (coeficiente de correlacién y significacion estadistica) realizado a un grupo de 61
deportistas, entre la hCG y la densidad urinaria, y la eliminacién urinaria de hormonas endégenas andro-
geénicas del P.H.E.

hCG Densidad
hCG 1.000 0.6733
0.000 0.0000
T 0.3602 0.3885
0.0044 0.0020
E 0.2858 0.2550
0.0256 0.0473
An 0.3465 0.2865
0.0062 0.0252
Et 0.3291 0.3385
0.0096 0,0076
OHAN 0.2606 0.2590
0,0425 0,0438
OHEt 0.2758 0.2602
0.0314 0.0428

Los resultados sobre el grupo total de varones nos muestra una importante correlacion
entre la utilizacion de hCG y la disminucion de la densidad urinaria, lo cual puede indicar
que el descenso de la densidad es uno de los puntos importantes de la accién de esta hor-
mona peptidica. Por otra parte, se encuentra en los sujetos que utilizaban hCG un descen-
so enla eliminacion de etiocolanolona. El descenso de densidad influiria a su vez sobre la
eliminacion urinaria de testosterona, etiocolanolona y 11-hidroxis.
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Pero cuando se separa el grupo segun la modalidad deportiva practicada, y por tanto
segun la actividad fisica realizada, se encuentra, en primer lugar, que la tasa de eliminacion
de estas sustancias era diferente segin el deporte y, en segundo lugar, que no existia un
comportamiento homogéneo en los tres grupos hCG-positivos, pues mientras atletas y fut-
bolistas se comportaban de forma similar (descenso en la eliminacion de las hormonas
estudiadas), los ciclistas presentaban elevaciones de testosterona, epitestosterona o
etiocolanolona. Ello podria deberse a que los ciclistas pueden utilizar la hCG como
enmascarador de una utilizacion de hormonas exdgenas (elevacion de testosterona y
epitestosterona), mientras que en el grupo de atletas y futbolistas se utilizaria esta hormo-
na como sustancia, dificil de detectar, promotora de anabolizantes enddgenos.

El estudio estadistico realizado al grupo de atletas y futbolistas pone de manifiesto, posible-
mente, los auténticos efectos que la hCG tiene sobre el perfil urinario de hormonas
androgénicas. Es decir, la hCG va a producir directamente, y no a través de la densidad,
una disminucién en la excrecién urinaria de estas sustancias, lo que lleva a una
mayor utilizacion por el organismo de las mismas. Ademads, produce una secrecion
similar de testosterona y epitestosterona testicular, con lo cual se mantiene constante el
cociente entre las concentraciones de ambas hormonas. E incluso la producciéon endogena
de hormonas testiculares puede ser un potente estimulo para la produccién hepatica de la
proteina transportadora (SHBG), con o que en consecuencia habria un menor compo-
nente de testosterona libre, y en caso de utilizacion de testosterona exégena ésta ten-
dria igualmente mayor capacidad de fijacion y con ello su eliminaciéon seria menor. Esto
podria explicar en parte la descrita actividad enmascaradora de la hCG.

Sin embargo, en el grupo de los ciclistas la Unica correlacion que mantenia la hCG era con
la densidad, y ésta con la eliminacién de las 11-hidroxis. Ello indica una utilizacion de
esta hormona con otros fines, quiza como enmascarador o como preventivo de la atrofia
testicular que el uso de anabolizantes exégenos pudiera producir .

iv. Cuarto estudio

Al haber observado, en los anteriores experimentos, importantes modificaciones en los per-
files urinarios de sustancias androgénicas enddgenas tras la utilizacién de hCG, se ha pre-
tendido a continuacion valorar cudl era el efecto que dicha hormona tenia sobre el perfil
hormonal esteroideo urinario en un varén adulto sano, con actividad fisica media, durante
los tres dias siguientes a su utilizacion. Para ello un voluntario de las caracteristicas antedi-
chas se inyecté 2500 unidades de gonadotrofina coriénica, recogiendo orina basal en la
noche anterior a la inyeccion y a las 24, 48 y 72 horas de la misma.

En la tabla XXIV se muestran los valores obtenidos para las concentraciones de las hormo-
nas androgénicas estudiadas, los cocientes de las mismas y la densidad urinaria en los
periodos estudiados.
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Tabla XXIV. Efecto de la hCG sobre [T], [E], [An], [Et], [OHAR], [OHEL], T/E, An/Et, OHAN/OHE! y densidad urinarias
en las correspondientes muestras fisiologicas.

hCG (-) hCG (+) hCG (+) hCG (+)

(0 horas) (24 horas) (48 horas) (72 horas)
[T] ng/ml 76.93 123.1 2.48 60.71
[E] ng/ml 91.94 172.3 15.91 113.1
[An] ng/ml 2190 4425 146.8 3098
[Et] ng/ml 2329 1879 421 9520
[OHAN] ng/mi 1741 1114 307.9 738.5
[OHEL] ng/ml 59.11 401.3 391.3 1418
T/E 0.83 0.71 0.15 0.53
An/Et 0.94 2.35 0.34 0.32
OHAN/OHEt 2,94 2.77 0.78 0.52
Densidad 1.023 1.012 1.010 1.019

Se consideran importantes los resultados obtenidos en esta investigacion, por cuya razén
se representan graficamente en las figuras 26 - 33.

En la figura 26 se observa como la produccion y eliminacion de testosterona y epitestos-
terona, en ng/ml, aumento a las 24 horas de la administracion de la hCG. Sin embargo, a
las 48 horas sufrié un importantisimo descenso en los niveles de ambas, para recuperar los
valores a las 72 horas. La elevacion observada a las 24 horas obedeceria a una hiperesti-
mulacion androgenica inicial; pero la elevacion de testosterona produce un freno hipotala-
mico e hipofisiario que hace que, a las 48 horas, se produzca una importante disminucién
en la produccion hormonal. Es este descenso en la produccion de testosterona lo que
desactiva el freno hipofisiario e hipotalamico y hace que, a las 72 horas, la produccion de
esas hormonas practicamente alcance valores similares a los basales.

En la figura 27 se presenta el porcentaje de testosterona y epitestosterona respecio al
total de hormonas eliminadas. Con este tratamiento se obtiene una visién diferente en la
que se eliminan una serie de parametros que podrian ser interferentes, como la densidad,
el pH, la cantidad de orina emitida, etc.

En la figura 28, en la que se representan los valores obtenidos de cis-androsterona y etio-
colanolona, en ng/ml., se observa que es la androsterona la que responde a la estimula-
cién, aumentando sus valores a las 24 horas, paea caer a las 48 horas y aumentar nueva-
mente los niveles a las 72 horas.

En la figura 29 se expresan los valores en porcentajes del total de sustancias eliminadas, y
se puede observar un esquema similar para la androsterona; sin embargo la etiocolano-
lona presenta un descenso a las 24 horas, mientras que experimenta un importante
aumento a las 48 horas, que se hizo mas patente a las 72 horas. Ello puede indicar que en
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Figura 26. Efecto de la hCG sobre [T] y [E].
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Figura 27. Efecto de la hCG sobre [T] y [E]. (Porcentaje sobre total de endégenos medidos).
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Figura 28. Efecto de la hCG sobre [An} y [Et].
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Figura 29. Efecto de la hGCG sobre [An] y [Et]. (Porcentaje sobre total de endégenos medidos).
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una primera fase la metabolizacién de las sustancias producidas por la influencia de la hCG
serian metabolizadas por la via de la cis-androsterona, mientras que transcurridas 24
horas seria mas utilizada la via de la etiocolanolona.

En la figura 30 se valora graficamente la eliminacion de 11-hidroxi-androsterona y 11-
hidroxi-etiocolanolona; se puede observar como ambas sustancias siguen un patrén simi-
lar al seguido por la testosterona y epitestosterona.

1:400'- _____ %7
: N\
1,200-‘ _______ §
‘_Ej.:::'_ %
: 600 (" §
400" /)
7\
200 /// §

OH-ANDROSTERONA OH-ETIOCOLANOLONA

Hormonas

Figura 30. Efecto de la hCG sobre [OHAN] y [OHEL].

Sin embargo, si se transforman los valores absolutos en porcentajes, figura 31, se observa
como a las 48 horas, cuando los porcentajes de los otros parametros eran menor que en
las horas anteriores, estas sustancias presentaban un aumento de sus porcentajes.

En la figura 32 se presentan los cocientes T/E, An/Et y OHAn/OHEL. Se observa una
pequena disminucién del cociente T/E a las 48 horas, sin otras variaciones destacables res-
pecto a este cociente. La relacion An/Et experimento sin embargo un aumento destacable a
las 24 horas, seguido de una disminucion.

En la figura 33 se presentan las variaciones sufridas por la densidad urinaria. En ella, asi
como en los correspondientes valores de la tabla XXV, se puede observar que la densidad
urinaria sufrié un importante descenso en sus valores tras la administracion de hCG, lle-
gando incluso a cifras de 1.010 a las 48 horas. Se observa claramente como es la densidad
la variable que presenta una mayor modificacion con la utilizacion de hCG y probablemente
es esta disminucion la que hace que se presente a las 48 horas un pobre perfil.
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BHCG - [IHCG + (24 h) [JHCG + (48 h) RIHCG - (72 h)
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N

Figura 31. Efecto de la hCG sobre [OHAN] y [OHEL). (Porcentaje sobre total de endogenos medidos).

B HCG - [AHCG + (24 h) [JHCG + (48 h) NHCG - (72 h)

3,5

25|

T/E An/Et OH AmBH Et

Figura 32. Relaciones entre las concentraciones de diversos andrégenos del P.H.E. tras la administracion de hCG.
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M HCG - [JHCG + (24 h) [JHCG + (48 h) NHCG - (72 h)
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Figura 33. Variaciones en la densidad urinaria tras la administracion de hCG.
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Con esta investigacion se puede deducir que la hCG produce claras modificaciones en la
eliminacion urinaria de hormonas endégenas androgénicas, modificaciones que probable-
mente son debidas a la accién de estimulacion androgénica que tiene esta hormona pepti-
dica y a la alteracién que produce sobre la densidad urinaria. Sin embargo la elevacion en
la produccion de hormonas testiculares no se puso de manifiesto en el cociente T/E.

Es también interesante destacar el modo de expresar los resultados de los perfiles urina-
rios de hormonas androgénicas, ya que si se presentan en forma de porcentaje sobre el
total de sustancias eliminadas, y dada la corta vida media de estas hormonas, se ofrecen
unos datos comparativos que se acercan mas a la realidad.

2.3.3. Efecto producido por la administracion de anabolizantes

Se ha realizado un estudio sobre la posible influencia que los esteroides anabolizantes
androgénicos pueden ejercer sobre el perfil hormonal esteroideo. Para ello se han ana-
lizado muestras fisiolégicas (orinas) de poblaciones agrupadas de la siguiente forma:

Grupo 1) Deportistas federados, varones, con resultado negativo en el andlisis de control
del dopaje (n=38).

Grupo 2) Deportistas federados, varones, con resultado positivo en el anélisis

de control del dopaje por identificacién de un esteroide anabolizante androgénico, distin-
to de la testosterona (R1/g<6) (n=27).

Grupo 3) Deportistas federados, varones, con resultado positivo en el analisis de control
del dopaje por Ryg>6.

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n° 17, 1998 111



Rodriguez Bueno, C.

Todas las orinas fueron recogidas tras una actividad fisica alta (en competicion) y se anali-
zaron segun los procedimientos generales de deteccion de EAA de un control del dopaje,
midiendo las concentraciones de los andrdgenos enddgenos mas significativos del perfil
hormonal esteroideo, asi como los cocientes usuales entre ellas (T/E, An/Et,
OHAN/OHEL).

Los resultados se presentan en las tablas XXV, XXVI y XXVII.

Tabla XXV. Concentraciones de andrégenos endégenos y sus relaciones en 38 deportistas con resultado negativo a
los esteroides anabolizantes androgénicos (Grupo 1).

Media Desviacién Minimo Méximo Mediana
estandar

[T] ng/mi 41,39 24,85 1,54 101.4 39,72
[E] ng/ml 29,32 18,85 a2 89,6 25,29
[An] ng/ml 1581,98 948,91 258 4498 1450
[Et] ng/ml 1416,67 782,31 420,9 4205 1326
[OHAN] ng/ml 421,60 315,09 51,11 1491 331,85
[OHEY] ng/ml 205,58 150,54 24 6997 163,95
TIE 0,13 1,28 0,13 5,26 4,75
An/Et 1,18 0,49 0,24 2,42 1,10
OHAN/OHEY 221 1.27 0,78 6.68 1,89

Tabia XXVI. Concentraciones de andrégenos endogenos y sus relaciones en 27 deportistas con resultado positivo a
los esteroides anabolizantes androgénicos (Ryg<6) (Grupo 2).

Media Desviacién Minimo Maximo Mediana
. estandar
[T] ng/mi 32,22 33,85 0,5 128,1 33,4
[E] ng/ml 18,77 19,22 0,9 67.9 14,2
[An] ng/ml 716,33 515,31 21,3 1743 898,7
[Et] ng/ml 871,1 732,89 11,3 2624 682,9
[OHARN] ng/ml 158,94 167,20 15,4 790,9 109,5
[OHEt] ng/mi 130,82 101,77 12,7 376,9 108,6
TIE 2,15 1,42 0,08 5,87 1,89
An/Et 1,25 1,79 0,39 10,02 0,82
OHAN/OHEt 1,31 0,90 0,1 3,93 1,07
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Tabla XXVII. Concentraciones de andrégenos enddgenos y sus relaciones en 10 deportistas con resultado positivo a
la testosterona (Rt>6) (Grupo 3).

Media Desvlacion Minimo Maximo Mediana
estandar
[T] ng/mi 250,47 364,05 25,29 1264,8 185,55
[E] ng/ml 16,29 16,02 2,43 58,5 12,45
[An] ng/ml 2537,75 1546,32 579,6 6389,1 2350,9
[Et] ng/ml 2696,28 1633,08 1139,3 6624,1 2127,5
[OHAN] ng/ml 293,2 231,79 72,9 912 2641
[OHEt] ng/ml 172,09 169,05 52,9 631 127,15
TIE 12,26 5,92 6,19 23,12 10,96
An/Et 0,99 0,40 0,54 1,94 0,95
OHAN/OHEt 1,94 0,81 0,5 3,47 1,89

Realizado un estudio de correlacion estadistica (test de la t de Student), se alcanzan nive-
les de significacion en los siguientes casos:

slgwi‘;ﬁcla‘::?én Variable Grupos
* p<0,001 [T] 1-3
[An] 1-2
[An] 1-3
[Et] 1-3
[Et] 2-3
[OHAnR] 1-2
T/E 2.3
* p<0,01 (7] 2.3
[Et] 1-2
" p<0,08 [E] 1-2
[An] 1-3
[OHE] 1-2
[OHAR/OHEL] 1.2
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Se han representado en las figuras 34, 35, 36 y 37 los resultados mas significativos para su
comparacion grafica.

300 [. Negativos 7l positivos EAA [JPositivos T

250|" l

200|
€
S 150
=

100|"

50|

. a... // f -7
[Testosterona] [Epitestosterona]

Figura 34. Concentraciones medias de T y E en muestras negativas en el control del dopaje, positivas con EAA (no
T) y positivas por T/E
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Figura 35. Concentraciones medias de An y Et en muestras negativas en el control del dopaje, positivas con EAA
(no T) y positivas por T/E
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Figura 36. Concentraciones medias de OHAn y OHEt en muestras negativas en el control del dopaje, positivas con
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Figura 37. Concentraciones medias de los cocientes de endégenos en muestras negativas en el control del dopaje,
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En los resultados presentados, se puede observar que la utilizacion de esteroides anabo-
lizantes androgénicos actua sobre el perfil hormonal esteroideo incidiendo sobre las
concentraciones de las hormonas que lo integran, de forma en general, salvo en el caso
I6gico de la testosterona, producen una disminucion de los valores medios de dichas con-
centraciones, siendo la androsterona y la etiocolanolona los andrégenos mas influencia-

dos, lo cual es convincente ante el papel que estos esteroides poseen en el equilibrio hor-
monal.

2.3.4. Efecto producido por la administracion de clomifeno

El clomifeno es un antiestrogeno que actia sobre el hipotdlamo, elevando la produccion
endogena de las gonadotrofinas LH y FSH. Se utiliza con diversos objetivos: burlar los
cocientes T/E y T/LH tras una administracion de testosterona exégena, aumentando la pro-
duccion de testosterona enddgena.

Se ha realizado un estudio practico de la posible influencia del clomifeno sobre los parame-
tros, clasicos e innovadores, mas esenciales del P.H.E., administrando a un sujeto volunta-
rio, varoén, dos dosis en 24 horas, a las 48 horas de haber suministrado una dosis de 100
mg. de testosterona inyectable.

Los resultados se han representado graficamente en las figuras 38 y 39, pudiéndose con-
cluir fundamentalmente de ellos que:

12) No parece aumentar la produccion de testosterona enddgena, e incluso puede que el
clomifeno provoque una cierta disminucion de la esteroidogénesis testicular.

29) Sin embargo, las proporciones T/E y T/LH se ven disminuidas, a pesar de que la [T] no
disminuye en la misma proporcion, con lo que un caso de dopaje positivo en potencia se
convierte en una caso practico negativo.

300

Tk *E

* 100 mg. Testosterona
** Clomifeno

250

50

0 h. 4 h. 24 h. 72 h. 96 h. 104 h. 128 h. 26 d.

Figura 38a. Incidencia de la administracion de clomifeno, tras una administracion de testosterona, sobre [T] y T/E.
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Tiempo transcurrido desde la toma basal

Figura 38b. Incidencia de la administracion de clomifeno, tras una administracién de testosterona, sobre [T] y T/E.

3 @ (LH]
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Figura 39a. Incidencia de la administracion de clomifeno, tras una administracion de testosterona, sobre [LH] y T/LH.
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Figura 39b. Incidencia de la administracion de clomifeno, tras una administracion de testosterona, sobre [LH] y T/LH.

. CONCLUSIONES

La deteccion, identificacion y confirmacion analitica de estas sustancias debe realizar-
se, por sus caracteristicas enddgenas, teniendo en cuenta los posibles factores de
influencia en el andlisis.

