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ResuMEN

En la actualidad, el campo de los andlisis quimicos en el ambito de-
portivo ha sufrido una gran evolucion. Al igual que esto las técnicas de dopaje
v los métodos empleados para estas prdcticas han sufrido la misma evolu-
cion.

Uno de los retos, es poder discernir entre la posible procedencia endo-
gena o exogena de determinadas sustancias (metabolitos de nandrolona) que
aparecen en la lista de los productos prohibidos en el deporte. Para ello exis-
ten, al menos, dos tipos de estudios: estimaciones directas (Cromatografia
de gases-relacion isotdépica-MS (GC-IRMS), andlisis del pelo); y estimacio-
nes indirectas (Valoracion hormonal en plasma, valoracion del perfil este-
roideo, diferencias entre las fracciones sulfoconjugadas y glucoconjugadas,
pruebas de estimulacion con hCG para la valoracion de una posible altera-
cion de los sistemas aromatasas)

En el caso de la nandrolona y sus metabolitos presentamos los datos
obtenidos al aplicar como criterio cientifico las variaciones de la relacion
Testosterona/f3 estradiol ( T/f3E).

ABSTRACT

Nowadays the world of sports analyses has suffered a great evolution.
Just like this, dopping technicals and methods used for these practices have
suffered the same evolution.

One of the challenges, it is to be able to discern among the possible
endogenous or exogenous procedence of given substances (metabolites of
nandrolone) that appear in the list of products forbidden in sports. Two types
of studies exist: direct evaluations ((Gas-Isotopyc relation-MS Chromatogra-
phy (GC-IRMS), hair analysis)); and indirect evaluations (Hormonal
valoration in serum, evaluation of the esteroideal profile difference among
sulfoconjugated and glucoconjugated fractions, test of stimulation with hCG
for the evaluation of a possible alteration of aromatase systems).

In the case of the nandrolone and its metabolites we present the obtained
data when we applied the variations of the relation Testosterone/[3-Estradiol
(T/BE) as scientific criteria.
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LINEAS PRIORITARIAS DE INVESTIGACION:

» Modificaciones ¢ influencias sobre el Perfil Hormonal Esteroideo y su
aplicacion en el control del dopaje

* Deteccion y confirmacion de las hormonas andrégenas endogenas uti-
lizadas como sustancias dopantes

* Deteccion de hormonas peptidicas y glicoproteinicas y andlogas utili-
zadas como sustancias dopantes

* Aplicacion de las técnicas analiticas de espectrometria de masas de
alta resolucion (HRMS), GC/MS/MS y electroforesis capilar la con-
trol analitico del dopaje

» Sintesis de metabolitos fisioldgicos dopantes esteroideos

ESTEROIDES ANABOLIZANTES
Efectos buscados con su uso:
» Mayor atencion y lucidez durante el esfuerzo.
» Més rapidez en la recuperacion fisica y psiquica durante el esfuerzo.
* Aumento de la intensidad y duracion del esfuerzo diario.

« Sensible incremento de la forma fisica.

Efectos nocivos derivados de su uso:
* Virilizacién en mujeres
Incremento de la libido

*Priapismo en hombres

* Azoospermia

*Neoplasia de prostata

*Hepatitis e ictericia

* Adenocarcinoma hepatico
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CONTROL DEL DOPAJE

La mision de los laboratorios especializados es compleja. Se busca en la
orina la posible presencia de uno de los 300 principios activos prohibidos y/o
sus metabolitos. Esto requiere una metodologia muy precisa. Normalmente
en 24 h. hay que dar un resultado.

Solo un reducido nimero de laboratorios en todo el mundo estan reco-
nocidos por la AMA.

