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Resumen

La metandienona uno de los anabolizantes mas reportado en los hallazgos analiticos
adversos de los laboratorios de control al dopaje a nivel mundial. La molécula fue
inicialmente usada para el tratamiento para el hipogonadismo, sin embargo, tiempo
después su uso se expandiod con el fin de obtener mayor masa muscular y un mejor
rendimiento a nivel deportivo. Su metabolismo ha sido estudiado a través de diferentes
modelos in vivo, con ratones y humanos e in vitro con fragmentos celulares del higado,
esto con el fin de establecer los metabolitos que indiquen su uso a corto y largo plazo que
permitan su deteccion en las muestras de control al dopaje.

Con este trabajo se busca estudiar el metabolismo de la metandienona a través de un
modelo in vitro de biotransformacién con el hongo Cunninghamella elegans, el cual ha sido
utilizado con gran variedad de moléculas debido a que su sistema enzimatico es similar al
de los mamiferos. Con el desarrollo del modelo se proponen cuatro metabolitos
monohidroxilados en las posiciones 6,7,14,15, esto se realizé a través de la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas GC-MS/EI, se plantearon las
posibles rutas de fragmentacién y se compararon con los reportados para otros modelos

de biotransformacion.

Palabras clave: metabolismo, metandienona, Cunninghamella elegans, esteroides

anabolizantes, biotransformacion.
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Abstract

Methandienone is one of the most reported anabolics in the adverse analytical findings of
doping control laboratories worldwide. The molecule was initially used for the treatment of
hypogonadism, however, later its use expanded to obtain greater muscle mass and better
performance at the sports level. Its metabolism has been studied through different in vivo
models, with mice and humans and in vitro with liver cell fragments, this to establish the
metabolites that indicate its use in the short and long term that allow its detection in the
samples. doping control.

This work seeks to study the metabolism of methandienone through an in vitro model of
biotransformation with the fungus Cunninghamella elegans, which has been used with a
great variety of molecules because its enzymatic system is like mammals. With the
development of the model, four monohydroxylated metabolites were identified at positions
6,7,14,15, this was done through the gas chromatography technique coupled to mass
spectrometry (GC-MS / El), the possible routes of fragmentation and were compared with

those reported for other biotransformation models.

Keywords: Metabolism, methandienone, Cunninghamella elegans, anabolic

steroids, biotransformation.
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Introduccion

Uno de los causales de dopaje es el uso de una sustancia o método prohibido para
ilegalmente mejorar el rendimiento deportivo. Esta practica ha estado presente en la
humanidad desde tiempos antiguos, relacionada principalmente al uso de sustancias. Uno
de los grupos de sustancias mas usados para este fin, se refiere a los anabolizantes,
prohibidos en el deporte desde 1970(1), por el Comité Olimpico Internacional (COI) y que
constituyen cerca del 50% de los hallazgos analiticos adversos en el deporte reportados
por la Agencia Mundial Antidopaje (AMA)(2).

Por otro lado, en el analisis de muestras de control al dopaje no solo se detecta el
compuesto padre, sino también sus metabolitos, aumentando el tiempo de deteccion de
cualquier sustancia, lo que deriva en un incremento del niumero de sustancias a evaluar
durante un analisis por los laboratorios acreditados para tal fin, siendo un analisis
multianalito que presenta retos a nivel de desarrollo y validacion de métodos analiticos.
No obstante, es necesario profundizar en el conocimiento de los metabolitos que
evidencien el consumo de una sustancia de manera inequivoca. Por esta razon, es
importante el desarrollo de estudios de metabolismo en diferentes modelos disefados para

tal fin.

Es sabido, que para los estudios de metabolismo se han desarrollado diferentes modelos
in vivo e in vitro, con el fin de establecer rutas metabdlicas, metabolitos y mecanismos de
toxicidad. Los modelos in vivo son aquellos que tienen lugar principalmente en animales y
los modelos in vitro, se llevan a cabo en érganos, tejidos o células aisladas. Estos modelos
tradicionales presentan algunas desventajas, pues normalmente requieren una
infraestructura compleja, con condiciones ambientales controladas que permitan un
manejo adecuado de los modelos usados, lo cual incrementa los costos de mantenimiento

y experimentacion.
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Debido a lo anterior, se han planteado modelos alternativos con hongos como
Cunninghamella elegans (C. elegans), cuyas ventajas son costos de mantenimiento
menores, infraestructura para su desarrollo es sencilla, se evitan las consideraciones éticas
y permiten investigar como se metaboliza una sustancia, informacion de gran importancia

en el andlisis de control al dopaje y en el analisis forense.

Entre las sustancias mas usadas en dopaje se encuentra la metandienona, que representa
cerca del 10% de los hallazgos analiticos adversos por anabolizantes a nivel mundial. Su
metabolismo ha sido estudiado en humanos por Donike et al.(3)., en caballos por Hagedorn
et al.(4), en modelos de ratones con células de higado humano por Lootens et al.(5) y en
hongos filamentosos por Khan et al.(6). En este estudio se utiliza C. elegans como modelo
de biotransformacion para metandienona, se identifican los metabolitos producidos y se

hace una comparacién con los reportados en la literatura.
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1.Marco Teorico

1.1. Esteroides Androgénicos Anabolizantes

Los esteroides androgénicos anabolizantes (AAS, del inglés Anabolic Androgenic Steroids)
estan definidos como sustancias naturales, sintéticas o semisintéticas derivadas de la
testosterona, capaces de generar la maduracion de la actividad del sistema reproductor en
hombres y mujeres por su accion androgénica y, a través de su accién anabdlica,

promoviendo la sintesis de nuevos tejidos(7,8).

Los esteroides son moléculas organicas con un sistema de anillo tetraciclico, ver Figura
1-1. Hay cuatro clases de hormonas esteroides: andrégenos, corticoides, estrogenos y
progestagenos, de las cuales la testosterona es el principal andrégeno masculino(9).