El sexo produce cambios cuantitativos en el perfil hormonal en general y en el perfil
hormonal esteroideo en particular, y modificaciones minimas, pero significativamente
apreciables, en la relacion T/E.

En el deportista, el ritmo circadiano para estas hormonas puede modificar tanto el
P.H.E. como la relacion T/E.

Segun la edad del deportista este factor puede inducir a incrementos en la relacion T/E.

La actividad fisica “per se” ejerce una clara influencia sobre los niveles de hormonas
androgénicas enddgenas urinarias.

Los diferentes sistemas de entrenamiento pueden tener influencia sobre los perfiles
hormonales.

La competicion deportiva modifica los parametros integrantes del Perfil Hormonal
Esteroideo.
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8.

9.

10.

El uso de la gonadotrofina coriénica humana puede manipuiar tanto la relacion T/E
como la relacion T/LH y enmascarar la administracion de testosterona endogena.

El clomifeno manipula el metabolismo de la testosterona, enmascarando las relacio-
nes T/Ey T/LH.

Para determinar una positividad o negatividad al uso de la testosterona, no parece
fiable establecer la relacion T/E como Unico indice de evaluacion, al ser esta relacion
facilmente manipulable.
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Resumen: Este trabajo se centra en el estudio, basicamente analitico y complementaria-
mente estadistico, de los valores de los parametros del Perfil Hormonal medidos en mues-
tras fisiolégicas analizadas con la metodologia desarrollada en el control del dopaje, mues-
tras que presentaban diferentes valores para la relacion entre las concentraciones de la

testosterona y la epitestosterona, y que se clasificaron agrupadas en funcion de estos valo-
res del indice T/E.

Este estudio ha permitido clasificar los valores de los parametros dentro de unos limites
que pueden proponerse como “normales”, realizandose una aplicaciéon practica para 25
casos reales en los que se detecta alguna anomalia en alguno de dichos parametros.

Asimismo se proponen unos valores “normales” para cada uno de los parametros, siempre
que se cumplan las condiciones del estudio.

Se concluye considerando la imposibilidad de evaluar un caso sospechoso de positividad
para la testosterona sélo con el indice T/E. E incluso se considera la necesidad de que
estas evaluaciones endogenas se complementen con las nuevas técnicas analiticas en
practica, entre las que destacan la GC/C/IRMS.

Palabras clave: dopaje, control del dopaje, testosterona, epitestosterona, perfil hormonal .

Abstract: This work is a study which is basically analytical and additionally statistical, and is
based on the factor values of the hormone Profile. These factors have been measured in
physiological samples which have been analysed using the doping control methodology.
Such samples had different testosterone and epitestosterone concentrations and were clas-
sified in relation with the T/E ratio values.

In this study we classified the factor values according to certain limits we considered as nor-
mal, and we analysed 25 real samples where we detected anomalies in some factors.

In addition, we propose a normal value for each factor as long as the study conditions are
carried out.

In conclusién, we consider that it's impossible to evaluate a suspicious positive case of tes-
tosterone taking into account only the T/E ratio. We even consider the necessity of the com-
plementation of these endogenous evaluation with the new analytical techniques, such as
GC/C/IRMS.

Key words: doping, doping control, testosterone, epitestosterone, hormone profile.
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I. INTRODUCCION

La deteccién analitica de la testosterona (T) administrada como sustancia dopante es un
problema reciente en el control del dopaje en el deporte'. 2. Pero a diferencia de la mayoria
de los esteroides anabolizantes androgénicos (EAA) prohibidos, su analitica posee unas
caracteristicas propias, ya que al ser este esteroide una sustancia fisiolégica, su control
analitico en el dopaje requiere una especial atencion para llegar a diferenciar el origen exé-
geno del endégeno de esta hormona3. La deteccion cualitativa en un analisis de control del
dopaje no es en este caso significativa, ya que al existir testosterona normalmente en el
organismo, la positividad de un analisis no puede Unicamente basarse, como es valido para
el andlisis del resto de los EAA, en la deteccion, identificacion y confirmacion de la presen-
cia, en la orina analizada, del esteroide y/o de alguno/s de sus metabolitos urinarios.

Se deduce en consecuencia la necesidad de medir en un control del dopaje la concentra-
cion de testosterona en la muestra de orina que se analiza. Pero a pesar de que existen
procedimientos analiticos cada vez mas sencillos, rapidos, efectivos y garantizables para
realizar este andlisis cuantitativamente4, tampoco es suficiente realizar una determinacién
cuantitativa absoluta, porque los niveles de testosterona no son los mismos en todas las
personas®, pudiendo variar con diversos factores, como el sexo, el periodo de la vida en el
varén y el ciclo menstrual en las mujeres. Ademas, para detectar un abuso de testostero-
na mediante valores absolutos se desarrollan métodos analiticos que se basan en los pro-
fundos cambios que se producen en la concentracion urinaria de la testosterona, dificil de
aplicar en el control del dopaje, tanto por las fluctuaciones que se producen en la excrecién
del liquido fisioldgico, como por la obligacion de recolectar tomas puntuales de orina en un
tiempo indeterminado dentro del ciclo circadiano. Como consecuencia de esta problemati-
ca, al prohibirse el uso de la testosterona en el deporte, fué necesario introducir en su
indice de positividad el concepto de cuantificacion analitica relativa, propugnando como la
Unica via valida, la medida de la concentracion de esta hormona en relacion con un factor
de referencia.

Con este fin, ya en 1.979 se propuso® utilizar la hormona luteinizante (LH) como factor
analitico de referencia frente a la testosterona, como un prototipo para detectar una admi-
nistracion exogena de esta sustancia, basandose en el efecto “feedback” ocasionado en
este caso por la supresion de la LH. En efecto, el uso de testosterona exdgena causa,
dependiendo de la dosis administrada, una supresion en la secrecion pituitaria de las gona-
dotrofinas?; en consecuencia, tras la inyeccion de ésteres de testosterona, los valores de la
concentracion sérica de la hormona androgénica (T) se incrementan, mientras que los de la
luteinizante (LH) disminuyen, por lo que el cociente T/LH podia proponerse como un méto-
do de referencia para deducir una administraciéon exdgena de testosterona; ademas este
cociente tenia también a su favor su independencia del volumen de liquido excretado®.
Pero al no poder ratificar por cromatografia de gases/espectrometria de masas esta
medida, se rechazé la propuesta, por lo que tratando de buscar la mejor solucion?®, se pro-
puso en 1.983 un método alternativo relacionando la testosterona (T) con la epitestoste-
rona (E), molécula natural que es el 17p-epimero de la testosterona y por consiguiente
con configuracion esteroidea muy similar. La epitestosterona no es activa en los tejidos ni
sufre procesos de biotransformacion; a similitud de la testosterona también se secreta por
las gonadas, aunque parece que no ocupa hingtn lugar en la actuacion de los andrége-
nos'?, y se encuentra presente, junto a la testosterona, en la orina de hombres y mujeres
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(fue aislada en 1.964 de la orina humana), siendo las concentraciones urinarias de ambas
hormanas aproximadamente iguales® 11, y casi equimoleculares las plasmaticas!©.

Tras diversas medidas estadisticas por cromatografia de gases/espectrometria de
masas?, y basandose en que la epitestosterona representa sélo un minimo porcentaje
(inferior al 1%) entre los productos resultantes del metabolismo de la testosterona, la
androstendiona y la dehidroepiandrosterona?® 2. 13. 14 y en que los valores de excrecion
de la epitestosterona decrecen después de la administracion de la testosterona?®, el
Comité Olimpico Internacional adopté en 1.983 el cociente entre las concentraciones urina-
rias de testosterona y epitestosterona (T/E) como la unica prueba valida para detectar
una administracion exogena de testosterona como sustancia dopante, correlacionan-
dola con un incremento del cociente T/E con independencia del grado de dilucién de la
orina’s,

Es por tanto este valor de referencia relativo T/E el que se adoptd, y se sigue utilizando en
la actualidad, como indicador de una posible administracién exégena de testosterona’s,
considerandose que en ausencia de un aporte de esta hormona, o si no existen causas

fisiolégicas o patolégicas contrarias, el intervalo normal del cociente T/E es 6 0 inferior a
617,18,

Actualmente surgen propuestas para detectar una administracion exégena de testostero-
na, buscando una posible influencia sobre otros esteroides, tanto andrégenos como estré-
genos, o sobre otras hormonas?, pero que sdlo son validos para analisis de suero y no de
orina’9. 20,

En resumen, en la determinacién de testosterona en un control de dopaje no sdlo se ha de
realizar el procedimiento general analitico para la deteccion de cualquier esteroide anabo-
lizante androgénico?!, sino que ha de considerarse que en este caso la positividad ha de
depender de que la cantidad de testosterona que exista en la orina sea anormalmente alta
por razones no fisioldgicas y que no esté influida por otros factores que, aunque en casos
aislados, puedan afectar al resultado de un control de dopaje, como podria ser la edad del
deportista22.23.24.25.26 o el etanoR7. 28,

Y aunque en la actualidad se estan proponiendo métodos analiticos (GL/CI IRMS) que por
relaciones isotopicas permitan discernir las moléculas exdgenas de las endégenas de la
testosterona, todavia no se ha conseguido la certeza de positividad, por lo que se debe
seguir recurriendo a estudios enddgenos.

2. PERFIL HORMONAL ESTEROIDEO (P.H.E.)

El llamado “perfil hormonal esteroideo” (PHE) esta integrado por las cuantificaciones de
los esteroides hormonales endégenos, o sus metabolitos, presentes en el medio analiza-
do, el cual, en el caso del control del dopaje, es la orina. Si se hace referencia a las con-
centraciones urinarias excretadas de estos esteroides, en pg/ml, se define el perfil hormo-
nal esteroideo absoluto, mientras que si se presentan cocientes entre dichas concentra-
ciones se define el perfil hormonal esteroideo relativo2°.

Esta evaluaciéon del PHE puede conducir al conocimiento de la posible utilizacion exégena
de algunos de sus integrantes endogenos. En relacion al control de la administracion de
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testosterona, el parametro inicial estadisticamente significativo es la relacion testostero-
na/ epitestosterona medida en los controles analiticos de dopaje. Para discernir un caso
positivo con testosterona se ha establecido internacionalmente el limite de 6 en el cocien-
te T/E'7, limite fijado con un amplio margen sobre valores fisioldgicos estadisiticamente
normales. Sin embargo, la determinacion del cociente T/E para resolver entre una adminis-
tracion exdgena de testosterona o una manipulacién frente a una situacion fisiologica nor-
mal puede conducir a falsos positivos (T/E>6 con concentraciones de testosterona endo-
gena superiores a la media normal) o falsos negativos (T/E<6, a pesar de existir por cau-
sas exdgenas un incremento en la concentracién de testosterona enddgena). El limite de 6
en el cociente T/E, no es por tanto tan incuestionable como se pretendié al determinar su
valor numérico, ya que esta relacion puede depender de:

a) las dosis administradas de ésteres de la testosterona,;
b) factores intrinsecos y extrinsecos que acompanan a la administracion, y

c) la programacion de la misma.

Si por otra parte se considera:

12) que los niveles urinarios de testosterona y epitestosterona difieren sustancialmente
segun los individuos, especialmente en el caso de los varoness, y

29) que el incremento que sufre la concentracion de testosterona después de que se admi-
nistran ésteres de esta hormona, no es propocional a la cantidad administrada y varia
especificamente segun el individuo que los utiliza,

puede discutirse la posibilidad de la adopcion del cociente T/E como la dnica relacion apli-
cable para detectar una posible administracion de testosterona en los siguientes casos:

A. Muestras con T/E<6, evaluadas como negativas. Puede ocurrir que en determinadas
muestras, recogidas tras una competicion, se midan cocientes T/E inferiores al limite de 6,
siendo sin embargo muestras procedentes de sujetos en los que se ha producido:

a,;) Una administracion de testosterona exdgena en época de entrenamiento, previa-
mente a la competicién. Esta administracion se realiza:

1) programandose durante un tiempo mas o menos prolongado, generalmente en periodo
de entrenamiento, durante el cual se eleva la concentracién del esteroide, obteniéndose
efectos que influiran en el rendimiento en la competicion;

2) regulandose de tal forma que en la analitica realizada tras la competicion el indice T/E
queda, aunque sea muy ligeramente, por debajo de 6.

a,) Una administracion conjunta de testosterona y epitestosterona que conduzca a

un normal cociente urinario de T/E de aproximadamente 1.Basandose en que sélo el
1% de la testosterona se excreta inalterada (aparte de la conjugada con acido glucurénico)
mientras que de la epitestosterona el correspondiente porcentaje se eleva al 30%, una
administracion intramuscular de estas dos hormonas en una respectiva relacién de 30:1
puede conducir a un normal cociente urinario de 1, siendo posible evadir la deteccién si
sélo se depende del cociente T/E2.
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a5) Una administracion de otros sustancias, que incidiendo en el equilibrio del siste-
ma hormonal, provoque determinados efectos como puede ser la obtencién de un
incremento de la concentracion en sangre de la testosterona sin que se sobrepase el
limite de 6 en el cociente urinario T/E. Por ejemplo, si se administra gonadotrofina
coridnica humana (hCG) a varones adultos normales, se estimula la produccion endége-
na de testosterona y epitestosterona, con la consiguiente “beneficiosa” elevacion de la
concentracion de la testosterona en sangre sin que se altere el cociente T/E urinario.

B. Muestras con T/E>6, evaluadas como positivas. En algunas muestras en las que se
mide un cociente T/E superior al limite de 6 no puede descartarse la normalidad para este
valor por algunas posibles razones:

b4) Haber existido una posible ingesta de alcohol, que puede incrementar el indice de
T/E30,

b,) Encontrarse el sujeto en una fase del desarrollo puberal masculino, el cual puede indu-

cir a que el equilibrio fisioldgico entre la testosterona y la epitestosterona se desplace hacia
la segregacion de la primera hormona2s. 26,

bj) Poseer el individuo unas caracteristicas fisioldgicas tales que su cociente T/E>6 no
pueda considerarse como demostracion de una administracion de testosterona.

b,) Haber un incremento anormal de testosterona que provenga de una causa patolégica.

bs) Haber tenido que utilizar el sujeto alguna sustancia especifica, como el ketoconazol,
que es un antifingico, inhibidor del citocromo P-450, que suprime la sintesis de los esteroi-
des androgenos??, pudiendo producir una baja en la epitestosterona superior a la inducida
en la testosterona, y por consiguiente elevar el cociente T/E.

Es evidente que los problemas generados por “falsos positivos” de relaciones T/E>6 pue-
den resolverse, en un plazo de tiempo mas o menos largo, tras las oportunas reclamacio-
nes y mediante largos y costosos procedimientos analiticos y endocrinoldgicos. Pero en el
caso de los posibles “falsos negativos” en los que se ha incrementado anormalmente la
testosterona, pero con el resultado en el correspondiente andlisis de control de dopaje de
un cociente T/E<6 aparentemente normal, no puede conocerse, “a priori”, si el incremento
de testosterona, no detectable en relacién a la epitestosterona, ha sido debido a un apor-
te exégeno de testosterona o a una manipulacién con el mismo objetivo.

En consecuencia, y ante estas premisas, se puede establecer que los parametros utiliza-
dos en la actual analitica desarrollada en el analisis de la testosterona en un control de
dopaje no son suficientes para discernir los verdaderos casos positivos y negativos con
respecto a esta hormona, y a la espera de que las nuevas técnicas analiticas confirmen los
resultados, se abre un amplio abanico de posibilidades en la busqueda de nuevos factores
de referencia que incorporar en la analitica para conseguir el objetivo primario de un control
del dopaje.

La utilizacion complementaria o sustitutiva de otros parametros, distintos de la testostero-
na y la epitestosterona, que intervengan o estén relacionados con el perfil hormonal este-
roideo (PHE), o incluso simplemente con el perfil hormonal en general, podria resolver o
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contribuir en la resolucion de la problematica generada por los falsos resultados basados
simplemente en la medida de la T/E.