PROCESOS DE UN CONTROL DE DOPAJE
*Seleccion de deportistas
*Procedimiento de recogida de muestras
* Analisis de muestras “A”
*Consideraciones legales y andlisis de muestras “B”

eSanciones

PROCEDIMIENTOS EN EL CONTROL DEL DOPAJE
CARACTERISTICAS:
*Procedimientos de analisis complejos (CG/EM)
*Determinacion de un alto nimero de analitos (> 200 analitos)
*Principalmente analisis cualitativo
* Algunos analisis en concentraciones umbral (SI/NO)

*Poco tiempo para los andlisis

CONDICIONES PARA UN CONTROL DE DOPAJE GARANTIZABLE
* Ausencia de error o fraude en la recogida de muestras
*Rigor, calidad y fiabilidad en la analitica

«Justicia y equidad en la emision de sanciones
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PROBLEMATICAS

El deporte se encuentra en una constante evolucion, de modo que todos
sus estamentos no han de anclarse en el pasado y avanzar conforme lo hace el
resto de dreas de conocimiento ¢ investigacion. El mundo cientifico va evolu-
cionando constantemente, de modo que muy frecuentemente vierte informa-
cion que viene a reemplazar o a complementar otra ya existente. Esto es debi-
do principalmente a las mejoras en la técnica y a avances en las investigacio-
nes. Con todo esto parece algo 16gico que el mundo del deporte aproveche
estos avances y los incorpore en la medida de lo posible a su disciplina para
asi poder ofrecer una mejor cobertura y fiabilidad en todos su actos.

El caso de las agencias antidopaje no es algo a parte, ya que ¢éstas mas
que nadie han de evolucionar conforme a las nuevas evidencias (contrastadas
cientificamente) para asi poder ser mas fiables en sus decisiones.

Desde que en 1950 se sintetizase la nandrolona su uso ha estado a
disposicion del ser humano. Tras este hecho y al ver las ventajas y problemas,
(a partir de los afios 70 se introducen los esteroides anabolizantes en las lis-
tas, listas destinadas, mas que a impedir la mejora deportiva de forma exogena,
a salvaguardar la salud del deportista), que esto producia, se ha ido regulando
su uso en funcion a las investigaciones cientificas que hasta ese momento
estaban disponibles. Pero en este capitulo no vamos a remontarnos tanto, sino
que, vamos a ver esta evolucion en los ultimos afios.

La Agencia Mundial Antidopaje (AMA) creada en 1999, publica cada
afio un listado de sustancias cuyo uso esta prohibido o restringido, ademas
indica las cantidades maximas de estas sustancias (las que se deben cuantifi-
car) que se pueden encontrar en el organismo del deportista y que a partir de
las cuales el resultado de un control seria positivo.

En el caso de la Nandrolona, inicialmente la sola presencia de ésta
(sus metabolitos 19-NA y 19-NE) era considerada como positiva (Listas COI
y CSD afios 90-99). Posteriormente con la evolucion y mejora de la técnica se
empezaron a detectar mas casos positivos y se fijé un valor umbral de forma
subjetiva por las autoridades deportivas (no existen estudios cientificos que
indiquen ese valor, sélo el “dato estadistico” que se hizo en los juegos de Na-
gano), de modo que todo deportista que superase en orina un valor de 2ng/mL
era considerado como positivo.

Tras unos afios con estos limites establecidos, se vio que en el caso de
las mujeres podian existir concentraciones superiores a las establecidas sin el
uso de ninguna sustancia externa (Galan AM, 2002) (Mareck-Engelke U,
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2002). Por esto se modificaron las listas indicAndose que el limite de concen-
tracion de NA para deportistas de género masculino era de 2ng/mL, mientras
que para deportistas de género femenino este limite se veia aumentado hasta
5 ng/mL.

Finalmente se volvié a instaurar el limite unico para deportistas de
ambos sexos fijandolo de nuevo en 2 ng/mL basdndose no sabemos en que
estudios (Lista AMA 2003). Es curioso precisar como la UCI (Unién Ciclista
Internacional) establece para sus deportistas el limite de Sng/mL, segun cri-
terios cientificos de esta organizacion. ;Son diferentes los deportistas de este
deporte del resto?