Figura 1-1: Ciclopentanoperhidrofenantreno, estructura base de los esteroides.

El descubrimiento de estructura de la testosterona, ver jError! No se encuentra el origen
de la referencia. hacia la década de 1930 posibilité el inicio de investigaciones que
comprobaron su accién anabdlica cuando era administrada en el organismo humano. Con
el fin de buscar prolongar la vida media de la testosterona, se realizan modificaciones
estructurales a la misma, dando asi origen a los esteroides de disefio. Algunas de estas

modificaciones fueron introducidas con el fin de aumentar el efecto anabdlico de la
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molécula y disminuir el efecto androgénico, las modificaciones mas comunes se muestran

en la Figura 1-2.

Figura 1-2: Modificaciones a la estructura de la testosterona para dar mayor actividad
anabolizante. Figura adaptada de Kicman y Growe(10)
Eliminacién del grupo

metilo angular
La esterificacion confiere actividad

Adicion n(qjgtlfg grupo / de depésito para administracion IM
i
Se introduce un doble

enlace L, .
Adicién del grupo 17a-alquilo

Adicion de varios confiere actividad oral
grupos en C-2
Adicién de un grupo
pirazol al anillo A
~—— Adicién del grupo 7a-metilo

Adicion de cloro 0 grupo
hidroxilo

1.1.1 Toxicocinética de los anabolizantes

La mayoria de los datos disponibles sobres la cinética de la testosterona y los AAS, esta
dada por el estudio de estas moléculas en modelos animales o por consumidores de estas

en dosis terapéuticas, hay pocos datos en personas que abusan de las sustancias(1).

1.1.1.1 Absorcion

Su absorcion se da via oral, intramuscular, dérmica y a través de mucosas, dependiendo
del tipo de modificacion que se le haya hecho a la molécula de la testosterona. En el caso
de la testosterona, aunque su absorcion es rapida, su biodisponibilidad en el organismo es
baja debido al efecto metabdlico del primer paso hepatico. Los derivados sintéticos tienen
mayor biodisponibilidad, la alquilacion de la posicién 17a, produce AAS con posibilidad de
administracién oral, mientras que la esterificacion de la posicion 178, produce AAS
inyectables. Los AAS también tienen la posibilidad de difundirse a través de la piel y las
mucosas, permitiendo asi la administracién en parches transdérmicos, aerosoles nasales

y tabletas bucales(1).
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1.1.1.2 Distribucién

Se distribuyen uniéndose en plasma a las globulinas fijadoras de hormonas sexuales en

un 98%, siendo la albumina y la globulina las principales transportadoras de esteroides(1).

1.1.1.3 Metabolismo

Cuando un xenobidtico ingresa en un organismo vivo, este es metabolizado para facilitar
su eliminacién del sistema, haciéndolo generalmente mas hidrofilico. EI metabolismo de
medicamentos se divide en dos fases, |la fase | que son reacciones de funcionalizacion,
donde se realizan modificaciones estructurales a las moléculas que involucran,
oxidaciones, hidroxilaciones, reducciones o ciclaciones y la fase Il que son reacciones de
conjugacién, en donde la molécula se une a moléculas como el acido glucurénico o

sulfarico(11).

El metabolismo de xenobidticos puede ser un proceso de desintoxicacion, produciendo
sustancias farmacolégicamente inactivas, o un proceso de activacion generando
sustancias con una actividad farmacolégica mayor que el compuesto inicial, que en

algunos casos pueden ser téxicos para el organismo(12).
Reacciones de Fase I:
Reacciones de Oxidacion

La mayoria de las reacciones de fase | se llevan a cabo gracias a la accién de citocromo
P450 (CYP450)(13), una familia de enzimas, que esta localizada mayoritariamente en el
reticulo endoplasmatico hepatico. Todas las enzimas CYP son hemoproteinas que
catalizan la monoxigenacion de un atomo de oxigeno para un sustrato, mientras el otro
atomo de oxigeno es reducido gracias a la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH). Se puede encontrar en animales, plantas y hongos como el

Cunninghamella(14).

NADPH es el cofactor del citocromo oxidorreductasa que dona un electréon a la enzima

CYP durante las reacciones de oxidacion. Las principales reacciones del CYP450 son:

1. Hidroxilacién de carbonos alifaticos o aromaticos
2. Epoxidacion de enlaces dobles

3. Oxigenacion y N-hidroxilacién de heteroatomos
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4. Desalquilacion de grupos alquilo unidos a heteroatomos de N, O 0 S
Hay algunas reacciones de oxidacién que son llevadas a cabo por enzimas como alcohol
deshidrogenasa, la xantina oxidasa, la amino oxidasa microsomal, la monoamino oxidasa,

la diaminooxidasa y las peroxidasas(12,15).

Reacciones de Reduccion

En estas reacciones participan la NADPH reductasa microsomal y enzimas citosélicas, que
se encargan de reducir grupos nitro, azo, carbonilos, disulfuros, y realizar

deshalogenaciones(12).
Hidrdlisis

La hidrdlisis de ésteres, acidos carboxilicos y amidas se da principalmente por la accién

de las esterasas y amidasas respectivamente(12).
Ejemplo de reacciones de fase | en los EAAS

Los principales procesos metabolicos de fase | en el caso de la testosterona son la
reduccion del doble enlace C4-C5 del anillo A, con la participacion de la 50y 58 reductasa,
ademas se puede presentar una 1,2 hidrogenacion o 1,2 deshidrogenacion. La 6p-
hidroxilacién, es una via metabdlica menor en el caso de boldenona y 17a-
metiltestosterona, sin embargo, en el caso de la clormetandienona, fluoximesterona y
metandienona, es una via metabdlica mayor debido al doble enlacen en C1-C2. En el anillo
C puede haber una hidroxilacion en C12. En el anillo D se da una oxidacion enzimatica de
la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa para formar el correspondiente 17-cetoesteroide y
es una via metabdlica importante para la testosterona y todos los AAS con grupos 17f3-

hidroxi secundarios(1).