Con la finalidad de resolver la problematica generada al emitir posibles “falsos positivos” o
“falsos negativos” de testosterona, fundamentados solamente en los valores del cociente
T/E obtenido entre las concentraciones de las hormonas andrégenas enddgenas testoste-
rona y epitestosterona, y en base a las influencias que sobre esta relacion pueden tener
ciertos agentes farmacoldgicos (gonadotropina coriénica humana, clomifeno, etc.) se
ha realizado, con muestras de deportistas varones federados de alta competicién, recogi-
das en periodo de competicién y tras competir, un estudio de diversos parametros, clasicos
(T, E, An, Et, OHAN, OHEt, T/E, An/Et, OHAN/OHELt) e innovadores (LH, FSH, An/T, EYT,
An/E, EtE), integrantes del perfil hormonal esteroideo, tanto absoluto como relativo, en
funcién de determinados valores de la citada Ryg

3. ESTUDIO DE PARAMETROS_ DEL PERFIL HORMONAL ESTEROIDEO EN FUNCION
DEL VALOR DE LA RELACION TESTOSTERONA / EPITESTOSTERONA

Para realizar este estudio se han elegido, de acuerdo con diversos criterios de positividad
para la testosterona expuestos en los Ultimos afos, y teniendo en cuenta la problematica
presentada, los siguientes valores de Ryyg:

Grupo Condicion T/E Poblacion Porcentaje poblacién
1 Ry/e<6 (n=77) (26,37%)
2 Rye<3 (n=51) (17,47%)
3 Ry/g<0,6 (n=4) (1,37%)
4 0,6<Ry/p<2,4 (n = 44) (15,07%)
5 3<RyE<b6 (n=26) (8,90%)
6 Ry/e<10 (n =80) (27,40%)
7 6<Rye<10 (n=23) (1,03%)
8 Ryg>10 (n=7) (2,40%)

3.1. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas I - VIII.
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Tabla Il. Descripcién estadistica de las concentraciones urinarias de sustancias del perfil hormonal Tablal. Descripcid tadistica de las conc 'es urinarias de sustancias del perfil hormonal
ideo y de otras he relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una pobla- esteroideo y de otras hormonas con ellas, didas, tras competir, a una pobla-
cidn de 51 varones, deportistas federados. cion de 77 varones, deportistas federados.
Rye<3 Rye<6
Desviacion| C.V. Desviacion| C.V.
HORMONA Media adidiiar (%) Minimo | Maximo | Mediana HORMONA Media sabifidar ) Minimo | Méximo | Mediana
Testosterona Testosterona
(T) (ng/ml) 32,52 25,86 79,52 1.1 1151 30,9 (T) (ng/mi) 50,22 56,78 113,06 1.1 360,4 36,9
Epitestosterona Epitestosterona
(E) (ng/ml) 30,20 26,04 86,22 27 119.8| 64,98 (E) (ng/mi) 27,38 24,13 88,13 2,7 1198 219
cis-Androsterona cis-Androsterona
{An) (ng/mi) 1594,25 | 1188,02 74,51 276 6395 1370 (An) (ng/mi) 1461,19 | 1073,21 7344 | 2058 6395] 1242
Etiocolanoclona Etiocolanclona
(Et) {ng/mi) 13904 903,78 65,00 | 2163 4205 1928 (Et} (ng/mi) 1306,52 807,59 61,81 | 2163 4205 1150
11-Hidroxi-androsterona 11-Hidroxi-androsterona
(OHAR) (ng/ml) 533,13 | 1176,08 | 22059 39,8 8519| 3194 (OHAR) (ng/ml) 503,59 | 100323 1992 19,9 8519 3168
11-Hidroxi-etiocolanolona 11-Hidroxi-etiocolanclona
(OHEY) (ng/mi) 197,60 143,53 72,63 13 563,2 158 (OHEt) (ng/mi) 187,12 154,42 82,52 13 699,7| 1351
Hormona luteinizante Hormona luteinizante
(LH) (mUliml) 5,50 513 93,27 0,58 30,89 373 (LH) (mULiml) 4,94 449 | 100,00 0,58 30,89 3,33
(FSH) (mUL/iml) 9,80 5,39 55,00 042 20,24 9,31 (FSH) (mUl/mi) 8,79 533 60,63 0,15 20,24 8,07
TE 1,25 0,62 49,60 0,13 2,85 1,06 TIE 2,15 142 66,04 0,13 4,99 1,69
An/Et 1,22 0,57 46,72 0,43 293 1,08 An/Et 1,16 0,53 45,68 0,24 2,93 1,08
OHAN/OHER 2,19 1.21 55,75 0,78 6,68 193 OHAN/OHEL 2,40 142 59,16 0,76 7,16 1,99
TILH 10,94 20,46 187,02 017 | 14486 56 TILH 19,67 3N 171,37 0,17 1724 10,9
AnT 117,13 188,13 160,61 10,71 | 105259 47,31 AnT 84,37 159,68 189,26 4,74 | 1052,59 32,72
EUT 86,83 114,20 131,52 839 | 61745]| 5356 EUT n 9763 | 137,29 573 | 617,45| 35,89
ANE 105,07 145,85 138,81 | 1029 | 929,22| 5336 An/E 86,52 | 123,79 | 143,07 4,34 | 929,22 45,7
EVE 79,79 75,56 94,69 8,06 | 31261| 5823 EVE 75,72 64,02 84,54 8,06 | 312,61| 58,23
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Tabla IV. Descripcién estadistica de las concentraciones urinarias de sustancias del perfil hormonal
esteroideo y de otras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una pobla-

cién de 44 varones, deportistas federados.

Tabla lll. Descripcién estadistica de las concer jones uri

de

del perfil hormenal

esteroideo y de otras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una pobla-
cidn de 4 varones, deportistas federados.

0,6<R;e<2,4 Rye<0,6
Desviacién| C.V. Desviacién| C.V.
HORMONA Media esténdar ) Minimo | Méximo | Mediana HORMONA Media esténdar (%) Minimo | Méximo | Mediana
Testosterona Testosterona
(T) (ng/mi) 34,14 25,72 75,33 1,9 1151 31,46 (T) (ng/mi) 15,49 24,05 155,26 11 51,25 4,80
Epitestosterona Epitestosterona
(E) (ng/ml) 30,53 24,01 78,644 2,7 1198| 2548 (E) (ng/mi) 40,32 49,65 123,14 32 1123| 22,88
cis-Androsterona cis-Androsterona
(An) (ng/ml) 1628,75 1259,92 77,35 276 6395 1370 (An) (ng/mi) 1585,08 690,26 4355 | 7323 2422 1583
Etiocolanolona Etiocolanolona
(Et) (ng/ml) 1377,29 833,104 67,74 216,3 4205 | 12375 (Et) (ng/ml) 1612,05 937.97 58,18 679,2 2916 | 1426,5
11-Hidroxi-androsterona 11-Hidroxi-androsterona
(OHAR) (ng/ml) 561,32 1263,5 225,09 39,8 8519 | 12375 (OHAR) (ng/ml) 3772 271,82 72,06 118 6599| 3655
11-Hidroxi-etiocolanolona 11-Hidroxi-etiocolanclona
(OHEL) (ng/mi) 186,95 136,77 73,15 13 563,2 | 157,25 (OHEL) (ng/ml) 265,35 219,7 82,80 69,6 486,2 2528
Hormona luteinizante Hormona luteinizante
(LH) (mUl/mi) 568 5,39 94,89 0,58 30,89 3,59 (LH) (mUl/mi) 6,31 241 38,19 4,86 9,91 5,23
H Hormona foliculoestimulante
(FSH) (mUl/mil) 10,12 5.44 53,75 0,42 20,24 9,92 (FSH) (mUl/ml) 10,77 4,40 40,85 6,89 14,6 10,8
TE 124 0,45 36,29 086 2,18 1,08 TE 0,24 0,14 58,33 0,13 0,45 0,19
An/Et 1,24 0,58 46,77 0,43 2,93 1,08 An/Et 1.1 0,47 42,34 0,53 1.7 1,10
OHAN/OHEL 2,28 1,25 54,82 0,85 6,68 1,94 OHANR/OHEL 1,61 0,34 21,12 1,32 2,07 1.52
TLH 11,59 21,66 186,88 0,45 144,86 741 TILH 1,83 2,32 126,77 021 517 0,98
AnT 84,76 106,96 126,19 | 10,71 51551 | 4525 AnT 512,24 444,43 86,76 | 30,53 | 1052,59| 482,92
EYT 76,01 79,03 103,87 8,39 42981 4229 EUT 219,83 267,09 121,49 56,9 617,45| 1025
AnE 79,81 79,03 99,02 10,28 373,54 | 51,55 An/E 337,05 405,23 120,16 | 13,94 929,22 | 202,52
EVE 72,19 72,02 99,76 8,06 31261 4887 EVE 99,46 85,05 85,51 2597 21225| 7982
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Tabla VI. Descripcion estadistica de las concentraciones urinarias de sustancias del perfil hormonal Tabla V. Descripcion estadistica de las concenltraciones urinarias de sustancias del perfil hormonal
esteroideo y de otras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una pobla- esteroideo y de otras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una pobla-
cion de B0 varones, deportistas federados. cion de 26 varones, deportistas federados.

Re<10 3<R;<b6
Desviacion| C.V. Desviacion| C.V. .
HORMONA Media esténdar ) Minimo | Maximo | Mediana HORMONA Media esténdar %) Minimo | Maximo | Mediana
Testosterona Testosterona
(T) (ng/mi) 51,95 56,87 | 10947 11 3604 | 239,36 (T) (ngy/mil) 84,94 81,07 95,44 16,5 3604 | 47,72
Epitestosterona Epitestosterona
(E) (ng/ml) 26,80 2387 89,06 27 1198| 1850 (E) (ng/mi) 21,85 19,11 87,46 54 81,4 14,7
cis-Androsterona cis-Androsterona
(An) (ng/mil) 1473,09 1071,06 72,70 2058 6395 |1237,75 (An) (ng/mi) 1200,18 756,07 62,99 2058 3240,7 | 10824
Etiocolanclona Etiocolanclona
(Et) (ng/mi) 1333,94 817,88 61,31 | 2163 4205 | 11557 (Et) (ng/ml) 1142 553,68 48,48 | 4359 | 27808| 1075
11-Hidroxi-androsterona 11-Hidroxi-androsterona
(OHAnR) (ng/mi) 503,06 986,35 | 196,07 19,9 8519 3169 (OHAN) (ng/ml) 445,64 536,77 | 120,44 19,9 | 21972 257
11-Hidroxi-etiocolanolona 11-Hidroxi-etiocolanclona
(OHEY) (ng/mi) 197,92 197,43 99,75 13 | 1302,7| 134,05 (OHE) (ng/ml) 166,56 17501 105,07 242 699,7| 114,25
Hormona luteinizante Hormona luteinizante
{LH) (mUVlml) 4,84 4,44 91,73 0,58 30,89 3,29 (LH) (mUl/mi) 3,82 281 68,32 0,68 10,1 2,83
Hormona foliculoestimulante Hormona foliculoestimulante
(FSH) (mUl/ml) 8,62 5,30 61,48 0,15 20,24 7.98 (FSH) (mUlimil) 6,81 4,71 69,16 0,15 18,3 6,52
TE 235 1.73 73,61 0,13 852 1,79 TE 3,92 0,64 16,32 307 4,99 4,11
An/Et 1,15 0,52 45,21 0,24 293 1,08 An/Et 1,04 041 39,42 0,24 1,85 1.1
OHAN/OHEt 2,42 1,50 61,98 0.7 716 1.97 OHAR/OHEt 2,82 1,72 60,99 0,76 7.16 2,43
TLH 20,78 33,57 161,54 0,17 1724 11,24 TLH 36,81 46,43 126,13 3,36 1724 16,05
AnT 81,99 1571 191,60 4,74 | 105259 3253 AnT 20,09 15,38 76,55 4,74 68,54 14,86
EUT 69,30 96,21 138,83 573 617,45 34,15 EYT 40,27 3744 92,29 573 14438 | 24,79
AnE 89,63 123,31 137.57 4,34 929,22 48,08 AnE 50,15 44,25 88,23 4,34 168,49 38,75
EVE 79,87 66,96 83,83 8,06 312,61 59,31 EVE 67,73 30,69 4531 19,77 13349 61,09
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Tabla Vill. Descripcion

poblacién de 7 varones, deportistas federados.

urinarias de sustancias del perfil hormonal
estercideo y de ofras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una

Tabla VII. D ipcion estadistica de las cor

iones urinarias de sustancias del perfil hormonal
esteroideo y de otras hormonas relacionadas con ellas, medidas, tras competir, a una
poblacién de 3 varones, deportisias federados.

Rye<10 6<R;e<10
Desviacién| C.V. " Desviacién| C.V.
HORMONA Media estdndar (%) Minimo | Méximo | Mediana HORMONA Media estindar (%) Minimo | Méximo | Mediana
Testosterona Testosterona
(T) (ng/mi) 279,34 44352 | 158,77 | 21,88 1265 197 (T) (ng/mi) 96,36 46,77 4853 | 4353 1325| 113,05
Epitestosterona Epitestosterona
(E) (ng/mi) 15,55 19,93 | 128,16 1,62 58 9.1 (E) (ng/mi) 11,89 5,89 49,53 5,11 158 14,75
cis-Androsterona cis-Androsterona
(An) (ng/mi) 2460,34 | 2003,06 81,41 | 1682 6389 | 22083 (An) (ng/ml) 17785 | 1183,55 66,54 |1010,6 | 31415] 11834
Etiocolanolona Etiocolanolona
(Et) (ng/ml) 252221 | 2160,06 85,64 86,8 6624 | 21275 (Et) (ng/ml) 2037,6 931,39 4571 [1198,6 | 3039.8| 18744
11-Hidroxi-androsterona 11-Hidroxi-androsterona
(OHAnR) (ng/mil) 686,29 | 518,12 7549 | 371 1240 912 (OHAR) (ng/mi) 4896 | 427,91 87,39 | 729 927,9 468
11-Hidroxi-etiocolanolona 11-Hidroxi-etiocolanolona
(OHE) (ng/ml) 588,41 445 87 75,77 288 1210 631 (OHEY) (ng/ml) 475,13 716,74 150,85 52,9 1302,7 69,8
Hormona luteinizante Hormona luteinizante
(LH) (mUl/mi) 29 2,79 95,87 02 8,1 2,36 (LH) (mULml) 243 1,42 58,43 08 3.4 31
H folicul Hormona foliculoestimulante
(FSH) (mUliml) 3,24 1,62 50,00 13 5,87 34 (FSH) (mUl/ml) 4,36 1,64 3761 3,07 6.2 38
TE 13,68 386 2821 10,4 21,81 12,48 TE 7,46 1,18 15,81 6,19 8,52 7,66
An/Et 1,14 0,38 26,38 0,76 1,94 1,04 An/Et 0,85 0,27 31,76 0,54 1,03 0,99
OHAN/OHEt 1,20 0,33 27,50 0,57 1,63 1,27 OHAN/OHEt 293 329 112,28 0,71 6,71 1,38
TLH 133,41 148,51 111,31 24,31 394,35| 56,56 T/LH 49,14 8,78 17,86 39 54,41 54,01
AnT 23,90 28,76 120,33 4,96 85,45 12,65 AnT 20,87 11,48 55,00 762 27,79 2719
EUT 21,31 22,29 104,59 2,56 66,88 15,68 EVT 22,85 7.55 33,04 14,14 27,53 26,89
An/E 297,02 290,08 97,66 | 61,84 8888 | 173,29 An/E 169,51 91,881 54,20 | 63,96 231,59 212,98
EVE 268,21 225,30 84,00 | 32,14 695,6 | 186,89 EYE 186,43 60,41 32,40 |118,63 234,56 | 206,09
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Las comparaciones mas significativas de estos resultados se presentan en las figuras 1-7

BT1/E<0,6 [10,6<T/E<2,4 [Ja<T/E<6 Ne<T1/E<10 [JT/E>10
aoo |
250"
200"
E |l
2 150
100"
50|
0
Testosterona Epitestosterona
Figura 1. Concentraciones medias de T y E en muestras con diferentes valores de T/E.
8.000 B T/E<0,6 [10,6<T/E<2,4 [Ja<T/E<6 Ne<T/E<10 EIT/E>10
2.500|
2.000 " \§ ;
1500 §
c §
o . §
500 : _§3;_, i
0

cis-Androsterona Etiocolanolonaa

Figura 2. Concentraciones medias de An y Et en muestras con diferentes valores de T/E
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3.000 M T/E<0,6 F10,6<T/E<2,4 El3<T/E<6 RN6<T/E<10 EIT/E>10
2.500 |
2.000 |
E E
‘6-11.500
c
1.000 |
500 |
0
11-OH-Androsterona

11-OH-Etiocolanolona
Figura 3. Concentraciones medias de OHAn y OHEt en muestras con diferentes valores de T/E

B T/E<0,6 [/10,6<T/E<2,4 [13<T/E<6 N6<T/E<10 [IT/E>10

10"

ng/mi
-]

Hormona luteinizante

H. foliculoestimulante

\
Figura 4. Concentraciones medias de LH y FSH en muestras con diferentes valores de T/E
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16

14}

10}

BMT1/E<0,6 [10,6<T/E<2,4 [13<T/E<6 N6<T/E<10 LIT/E>10

T/E

An/Et OHAN/OHEt

Figura 5. Valores medios de T/E, An/Et y OHAN/OHEt en muestras con diferentes valores de T/E
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300 |
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BT1/E<0,6 [[0,6<T/E<2,4 [[13<T/E<6 N6<T/E<10 LIT/E>10

77777,
7777777777

/
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An/T

EYT An/E EY/E

Figura 6. Valores medios de An/T, EVT, An/T y EYE en muestras con diferentes valores de T/E.
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----- M 1/E<0,6 [[0,6<T/E<2,4 [Ha<T/E<6 N6<T/E<10 [IT/E>10

140}

120

100

80

60|

40

20}

|

T/LH
Figura 7. Valores medios de T/LH en muestras con diferentes valores de T/E.

Realizada la valoracion estadistica de los resultados, se presentan a continuacién los nive-
les de significacion (test de la t de Student):

Nivel de
significacién Variable Grupos

p<0,001 T’ TIE<06 06>T/E>2.4
AnT TE<0,6 0,6>TIE>2.4
ANE T/E<06 0.6>T/E>2,4
[m 0.8>T/E>2,4 T/E>6
TE 0,6=T/E=2,4 3=TE=6
TE TIE<06 6>T/E>10
TAH TIE<0.6 6>T/E>10
Ul 06>T/E>2,4 6>T/E>10
TE 0,6>T/E=24 B=T/E=10
ANE 0,6-T/E>2,4 6>T/E>10
EVE 0,6-T/E>2,4 8>T/E=10
TE 0,6>T/E>2.4 TE>10
TILH 0.6>T/E>2,4 T/E>10
M T/E<3 3=T/E>6
TE TiE<a BTE6
m TE<3 6>T/E>10
TE T/E<3 6>T/E=10
TIE T/E<3 TE>10
TILH T/E<a TE>10
TE BTE6 6>T/E>10
TE 3T/E6 T/E>10
TE TE<10 TE>10
TILH T/E<10 T/E>10

paagl TH 06>T/E>2.4 3T/ES6
ANT 0,6-T/E>2,4 3>T/E>6
TAH 0.6>T/E>2.4 6>T/E>10
TILH 3>T/E6 TIE-10
TAH TE<3 BTE6
TH T/E<a 6>TE>10

p<0,05 [FSH] 0,6>T/E>2,4 BTE
EVE 0,6>T/E>2.4 6>T/E>10
m 0,6-TE>24 T=10
[E] 0,65T/E>2,4 T>10
[FSH] 0,6>T/E>2,4 T-10
AnT T/E<3 BTE6
[ T/E<3 T/E-10
[LH] 3TE>6 TE>10
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Llama poderosamente la atencion el alto nimero de niveles de significacion alcanzados por
diversas variables del P.H.E. entre los diferentes grupos estudiados. Pero sobre todo, ade-
mas de las significaciones (l6gicas por las condiciones de valores de T/E para formar
dichos grupos) entre los cocientes T/E y las concentraciones de testosterona, es el
cociente T/LH el que mayor correlacion presenta entre los diversos grupos, ademas con
significaciones p<0,01, p<0,001 e incluso inferiores (p<0,0001 entre los grupos T/E>10 y
0,6>T/E>2,4. Otras variables en las que interviene la androsterona también presentan ele-
vados niveles de significacion, lo que también es explicable por la relacién entre esta hor-
mona y la testosterona.