Es ya en 2004 cuando la AMA, modifica el criterio en lo referente al
control de la NA, y se refiere en los términos siguientes: “En el caso de que
una sustancia prohibida pueda ser producida por el organismo, sera conside-
rada positiva si la cantidad supera ella o sus metabolitos o sustancias precur-
soras, los “valores normales” encontrados en el hombre por no corresponder
a una produccion enddgena “normal”. Una muestra serd considerada negati-
va si el deportista prueba que la concentracion anterior es atribuida a un
estado patologlco 0 flSlOlOglCO ¢pero en qué laboratorios rcahzara su esmd io

i segl ol
pjlcdcn reahzar anahsls sobre una muesI ra IQ ada en un chtrQ Tamblen
cuando el laboratorio por un método fiable pueda demostrar que le sustancia
encontrada es de origen exdgeno”.

Actualmente, la ltima resolucion de la AMA (Enero 2005) declara
los metabolitos de la Nandrolona (19-norandrosterona y 19-noretiocolanolona)
como esteroides anabolizantes .endogenos' GBeﬂLqu@JpQ&dﬁslud&m

ran élabomtorlos acredltad0s7 0 abQ aIQ 1i0S i dcpﬁndlcntes Se reconoce

la producciéon enddégena de estos metabolitos por el organismo, como asi esta
demostrado en los deportistas sometidos a situacion de estrés como es el de-
porte de alto nivel. Por fin desaparece el concepto (criterio especulativo) cuan-
titativo (poca cantidad endogeno, mucha cantidad exdgeno) y serdn los labo-
ratorios acreditados los responsables de demostrar si la sustancia declarada
no negativa es de procedencia exdgena, y solo en ese caso se declarard por los
organismos correspondientes la positividad de un dato. Pero ;estan todos los
laboratorios acreditados capacitados para aplicar estas técnicas? ;Por qué no
se aportan datos por los mismos?

;Cual es la situacidon en el organismo (CSD) que rige el control
antidopaje en Espafia? Hasta 2003 este organismo seguia una dinamica seme-
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jante a la de la AMA pero para el 2004 y 2005, se separa de la via marcada
por la agencia mundial y basandose en algun “Supuesto Cientifico” , desco-
nocido por la comunidad cientifica, mantiene que el criterio de positividad
para deportistas de ambos sexos en los metabolitos de la nandrolona es de
2 ng/ml, ignorando asi la existencia de recientes estudios en los que se de-
muestran que estas concentraciones de metabolitos pueden darse en un indi-
viduo de forma natural bajo ciertas condiciones.

Todo esto es una ceremonia de confusion para los deportistas que se
encuentran en una encrucijada que ellos no provocan y que los laboratorios
acreditados del control del dopaje, al menos en Espaifia el del CSD, contribu-
yen con su rechazo a los criterios cientificos y siendo mas restrictivos que la
AMA. ;Por qué ese rechazo a discutir los resultados obtenidos, que van en
beneficio de los deportistas, como personas sometidos a un estrés elevado, y a
los que hay que ayudar sin trampas y de acuerdo a los resultados de la Cien-
cia? ;Por qué tomar una actitud inquisitorial y no desde la razon cientifica?

POSIBLES CAUSAS DE LA PRESENCIA DE METABOLITOS DE
NANDROLONA EN ORINA

A. Exogena:
«Inyecciones
* Alimentacion (cerdo, caballo, cabra).

*Suplementos nutricionales.

B. Enddgena:

*Rupturas metabolicas.

* Alto nivel de actividad de enzimas aromatasas.
*Genética.

« Situaciones de estrés.
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ESTUDIOS PARA LA DIFERENCIACION DE LA PROCEDENCIA
ENDOGENA O EXOGENA DE LA NANDROLONA

1. Estimaciones directas:

+ Cromatografia de gases-relacion isotépica-MS (GC-IRMS): Técnica
definitiva para la diferenciacion entre hormona endégena y exégena.
El problema es que en el caso de la nandrolona hay una limitacion
técnica en cuanto a la cantidad necesaria para poder estudiar esta
sustancia. No factible en el momento actual.

* Analisis del pelo: Técnica usual en toxicologia para la determinacion
de consumo de sustancias, pero que no se emplea por no estar reco-
nocida esta matriz de analisis en el control del dopaje. En una perso-
na que ha usado esta sustancia apareceria en su pelo de forma inequi-
voca.