Reacciones de Fase Il:
Glucuronidacion

La glucuronidacion es la reaccion de fase Il cuantitativamente mas importante y consiste
en la unién del acido glucurénico al xenobidtico. Esta reaccién utiliza la enzima UDP-
glucoronil transferasa (UDPGT) como catalizador y el éster uridindifosfato del acido
glucorénico (UDPGA) como cofactor. Los sitios de unidon son generalmente heteroatomos

nucleofilicos ricos en electrones como O-, N-y S(12,15).
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Sulfatacion

La conjugacién con sulfato es catalizada por las sulfotransferasas (SULT), que utilizan
como cofactor el fosfoadenosil-fosfosulfato (PAPS) y generalmente producen ésteres con
acido sulfarico altamente solubles en agua. Consiste en la transferencia de un grupo sulfato

a un grupo hidroxilo o0 amino en el xenobidtico(12,15).
Otras reacciones de conjugacion

Conjugacion con glutation: Esta catalizada por las glutationtransferasas (GST), que estan
presentes en la mayoria de los tejidos localizados en el citoplasma y en el reticulo
endoplasmatico. Los conjugados con glutatidn, son tioeteres que se eliminan directamente

por la bilis, y en menor medida por la orina(15).

Conjugacion con aminoacidos: Los xenobidticos que contienen grupos carboxilicos pueden
ser conjugados por una variedad de aminoacidos, sin embargo, los mas frecuentes son

glicina y cisteina(15).

Acetilacion: Las N-acetil transferasas (NAT) catalizan la acetilacion de aminas aromaticas
y heterociclicas. N-acetilacion de aminas y O-acetilacién de hidroxi-aminas, son dos tipos

de reacciones muy frecuentes en el metabolismo de las aminas aromaticas(15).
Ejemplo de reacciones de fase Il en los EAAS

En cuanto a los EAAS las rutas metabdlicas mayoritarias en fase Il son la glucuronidacion
y la sulfatacion. La mayoria de los metabolitos de EAAS son excretados como glucurénidos
conjugados. Dentro de las reacciones principales que se pueden dar en el anillo A, esta la
sulfonacion y la glucuronidacion en el grupo 3B hidroxi. En cuanto al anillo D se pueden
presentar glucuronidacion y sulfonacion del grupo 17B-hidroxi secundario, ademas
glucuronidacion y sulfonacion del grupo 17B-hidroxi terciario(16). En la Figura 1-3 y en la
Figura 1-4, se pueden ver las reacciones de formacion de los conjugados de la

testosterona.
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Figura 1-5: Formacion Testosterona glucuronido.
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1.1.1.4 Eliminacion

Finalmente, la eliminacién de los esteroides androgénicos anabolizantes se da cerca de
un 90% en orina como glucurénidos conjugados. El tiempo de vida media de eliminacion
puede ir de 3-16 dias dependiendo de si la molécula esta acompanada de modificaciones

estructurales que incrementen la liposolubilidad(1).

1.1.2 Toxicodinamia

1.1.2.1 Mecanismo de accion

Los esteroides androgénicos anabolizantes actuan en el cuerpo en dosis terapéuticas
uniéndose a los receptores de androgenos presentes en el citoplasma de la célula,

formando un complejo esteroide-receptor que pasa al nucleo de la célula donde se une al
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ADN y permite la transcripcion de RNA mensajero, que posteriormente emite la sefial para
la sintesis de proteinas(1), ver Figura 1-7. Estos compuestos son utilizados en tratamiento
de enfermedades como hipogonadismo, endometriosis, infertilidad, caquexia, entre
otras(7).

Figura 1-7: Mecanismo de accion de los esteroides androgénicos anabolizantes.
Elaboracién propia con BioRender.com
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1.1.2.2 Efecto Toxicos

El uso de dosis superiores a las terapéuticas de los AAS puede llevar a la presencia de
efectos adversos en quién lo usa, como eventos cardiovasculares, hepaticos, endocrinos

y comportamentales.

Entre los efectos adversos cardiovasculares causados por esteroides anabolizantes se
encuentran hipertension, hipertrofia del ventriculo izquierdo, trombosis, llenado diastélico
deteriorado entre otros (17). Estudios clinicos sugieren la asociacion del consumo de

esteroide con la aparicion de enfermedad arterial coronaria prematura y disfuncion del
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ventriculo izquierdo (18). Se han reportado casos en los que la muerte subita por falla
cardiaca se ha asociado al uso prologando se anabolizantes (19,20).

En cuanto a los efecto hepaticos, se tiene que puede presentar elevacion de las
aminotransferasas, bilirrubina e proteinas séricas (21), por otra parte se ha observado la
presencia de tumores hepaticos posiblemente asociados al consumo de estas sustancias,
algunas de estas patologias se revierten con el tiempo una vez se elimina su consumo
(22,23).

Con respecto a los efectos endocrinos se pueden diferenciar en hombres y mujeres, en los
hombres se ha observado la aparicion de ginecomastia debido a que una parte de los
anabolizantes son convertidos en estrégenos, cambios en las caracteristicas de los
espermatozoides, reduccion del volumen testicular (24), disminucién de la produccién de
testosterona por retroalimentacién negativa del hipotalamo asi como un descenso en los
niveles hormona luteinizante y la gonadotropina coriénica (24,25). En las mujeres se han
asociado con irregularidades menstruales, clitoromegalia y masculinizacion; la infertilidad

esta presente en ambos casos (24,26).

Y finalmente, los cambios comportamentales en usuarios de AAS que se han observado
con frecuencia son la psicosis, comportamientos agresivos, delirios y depresion en algunos
casos. También se han observado el desarrollo de dependencia generalmente

acompafada del consumo de otras sustancias (21,26).