Ante el interés que presenta el cociente T/LH, se realizé un estudio de distribucién de fre-
cuencias de valores de [LH] y T/LH en una poblacién normal, de 54 varones con una edad
media de 21+2,3 afos, con actividad fisica media (figuras 8 y 9).

Porcentaje de poblacién

[LH]
Figura 8. Frecuencias de distribucion de [LH] en una poblacion de actividad fisica media.

3o|

- [ [5]
« a L

Porcentaje de poblacién

-
(-]

0’z 240 1018 1826 26.34 34-42 42.50 5058 68.05 6674
TILH
Figura 9. Frecuencias de distribucién de T/LH en una poblacién de actividad fisica media.
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Y por otra parte, también se ha realizado un estudio de correlaciones entre varios de los
parametros medidos y que parecen ser los mas interesantes. Los resultados se presentan
en la tabla IX.

Tabla IX. Coeficiente de relacion y significacion estadistica entre pares de variables de diversos grupos con diferente T/E.

TEE
<0,6 0,6-2,4 3-6 6-10 >10
[m [LH] 0,9784 0,0216 | -0,1058 0,4944 | -0,0236

0,9087 0,9946 0,0661 0,3636 0,4227

T/E [LH] 0,9158 0,0842 -0,0446 0,7736 -0,3845
0,0525 -0,8430 0,3616 0,1272 0,7858

TIE T/LH 0,9978 0,0022 0,3173 0,0358 0,5453
0,0040 0,9391 0,2233 0,2763 0,5486

3.2. Conclusiones

En los grupos con Ryg>3 se encuentra unas diferencias de concentraciones entre la tes-
tosterona y la epitestosterona superiores a las aparecidas en los otros grupos, lo que
puede corresponderse con la accién que una posible testosterona exdgena efectia sobre
la produccién de andrégenos. Sin embargo, en las otras hormonas andrégenas medidas, al
estar relacionadas con la testosterona por metabolismo y no por isomeria, no aparece por
lo general este efecto.

En el caso de la hormona luteinizante aparece una clara correlacion entre ella misma y la
testosterona, y lo mismo ocurre con las relaciones T/E y T/LH, con un alto coeficiente r y
una buena significacion estadistica en gran parte de los pares de variables comparados en
los diversos grupos. Es interesante observar al respecto los altos coeficientes de relacién
existentes entre las variables comparadas en el grupo con T/E<0,6 y con 6<T/E<10, siendo
la significacion estadistica alta en el grupo con T/E<0,6 sobre todo.

En consecuencia, este agrupamiento de la poblacién da lugar a interesantes resultados con
posible aplicacion en la poblacion deportiva en general.

Igualmente estos resultados hacen pensar que la valoraciéon en un control de dopaje de
una orina como positiva o negativa para la testosterona es muy dificil de realizar basan-
dose simplemente en los datos de la relacion testosterona/epitestosterona, incluso en los
casos presentados como negativos, pues son multiples parametros los que se deben eva-
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luar. Ademas, la valoracion ha de realizarse a titulo individual, ya que en cada individuo
puede verse alterado un parametro o una relacién en comparacién con otro.

En el estudio presentado a continuacion, en el que valoramos varios casos practicos, se
documentan las dudas al respecto a la posibilidad de evaluar un caso de dopaje sobre tes-
tosterona solo con la relacion T/E.

4. ESTUDIO Y DISCUSION DE 25 CASOS PRACTICOS CON DIFERENTES ANORMALI-
DADES EN EL PERFIL HORMONAL

En la tabla X se presentan, elegidos entre 985 resultados correlativos de andlisis de control
del dopaje, 25 casos reales de diferentes cocientes T/E en los que alguno de los restantes
parametros medidos presenta un valor que no se encuentra entre los limites de los que en
principio podrian clasificarse como “normales”, que son los que se incluyen en la tabla XI,
y que corresponden a los valores medios de una poblacién de deportistas federados sin
influencias de factores endégenos o exogenos sobre el perfil hormonal esteroideo.

La poblacion de referencia esta compuesta por las muestras recogidas, tras competicién, a
los 657 integrantes de los grupos (10) estudiados de:

» deportistas federados;

* varones;

» practicantes de diferentes deportes;

» con resultado negativo en el andlisis de control del dopaje.

Es decir, no se han incluido ni poblaciones femeninas, ni con actividad fisica media o baja,
ni con reacciones positivas a la hCG y/o a los esteroides anabolizantes (incluida la testos-
terona), ni voluntarios, ni deportistas federados en periodo de entrenamiento, con el fin de
que no se produzca ninguna influencia por alguno de estos factores sobre el valor real de
cada parametro del perfil.
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Caso E tngr:-lmih (n[g?nl) {rE;r':l] [n[:n’;]ﬂ‘p [nELI]::nI] AN/Ex An/T T (r[nhlfl‘:']ll)
1 2181 1265 58 6389 6624 4,30 0,96 5,05 294,18 03
2 14,70 209.7 9,10 2298 2127 238 1,08 10,95 88,90 0.8
3 13,50 21,88 1,62 728,7 7016 0,90 3207 33,30 243 0,9
4 12,48 33,94 2,72 168,2 86,8 0,60 1,94 4,96 56,56 02
5 11,59 167 17 2046 3089 3,90 095 14,95 50,52 07
[ 11,28 203 18 2568 3364 8,10 0,76 12,65 25,06 07
7 10,40 24,86 239 21242 16626 0,20 1.28 85,45 394,35 03
8 84 115 13 343 429 04 079 2982 28,75 03
9 4,08 1145 23 10338 8256 0,68 1,25 9,02 168,40 164,7
10 4,80 245 50 1945 1750 14 1.1 7.94 172.4 1,2
1" 4,40 360 a1 324 2781 2,9 1,17 9,00 1234 0.3
12 4,29 3 07 203 406 01 0,50 67,67 30 23
13 4,24 42 9,80 244 830 38 0,29 5,81 11,05 11
14 4,12 a3 -] 206 453 6,0 0,45 6,24 55 45
15 343 3390 9,90 261,2 4359 10,10 0,60 7 3,36 05
16 3,40 214 63 183,7 152,1 052 1.21 8,58 41,15 32
17 1,56 32 2,10 2461 520,5 1,31 047 76,90 2,44 0.8
18 092 115 125 1233 966 06 1,28 10,72 1917 04
19 0,91 21,60 22,60 2295 1467 30,89 1,56 1063 0,69 24
20 0,70 23 a 104 205 0,07 050 452 3286 09
21 0,60 1,90 3,30 B16 4259 1,22 1,93 432,42 1,56 34
22 0,19 38 204 ] 1633 31 0,61 26,29 12,26 21
23 0,13 1,54 12,20 16221 1431 517 1,13 10526 0,30 24
24 on 18,3 166,4 108.2 2384 03 0,46 597 61 3.7
25 0,10 1,10 3,20 7323 679,2 5,30 1,08 665,73 0,21 0.6

Tabla X. Muestras en las que algun parametro del perfil hormonal estercideo se desvia de la media “normal”.

[m [E] [An] [Et] [LH] | AnEt | AnT | TLH | [hCG)
T/E
(ng/mi) | (ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) | (mUVmI) (mUmI)

Media 1,79 48,41 33,15 | 2010,76 | 1931,95| 3,16 117 46,68 | 16,13 0,56
Poblacion

de
D.E. +0,46 | £13,37 | 28,86 | £501,34 | 606,82 =094 | 0,007 | 17,28 24,96 0,27

referencia | C.V.(%) | 25,70 27,62 26,73 24,93 31,4 29,75 5,98 37,02 | 30,75 48,21

Tabla XI. Valores medios de los pardmetros del Perfil Hormonal Esteroideo que pueden deducirse como “normales”,
salvo las excepciones constatadas.
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Se pueden destacar los siguientes resultados:

A) En los 7 casos con T/E>10, ademas de la consideracion de este parametro que en prin-
cipio establece una “no negatividad”, aparecen los siguientes valores distintos a los de la
poblacién normal:

a4) [T] con valores muy superiores (casos 1, 2, 5y 6);
a,) [E] con valores muy inferiores (casos 3, 4y 7);
aj) [An] con valores muy inferiores (casos 3 y 4);

ay) [Et] con valores muy inferiores (caso 4);

as) [LH] con valores elevados (caso 6);

ag) An/Et con valores muy superiores (caso 3);

ay) An/T con valores * muy inferiores (casos 1, 4, 5y 6)
* muy superiores (caso 7);

ag) T/LH con valores muy superiores (casos 1,2, 4,5y 7);

ag) hCG con valores normales en todos los casos.
B) Sdlo aparece un caso, el 8, con una T/E entre 6 y 10, valor que la actual reglamentacion
considera como dudoso. En este caso, aparecen:

b,) [E], [An] y [Et] con valores por debajo de lo normal;

b,) la relacion An/T algo elevada.

C) Aparecen 8 casos, del 9 al 16, con una relacion T/E entre 3 y 6, casos que estan esta-
blecidos como negativos, y en los que sin embargo se observa:

c¢4) [T] con valores: * elevados en los casos 9, 10y 11;
* muy bajos en el 12;

¢,) [E] con valores: * algo elevados en el caso 11;
* muy por debajo de lo normal en los casos 12, 13, 14, 15y 16.

c3) [An] con valores: * bajos en el caso 9;

* muy inferiores a la media de los grupos de referencia en los
casos 12, 13, 14,15y 16.
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c,) [Et] inferior a la media de referencia en los casos 12, 14, 15y 16.

cs) [LH] inferior a la media considerada como normal en los casos 9, 16 y, sobre todo, 12.
cg) An/Et algo baja en los casos 12, 14 y 15, y algo mas inferior en el 13.

¢7) An/T muy por debajo del valor medio de referencia en los casos 9, 10, 11, 13, 14, 15y 16.

cg) T/LH con valores: ~ * muy superiores a la media considerada normal en los casos 9,
10y 11;

*y por debajo de lo normal en 14 y 15.

dg) [hCG] con valores considerados como positivos en el caso 9.

D) Aparecen 9 casos, del 17 al 25, con relaciones T/E<3, que en principio deberian ser
considerados como normales, pero en los que sin embargo se puede observar que:

d4) T/E por debajo de lo normal en los casos 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25.

d,) [T] con valores: * inferiores a la media de referencia en los casos 17, 21, 23 y 25;
* y muy superior en el 18,

d,) [E] con valores: * muy superiores a la media de referencia en los casos 18, 22 y 24;

*y muy por debajo de ellos en 17, 21 y 25.

d,) [An] con valores: * inferiores a la media de referencia en los casos 17, 20 y 24;

* muy superiores en el 23.

dg) [Et] inferior en los casos 17, 20 y 24.
dg) [LH] muy por debajo en los casos 18 y 24 y, sobre todo, en el 20.
d;) An/Et presentan valores soélo algo inferiores en los casos 17, 20, 22 y 24.

dg) An/T con valores elevados en el caso 17, muy elevados en los casos 19, 21, 25 vy,
sobre todo, 23.

dg) T/LH presenta valores: * muy elevados sobre la media de referencia en los casos 18 y 20;
* e inferiores en los 17, 19, 21, 23 y 25,

d4g) [hCG] con valores normales, negativos, en todos los casos.
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4.1. Conclusiones

Este estudio nos hace concluir que, en la actualidad, la valoracién de la positividad de la
testosterona en un deportista es algo mas complejo que la resolucion por la sola medida
de las relaciones T/E y/o T/LH, dado que ambas relaciones pueden ser manipuladas far-
macoldgicamente. Son necesarios estudios, en ocasiones muy caros y complejos, para
demostrar la culpabilidad del deportista; y en todo caso el deportista, mientras dura la
investigacion sobre su evaluacion, puede seguir compitiendo falseando los resultados.

Es necesario en consecuencia establecer un estudio individualizado de varios parametros
del perfil hormonal para poder demostrar el uso de testosterona exdgena. También debe
realizarse una revision del indice de positividad, al no ser el adecuado el actual T/E>6, o
incluso el T/E>10. Y asimismo se necesita revisar el indice de negatividad, ya que el esta-
blecido como T/E<6 tampoco parece ser el adecuado.

Probablemente, la utilizacion de sangre como material fisiolégico de muestreo haga que
disminuya el uso de las sustancias consideradas; y ello no porque resuelva los problemas
analiticos que su deteccion y confirmacion presenta, sino por su significacion represiva. Es
pues necesario continuar las investigaciones en desarrollo en iniciar otras nuevas, en la
intencion de asegurar algun indice o parametro analitico suficientemente fiable como para
considerarlo como significativo para constatar una infraccién de dopaje con testosterona y
si se logra la aplicaciéon garantizable de la nueva tecnologia de IRMS en experimentacion,
la resolucién del problema puede estar mas préxima de lo que “a priori” parece.
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Resumen: Los agonistas B-adrenérgicos empezaron a utilizarse en terapéutica humana en
los anos 40 para el tratamiento del asma. La capacidad estimuladora de estos compuestos
sobre el musculo liso y estriado, reside principalmente en su afinidad por el subtipo de
receptores J3,, por lo que se muestran como eficaces agentes frente a neumonias, bronqui-
tis y otras disfunciones del sistema respiratorio. En la actualidad, dichos farmacos son unos
de los compuestos mas utilizados en la competicion deportiva con fines de dopaje, siendo
el salbutamol y el clembuterol los farmacos mas potentes empleados para ello. Hemos
estudiado los efectos del salbutamol administrado crénicamente a dosis terapéuticas (16
Hag/kg), y a dosis dopantes (3 mg/kg), en ratas tanto sometidas a entrenamiento aerébico
como en reposo, centrandonos en la musculatura estriada esquelética y cardiaca donde se
comportd como un potente hipertrofiante; y en el tejido adiposo, donde valoramos la grasa
suprarrenal, resultando un potente reductor de la misma. Ademas se realizé un estudio
completo del perfil poliaminico y enzimatico de los animales, todo ello, para ratificar los
resultados obtenidos.

Palabras claves: Dopaje, agonistas B-adrenérgicos, salbutamol, entrenamiento aerébico,
musculatura estriada, hipertrofia muscular, tejido adiposo, parametros enzimaticos y san-
guineos, poliaminas, biomarcadores dopantes.

Abstract: The B-adrenergics agonist begun to be used in human therapeutic in 40’ years
for the asthma treatment. The stimulate capacity of this compound on the smooth and groo-
ve muscle, is in the affinity for the receptors 3, subtype, being like agents efficient for pneu-
monia, bronchitis and other dysfunction of respiratory system Nowadays, this drugs are
compounds very useful in the sport competition with the purpose of doping, the albuterol
and clenbuterol are the most powerful drugs employed. We have studied the effects of albu-
terol chronic administrated in therapeutic (16 pg/kg) and doping (3 mg/kg) dosage, in rats
conquered to a aerobic training, analyzing the skeletal and cardiac muscle, and the adipose
tissue. The results show that the albuterol is a powerful hypertrophic muscle, and a great
reductor fatty, Besides, this study shows a complete analyse of perfil enzymatic and polya-
mine of animals, all of them, for ratify the results obteneds.

Key Words: Doping, agonist. 3,-adrenergics, albuterol, aerobic training, skeletal muscle,
cardiac muscle, hypertrophy muscle, adipose tissue, enzimatics and blood parameters, pol-
yamines, doping biomarkers.
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1. INTRODUCCION

Se conoce con el nombre de dopaje a la administracion voluntaria de sustancias que mejo-
ran el rendimiento fisico y psiquico de un individuo, existiendo diferentes modalidades del
mismo.

En los ultimos 20 afios el dopaje se ha convertido en una practica en rapida expansion, fre-
nada solo por los controles antidopaje, la consecuencia mas inmediata fue la elaboracion
de listas de sustancias dopantes, éstas se unifican y revisan de forma constante, con el fin
de actualizarlas y adecuarlas a la realidad deportiva y cientifica del momento (Meana y Bar-
turen, 1995). La presién ejercida en los ultimos afos por los controles antidopaje, trajo con-
sigo la disminucién del nimero de sustancias identificadas, asi como del porcentaje de
casos positivos (Rodriguez Bueno, 1990; 1991). Sin embargo surgié la duda de si este
efecto era debido al caracter disuasorio ejercido por dichos organismos o si por el contrario
era consecuencia de la introduccion de nuevas sustancias.

La evolucién del porcentaje de utilizaciéon abusiva de todos los compuestos detectados
entre los afios 1986 y 1995 en Espafna por el Centro de Control de Dopaje del Consejo
Superior de Deportes (Figura 1), evidencian un elevado porcentaje del uso de sustancias

PORCENTAJES ANUALES DE 1986-1995
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Figura 1. Representacion de la frecuencia porcentual en la identificacién de las sustancias dopantes en Espafia por el
laboratorio del Centro de Control de Dopaje del CSD, entre 1986-95.
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estimulantes durante todo este periodo, ahi se incluyen los agentes B-adrenérgicos y fun-
damentalmente el salbutamol, que supone mas del 30% del uso indebido de dichos farma-
cos (Rodriguez Bueno y cols., 1992).

Debido al rapido incremento en el uso de esta sustancia por los deportistas de élite, en
Enero de 1996, el Comité Olimpico Internacional introduce al salbutamol, en la lista de sus-
tancias prohibidas y nuevos métodos reguladores del dopaje en el deporte, ademas de
como “Estimulante no anfetaminico”, como “Otras sustancias con actividad anabolizante”,
con excepcion de los casos en los que exista prescripcion facultativa, cuando sean utiliza-
dos a dosis terapéuticas y en forma de aerosol (BOE 8-febrero-1996 n® 34 4390-4393)

En la Figura 2 se representa de forma mas especifica el porcentaje de farmacos detecta-
dos por el CCD del CSD durante el afo 1995, y el salbutamol, siguiendo con la tendencia
iniciada en los afos noventa, incluido como estimulante y anabolizante, representa la terce-
ra sustancia detectada con mas frecuencia en los deportistas espafoles, con un 15%
(CSD, 1996).

EL DOPAJE EN ESPANA EN 1995

Lidocaina

Otros estimulantes

Efedrinas
Salbutamol

Testosterona

Otros anabolizantes
Figura 2. Representacion porcentual de farmacos detectados por el Centro de Control de Dopaje del Consejo Supe-

rior de Deportes en el afio 1995.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Sistema adrenérgico. Agonistas [-adrenérgicos

Dentro de las sustancias adrenérgicas, el salbutamol, cuya estructura quimica vemos
reflejada en la Figura 3, es un derivado funcional de las catecolaminas, adrenalina y
noradrenalina (O'Donnell, 1979; 1985), que son los neurotransmisores naturales del sis-
tema adrenérgico.