2. Estimaciones indirectas:

* Valoraciéon hormonal en plasma: Nos da informacion sobre la exis-
tencia o no de alteraciones endocrinolégicas en las hormonas
esteroideas del organismo humano. Si existe una alteracion en la sin-
tesis fisiologica de esteroides los precursores o los productos finales
del ciclo esteroideo estarian alterados y se podrian ver en plasma o en
orina.

» Valoracién del perfil esteroideo: Propuesta del profesor Donike que
dice que cuando se emplea esteroides sintéticos se produce un blo-
queo en la produccion de testosterona enddgena y se provocaba una
disminucion en la eliminacién de los metabolitos de la testosterona
(androsterona y etiocolanolona) en la orina. Por tanto un sujeto que
ha usado esta sustancia tendria su perfil urinario esteroideo alterado
(Donike M, 1990).

» Diferencias entre las fracciones sulfoconjugadas y glucoconjugadas.
Teoria propuesta por el profesor Le Bizet y que supone que la elimi-
nacion de metabolitos endégenos se realiza como metabolitos
sulfoconjugados y en el caso de una eliminacion de metabolitos
exdgenos seria como glucoconjugados (Le Bizec B, 2002).

+ Pruebas de estimulacion con hCG para la valoracién de una posible
alteracion de los sistemas aromatasas (Reznik Y, 2001).
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La aplicacion de esta sustancia, practica que es de uso clinico habitual
para determinar alteraciones del eje Hipotdlamo-Hipofisario-Testicular, pro-
duce un incremento en la sintesis de testosterona endogena por las células de
Leydig testiculares y al mismo tiempo un incremento en la actividad de las
enzimas aromatasas. La hCG esta en las listas como sustancia dopante, pero
al igual que el salbutamol, un broncodilatador prohibido en las listas como
sustancia dopante, se usa en la clinica para saber si un deportista tiene o no
asma y es una prueba fundamental para darle un certificado que le permita el
uso de esta sustancia en competicion. jPor qué si se puede utilizar esta sus-
tancia prohibida para estudiar una patologia en deportistas y no se puede
utilizar la hCG para el mismo fin?

Valoracion del Perfil Esteroideo Urinario

Cambios en los metabolitos de la nandrolona y testosterona tras una inyeccion
con nandolona a la semana y a los 4 meses de la inyeccion, comparacion
con la de un sujeto considerado como positivo

Inyectados con Nandrolona Sujeto co.n.siderado
N positivo
Parametro Inicial Ala Semana Alos cuatromeses | Antes Después
Nor-Andros 0 54.28423%* 1.5040.2%* ND 22
Nor-etiocol 0 44.34+£24** 0.62+0.4%** ND ND
Androsterona | 2420+1025 2300+926 5744232%* 3428 6621
Etiocolano 27164955 24124876 736+412%* 2648 6315

En la tabla se observan lo perfiles de sujetos inyectados con nandrolona
y un sujeto (antes y después de una competicién deportiva) que no se inyecto
esta sustancia. Podemos apreciar como los sujetos que se inyectaron nandrolona
al cabo de un tiempo presentaban, como indicé el Dr. Donike, un descenso
estadisticamente significativo en los metabolitos de la testosterona enddgena
(androsterona y etiocolanolona), por el contrario en el sujeto considerado como
positivo los valores eran del todo normales, incluso elevados.



Pruebas de Estimulacion con hCG

LA INVESTIGACION EN LA UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA
EN EL DOPAIE

(Gonadotropina Corionica Humana) para la Valoracion de

una Posible Alteracion de los Sistemas Aromatasa

69

Valores de Nor-androsterona, testosterona, estradiol y relacion testosterona/estradiol en orina

después de una estimulacion de sujetos sin alteraciones (19)

INICIAL 24 HORAS 48 HORAS
NA NA ND ND
Testos 78,23+23 117,198+65* 143,42+79*
Estradiol 22,04+12 25,87+14* 39,34+19*
Test/Estrad 4,02+1,99 5,13+4,29* 5,61+4,38*