1.2. Metandienona

La metandienona, también conocida como metandrostenolona y dianabol, fue desarrollada
por Ciba Specialty Chemical y aprobada hacia 1958 por la FDA (U.S. Food & Drug
Administration) para el tratamiento del hipogonadismo. Su mecanismo de accion incluye la
unién y activacion del receptor de andrégenos por lo cual aumenta la sintesis de proteinas,
gluconeogénesis y la fuerza muscular (7). La introduccién de un doble enlace en la
posicion C1-C2 de la molécula, aumenta la selectividad por la actividad anabdlica y la
adicion de un grupo metilo en la posicion 17, le confiere actividad oral, como se puede ver

en la Figura 1-8.
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Figura 1-8: Estructura quimica de la metandienona
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1.2.1. Metabolismo

La metandienona tiene una alta biodisponibilidad oral al ser un derivado de la testosterona
alquilado en la posicién 17. Tienen un metabolismo hepatico parecido, sin embargo, la
metandienona no produce metabolitos reducidos en 5a, debido a la presencia de su doble
enlace C1. Se ha reportado la presencia de metabolitos 6-hidroxilados (3), 17-
epimerizados (3,27), también se presenta una reducciéon grupo ceto de la posicion 3 (17);
ademas se reportd un metabolito de largo termino que puede ser detectado hasta 21 dias
después de su administraciéon, denominado 18-nor-173-hydroxymethyl,17a-methyl-5a-
androsta-1,13-dien-3-one (28). Los metabolitos 6-hidroxilados han sido detectados en su
forma libre (3); mientras que la 17-epimentandienona y 173-methyl-5B-androst-1-ene-
3a,17a-diol, se han reportado conjugados con sulfatos y con el acido glucurénico (1,17);
en la Figura 1-87 se puede ver un esquema general de los metabolitos de metandienona

en humanos.



27

Figura 1-9: Metabolismo de la metandienona en humanos (3)

CH3 H3C CH3
OH 1OH
CH, CH,
0 O
H
18-nor-17,17-dimethyl-5B-androsta-1,13-dien-3a-ol /17-epimentandienona
\ HyC
CHz CHs

CH,

Metandienona

H 17a-methyl-5B-androstane-3a,17B-diol
17B-methyl-5B-androst-1-ene-3a,178-diol H3C CH;
Hs $Hs 5
OH
''OH
CHj;
CHjy
- (o}
HO"
H OH
17a-methyl-58-androst-1-ene-3a,178-diol 6B-hydroxymentandienona

1.2.2. Toxicodinamia

No hay reportes de intoxicacién aguda por metandienona, sin embargo, al igual que con
los demas anabolizantes, su uso a largo plazo puede presentar efectos toxicos. Los mas
comunes son: dafo hepatico en todos los consumidores, impotencia, enfermedad
cardiovascular prematura e hipertrofia prostatica en los hombres, irregularidades
menstruales y virilizacion en las mujeres. Ademas, existen reportes de cambios

comportamentales al interrumpir el uso de estos(21,29,30).

1.3. Marco legal de los anabolizantes

La legalidad de los anabolizantes es un tema controversial alrededor del mundo, puesto
que en algunos paises se encuentran prohibidos por ley y en otros se pueden vender

libremente sin ninguna restriccion.
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El control de los esteroides surge después que, en la década de los 60 cuando salieron al
mercado la mayoria de ellos, su consumo se aumentara indiscriminadamente en la
poblacién general, sin tener una razén médica para ello, convirtiéndose en un problema de
salud publica. Por otro lado, también se populariza su consumo entre los deportistas que

buscaban mejoras en su rendimiento.

Para el afio de 1964 el Comité Olimpico Internacional vota para prohibir el dopaje en el
deporte y en 1967 genera una lista con las sustancias prohibidas. Sin embargo, es hasta

el aino de 1974 en que los esteroides anabolizantes entran a formar parte de esa lista.

En Estados Unidos estan catalogados en la lista lll de sustancias controladas -bajo la ley
de sustancias controladas de los Estados Unidos (1,31), la misma categoria de
medicamentos como la ketamina o la morfina, por lo que el uso o posesion de cualquier

anabdlico es ilegal sin una receta médica.

Se encuentran también prohibidos en paises como Canada (32), Reino Unido(33),
Australia(34), y Brasil(35), en donde su uso solo es autorizado bajo prescripcién médica, y
su compra o venta es ilegal. En paises como México se pueden adquirir libremente en las
farmacias, sin que genere alguna infraccioén legal y, en el caso de Colombia sucede algo
similar, pues no estan contemplados dentro de la resoluciéon 1478 de 2006, sin embargo,
no se encuentran comercialmente disponibles en las farmacias a excepcion de la

testosterona, por lo cual muchos de ellos son adquiridos a través de paginas de internet.

1.4. Deteccion de los AAS

Para la deteccion de sustancias dopantes existen dos matrices, de acuerdo con el Estandar
Internacional para Laboratorios (ISL, del inglés International Standard for Laboratories) de
la AMA. Los anabolizantes se detectan en orina, matriz escogida debido a que muchas
sustancias y sus metabolitos se detectan en mayor concentracién en ella, ademas de ser

menos invasiva en el momento de recoleccion de la muestra(36).

En general el analisis de AAS es complejo, debido al gran nimero de compuestos
existentes, su labilidad térmica y su baja volatilidad. Sin embargo, se han desarrollado
métodos de screening y confirmacion por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas (LC-MS)(1). El uso de monitoreo de reacciones multiples (MRM), de las
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reacciones de fragmentacion caracteristicas de los compuestos de interés, permite la
deteccidn cualitativa y cuantitativa de los AAS, que requieren limites de deteccién tan bajos
como 1-2 ng/mL de acuerdo con los MRPL establecidos por la AMA(37).

Las ventanas de deteccién de los anabolizantes dependen de la concentracion y el tipo de
AAS que haya sido administrado. Se ha observado que la excrecion de los AAS puede
variar de dias-semanas para esteroides orales y hasta un afio después para los ésteres
inyectables de accion prolongada(1), ademas algunos metabolitos pueden aparecer en los
primeros dias después del consumo y otros son excretados en etapas posteriores; por lo
anterior, es importante identificar los metabolitos de las sustancias para ampliar los tiempos

en que pueden ser detectadas(38).