148 Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998




Efectos del salbutamol en ratas sometidas a entrenamiento aerébico

OHH,C
o

- CH-CH,-NH-C-(CH,),

Figura 3. Estructura bioguimica del B,-agonista adrenérgico, Salbutamol.

Ambas aminas son almacenadas de forma inactiva dentro de estructuras granulares en las
terminaciones nerviosas adrenérgicas y &n las células cromafines. La noradrenalina es sin-
tetizada a partir del aminoacido fenilalanina, cuyo anillo aromatico es hidroxilado por la feni-
lalanina hidroxilasa. Esta reaccién produce tirosina —abundante en tejidos tales como el
higado— que es a su vez convertida en dihidroxifenilalanina (DOPA) por la tirosina hidroxila-
sa. Este proceso implica una hidroxilacion adicional del anillo bencénico, y se cree que
representa la etapa limitante en la sintesis de catecolaminas. La DOPA es descarboxilada
por la enzima dihidroxifenilalanina descarboxilasa a dihidroxifenilalanina o dopamina. La
conversion de tirosina en DOPA se cree que se produce en el citoplasma. Finalmente, la
dopamina es transportada al interior de los granulos de almacenamiento en el sistema
extrapiramidal de los mamiferos (Aghajenian y Bunney, 1973; Bartholini y cols., 1973).

La adrenalina y la noradrenalina son los agentes responsables del desencadenamiento de
gran variedad de efectos fisiolégicos y bioquimicos mediados por los receptores adrenérgi-
cos de la superficie celular. La intensidad y el modelo de respuesta, dependen del tipo de
célula u 6rgano diana estimulado, del tipo de receptores presentes, de su proporcion y de
su estado (Bogdanski, 1973).

2.1.1. Aspectos bioquimicos de los receptores }-adrenérgicos

Los B-adrenérgicos, en este caso el Salbutamol, empezaron a utilizarse en terapéutica
humana en el tratamiento del asma (Flint, 1983; Borner y cols., 1988; Barnes, 1989; Corri-
as y cols., 1989; Freeman y cols., 1989; Bastianon y cols., 1990; Cochrane, 1990; Wong y
cols., 1990), ya que su capacidad estimuladora sobre el musculo liso, reside principalmente
en su afinidad por el subtipo de receptores f3,, por lo que se muestran como agentes efica-

ces frente a neumonias, bronquitis y otras disfunciones del sistema respiratorio.

Ademas, el denominado “caracter anabolizante” (Vanbelle, 1991; Meyer y Rinke, 1994),
que presentan dichos compuestos, ha propiciado que el mundo del deporte se convierta en
uno de los mejores campos de accién para su uso abusivo dopaje (Frances y cols., 1984;
Frances y Simon, 1986; Hanrahan y Roche, 1987). Estos agonistas _-adrenérgicos, tienen
la capacidad de aumentar la estimulacion motora y/o mental (Segura, 1995; Meana y Bartu-
ren, 1995), ademas de provocar un incremento exacerbado de la masa muscular esqueléti-
ca esquelética (Maltin y cols., 1986; 1987a; 1987b; 1989a; 1989b; Eisemann y cols., 1988;
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McElligott y cols., 1988; Pérez y cols., 1991; Pérez y Zamora, 1991) y una notable reduc-
cion del tejido graso (Hu y cols., 1988; McRae y cols., 1988; Yang y McElligott, 1989; Marti-
nez-Navarro, 1991), asi como el aumento de la fuerza y flujo respiratorios manteniéndose
un alto consumo méximo de Oxigeno. Vemos de forma esquematica los efectos de dicho
compuesto en la Figura 4.

Accion estimulante M.fls‘culo Lisoy
Estriado

Disminucién de grasa en
tejido adiposo y misculo

Accién anabolizante Accion hiperglucemiante

Deposicion de proteina en
misculo

Figura 4. Efectos provocados por el agonista f2-adrenérgico, Salbutamol.

Los efectos anabolizantes provocados por los agonistas -adrenérgicos van a producirse a
tres niveles:

1. Sobre el metabolismo lipidico, el tratamiento crénico con agonistas p,-adrenérgicos ori-
gina una reduccion de la grasa corporal ya sea por un incremento de la movilizacion de
lipidos del paniculo adiposo o bien por descenso de la sintesis lipidica en adipocitos o
hepatocitos. La interaccién del agonista [, adrenérgico con el receptor induce la activa-
cion de la lipoprotein lipasa.

2. Accion hiperglucemiante, la administracion de adrenalina a animales de experimenta-
cion, causan una rapida elevacion de glucosa en sangre como consecuencia de un
incremento de su sintesis hepatica y una disminucion de la secrecion pancredtica de
insulina, y por ultimo,

3. La deposicion de proteina en musculo, en el tejido muscular son unos potentes promo-
tores de la hipertrofia, provocando un aumento neto en la deposicién de proteina.

La grafica de la Figura 5, nos muestra los dos modelos como posibles mecanismos de
induccion de la hipertrofia muscular mediada por agonistas f-adrenérgicos propuestos por
Yang y McElligot en el 1989.

Aunque el mecanismo desencadenante de la respuesta en las células musculares ha sido
ampliamente estudiado, si bien no esta resuelto. El primero, situado en la parte inferior de
la grafica, es un mecanismo de accién directa, basado en la interaccion del B-agonista
adrenérgico con los receptores musculares, como consecuencia se produce un aumento
del contenido de RNA y proteinas, este aumento de proteinas se produce bien por estimulo
de su sintesis (Rothwell y Stock, 1988; Bates y Pell, 1990; Horne y Hesketh, 1990) o bien
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Figura 5. Esquema de los posibles mecanismos de inducién a la hipertrofia muscular mediada por agonistas f-adre-
nérgicos (Yang y McElligott, 1989).

por inhibicién de su degradacion (Babig y Booth, 1988; Benson y cols., 1991; Sillence y
cols., 1991; 1993).

Alternativamente, parte superior de la figura, se propuso un segundo mecanismo de accion
por el cual los agonistas fz-adrenérgicos se unen a receptores de células no musculares
que estimulan la produccion de factores u hormonas, que son los responsables indirectos
de la accion hipertrofiante de los agonistas -agonistas (Francés y Simdn, 1986; Dittman,
1990; Palmer y cols., 1990).

2.2. Agonistas -adrenérgicos y ejercicio fisico

Numerosos estudios han relacionado el sistema adrenérgico y ejercicio fisico. Es bien cono-
cido que la evolucién de las concentraciones plasmaticas de catecolaminas y el consumo
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méaximo de oxigeno en situaciones basales con la realizacion de ejercicio fisico, se inducen
cuando el consumo de oxigeno aumenta. Estos valores disminuyen hasta niveles normales
cuando cesa el ejercicio fisico, siendo el tiempo que tardan en disminuir dependiente de las
caracteristicas del mismo (Biscoe y Purves, 1965, Astrand y Rodahl, 1986).

La estimulacion adrenérgica producida por el ejercicio origina una serie de modificaciones
que esquematizamos en la Figura 6 y que enumeramos a continuacion (McFadden, 1986):

Modificaciones respiratorias

AGONISTAS B-
ADRENE‘R GICOS Modificaciones cardiovasculares

Y EJERCICIO
FISICO

Modificaciones musculares

Modificaciones metabdlicas

Figura 6. Modificaciones provocadas por la estimulacion adrenérgica que se desencadena al realizarse un ejercicio
fisico (McFadden, 1986).

2.2.1. Modificaciones respiratorias

El efecto de los agonistas B-adrenérgicos sobre la musculatura lisa de las vias respirato-
rias, origina la relajacion del tono muscular comportando una mejora de la permeabilidad y
un aumento en la fuerza y flujo respiratorio (Marangio y cols., 1986; Roberts, 1988; Prendi-
ville y cols., 1987; Grandordy y cols., 1987;Malo y cols., 1992). Por esta razén, estos farma-
cos se han utilizado frente a neumonias, bronquitis y obstrucciones de las vias respiratorias
(Carratu y cols., 1980; Flint, 1983; Marangio y cols., 1986; Fontana, 1986; Grandordy y
cols., 1987; Wong y cols., 1990). Durante el ejercicio fisico se produce un aumento de la
capacidad ventilatoria y una disminucién de la frecuencia respiratoria (Radford y cols.,
1975; Webb vy cols., 1982; Prendiville, 1987). Los agonistas p-adrenérgicos permiten el con-
sumo maximo de oxigeno debido a su efecto broncodilatador y a la reduccion de la resis-
tencia respiratoria, facilitando asi el trabajo respiratorio (Rutter y cols., 1975; Stokes y cols.,
1982).

2.2.2. Modificaciones cardiovasculares

La mayoria de los fisidlogos deportivos coinciden en sefalar que el ejercicio fisico continua-
do produce una serie de modificaciones cardiovasculares, que son entre otras (Morehouse
y Miller, 1983): el aumento del peso y volumen del corazén (Martinez Caro, 1989; Rodri-
guez Jeréz, 1992), el aumento de la masa muscular del corazén, el aumento de su masa
ventricular (Hanson, 1987; Roy y cols., 1988; Zepilli y cols., 1989; Borea y cols., 1992;
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Rodriguez Jeréz, 1992), el aumento del volumen sistélico, aumento del gasto cardiaco, la
disminucion de la frecuencia o ritmo cardiaco en reposo, y el incremento de la fuerza del
miocardio. En cuanto a las modificaciones vasculares registradas son: un aumento de la
presion sistdlica y diastdlica (Tipton, 1984), la disminucion de las resistencias periféricas
(Cohen, 1983), la modificacién de la distribucion del flujo sanguineo tisular (Gren y Jack-
man, 1984), el aumento del flujo sanguineo muscular, coronario y cutaneo, la disminucién
del flujo sanguineo renal y el aumento del retorno venoso (Scheuer y Tipton, 1977;
Scheuer, 1982).

Ya que la musculatura cardiaca y vascular contienen una alta densidad de receptores -
adrenérgicos su estimulacion farmacolégica, produce los efectos que a continuacién se
describen: aumento en la fuerza contréactil de sus fibras musculares (efecto inotrépico posi-
tivo), aumento del ritmo cardiaco o efecto cronotrépico positivo, incremento de la presion
sistdlica seguido de un vaciamiento mas completo del corazén por disminucion del volumen
diastolico (Astrand y Rodahl, 1986; Bassami y Moares, 1988; Price y Clissold, 1989; Abdel-
rahman y cols., 1990; Colbert y cols., 1991; Pack y cols., 1994; Lipworth y cols., 1995).
Finalmente los agonistas f-adrenérgicos producen vasodilatacién vascular por relajacion
de la musculatura lisa y disminucion del tono vasomotor.

2.2.3. Modificaciones de la musculatura esquelética

El aumento de la masa muscular es la adaptacion macroscopica mas evidente al ejercicio
fisico regulado y periédico. El examen microscopico de un musculo procedente de un indi-
viduo entrenado pone de manifiesto un aumento del nimero y del tamafio de las fibras
musculares (hiperplasia-hipertrofia), una mayor capilarizacién (Saltin y cols., 1977), lo que
permite un aumento del flujo sanguineo muscular y de la capacidad de extraccion de oxige-
no. Paralelamente se origina un aumento del nimero y volumen de las mitocondrias, del
numero de miofibrillas, asi como de las reservas intramusculares de glucégeno y fosfocrea-
tina y una disminucion de los depodsitos grasos (Marpurgo, 1987;Jansson y Kaijser, 1977;
Saltin y cols., 1977), acompanado del aumento de nimero de células musculares (Clarke,
1973; Gonyea y cols., 1977).

Los agonistas B-adrenérgicos producen hipertrofia del musculo esquelético y cardiaco, cau-
sando respuestas variables, dependientes de la distinta proporcion de fibras musculares,
ya sean de contraccion rapida (FT) o lenta (ST), siendo los musculos lentos o aerébicos,
mas sensibles a los efectos anabdlicos de los agonistas que los musculos mixtos o predo-
minantemente anaerdbicos (Zeman y cols., 1988; Moore y cols., 1994). Esta accion no pro-
voca ningun tipo de afeccién en otras visceras como higado y rifiones (Tse y cols., 1979;
Waldeck y Wildmark, 1985; Maltin y cols., 1986; 1987a; 1987b; 1989).

Todos los resultados anteriores indican un aumento de la disponibilidad energética muscu-
lar que es utilizada en la acumulacion de proteinas en las fibras esqueléticas, predisponien-
do mejor al individuo al stress que supone el ejercicio fisico, aumentando la fuerza de con-
traccién muscular (De Meersman, 1986; Zeman y cols., 1988) y mejorando el rendimiento
motor (Spann y Winter, 1995).

2.2.4. Modificaciones metabdlicas

Las demandas energéticas ocasionadas durante el ejercicio fisico continuado originan cam-
bios organicos y metabdlicos para que éste pueda ser satisfactorio, presentando ademas
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una induccion importante de las enzimas responsables del metabolismo oxidativo tanto
aerdbico como en la capacidad glucolitica (Infante, 1981; Giménez y Florentz, 1984), de
hecho es constatable que existe una relacion inversa entre la actividad fisica, aptitud o
forma fisica e incidencia de enfermedades cardiovasculares (Powell y cols., 1987; Wood y
Stefanick, 1990).

Paralelamente, otras rutas secundarias de obtencion de energia como la B-oxidacién de
acidos grasos se ven igualmente incrementadas, condicionado ese incremento al tipo de
entrenamiento y grupos musculares utilizados (Haskell, 1984; 1986). Estos hechos redun-
dan en una disminucion significativa de los lipidos plasmaticos totales, triglicéridos y coles-
terol en los animales sometidos a ejercicio fisico deportivas (Schiriewer y cols., 1985; Skin-
ner y cols., 1987; Berger y Griffith, 1987; Lamon-Fava y cols., 1989; Hellstend y cols., 1989;
Sink y cols., 1989; Nagel y cols., 1989).

2.2.4.1. Metabolismo de los glucidos

La accion conjunta del ejercicio fisico aerdbico y la administracion crénica de beta agonista
aumenta la disponibilidad de la glucosa en musculo y su transporte. Torgan y cols. (1992;
1993), comparan los efectos del ejercicio fisico aerébico y la administracion crénica del
agonista [}o-adrenergico clembuterol, con la tolerancia a la glucosa y el transporte de gluco-
sa estimulado por la insulina hacia el musculo esquelético en ratas obesas. El B-adrenérgi-
co induce un gran desarrollo de la masa muscular, ocasionando ademas un descenso sig-
nificativo en la capacidad enzimatica oxidativa y produciendo un aumento en la tolerancia a
la glucosa, efectos similares se comprobaron con el entrenamiento (lvy y cols., 1986;
1989). Los resultados sugieren que el entrenamiento aerdbico y la administracion continua-
da de un agonista -adrenérgico causan un efecto de resistencia frente a la insulina (dismi-
nucion de la actividad enzimatica oxidativa) en el musculo esquelético, aumentando la glu-
cosa en musculo y su transporte, tanto en ratas (Lupien y cols., 1990) como en humanos
(Scheidegger y cols., 1984).

2.2.4.2. Metabolismo lipidico

En condiciones fisioldgicas, la cantidad de lipidos presentes en el organismo esta goberna-
da por el equilibrio entre la lipogénesis y la lipolisis. Mientras que la actividad lipogénica es
controlada hormonalmente por insulina, la actividad lipolitica lo es por las catecolaminas. El
tratamiento cronico con agonistas [3,-adrenérgicos origina una reduccion de la grasa corpo-
ral ya sea por una mayor movilizacién de lipidos del paniculo adiposo o bien por un des-
censo de la sintesis lipidica en adipocitos o hepatocitos (Hu y cols., 1988; McRae y cols.,
1988; Yang y McElligott, 1989; Symonds y cols., 1990; Watt y cols., 1991). Las vias o rutas
de actuacion de los agonistas B-adrenérgicos, tanto como el ejercicio fisico aerdbico, indu-
cen a una disminucién de acidos grasos libres no esterificados (Schuetz y cols., 1995) y a
la disminucién en el tejido de la lipoprotein lipasa (LPL) (Deshaies y cols., 1988; Paulin y
Deshaies, 1992).

2.3. Metabolismo y poliaminas

Finalmente, con el nombre genérico de poliaminas se conoce a un grupo de compuestos
que poseen una estructura simple alifatica de bajo peso molecular y dotadas de grupos
aminos protonados a pH fisiolégico (Morris y Arada, 1980). Esta definicion incluye diaminas
tales como la putrescina (1,4-diaminobutano), cadaverina (1,5-diaminopentano) y poliami-
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nas propiamente dichas como la espermidina [N-(3-aminopropil)-tetrametilén-1,4-diamina] y
la espermina ([N,N’, bis (aminopropil)-tetrametilén-1,4-diaminal).

Aungue la funcién fisioldgica de las poliaminas a nivel celular y molecular no esta clara-
mente definida, estan relacionadas con procesos de crecimiento y proliferacion celular,
tanto fisiolégicos - desarrollo embrionario, regeneracién de tejidos, etc - (Tabor y Tabor,
1984; Pegg, 1986), como patolégicos - procesos tumorales, infecciosos y parasitarios -
(Pegg y McCann, 1982; Pegg, 1988; Janne y cols., 1991a). Ademas, las poliaminas se han
relacionado de forma directa con la respuesta a estimulos hormonales y farmacoldgicos,
aunque su mecanismo de accién a nivel molecular cae dentro de lo hipotético. Desde el
momento en que se relacionan los efectos hormonales con variaciones de los niveles de
poliaminas, se penso que estas moléculas podrian ser mensajeros intracelulares de la res-
puesta hormonal.