* p<0,05 test de Wilcoxon

Valores de Nor-androsterona, Testosterona, Estradiol y relacion testosterona/Estradiol en orina
después de una estimulacion de sujetos con una alteracion de aromatasas con hCG

INICIAL 24 HORAS 48 HORAS
NA ND 4,22 5,19
Testos 17,94 173,46 307,96
Estradiol 12,43 9,37 11,99
Test/Estrad 1.44 18,51 25,68
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En las tablas, se observa el perfil esteroideo de sujetos normales y suje-
tos que creemos que presentan una patologia de sus sistemas aromatasas.
Como podemos apreciar en ambos casos se producia un incremento en los
niveles urinarios de testosterona y B-estradiol, como consecuencia de la ac-
cion de la hCG sobre el testiculo. Pero unicamente en los sujetos que presen-
taban alteraciones en las aromatasas aparecian metabolitos de nandrolona en
orina, incluso por encima de la barrera de los 2 ng/mL. Ello indicaria una
procedencia endogena de esta sustancia.

Indice testosterona/B-estradiol urinario como posible parametro
para la diferenciacion entre norandrosterona de procedencia
endogena y exogena en orina de deportistas

COMPARACION ENTRE SUJETOS CON POSIBLE PRODUCCION ENDOGENA CON
SUJETOS INYECTADOS CON NANDROLONA Y SUJETOS CONTROL

Talores urinarios de la relacién Testosterona/3-Estradiol en varones no
deportistas, sujetos declarados como positivos en un control de dopaje
(1, 2y 3) y sujetos a los que se les inyecto 25 mg de Deca-durabolin.

Parametro Control Positivo 1 Positivo 2 Positivo 3 | Inyectados
NA ND 3,12 0,49 4,22 9,55+5,70
Test/Estradi 2,97+2,23 23,70 18,31 18,51 4,65+3,98

Observamos los cambios en la relacion Testosterona/b-Estradiol urina-
ria, esta relacion nos indica la accion de las aromatasas sobre la testosterona.
En nuestro estudio 1lama la atencién los altos valores que presenta esta rela-
cién en los sujetos que pueden presentar una alteracion en los sistemas
aromatasa (sujetos no negativos), frente a los sujetos control y sujetos a los
que se les inyect6 25 mg de Deca-durabolin (nandrolona). Este incremento, a
nuestro entender es debido a una alteracion en los sistemas aromatasas en las
que habria un correcto funcionamiento en la primera fase del proceso de
aromatizacion con formacion de 19-Nortestosterona inicialmente, pero al fa-



LA INVESTIGACION EN LA UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA 71
EN EL DOPAIE

llar la segunda fase (aromatizacion de la 19-nortestosterona), se producirian
menores cantidades de B-estradiol y con ello una menor eliminacion urinaria
de la misma y por el contrario se produciria nandrolona enddgena que se
eliminaria posteriormente como 19-NA y/o 19-NE en valores que pueden ser
muy superiores a lo establecido como normal.

Creemos que esta relacion de facil determinacién puede ser un intere-
sante marcador para la diferenciacion entre la procedencia endogena y exégena
de 1a 19-NA y/o 19-NE en la orina de deportistas que pueden tener una pato-
logia en este sistema enzimatico, algo similar a lo que ocurre en la gota,
enfermedad debida igualmente a una alteraciéon en un sistema enzimatico de
nuestro organismo. En esta enfermedad se puede diagnosticar focilmente por
la presencia de altos niveles de acido Urico en la sangre, sin embargo para
diagnosticar una alteracion en las aromatasas solamente si se hicieran anali-
sis de orina para ver los metabolitos de la nandrolona se podria suponer la
presencia de esta anomalia. Sin embargo en el mundo deportivo a estas perso-
nas se¢ les acusa sin darles la minima posibilidad de demostrarlo.

En conclusién el indice testosterona/B estradiol (T/BE) es un buen
parametro para la diferenciacion entre norandrosterona de procedencia
enddgena y exdgena en orinas de deportistas y lo asumimos como un buen
criterio cientifico para estos estudios.
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