Adicionalmente, la lista de sustancias prohibidas, emitida cada afo por la AMA, esta en
constante crecimiento, lo que reta a los laboratorios a estar en un proceso de mejora
continua de sus métodos de deteccién para cumplir con los requisitos exigidos. Esta mejora
no solo involucra la continua actualizacidn tecnoldgica, sino, ademas, la elucidacion del

metabolismo de farmacos y la identificacién de metabolitos(38).

1.4.1. Preparacion de la muestra

Los métodos de tamizaje disponibles buscan abarcar la mayor cantidad de sustancias con
una sola preparacion de la muestra. Para el caso de los anabolizantes la preparacion
consiste en una hidrdlisis de las muestras de orina, donde se rompen los metabolitos
conjungados de las sustancias de interés y se lleva a cabo utilizando la enzima B-
glucoronidasa. Posteriormente se realiza una extraccion un disolvente organico apolar

como el metil terbutil éter, que una vez realizado el proceso es evaporado(39).

Los extractos secos son reconstituidos y llevados a un vial con inserto en el caso en que
el analisis se realice por LC-MS. Cuando el analisis se realiza por GC-MS es necesario
realizar una derivatizacion para darle mayor volatilidad a los AA; en este proceso se realiza
la trimetilsililacion de la molécula, con la mezcla N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA), 2-mercaptoetanol y yoduro de amonio (NHal). Con la derivatizacidn se convierten
las funciones hidroxilo y ceto de AAS en sus derivados de éter y enol de trimetilsililo
(TMS)(10). Las funciones hidroxilo se derivatizan facilmente agregando MSTFA, sin
embargo, para las funciones ceto es necesario un catalizador que en este caso es el

yodotrimetilsilano (TMSI), que es generado in situ al agregar NH4l al MSTFA y hacerlos
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reaccionar. El 2-mercaptoetanol se agrega como antioxidante para evitar formacion de
yodo en la reaccion(10). En la Figura 1-10 se puede ver el esquema general de
preparacion.

Figura 1-10: Procedimiento general de preparacion de muestras
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1.5. Cunninghamella

Cunninghamella spp. es un hongo filamentoso del orden de Mucorales, escasamente
septado, de crecimiento rapido, habitante del suelo y saprofito, especialmente en zonas
mediterraneas y subtropicales(14). Se encuentran 14 especies, solo una de ellas es
considerada como patégena para los humanos la Cunninghamella bertholletiae.(14).

Se sabe que, las especies de este género tienen la capacidad de metabolizar una amplia
variedad de xenobidticos de manera regio y estéreo selectiva que son similares a las de

los sistemas enzimaticos de mamiferos(14,40).

Por lo general, las cepas mas usadas como modelos de biotransformacion son C. elegans
y Cunninghamella blakesleeana, estas han sido probadas con distintos tipos de sustancias
como anabolizantes(41-43), B-bloqueantes(44), antihistaminicos(45), entre otros, donde
se ha obtenido resultados que indican que el modelo es adecuado y permite la prediccion

de los posibles metabolitos.

El crecimiento del hongo se obtiene en aproximadamente 4 dias a una temperatura que

oscila entre los 25-27°C.

C. elegans ha sido estudiado como modelo de biotransformacién desde hace mas de 30

afos con diferentes tipos de moléculas, mostrando resultados que se han comparado con
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el metabolismo de los mamiferos, en los que se han observado en su mayoria metabolitos
de fase |, como hidroxilaciones(42), n-desmetilaciones(46), glucosilaciones(43),
oxidaciones(47); en cuanto a metabolitos de fase Il se ha reportado la actividad de
monoxigenasas(48) y la presencia de UDP-glucuronidasa(49), sin embargo, no hay

estudios posteriores que lo confirmen.

Adicionalmente, C. elegans puede producir los mismos metabolitos que se encuentran en
mamiferos, ya que posee enzimas CYP que le permiten realizar un metabolismo de fase
I como las NADH-DCIP reductasa, N-demetilasa, 11-B-hidroxilasa(50), y otras encargadas
de las reacciones de fase Il, como la UDP-glucosiltransferasa y sulfotransferasa(49).

De acuerdo con J. Ferris et al.(48), al evaluar las transformaciones producidas por
C.elegans en 4-nitroanisole y a-naphthol, se encontraron reacciones de N-desmetilacion,
O-desmetilaciéon, reducciones de grupo nitro y azo de las moléculas. Ademas se
observaron hidroxilaciones, las cuales son caracteristicas de las monooxigenasas
presentes en el citocromo CYP-450 en células hepaticas(48). Por otra parte, Smith y
Rosazza proponen diferentes microorganismos como modelos microbianos del
metabolismo en mamiferos, entre ellos Cunninghamella y reportan que identifican

metabolitos semejantes a los del sistema CYP-450(51).

También, S. Asha, M. Vidyavathi refieren que “el género Cunninghamella tiene la
capacidad de imitar el metabolismo de los mamiferos y realizar nuevas
biotransformaciones”(14), por lo cual se considera que es un modelo apropiado para la

evaluacion del metabolismo de diferentes sustancias.
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2.Justificacion

La AMA, define el dopaje como “la ocurrencia de una o mas violaciones de las normas
antidopaje establecidas en los articulos 2.1 al 2.11 del Cédigo mundial antidopaje, dentro
de las cuales se encuentra la presencia de una sustancia prohibida/ métodos o sus
metabolitos 0 marcadores en la muestra de un atleta”. Los esteroides androgénicos
anabolizantes constituyen el grupo de sustancias por el cual se reportan cerca del 50% de
los hallazgos analiticos adversos a nivel mundial, segun los propios reportes de la AMA
(52,53).