El metabolismo de las poliaminas consta de cuatro procesos bien diferenciados: biosinte-
sis, transporte, degradacion e interconversién (Figura 7). La biosintesis de poliaminas en

S-ADENOSIL METIONINA

ORNITINA
SAMDC
S-ADENOSILMETIONINA obc
DESCARBOXILADA
DAO
PUTRESCINA — P> GABA
METILTIO NH
ADENOSINA VA CILO DE KREBS
ESPERMIDINA N1-ACETIL|ESPERMIDINA
SINTASA
AMINOPROPILO .
ESPERMIDINA
NH
Mo bt
PAO
ESPERMINA
SINTASA N'-ACETII} ESPERMINA
SSAT
ESPERMINA
NH, 7N S S SANH A NH,

Figura 7. Representacion esquematica de la ruta biosintética y de interconversién de poliaminas en mamiferos. Las
enzimas que catalizan las diferentes transformaciones son: ornitina descarboxilasa (ODC), S-adenosilmetio-
nina descarboxilasa (SAMDC), espermidina sintasa, espermina sintasa, espermidina/espermina N1-acetil-
transferasa (SSAT), poliamino oxidasa (PAQ) y diamino oxidasa (DAO).
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células de mamiferos tiene como precursores a los aminodcidos ornitina y metionina. En
donde las enzimas limitantes son la ornitina descarboxilasa (ODC) y enzima S-adenosil-
metionina descarboxilasa (SAMDC). El transporte de poliaminas es el segundo mecanismo
por el cual las células pueden proveerse de estas moléculas en condiciones fisioldgicas.
También existe un sistema de interconversion, que es un proceso que revierte la ruta bio-
sintética antes descrita. Este mecanismo esta constituido por una enzima inducible la
espermidina/espermina acetil transferasa (SSAT), y por una enzima constitutiva, la poliami-
no oxidasa y por ultimo el catabolismo o degradacion final de poliaminas, es una ruta termi-
nal que introduce a la putrescina en el ciclo de Krebs via succinato.

A la hora de relacionar poliaminas e hipertrofia muscular, y como se menciona anteriormen-
te, la implicacion del metabolismo de poliaminas en procesos hiperplasicos o embrionarios
(Fozard y cols., 1981; Pegg, 1980; 1982; 1988), esta fuera de toda cuestién, sin embargo,
no parece estar demostrado tan claramente, su participacion en procesos hipertroficos
(Slotkin y cols., 1987).

La estimulacion del sistema adrenérgico tanto en el desarrollo neonatal del corazén (Slotkin
y cols., 1976, 1982; 1987; Morris y Slotkin, 1985), como en procesos patoldgicos que con-
ducen a la hipertrofia cardiaca, provoca alteraciones fisioldgicas y bioguimicas, muchas de
cuyas respuestas estan mediadas por catecolaminas a través de la unién a receptores
B-adrenérgicos (Tse y cols., 1979; Jonhson y cols., 1983). Uno de los cambios bioquimicos
producidos por agonistas -adrenérgicos es la elevacion de la ornitina descarboxilasa del
corazon (Warnica y cols., 1975; Tipnis y cols., 1989a; 1989b), seguida por un incremento
de los niveles de poliaminas que conducen finalmente al desarrollo de un proceso hipertro-
fico en el musculo cardiaco (Krelhaus y cols., 1975; Caldarera y cols., 1978; Pegg e Hiba-
sami, 1980; Bartolome y cols., 1980a; 1980b; Russell, 1981; Cubria, 1995).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos

El agonista B-adrenérgico salbutamol, fue proporcionado gratuitamente por Laboratorios
Glaxo, S.A. (Irlanda). El antagonista B-adrenérgico, propranolol, asi como los estandares
cromatograficos de poliaminas, diclorhidrato de putrescina, triclorhidrato de espermidina,
tetraclorhidrato de espermina y 2-hidroxi-aminopropano (base libre), fueron adquiridos en
Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo. Estados Unidos) (Figura 8).

Los solventes de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) metanol, tolueno y aceto-
nitrilo fueron de Merck (Darmstadt, Alemania). Las poliaminas se separaron cromatografi-
camente en una columna de fase reversa Nucleosil® C18 (Teknocroma, Espana) de 150
mm de longitud por 4,5 mm de diametro y con un tamano de particula de 5 pm, utilizando
un cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) modelo Spectra Physics Analytical con
un detector de fluorescencia FL 2000, una bomba modelo P 4000 y un inyector automatico
de muestras AS 3000.
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Figura 8. Estructura quimica del agonista j-adrenérgico, salbutamol, y del antagonista j-adrenérgico, propranolol.

La determinacion de los parametros plasmaticos: alanina aminotransferasa (ALAT), aspar-
tato aminotransferasa (ASAT), lactato deshidrogenasa (LDH), creatin fosfoquinasa y su iso-
enzima cardiaca (CK e isoenzima CKMB respectivamente), fosfatasa alcalina (ALP), gluco-
sa, triglicéridos, lipidos totales, urea y colesterol, se realizé utilizando equipos de quimica
humeda de Merck (Darmstadt, Alemania), y un autoanalizador bioquimico de la misma
marca modelo Vitalab Selectra.

Los animales experimentales se entrenaron aerébicamente utilizando un tapiz rodante de
la marca Letica LI8706, (Barcelona, Espaiia), gentilmente cedido por el Area de Fisiologia
de la Universidad de Ledn.

El resto de los materiales y reactivos utilizados en la memoria fueron de calidad estandar
de laboratorio.

3.1.2. Material biolégico

En el presente trabajo se han utilizado ratas macho de raza Wistar, suministradas por Criffa
(Barcelona, Espana), de un peso comprendido al inicio de los experimentos entre 160 y
180 g. Los animales se mantuvieron en el animalario de la Universidad de Leén en condi-
ciones controladas de luz (fotoperiodo de 12 horas) y temperatura (20-22°C) con acceso
libre a comida y bebida hasta el momento del sacrificio. La dieta consistié en granulos de
pienso rata-ratén marca Panlab A-04, con valor calorico de 2.900 kcal/kg.

3.2. Métodos
3.2.1. Tratamiento continuado con (-adrenérgicos

El disefio experimental, consistio en 2 experimentos, el primero a dosis terapéuticas de sal-
butamol (16 pg/kg/dia) y el segundo a dosis dopantes (3 mg/kg/dia). En cada experimento
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se incluyeron grupos de 6 a 8 animales sometidos a un protocolo de entrenamiento aerébi-
co a lo largo de las 11 semanas del desarrollo experimental. Para demostrar la implicacion
adrenérgica del salbutamol, se incluyeron en cada experimento, un grupo tratado simulta-
neamente con salbutamol y el antagonista f-adrenérgico inespecifico, propranolol a la
dosis de 10 mg/kg. Dicho compuesto, se administré 30 minutos antes que el primero
siguiendo las pautas anteriormente descritas a lo largo de los tres meses de duracién del
experimento. Todos los grupos contaron con un control correpondiente al que se inyecto el
mismo volumen de solucién salina.

3.2.2. Entrenamiento aerobico de los animales

Los animales fueron entrenados siguiendo el método de resistencia aerdbica propuesto por
Willis y cols. (1988), con una duracion total de 11 semanas. La carga aerdbica se distribuyd
en 11 microciclos, en los cuales los animales realizaban ejercicio fisico durante cinco dias y
descansaban dos. Las variables dependientes de la carga como intensidad, duracion y
pendiente, se fueron incrementando en funcién del tiempo, tal y como se se refleja en la
Tabla I.

Durante el periodo de entrenamiento se determind el peso de los animales con una fre-
cuencia de 3-4 dias por cada microciclo coincidiendo con el inicio y finalizacién del periodo
de entrenamiento. Complementariamente, y con una periodicidad quincenal se realizaron
tomas de sangre para poder establecer los perfiles plamaticos seleccionados con anteriori-
dad. Para ello, los animales fueron anestesiados con éter dietilico, extrayéndose 3-4 mL de
sangre del plexo ocular. El plasma se obtuvo por centrifugacion (2000 x g, durante 5 min a
temperatura ambiente) y se conservo a -20°C hasta el momento de realizacién de los ensa-
yos.

Tabla I. Esquema del plan de entrenamiento aerdbico propuesto por Willis y cols. (1988) al que fueron sometidas las
ratas en el presente estudio.

Semanas Duracién Velocidad Pendiente
18 10 min 33 cm/s 0%
23.32 30 min 33 cm/s 5%
43.52 35 min 35 cm/s 7,5 %
ge-78 40 min 36,3 cm/s 10 %
82-9? 45 min 38,3 cm/s 10-12,5%
10%-112 50 min 40 cm/s 12,5 %

3.2.3. Obtencién y preparacion de los érganos

Al final del tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. El animal
se coloco en una mesa de quiréfano en posicion decubito supino y se diseccion¢ el abdo-
men, extrayéndose con la mayor brevedad posible el corazén, higado, rinones y grasa
suprarrenal. A continuacion se invirtio la posicion del animal a decubito prono y se extraje-
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ron los musculos séleo, gastrocnemio y plantar, derecho e izquierdo. Todos los drganos
fueron lavados con solucién salina al 0,9% a 4°C, secados y pesados, y se diseccionaron
transversalmente para su rapida congelacién en nitrogeno liquido, o se fijaron en solucién
fijadora de Boliin alcohdlico durante 24 horas, para los estudios histolégicos.

3.2.4. Estimacion de parametros plasmaéticos

Todas las medidas plasmaticas se llevaron a cabo en un autoanalizador de quimica hume-
da Merck modelo Vitalab Selectra. La cantidad utilizada en cada determinacion de plasma
fue de 10-100 pL y se realizé6 mediante un sistema de reacciones enziméticas acopladas,
que permitié determinar su actividad espectrofotométricamente mediante la disminucién o
aumento de la absorbancia en un tiempo predeterminado, producida por el consumo o
desaparicion de un agente cromdgeno.

3.2.5. Determinacion de poliaminas

La determinacién de poliaminas en plasma y extractos de corazén y musculos de ratas
sometidos a diferentes tratamientos, se realizé mediante cromatografia liquida de alta reso-
lucién (HPLC) previa derivatizacion de los extractos con el agente fluorescente cloruro de
dansilo, tal y como han descrito Escribano y Merodio (1994).

3.2.6. Tratamiento estadistico de los datos y programas informéticos

El andlisis matematico de los datos obtenidos se ha llevado a cabo mediante el test esta-
distico t de Student para comparar grupos independientes, se tomo como grado de signifi-
cacion P (0,05, 0,01 y 0,001). Dichas comparaciones se realizaron con el programa infor-
matico Sigma Plot 2.0 (Jandel Corporation, 1994).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Una de las aplicaciones mas conocidas de los agonistas B-adrenérgicos es su utilizacion
como agentes reparticionales. Un agente reparticional es aquel compuesto capaz de alterar
la composicioén tisular de un animal sin producir cambios significativos sobre su ganancia
de peso (Bates y Pell, 1991). Generalmente estos agentes producen un incremento en la
deposicion de proteinas en la musculatura esquelética (Ricks y cols., 1984, Emery y cols.,
1984; Maltin y cols., 1987a; 1989), acompanada de un aumento de la lipolisis, lo que con-
duce a un enmagrecimiento del musculo que en el caso de animales de ceba (Sainz y
Wolff, 1988; Yang y McElligott, 1989), es mas atractivo para su venta posterior. Este hecho
ha servido para que muchos de estos farmacos sean utilizados de forma fraudulenta como
anabolizantes en animales de ceba, en los que un tratamiento sistematico continuado sirve
para obtener ganancias que sobrepasan el 20-30% respecto a las obtenidas con animales
sin tratar. Sin embargo este mal uso de los agonistas beta adrenérgicos se ha extendido a
otros campos en los que existen aparte de los intereses economicos, otros de caracter mas
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diverso, como es el de la alta competicion deportiva (Manso, 1992; Meanan y Barturen,
1995). Estos efectos que antes hemos descrito en animales pueden ser igualmente experi-
mentados en la especie humana, predisponiendo favorablemente al deportista de élite
sobre sus oponentes en las situaciones en las que resistencia fisica es critica.

Aunque los efectos ergogénicos de los agentes B-adrenérgicos son conocidos de una
manera empirica desde hace cierto tiempo, los mecanismos intrinsecos de accién de los
mismos son hasta el momento desconocidos.

Iniciamos pues la exposicion y discusion de los resultados obtenidos en este trabajo donde
se muestran los efectos provocados por el agonista B, adrenérgico salbutamol y el ejercicio
fisico, empezando por el crecimiento corporal de los animales, tratando mas tarde, los efec-
tos provocados a nivel muscular y de tejido adiposo, con la repercusion directa de dichas
modificaciones en los parametros plasmaticos, pasando finalmente a exponer lo ocurrido
con el contenido poliaminico tanto en tejidos musculares esqueléticos como cardiacos, asi
como en plasma.

4.1. Efectos sobre la ganancia de peso corporal

Las curvas de ganancia de peso obtenidas durante la administracion subcrénica de salbu-
tamol, reflejan cambios profundos en la musculatura estriada esquelética y cardiaca, sin
apenas cambios en el peso de los animales. Dichas alteraciones fueron debidas a una esti-
mulacién adrenérgica y dependieron de la dosis de farmaco administrado.

Las curvas de ganancia de peso obtenidas tras la administracion continuada de salbutamol
a las dosis terapeutica (Figura 9) y dopante (Figura 10), reflejan un comportamiento contra-
dictorio. En el primer caso se enconiré una ganancia de peso inferior a la de los grupos
control, que recuerda a la anteriormente descrita por Carter y cols. (1991), en ratas someti-
das a una administracion continuada con clembuterol durante 22 dias, y por Cubria (1995)
en ratones. Otros autores (Lau y cols., 1995) sugieren que la perdida de peso provocada
por los agonistas -adrenérgicos puede ser debida a su efecto lipolitico (Leung y cols.,
1987; Paulin y cols., 1991). Dicho efecto, que sera discutido mas adelante, parece concor-
dar con los resultados obtenidos por Nisoli y cols. (1995), en ratas obesas de la linea Zuc-
ker en las que la pérdida de peso originada por los agonistas f-adrenérgicos parece estar
relacionada con una mayor densidad de receptores beta en el tejido adiposo (Portillo y
cols., 1996).

La evolucion temporal del peso de los animales sometidos al programa de entrenamiento
aerodbico (Graficas 9.B y 10.B), muestra una reduccion significativa de dicho parametro que
se cuantifico en una media de 80 g al final del periodo experimental respecto de los contro-
les sedentarios. La sensibilidad de dicha medida fue tal que pudieron encontrarse variacio-
nes significativas dentro del microciclo semanal en forma de dientes de sierra, coincidiendo
los valores maximos con los dias de descanso de los animales.

Por el contrario no pudo observarse una disminucion tan significativa de peso en los grupos
de ratas sometidas al tratamiento combinado consistente en la administracion de la pauta
farmacoldgica y el entrenamiento fisico (P < 0.01), tanto a las que se habia administrado
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Figura 9. Evolucion temporal de la ganancia del peso corporal de ratas tratadas con salbutamol a dosis terapéuticas
(16 pg/kg) tanto en estado de reposo (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto representa la media de 6/8 animales con una variacion menor del 10%.

salbutamol a dosis terapéuticas como a aquellas a las que se le administré a dosis dopan-
tes. En ambos casos el perfil de las curvas ponderales aparecieron por encima de los con-
troles tratados con solucion salina (P<0.001), hecho que parece corroborar la uUltima de las
teorias ya que en los animales entrenados la lipolisis seria muy elevada tanto en presencia
como en ausencia de salbutamol, y sin embargo la deposicion de proteinas en la muscula-
tura esquelética seria mucho mayor en los segundos que en los primeros.
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Figura 10. Evolucién temporal de la ganancia del peso corporal de ratas tratadas con salbutamol a dosis dopantes (3
mg/kg) tanto en estado de reposo fi(A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerébico (B).
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Cada punto representa la media de 6/8 animales con una variacién mentor del 10%.

4.2. Efectos sobre el tejido adiposo suprarrenal

La relacién entre el peso de grasa y el peso del animal, se estimé midiendo el peso del
paniculo adiposo suprarrenal al final del experimento, se representan graficamente con las
diferencias significativas siempre referidas a la pauta de entrenamiento o reposo control de

162

Consejo Superior de Deportes. Serie ICd n® 17, 1998




Efectos del salbutamol en ratas sometidas a entrenamiento aerobico

Figura 11.
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Representacion de la relacion peso graso suprarrenal/peso del animal en ratas tratadas con salbutamol a
dosis terapéuticas (16 pg/kg) (A) como a dosis dopantes (3 mg/kg) (B), tanto en estado sedentario como
sometidos a un régimen de entrenamiento aerdbico. Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P <
0.05, **P<0.01y ***P<0,001.

cada grupo, y se representa en la Figura 11. Se observa que el salbutamol se comporté
como un potente reductor de la grasa suprarrenal a cualquiera de las dosis, aunque su
efecto resulté mas drdstico en los animales tratados con la dosis dopante (Gréfica 11.B).
También el entrenamiento produjo por si solo un efecto lipolitico que se valoré en un 60%
con respecto a los animales sedentarios. El efecto sélo fue parcialmente prevenido por el
propranolol.
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Después de tres meses de exposicion continuada a salbutamol, la disminucién del paniculo
adiposo se pudo estimar en mas del 300 % para la dosis dopante y en un 50 % para la
dosis terapéutica. Este efecto habia sido ya estudiado con el clembuterol en cerdos (Hu y
cols., 1988) y en corderos (McRae y cols., 1988; Symonds y cols., 1990; Watt y cols., 1991)
y con el salbutamol en ratas (Leung y cols., 1987). De la misma manera que Emery y cols.
(1984) y Maltin y cols. (1987), pudimos observar una reduccion de la grasa intramuscular
cuando procedimos a la separacion del gemelo (datos no mostrados). La presencia de sub-
poblaciones 3, y B; de receptores [-adrenérgicos en el tejido adiposo ha sido puesta de
manifiesto por diferentes autores (Yang y McElliott, 1989; Emorine y cols., 1994, Portillo y
cols., 1996) que han demostrado su relevancia en ratas Zucker con obesidad congénita
(Nisoli y cols., 1995).

Por su parte, el ejercicio fisico continuado esta asociado con alteraciones metabdlicas que
conducen a un incremento de las demandas energeticas corporales (Viru, 1984; Haskell,
1986; Megias y Saborido, 1989; Delgado, 1992). La reduccion del paniculo adiposo es mds
de un 75% en el grupo de animales sometido a ejercicio fisico continuado (Infante, 1981;
Tran y cols., 1983; Mondon y cols., 1984; Golberg y Elliot, 1987; Haskell y cols., 1988;
Wood y Stefanick, 1990).

La combinacion de ambas estructuras lipoliticas, ejercicio fisico y salbutamol, originé reduc-
ciones espectaculares del paniculo adiposo (lvy y cols., 1986; 1989; Lupien y cols., 1990;
Torgan y cols., 1992; 1993). Este efecto sinérgico sélo fue prevenido en parte por el propra-
nolol y no supuso ninguna alteracion en la condicion fisica de los animales.

4.3. Efectos sobre los parametros plasmaticos relativos al tejido graso: Lipidos tota-
les, Triglicéridos, Colesterol y Glucosa

Con la idea de corroborar los efectos reductores tan espectaculares que tanto el beta ago-
nista como el ejercicio fisico habian provocado en el paniculo adiposo suprarrenal, y cono-
cido el hecho de que éstos llevan asociados modificaciones metabdlicas que conducen a
un incremento de las demandas energéticas corporales, analizamos el perfil plasmatico
existentes en nuestros animales de lipidos totales, triglicéridos, colesterol y glucosa.

Sobre los lipidos totales, la accion del beta agonista (representado en las gréficas de
las Figuras 12/13) puede resumirse en una disminucién drastica de sus niveles plasma-
ticos siempre en relacion directa con la dosis administrada, es decir mucho mas evi-
dente a la dosis dopante, dicha reduccion fue ain mayor a medida que se avanzaba
en el tiempo, coincidiendo el final del experimento con los valores minimos de dicha
enzima. La administraciéon del antagonista no logré revertir en ningin grupo experimen-
tal los efectos provocados.

La evolucion de los niveles plasmaticos de triglicéridos corrié paralela a la de lipidos
totales expuesta anteriormente. La administracion de salbutamol produjo una disminu-
cion de los triglicéridos plasmaticos, tanto a dosis terapéuticas como a dosis dopantes.
La disminucion fue tiempo y dosis dependiente, y en los animales sometidos al protoco-
lo de ejercicio no hubo diferencias significativas entre los animales de reposo y los
entrenados (Figuras 14 y 15).
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Figura 12. Representacion de los niveles de lipidos totales en plasma en ratas tratadas con salbutamol a dosis tera-

péuticas (16 pg/kg) tanto en estado sedentario (A) o sometidos a un régimen de entrenamiento aerdbico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *F < 0.05, “/P<0.01y ***P<0.001.

La mayoria de autores, entre ellos Nisoli y cols. (1995), y coincidiendo con nuestros resulta-
dos comprobaron recientemente con el salbutamol y otros agonistas B-adrenérgicos, la
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Figura 13. Representacion de los niveles de lipidos totales en plasma en ratas tratadas con salbutamol a dosis
dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) o sometidos a un régimen de entrenamiento aerdbico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P < 0.001.

caida drastica de ambos parametros que se encontré a partir de la primera quincena del
tratamiento con el agonista -adrenérgico.
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Figura 14. Representacion de los niveles de triglicéridos en plasma en ratas tratadas con salbutamol a dosis tera-
péuticas (16 pg/kg) tanto en estado sedentario (A) o sometidos a un régimen de entrenamiento aerdbico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***FP < 0.001.

Como se puede observar en las graficas de la Figuras 16 y 17, la reduccion de la colestero-
lemia por el beta agonista en rata, fue mucho menos significativa, e independiente de la
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Figura 15. Representacion de los niveles de triglicéridos en plasma en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopan-
tes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) o sometidos a un régimen de ejercicio entrenamiento (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, “*P<0.01y ***P<0.001.

dosis administrada. El entrenamiento produjo un discreto efecto, que solo resulté significati-
vo, al final del periodo experimental.
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Figura 16. Representacién de los niveles de colesterol en plasma en ratas tratadas con salbutamol a dosis terapéuti-
cas (16 pg/kg) tanto en estado sedentario (A) o sometidos a un régimen de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P< 0.05, **P<0.01 y ***P< 0.001.

La evolucion del perfil de la glucosa plasmatica después de la administracion de salbuta-
mol, esta asociada a una hiperglucemia temprana relacionada con la primera quincena del
desarrollo experimental y con una disminucion en fechas sucesivas a valores semejantes a
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Figura 17. Representacién de los niveles plasmaticos de Colesterol en ratas tratadas a dosis dopantes (3 mg/kg)
tanto en estado sedentario (A) o sometidas a un protocolo de entrenamiento aerébico (B). Cada punto es
la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y "*"P<0.001.

los controles. El ejercicio fisico, no supuso apenas variaciones de la glucemia con respecto
a los animales sedentarios, tan solo al inicio del experimento (Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Representacion de los niveles plasmaticos de glucosa en ratas tratadas a dosis terapéuticas (16 pg/kg)
tanto en estado sedentario (A) o sometidas a un protocolo de entrenamiento aerébico (B). Cada punto es
la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P < 0.001.
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Figura 19. Representacion de los niveles plasmaticos de glucosa en ratas tratadas a dosis terapeuticas (3 mg/kg)
tanto en estado sedentario (A) o sometidas a un protocolo de entrenamiento aerébico (B). Cada punto es
la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P< 0.001.
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Dal Palu y Semplicini (1995), comprobaron en pacientes afectados con hipertension, que la
administracion de farmacos con actividad p,-adrenérgica, no sélo producia un efecto bene-
ficioso sobre la tension arterial, sino que disminuia igualmente los niveles plasmaticos deli-
pidos totales, triglicéridos y colesterol, sobre todo en la forma de HDL. Muy recientemente,
los estudios realizados “in vitro” con adipocitos de rata, parecen demostrar la capacidad
anticolesterolémica del salbutamol, ya que la adicion a los cultivos de este farmaco, produ-
cia la reduccién drastica de colesterol (Lau y cols., 1995), Marnieni (1982), no pudo demos-
trar cambios significativos de la colesterolemia en animales sometidos a ejercicio fisico
continuado. El proceso hiperglucemiante ha sido descrito por diversos autores (De la Torre
y cols., 1995; Dawson y cols., 1995) en pacientes asmaticos que mostraban un cuadro
semejante tras el tratamiento con farmacos B-adrenérgicos.

4.4. Efectos sobre la masa muscular estriada
4.4.1. Efectos sobre la masa muscular esquelética

Empezamos por el andlisis ponderal de la musculatura estriada esquelética de los grupos
experimentales, realizada tras la extraccion de los musculos del paquete del gemelo.

La Figuras 20 muestra la relacion entre el peso del gastrocnemio y el peso de los animales
en cada uno de grupo experimental. Tanto los animales tratados con dosis terapéuticas
como con dosis dopantes de salbutamol en animales sedentarios, vieron incrementada sig-
nificativamente dicha relacion con respecto a sus correspondientes controles, fenémeno
que fue ademéas dependiente de la dosis de farmaco administrada. El entrenamiento aeré-
bico también produjo por si solo un incremento de dicha relacién. La coadministracién del
antagonista B-adrenérgico propranol, revirtié casi por completo el efecto del salbutamol a
ambas dosis.

Similares efectos muestra el comportamiento del salbutamol sobre el musculo séleo (Figura
21). La administracion terapéutica de salbutamol en animales sedentarios produjo un
aumento de dicho porcentaje, siendo dicho efecto a dosis dopantes aun mas significativo,
también el ejercicio fisico continuado indujo un aumento relevante de la relacién
muscular/somatica del sdleo. La coadministracion de propanolol inhibié casi por completo
el crecimiento hipertréfico del sdleo.

Cuando observamos el efecto que el salbutamol produjo, sobre el ultimo mdsculo estudia-
do, el plantar, y que aparece representado en la Figura 22, comprobamos que se comporto
de diferente manera tras la administracion del salbutamol a ambas dosis, mientras que a
dosis terapéuticas no provocd apenas efectos, fue un fuerte inductor de la hipertrofia a
altas dosis, siendo ademas ésta musculatura la menos afectada por el sometimiento a ejer-
cicio fisico. La coadministracion de propanolol a las dosis descritas, puso de manifiesto la
implicacion adrenérgica de la hipertrofia muscular originada por el salbutamol; este com-
puesto fue capaz de revertir los efectos producidos por el agonista.

En la Figura 23, se resumen los datos en forma de porcentajes de los 3 musculos anterio-
res, en la grafica se toma el valor 0, como la linea base correspondiente a los valores de
los control sedentarios. Se observa que de forma generalizada los musculos que fueron
seleccionados en nuestro estudio aumentaron alrededor de un 10% con la dosis de salbu-
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Figura 20. Representacion del peso del musculo gastrocnemio/peso animal, tratados continuadamente con salbuta-
mol. (A) Dosis terapéuticas (16 pg/kg) y (B) dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentarios como
sometidos a un entrenamiento de resistencia aerdbico. Cada punto es la media + SD de 6/8 animales.

‘P<0.05, "*P<0.01y "*"P<0.001.

tamol considerada terapéutica, y entre un 25 y un 55% con la dosis de salbutamol conside-
rada dopante, resultando el plantar el mas afectado por la accién propia del farmaco a altas
dosis, el porcentaje del entrenamiento se valoré en un aumento de 9 al 16%, siendo el
musculo mas hipertrofiado el séleo. Se pone de manifiesto el efecto subaditivo del salbuta-

mol y el entrenamiento, en el musculo plantar y séleo respectivamente.
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Figura 21. Representacion del peso del musculo séleo/peso animal, tratados continuadamente con salbutamol. (A)
Dosis terapéuticas (16 pg/kg) vy (B) dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentarios como sometidos
a un entrenamiento de resistencia aerébico. Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05,
“*P<0.01y ***P<0.001.

A la vista de estos resultados, parece claro, que mientras que la respuesta al estimulo fisi-
co era mayor en los musculos de contraccion lenta, la respuesta al estimulo quimico se
producia con mayor intensidad en los musculos de contraccién mixta o predominantente
rapidos, debido a la dependencia de la diferencidn fibrilar o especializacion muscular al tipo
de entrenamiento (Essen, 1977; Snow y Guy, 1980; Szentkuti y Schlegel, 1985; Morales,
1990).
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Figura 22. Representacion del peso del musculo plantar/peso animal, tratados continuadamente con salbutamol. (A)
Dosis terapéuticas (16 pg/kg) y (B) dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentarios como sometidos
a un entrenamiento de resistencia aerébico. Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. “P < 0.05, **P
<0.01y ""P=<0.001.

Coincidiendo con nuestro estudio, Moore y cols.(1994) demostro que los efectos anabolicos
debidos a la administracion de agonistas j-adrenérgicos eran no sélo dependientes de la
ruta y la dosis administrada, sino también que los musculos lentos (ST) eran mas sensibles
que los mixtos (RT). A la vista de estos resultados, parece claro, que mientras que la res-
puesta al estimulo fisico era mayor en los musculos de contraccion lenta, la respuesta al
estimulo quimico se producia con mayor intensidad en los musculos de contraccion mixta o
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Figura 23. Representacién porcentual del incremento de la musculatura esquelética, en animales tratados continua-
damente con salbutamol a dosis terapéuticas (16 pg/kg) y dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario
como sometidos a un protocolo de entrenamiento aerdbico.

predominantente rapidos, debido a la dependencia de la diferencion fibrilar o especializa-
cion muscular al tipo de entrenamiento (Essen, 1977; Snow y Guy, 1980; Szentkuti y Schle-
gel, 1985; Morales, 1990).

Del Barrio (1995), ha demostrado recientemente, que el salbutamol produce un aumento de
la musculatura esquelética (Emery y cols., 1984, Agbenyega y Wareham, 1991), a expen-
sas del tejido graso en animales de produccién carnica. A nivel del cuadriceps, Martineau y
cols. (1992) han comprobado que la inclusién en la dieta de salbutamol en voluntarios
humanos produce un aumento significativo del tamano de este misculo, que era depen-
diente de la dosis y de la duracion del ensayo.

4.4.2. Efectos sobre la musculatura cardiaca

Cuando analizamos la musculatura estriada cardiaca, apreciamos que el salbutamol produ-
jo igualmente un aumento exacerbado del tamafio del corazon, de las fibras musculares
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Figura 24. Representacion del peso del corazén/peso animal, tratados continuadamente con salbutamol. (A) Dosis
terapéuticas (16 pg/kg) y (B) dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentarios como sometidos a un
entrenamiento de resistencia aerdbico. Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. "FP < 0.05, *"F <
0.01y ***P<0.001.

cardiacas y del niumero de nucleos presentes en el cardiomiocitos presentes, que fue
dependiente de la dosis administrada de farmaco. La hipertrofia provocada por el beta ago-
nista representada en la relacién cardiosomatica de la Figura 24, en la cual se observa un
aumento muy elevado de dicha relacion tanto a dosis terapéuticas como dopantes, produ-
ciéndose un mayor efecto para los animales tratados a altas dosis, También se incremento
dicha musculatura en los animales sometidos al protocolo de entrenamiento aerébico. Esta
hipertrofia cardiaca inducida por el ejercicio responde a una adaptacién organica al entre-
namiento necesaria para aumentar la capacidad contractil del corazén (Rius, 1989; Rodri-
guez-Jerez, 1992). El aumento de la masa muscular cardiaca se produce en humanos des-
pués de tres semanas de entrenamiento aerébico continuado (Morehouse, 1983; Bosa
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Figura 25. Representacion porcentual del incremento de la musculatura cardiaca, en animales tratados continuada-
mente con salbutamol a dosis terapéuticas (16 pg/kg) y dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario
como sometidos a un protocolo de entrenamiento aerdbico.

Ojeda, 1986; Hossack, 1987; Hanson, 1987; Buttrick, 1987; Martinez Caro, 1989 Rodri-
guez-Jeréz, 1992), y se manifiesta fundamentalmente un aumento de las cavidades ventri-
culares (Alvarez del Villar, 1983; Horan y Flowers, 1983; Oakely, 1987; De Vries, 1983, But-
trick, 1987; Douglas, 1989).

En la grafica de la representacion porcentual de los datos (Figura 25), se pueden ver de
forma mas clara las diferencias significativas en el peso del corazoén, tanto a la dosis tera-
péutica de salbutamol, que oscila entre un 10 % en entrenamiento y un 16 % en reposo,
como a dosis dopantes que resulta entre un incremento 30% para entrenamiento y un 45 %
para sedentarios, siendo mayores los valores correspondientes a los animales en estado de
reposo. el entrenamiento por si solo, provocé un aumento bastante evidente del corazon,
cuantificado en un 16%. Se vuelve a reproducir el efecto subaditivo del entrenamiento y el
salbutamol, que ya habiamos visto en la musculatura esquelética.

El nimero de publicaciones que relacionan el f-agonista con sus efectos sobre la muscula-
tura cardiaca es extensisimo, aunque la mayoria de las veces contradictorias (Reed y cols.,
1988; McLennan y Edwards, 1989; Cubria, 1995; Cubria y cols., 1996). Diferentes autores
parecen coincidir en que el efecto final producido por los agonistas -adrenérgicos, es un
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aumento de la masa muscular cardiaca que se evidencio aun mas como incremento de la
relacion cardiosomatica y por el efecto preventivo del antagonista p-adrenérgico inespecifi-
co propranolol. Sin embargo, a diferencia de Reeds y cols. (1988) y Cubria y cols. (1996)
que utilizaron clembuterol como agonista en sus experimentos, el propranol inhibié casi por
completo el aumento de peso de la masa muscular cardiaca inducida por salbutamol, sien-
do los valores ponderales estadisticamente semejantes a los encontrados en animales con-
troles después de tres meses de desarrollo experimental. Aunque Libretto (1994), describe
el efecto hipertrofico como un proceso inflamatorio asociado a necrosis y fibrosis de reposi-
cion como respuesta a una necrosis de las fibras musculares cardiacas, dicho efecto no
pudo ser encontrado en nuestros experimentos, ni en los realizados con anterioridad por
Cubria y cols. (1996), en los que el proceso hipertréfico estaba mas relacionado con un
engrosamiento de las fibras musculares que a un proceso inflamatorio.

En todos los casos anteriores, la hipertrofia cardiaca fue claramente un fenémeno que res-
pondié a estimulacién adrenérgica, ya que la coadministracion de propranolol, previno el
incremento de peso del miocardio inducido por el salbutamol, tanto a las dosis estipuladas
como terapeuticas como a las de dopaje (Asmunsen y Nielsen, 1985).

4.5. Efectos sobre los parametros plasmaticos relativos a la musculatura estriada:
Creatin fosfoquinasa (CK) y su isoenzima cardiaca Creatin fosfoquinasa MB
(CKMB), la Lactato deshidrogenasa (LDH), la Aspartato Amino Transferasa
(ASAT), la Alanino Amino Transferasa (ALAT) y la Fosfatasa Alcalina (ALP)

Antes las evidencias hipertroficas manifestadas por la musculatura estriada, valoramos la
actividad de enzimas en plasma de todos los grupos animales, tomandolas como parame-
tros de las posibles modificaciones que pudiera provocar el agonista B-adrenérgico y el
ejercicio fisico en el tejido muscular. El control sanguineo se realizé quincenalmente a los
animales durante los tres meses de ensayo subcrénico. Asi y dado que el salbutamol es un
agente que modifico la morfologia y el metabolismo muscular, buscamos la medida de la
liberacién al plasma de enzimas que se expresan mayoritariamente en dicho tejido como
son la Creatin Fosfoquinasa y su isoenzima cardiaca Creatin Fosfoquinasa-MB, Lactato
Deshidrogenasa, la Aspartato Amino Transferasa, la Alanino Amino Transferasa, la Fosfa-
tasa Alcalina que son un parametro de los efectos inducidos en el organismo.

La primera de las enzimas es la Creatin Fosfoquinasa o CK, es una proteina soluble cito-
plasmatica que se expresa en todo tipo de celulas musculares. La actividad de dichas pro-
teinas en estados no patoldgicos esta restringida unicamente al tejido muscular, siendo la
actividad en el resto de los dérganos, incluido el sanguineo, muy baja. Por consiguiente,
cuando la actividad de dicha enzima en plasma aumenta por encima de los niveles basales
normales, dicho aumento es indicativo de modificaciones producidas en los miocitos, que
han permitido excretar o liberar estas enzimas al torrente circulatorio.