Los AAS son usados con el fin de mejorar el rendimiento deportivo, aumentar fuerza,
disminuir tiempo de recuperaciéon muscular, entre otros(1,54). Sin embargo, puede tener
consecuencias en la salud a mediano o largo plazo en aquellas personas, deportistas o
aficionados que las consumen. En diversos estudios se ha demostrado que el uso de AAS
puede causar depresion y trastornos del comportamiento que incluyen un aumento de la
irritabilidad y agresividad, ademas de otros efectos fisicos como atrofia muscular,
masculinizacion en mujeres, efectos sobre el sistema reproductor(25), dafio

hepatico(55,56) y algunas cardiopatias(57,58).

Asimismo, se ha evidenciado que pueden generar adiccion fisioldgica o psicolégica lo que

aumenta los riesgos de salud para la poblacion(54).

Por otra parte, la metandienona es uno de los esteroides anabolizantes exdgenos mas
usados en el dopaje, de acuerdo con los reportes de la AMA(4,5), cerca del 10% de los
hallazgos analiticos adversos por anabolizantes corresponden a metandienona, de alli el

interés de su estudio.

Su metabolismo ha sido estudiado en humanos, permitiendo conocer los metabolitos que

se producen durante la biotransformacion(3) y estableciendo asi los posibles marcadores
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de uso, no obstante, para su identificacion se requieren técnicas como la cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas y materiales de referencia de las sustancias
de interés, estos ultimos constituyen tal vez el mayor obstaculo en el momento del analisis
pues la sintesis de los mismos se hace compleja debido a la naturaleza de la sustancia y

la especificidad que se requiere de la misma.

Por lo anterior, los estudios de metabolismo son necesarios en el analisis de control al
dopaje, ya que permiten la identificacién de posibles metabolitos, aumentando asi la
confianza en los resultados emitidos; pues al detectar un metabolito en la muestra indica
que la sustancia ha pasado por un proceso de biotransformacion en el organismo, lo cual
amplia la ventana de deteccién del compuesto a nivel analitico. En este caso se propone
estudiar el metabolismo de la metandienona a través del hongo C. elegans, y realizar la
identificacion de los metabolitos a través de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. La actividad metabdlica de Cunninghamella permite obtener
diferentes metabolitos que convergen con la biotransformacién humana, sirviendo como
soporte en el campo de la investigacion de nuevas sustancias quimicas(40) y estudios

toxicologicos de metabolitos asociados a drogas de abuso(59).
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3.0bjetivos

3.1. Objetivo general

Estudiar el metabolismo de la metandienona a través de un modelo in vitro usando el hongo

Cunninghamella elegans.

3.2. Objetivos especificos
. Extraer los metabolitos producidos por Cunninghamella elegans para

metandienona.

. Identificar los metabolitos producidos de metandienona en el modelo metabdlico de
Cunninghamella elegans a través de cromatografia.

. Comparar los metabolitos de metandienona producidos por Cunninghamella

elegans con los reportados en la literatura.
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4.Materiales y Equipos

4.1. Materiales

El material de referencia de metandienona (pureza > 98%) fue obtenido de Sigma-Aldrich
y el estandar interno de testosterona-d3 fue obtenido de NMI-Australia. Los medios de
cultivo agar de papa dextrosa (PDA) y caldo de papa dextrosa (PDA) fueron adquiridos de
Scharlau (Barcelona, Espana), p-Glucuronidasa de E. coli K12 fue obtenida de Roche
(Indianapolis, IN, USA) y el dimetilsulfoxido (DMSO) fue obtenido de Sigma-Aldrich. EI n-
pentano fue obtenido de MerckMillipore y el N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA) fue obtenido de Oakwood Products, Inc. El yoduro de amonio (NH4l) y el 2-
mercaptoetanol fueron obtenidos de Sigma—Aldrich. El buffer de carbonato de sodio (pH
10) y el buffer de fosfato de potasio (0.1 M, pH 7.05) fueron preparados en el Laboratorio
de Control al Dopaje, Bogota, Colombia. El agua fue purificada usando un Sistema de
purificaciéon Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, USA).

4.2. Equipos

Cromatografo de gases GC 7890B acoplado a un detector selectivo de masas en tandem
5977A marca Agilent Technologies (Delaware, EE. UU.), equipado con una columna
capilar HP-1MS (25m x 0,2mm x 0,11um).

Software Mass Hunter Acquisition (version B.10.1)
Agitador tipo Vortex

Bafno seco con calentamiento digital, Thermo Scientific™
Pipeta repetidora HandyStep™ electronic, Brand®

Bafo termostatico con recirculaciéon de etanol

Centrifuga ROTANTA 460 R, Hettich
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RapidVap Vacuum Evaporation System - Labconco

Incubadora con agitacién marca Labtech Modelo LSI-3016A / LSI-3016R, velocidad de
agitacion: 0 -300rpm, rango de temperaturas 10 — 60 °C con compresor 1/8 HP.

Autoclave Market Forge Sterilmatic.

Micropipeta rango 100-1000uL marca BOECO Germany GP-Series

4.3. Microorganismos

La cepa de referencia utilizada fue Cunninghamella elegans FSU 307, obtenida mediante
donacién del "Hans Kndllinstitut" de la ciudad de Jena — Alemania en cooperacion
internacional. Las cepas de reserva fueron obtenidas a partir de cepas de referencia. Para
el desarrollo del trabajo se hacen repiques periddicos en agar PDA, se incuban a 26°C por

4 dias para que ocurra la esporulacién del hongo.

4.4. Soluciones

Se empled metandienona (1ug/mL) preparada en una mezcla de DMSO: agua en una
proporcion 80:20 y se almacendé a 4°C hasta la realizacién del ensayo. Se utilizé
testosterona-d3 (100 ug/ml) como estandar interno, preparado en metanol y almacenado
a4°C.
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5.Métodos

5.1. Biotransformacion

La biotransformacién se llevd a cabo siguiendo la metodologia de Martinez et al. (60),
modificando la forma de cultivo de la siguiente manera: Una porcion de agar de
aproximadamente de 1 cm? de area, proveniente de un repique fresco de agar PDA con C.
elegans FSU 307 fue sembrado en un matraz de 25 mL, que contenia 9 mL de caldo fresco
PDA. La incubacioén de los cultivos se realizé a 26 °C, usando un agitador rotatorio a 20
rpm, durante 4 dias, después de los cuales se agregdé 1 mL de solucion de metandienona
(1 mM), para una concentracion final de 0,1 mM y se continué con la incubacién por 5 dias
mas. Se tomaron muestras de 500 uL del sobrenadante en el dia 1,3 y 5 respectivamente.