Las grafica de las Figuras 26 y 27, representan la evolucion de la actividad enzimatica CK,
tomando la linea representada como referente de los niveles basales de los animales con-
trol. La administracion de salbutamol produjo una dramatica estimulacién de la actividad
plasmatica que fue dependiente de la dosis. En animales sedentarios, la administracion
terapéutica de salbutamol produjo actividades plasmaticas de alrededor de 600 U/L, 15
dias después de comenzado el tratamiento con el agonista B-adrenérgico, valor que practi-
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Figura 26. Representacion de los niveles plasmaticos de la CK en ratas tratadas con salbutamol a dosis terapéuticas
(16 pg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerébico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, *P<0.01y **P<0.001.

camente se duplicé cuando la dosis administrada a las ratas fue de 3 mg/kg. En ambos
casos se observd una paulatina disminucion de la actividad CK representando al final de los
90 dias de experimento, unos niveles proximos a los controles. Se observé un incremento
significativo (P < 0,001) de los niveles enzimaticos producidos por el ejercicio fisico estima-
dos en méas de 6 veces con respecto a los controles sedentarios.
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Figura 27. Representacion de los niveles plasmaticos de la CK en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopantes
(3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P < 0.001.

A diferencia de los expuesto en los animales sedentarios el propranolol no provocé una
total reversion de los efectos del agonista.

Continuando con la evolucion plasmatica de los niveles de la isoenzima cardiaca Creatin
Fosfoquinasa-MB o CKMB (Figuras 28 y 29), durante el periodo de estudio, observamos
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Figura 28. Representacion de los niveles plasmaticos de la CKMB en ratas tratadas con salbutamol a dosis lerapéu-
ticas (16 pg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P<0.05, ""P=<0.01y **'P<0.001.

que el efecto sobre dicha enzima dependio de la dosis administrada y del ejercicio fisico al
gue fueron sometidos los animales durante el estudio. Los animales sedentarios exhibieron
aumentos muy significativos de la actividad plasmatica CKMB tanto a dosis terapéuticas,
con un incremento del 300%, como a dosis dopantes de salbutamol con un incremento del
700%, encontrados a los 15 dias del comienzo de la pauta farmacolégica.

De la misma manera que la CK, el perfil enzimatico encontrado tendié a la disminucién
progresiva de su actividad, determinandose a los 90 dias, actividades para animales tra-
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Figura 29. Representacion de los niveles plasmaticos de la CKMB en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopan-

tes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P< 0.01y ***P < 0.001.

tados con dosis terapéuticas valores similares a los control, excepto para las dosis
dopantes.

En esta enzima el entrenamiento también produjo un claro incremento de su actividad, eva-
luado en un 500% sobre los animales control sedentarios.
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Figura 30. Representacian de los niveles plasmaticos de LOH en ralas tratadas con satbutamal a dosis terapéuticas
(16 pg/kg) tanto en estado de reposo (A) como somelidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P<0.05, ""P<0.01y *""FP< 0.001.

El propranolol administrado durante el periodo experimental, pudo reducir significativamente
y a lo largo del tiempo la cantidad de CKMB liberada a plasma en los animales en reposo,
pero no en los sometidos a ejercicio fisico, lo que hace suponer que solo parte de los efec-
tos encontrados eran debidos al caracter adrenérgico del salbutamol, mientras que gran

parte de ellos lo eran al ejercicio fisico sistematico al que expusimos a algunos grupos de
animales.

En los perfiles del contenido plasmatico en la Lactato Deshidrogenasa ¢ LDH, que apare-
cen representados en las graficas de las Figuras 30 y 31, La administracién de salbutamol
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Figura 31. Representacion de los niveles plasmaticos de LDH en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopantes

(3 mg/ka) tanto en estado de reposo (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. P < 0.05, **P<0.01y ***P<0.001.

provoct un aumento de los niveles de su actividad plasmatica, siendo mas notables en los
animales a los que se les administré las dosis dopantes. Distinguiéndose mayores diferen-
cias significativas en los animales entrenados.

El propranolol impidié la acumulacion plasmatica de la LDH con una eficacia poco aprecia-
ble, no encontrandose en ningtin caso valores semejantes a los determinados en los ani-
males control, tanto en reposo como entrenados.

Mostramos ahora el efecto del salbutamol sobre los marcadores hepaticos Alanino Amino
Transferasa o ALAT, y Aspartato Amino Transferasa o ASAT. Los niveles de la Alanino
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Figura 32. Representacion de los niveles plasmaticos de ALAT en ratas tratadas con salbutamol a dosis terapéuticas
{16 po/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B),
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. “P < 0.05, ""P<0.01y **"P<0.001.

Transferasa producidos por el ejercicio fisico se representan en las Figuras 32 y 33, esti-
mandose en un 80% con respecto a los animales en reposo -valores representados por las
lineas bases-, a los 15 dias de iniciado el experimento. Posteriormente estos valores ten-
dieron a disminuir hasta no encontrar diferencias significativas a los 90 dias de comenzado
el estudio. El salbutamol no produjo ningun efecto tanto administrado a dosis terapéuticas
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Figura 33. Representacién de los niveles plasmaticos de ALAT en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopantes

(3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P< 0.001.

como de dopaje, ya que no se produjeron diferencias significativas con respecto a los con-
troles.

En la actividad plasmatica de la ASAT (Figuras 34 y 35), y al igual que la anterior el ejerci-
cio fisico produjo un aumento de la actividad de la enzima, y al contrario que la ALAT, la
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Figura 34. Representacion de los niveles plasmaticos de ASAT en ralas tratadas con salbutamol a dosis terapéuti-
cas (16 pg/ka) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerobico
(B). Cada punto es la media + SD de 6/8 animales, "*P<0.05, ""P<0.01y "*"P<0.001.

administracion del beta agonista si produjo una elevacion de la actividad plasmatica de
dicha enzima, especialmente en las dosis. La implicacién adrenérgica de dicha estimulacion
se puso en evidencia una vez mas por la eficaz reversién producida por la coadministracién
del propranolol, sobre todo en animales sedentarios. La mayoria de los autores, obtienen
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Figura 35. Representacion de los niveles plasmaticos de ASAT en ratas tratadas con salbutamol a dosis dopantes
(3 mg/kg) tanto en estado sedentario (A) como sometidas a un protocolo de entrenamiento aerdbico (B).
Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P<0.01y ***P < 0.001.

resultados para la ASAT y ALAT que en nuestros experimentos, en donde se vieron signifi-
cativamente incrementados para después disminuir hasta valores préximos a los controles
sedentarios.
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La Fosfatasa Alcalina, no se vio alterada por la administracion del beta adrenérgico a nin-
guna de las dosis, tan s6lo aumento por la interaccion del ejercicio fisico (Plonait, 1984).

La elevacion de la actividades plasmaticas CK, CKMB y LDH durante la primera quincena
de desarrollo experimental, y su atenuacion en las fases finales del mismo, se asemejan a
los resultados obtenidos por Cubria y cols. (1996) con clembuterol (Reeds y cols., 1988;
Cubria, 1995), y por Warris (1990a; 1990b) con salbutamol, poniendo de manifiesto la pre-
sencia de dafo tisular prematuro y posterior desensibilizacion del tejido muscular tanto
esquelético como cardiaco.

Conviene recordar que hubo en nuestros resultados hubo una buena correlacion entre
el efecto hipertrofico muscular, las actividades enzimaticas en plasma y las dosis de
salbutamol administradas. También se confirma el efecto adrenérgico del salbutamol por
la prevencion del estado fisiopatoldgico muscular producido por la coadministracion de
propranolol.

Con respecto al efecto adreneérgico del salbutamol unido al ejercicio fisico se origind un
incremento de las actividades enzimaticas en el plasma que siempre fue dependiente de la
dosis del B-agonista administrado. Es muy significativo que mientras que los niveles plas-
maticos de la CK, CKMB y LDH disminuyen rapidamente después del primer mes de ejerci-
cio fisico continuado, a ambas dosis, las actividades de estas enzimas permanecian signifi-
cativamente elevadas tanto en los controles sedentarios como a los sometidos a ejercicio
fisico. Ademas, el propranolol coadministrado a dichos animales, no pudo contrarrestar el
efecto adrenérgico del salbutamol y del ejercicio combinado, apareciendo en la mayoria de
los casos perfiles enzimaticos muy elevados a lo largo de los 90 dias de desarrollo experi-
mental.

Estas diferencias han sido descritas con anterioridad en deportistas. Lapieza y cols. (1988),
que estudiaron el perfil enzimatico analizado por nosotros en ciclistas sometidos a una
prueba de esfuerzo, demostrando que los valores plasmaticos de la CK (Galteau y cols.,
1976; Rose, 1986), CKMB, LDH (Fowler y cols. 1968; Rose y cols., 1970; Cutinelli y cols.,
1970; Canonico y Bird, 1970), ASAT, ALAT y ALP, que estaban mas elevadas (Villa, 1992).
Ademas inmediatamente después de un ejercicio fisico los valores plasmaticos aumenta-
ban muy significativamente con particularidad de la CK total y la ASAT (Missner y cols.,
1973). Siets y Galteau (1974), definid la CK como una enzima con elevada variabilidad indi-
vidual aunque esta y su isoenzima cardiaca, que alcanza valores basales mas elevados en
deportistas (Galteau y cols., 1976; Lott y Stang, 1980; Hansen y cols.,1982; Bensson y
cols., 1981; Van Der Meulen y cols., 1991. lgualmente el incremento de la LDH plasmatica
del grupo de animales entrenados, coincidid con los resultados de Villa (1992) en ratas
sometidas a ejercicio fisico exhaustivo, y de Vila (1996) en ratas etanolizadas. Fowler y
cols., descubrieron ya en 1968 que en voluntarios humanos, el ejercicio fisico originaba un
incremento significativo de los niveles basales de esta enzima, lo que ha sido ratificado
repetidas veces (Candnico y Bird, 1970; Cutinelli y cols., 1970; Rose y cols., 1970).

Resultados semejantes han sido descritos para la ASAT (Ahlborg y Brohult, 1967; Siets y
Galteau, 1974) y ALAT (Shapiro y cols., 1972), que de la misma manera que en nuestros
experimentos, se vieron significativamente incrementados para después disminuir hasta
valores proximos a los controles sedentarios (Schlang y Kirkpatrick, 1961; Baumann y cols.,
1962; Halonen y Konttinen, 1962; Ahlborg y Brohult, 1971).
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4.6. Efectos sobre el contenido de poliaminas en musculatura estriada y plasma

En esta memoria, las poliaminas estudiadas fueron la putrescina, espermidina y espermina,
productos finales de la ruta biosintética de las poliaminas, detectados y cuantificados
mediante un procedimiento de cromatografia liquida de alta resolucién —HPLC—, siguiendo
el método descrito anteriormente por Escribano y Merodio (1994). Las concentraciones de
estas poliaminas las observamos en corazon, musculo gastrocnemio y plasma.

4.6.1. Efecto sobre el contenido muscular cardiaco de poliaminas

Empezamos a analizar dichos efectos sobre el contenido en el corazén. Las concentracio-
nes intracelulares de poliaminas procedentes de extractos cardiacos de rata, fueron valora-
das tras la administracion subcutanea de salbutamol a dosis terapéuticas y dopantes y en
presencia y/o ausencia del antagonista B-adrenérgico, propranolol, tanto en animales
sedentarios como entrenados (Figura 36).

El efecto de la pauta farmacolégica a ambas dosis del salbutamol sobre los niveles cardia-
cos de poliaminas, evidencié un incremento altamente significativo de putrescina, espermi-
dina y espermina, con respecto a los valores control, resultando la respuesta del corazén a
las dosis dopantes mucho mas exacerbada, siendo la mas afectada la putrescina.

Por su parte, el protocolo de entrenamiento aerobico produjo también un incremento signifi-
cativo de las poliaminas putrescina y espermidina

En ambos casos, la coadministracion del antagonista B-adrenérgico propranolol a la dosis
utilizada a lo largo de la presente memoria, tuvo un efecto inhibitorio de la acumulacion de
poliaminas en el tejido cardiaco disminuyendo casi por completo.

4.6.2. Efecto sobre el contenido muscular esquelético, en el gastrocnemio, de polia-
minas

En la gréaficas de la Figura 37, se representa el efecto sobre el contenido muscular esquelé-
tico de poliaminas. El efecto en los niveles de poliaminas intramusculares, tras la adminis-
tracion de salbutamol, continta en la misma linea que en el corazon, sufriendo un aprecia-
ble aumento, que alcanza los valores maximos en la putrescina. Dichas diferencias se
hicieron mucho mas significativo cuanto mayor fue la dosis administrada. Por su parte, el
entrenamiento aerdbico provocd un significativo aumento de las 3 poliaminas.

El propranolol redujo el efecto producido por el agonista en las dosis terapéuticas, pero no
logro ser tan eficaz en las dosis dopantes.

4.6.3. Efectos sobre el contenido plasmadtico de poliaminas

Por dltimo, y con las mismas pautas descritas para el estudio de las poliaminas a nivel
muscular, observamos los efectos sobre el contenido plasmatico de poliaminas, represen-
tados en la Figura 38, para las dosis terapéuticas y dopantes respectivamente. Después de
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Figura 37. Representacion de las conccentraciones de putrescina, espermidina y espermina en el musculo esquelético, gastrocnemio, de rata, valoradas tras la admi-
nistracion continuada con salbutamol. Dosis terapéuticas (16 pg/kg) y dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario como sometidos a un protocolo
de entrenamiento aerdbico.Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P < 0.05, **P< 0.01 y ***P < 0.001.
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butamol. Dosis terapéuticas (16 pg/kg) y dosis dopantes (3 mg/kg) tanto en estado sedentario como sometidos a un protocolo de entrenamiento
aerdbico.Cada punto es la media + SD de 6/8 animales. *P<0.05, **P<0.01y ***P < 0.001.
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la administracion continuada con el agonista f-adrenérgico a ambas dosis, los valores
encontrados en el plasma sanguineo sufrieron un incremento altamente significativo para
las tres aminas, tanto en la putrescina, espermidina y espermina, siendo siempre superio-
res los correspondientes a los animales tratados con dosis dopantes, excepto en la esper-
midina.

Los animales sometidos al protocolo de entrenamiento aerébico mostraron valores superio-
res aunque no significativos con respecto a los animales control sedentarios.

En todos los casos, la administracion del antagonista B-adrenérgico propranolol, tuvo el
efecto inhibitorio esperado sobre la acumulacién de las poliaminas en sangre, reafirmando
una vez mas la accion del agonista.

Como en todo proceso hipertréfico, el efecto producido por el salbutamol sobre la mus-
culatura esquelética y cardiaca se reflej6 en su contenido en poliaminas, como se
demuestra en otros estudios realizados por Cubria y cols. (1996), que fueron interme-
diarios metabdlicos esenciales de todos los cambios descritos con anterioridad. El
aumento altamente significativo (P<0.001) de las concentraciones intracelulares de
putrescina, espermidina y espermina, que se enconiraron en los musculos estudiados
se correlaciona intimamente con el aumento del peso de éstos al final del desarrollo
experimental. Ademas, la acumulacién de poliaminas en dichos tejidos se correspondio
con la dosis de salbutamol administrada.

La administracion de un agonista B-adrenérgico conduce a la activacion de su ruta biosinté-
tica de poliaminas (Warnica y cols., 1975; Bartolomé y cols., 1980a; 1980b). Varios autores
han encontrado Gnicamente aumentos de los niveles cardiacos de putrescina y espermidi-
na tras la administracion de isoproterenol a dosis unica a ratas, sin cambios en la concen-
tracion de espermina (Caldarera y cols., 1978; Perin y cols., 1982; Tipnis y cols., 1989a;
1989b), aunque Koenig y cols. (1988), en miocitos aislados de rata, y Cubria y cols. (1996)
en corazones murinos, encontraron un aumento significativo de las tres poliaminas tras la
administracion de isoproterenol y clembuterol, respectivamente. Dichos autores encontra-
ron que la administracion de un agonista -adrenérgico a dosis Unica inducia un rapido
aumento de la actividad ornitina descarboxilasa, sin cambios aparentes en la otra enzima
clave de la ruta biosintética, la S-adenosilmetionina descarboxilasa. Tales indicios parecen
indicar que tras la administracion de un agonista -adrenérgico puede activarse parte de la
ruta biosintética y la ruta de interconversién de poliaminas lo que podria ser un argumento
al aumento encontrado en nuestro caso en musculatura esquelética y cardiaca. Paralela-
mente, se encontré un aumento muy elevado de las poliaminas plasmaticas, mas significa-
tivo para la putrescina que para la espermidina y espermina, que se correspondié con la
dosis de salbutamol que se administré a los animales.

Para finalizar, decir que los niveles de las tres aminas, que se vieron fuertemente inducidas
en la musculatura esquelética, como consecuencia de la administracion de salbutamol, casi
no respondieron al ejercicio fisico sino especificamente a la exposicion al salbutamol, por lo
que puede afirmarse que los niveles plasmaticos de poliaminas son una consecuencia
exclusiva del agonista p—adrenérgico.

La sensibilidad y la especificidad de dichos marcadores, la posibilidad de determinarlos en
orina y su aplicabilidad en deportistas de competicién o de élite deberan ser estudiadas en
un futuro para poder validar a las poliaminas como biomarcadores complementarios a la
exposicion o administracion de farmacos con actividad adrenérgica.
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5. CONCLUSIONES

Conclusion primera:

La administracién de Salbutamol en ratas provoca un efecto hipertrofiante en la musculatu-
ra estriada, tanto cardiaca como esquelética; efecto que se muestra proporcional a la canti-
dad de salbutamol administrado y que se incrementa en ratas sometidas a entrenamiento

Conclusién segunda:

El salbutamol se comporté como un potente agente reductor del peso del tejido adiposo
suprarrenal, y combinado con el ejercicio fisico conlleva un mecanismo perfecto de reduc-
cion del tejido adiposo o peso graso; efecto que se muestra proporcional a la cantidad de
salbutamol administrado y que se incrementa en ratas sometidas a entrenamiento

Conclusion tercera:

La administracién de salbutamol a ratas provoca una elevacion en los niveles de putresci-
na, espermidina y espermina en corazén, gastrocnemio y plasma. Esta respuesta es
mediada por la estimulacion adrenérgica, siendo prevenida totalmente por la administracion
de antagonistas inespecificos como el propranolol y parcialmente por antagonistas especifi-
cos.

Conclusion cuarta:

Los niveles de poliaminas plasmaticas pueden considerarse como biomarcadores comple-
mentarios de exposicion a farmacos de actividad adrenérgica.

Conclusion quinta:

El salbutamol se comporté como agente anabolizante a dosis dopantes con animales tanto
en reposo como entrenados.
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