Paralelamente en cada proceso de biotransformacion se realizaron tres controles.

Se realizaron tres réplicas del ensayo, cada una con tres muestras, en dos de ellas se
pudo evidenciar el mismo resultado, sin embargo, la ultima replica no fue posible analizarla
debido a las medidas de contingencia decretadas en el marco de la pandemia por covid-
19.

5.1.1 Controles usados durante la biotransformacion

Se llevaron a cabo tres controles durante todos los procesos de biotransformacion de forma
paralela: Un control 1 (blanco) solo con caldo fresco PDA sin inoculacion con C. elegans 'y
sin metandienona para caracterizar las sefales generadas por el medio de cultivo. Un
control 2 con caldo fresco PDA y metandienona en la misma concentracién a la que se
realizaron todos los ensayos, sin ser inoculado con C. elegans, para evaluar estabilidad y
descartar metabolismo ‘in situ” de la metandienona sin el hongo. Un control 3 (negativo)
conteniendo caldo fresco PDA inoculado con C. elegans FSU 307 y sin metandienona para

excluir la posible interferencia generada por el metabolismo del hongo y demas
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interacciones con el medio de cultivo. En Tabla 5-1 se puede observar un resumen de las

muestras y controles utilizados durante cada ensayo.

Tabla 5-1. Resumen muestras y controles usados para la biotransformacion

Caldo PDA | C.elegans | Metandienona
Control 1 + - -
Control 2 + - +
Control 3 + + -
Muestras + + +

5.2. Extraccion de metandienona y sus metabolitos

La extraccion fue realizada siguiendo el procedimiento validado del Laboratorio de Control
al Dopaje-Bogota. Las muestras de 500 pL de sobrenadante fueron colocadas en un tubo
de ensayo, al que se le agreg6é 750 uL de Buffer fosfatos pH ~7.0, 50 pl de B-glucoronidasa
y 20 ul de testosterona-d3 (10 pg/ml), se homogenizé en vortex y se dejé en hidrolisis
durante 1 hora, a 60 °C. Una vez hidrolizado se ajusté pH con 250 uL buffer carbonato pH
9-11. Se adicionaron 5 mL de n-pentano, se tapa y se llevan a un agitador durante 10 min
a 20 rpm. Se centrifugd y posteriormente se llevé a un bafo termostatado frio (~ -30°C),
donde se congela la fase acuosa y se obtiene la fase organica que es transferida a un tubo
de ensayo nuevo. Se evapora en rapidvap con el programa que se muestra en la Tabla
5-2.

Tabla 5-2. Programa de secado Rapidvap

Paso | Presion(mbar) | RPM | Tiempo (min) | Temperatura (°C)
1 750-350 200 3 40
2 350 200 10 40
3 350-20 200 2 40
4 20 200 20 40
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5.2.1. Derivatizacion de extractos

Los extractos se derivatizaron con 50uL una mezcla de MSTFA: NHl: 2-mercaptoetanol
(1000:2:6, v:im: v). Los tubos de ensayo se calentaron a 65 °C durante 30 min.
Posteriormente se transfiri6 a un inserto colocado dentro de un vial para luego ser

analizados por GC-MS donde se inyectaron 2 pL.

5.3. Analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas

El analisis GC-MS se realizé en un cromatégrafo de gases GC 7890A acoplado a un
detector selectivo de masas 5977A marca Agilent Technologies (Delaware, EEUU),
equipado con una columna capilar HP-1MS (25 m x 0,2 mm x 0,11 ym de tamafo de
particula), en modo de inyeccion split (1:10 a 250°C), con una rampa de temperatura inicié
a 180 °C durante 2 min, aumenté a 238 °C a 10°C/min. Luego se continud incrementando
a 310 °C a 40 °C/min y se mantuvo por 3,5 min. El tiempo total de corrida fue de 20 min.
El gas transportador fue helio en el modo de presion constante. La ionizacion de la muestra
se realizé por impacto electronico a 70 eV en modo scan, monitoreando las masas entre
50 y 700 uma, pues se esperaban metabolitos mono y bi hidroxilados. La temperatura de
la fuente de ionizacion y del cuadrupolo fue de 230 °C y 150 °C respectivamente. El analisis
se realizé en las instalaciones del laboratorio de control al dopaje, tomando como

referencia el método disponible en el equipo para el mismo analito de metandienona.

El analisis de los datos se llevd a cabo con el software Agilent Mass Hunter Workstation

Qualitative Analysis (Version 10.0.1).
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6.Resultados y discusion

En el estudio se identificaron la metandienona y los metabolitos correspondientes
producidos después del proceso de biotransformaciéon con C. elegans, para lo cual se
utilizé GC-MSJ/EI.

6.1. Desarrollo del modelo de biotransformacion

El desarrollo del modelo de biotransformacion se llevé a cabo siguiendo la metodologia de
Martinez et al.(60), se modificé la forma de cultivo, tomando una porciéon de agar de
aproximadamente de 1 cm? de area proveniente de un repique fresco de agar PDA, con C.
elegans FSU 307, con el fin de facilitar el proceso y obtener un mejor crecimiento del hongo
en el caldo. Diferentes autores habian reportado agar Saboreaud como medio para el
crecimiento del hongo, pues se le considera diferencial para este tipo de microorganismos
ya que tiene peptona en su composicion, con un pH final de 5,6 (42,61,62), sin embargo,
segun la literatura el agar PDA también es considerado apto, ya que la infusion de papa
provee los una base de nutrientes para el crecimiento de la mayoria de los hongos y su pH
final también es de 5,6, siendo uno de los medios mas usados para este fin (63); por lo
anterior y dada la disponibilidad que se tenia del medio se decide usar este, obteniendo
un crecimiento adecuado como se puede apreciar en la en los mismos tiempos reportados
por otros autores con el agar Saboreaud (61,64,65). En la Figura 6-1 podemos ver el
hongo una vez ha crecido después de 4 dias de incubacion a 26 °C.
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Figura 6-2: C. elegans después de 4 dias de incubacién a 26 °C en agar PDA.

La incubacion de los cultivos se realizé a 26°C, temperatura éptima de crecimiento
reportada por diferentes autores (66,67), usando un agitador rotatorio a 20 rpm, velocidad
agitacion que favorecié la esporulacion y al mismo tiempo garantizo la disponibilidad de
nutrientes permitiendo el crecimiento de la especie, estas condiciones se mantuvieron
durante 4 dias, después de los cuales se observé el hongo como una capa algodonosa
sobre el caldo como se puede ver en la Figura 6-3, esto fue el indicador para agregar la
metandienona y comenzar el proceso de biotransformacion con el que se llevaron a cabo

todos los ensayos.

Figura 6-3: C. elegans después de 4 dias de crecimiento a 26 °C en caldo PDA.

El desarrollo de este modelo tiene diferentes ventajas como son simplificacién del sistema
de estudio, siendo especifico de acuerdo con el interés deseado, su infraestructura y

mantenimiento son econdmicos respecto de otros modelos que requieres condiciones
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ambientales especificas y finalmente evita los problemas éticos asociados al uso de

modelos animales.

6.1.1. Actividad metabodlica del modelo

Se determind gracias a los controles establecidos en los experimentos que el porcentaje
de metabolizacion de la metandienona fue del 84 % después de un tiempo de incubacion
de 5 dias como se puede observar en la Grafica 6-1, donde visualiza que area bajo la
curva del pico cromatografico va disminuyendo con el pasar de los dias, lo que esta
relacionado con las reacciones metabdlicas que ocurrieron por el sistema enzimatico

presente en el hongo.

También se evidenci6 que los metabolitos comenzaron a aparecer desde el dia 1 de la
incubacion, hay un aumento del area en los mismos a medida que pasan los dias como se
puede apreciar en la Grafica 6-2, lo que coincide con la disminucién en el area de la
metandienona que se describio previamente. Se observa también que el metabolito 2 (M2)
es que tiene mayor area de pico, el metabolito 3 (M3) y el metabolito (M4) tienen la
intensidad de sus areas parecidas entre ellos y el metabolito 1 (M1), es el que aparece en

menor intensidad.

Grafica 6-1: Metabolizacion de la metandienona después de 5 dias de incubacion
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Grafica 6-2: Respuesta analitica para metabolitos mayoritarios después de 5 dias
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Se evaluo también el perfil cromatografico en el dia 5 producto del proceso de

biotransformacién llevado a cabo por C. elegans que se puede apreciar en la Figura 6-4,

donde se identificaron cuatro metabolitos principales de la metandienona, para esto se

tuvieron en cuenta los patrones de fragmentacion que se presentaron en cada caso y se

plantearon los patrones de fragmentacién correspondientes. Con base en la literatura, la

especie Cunninghamella posee enzimas monooxigenasas analogas al

del sistema

citocromo p450 de los mamiferos(14), por lo que se plantea que los metabolitos obtenidos

en su mayoria son derivados monohidroxilados de la metandienona en distintas

posiciones.

Figura 6-4: Perfil cromatografico del metabolismo de metandienona con C. elegans,

después de 5 dias de incubacion.
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6.2. Extraccion de los metabolitos de metandienona

La extraccion de los metabolitos obtenidos se realizd siguiendo el procedimiento del
Laboratorio de Control al Dopaje-Bogota, sin embargo, este no permite la identificacion de
metabolitos de fase Il, debido a que lleva implicita la hidrélisis de la muestra; razén por la
cual se realizaron experimentos omitiendo el paso de la hidrélisis y pasando directamente
a realizar una extraccion liquido-liquido a pH basico, segun lo descrito por Schanzer(16).
Se utilizé n-pentano como disolvente de extraccion debido a que el porcentaje de
recuperacion de la metandienona es mayor al usar ese disolvente. Se obtuvieron asi los
mismos metabolitos ya mencionados, lo que indica que los metabolitos producidos se

excretan en forma libre y corresponden a metabolitos de fase .

Estos resultados concuerdan con lo reportado en literatura para la metandienona ya que
la mayoria de sus metabolitos son excretados en forma libre y corresponden a metabolitos
de fase I(3), ademas también coincide con lo reportado para C.elegans y la capacidad

enzimatica con la que cuenta para generar este tipo de reacciones (14).

6.3. Identificacion de metabolitos de metandienona a
través del modelo C. elegans

En el modelo estudiado se encontraron cuatro metabolitos de fase I. Para su identificacion
fue empleado un proceso de derivatizacion con TMS, utilizando una mezcla MSTFA: NHal:
2-mercaptoetanol, la cual permite derivatizar los grupos ceto e hidroxilos presentes en la
estructura como se muestra en la Figura 6-5; esta mezcla se utiliza pues, aunque MSTFA
es una buena eleccion, las funciones de alcohol terciario no se derivatizan solo con este
reactivo. TMSI, es el agente mas usado para la obtencion de derivados enol-TMS, para lo
cual se mezcla MSTFA con yoduro de amonio y se agrega un agente reductor que en este
caso es el 2-mercaptoetanol que evita la formacién de iones yoduro durante la reaccion
(16,68-70).

Los extractos obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases acoplados a
espectrometria de masas en el modo de adquisicion de datos Scan, empleando un rango
de masas de 50 a 700 dalton, obteniendo un cromatograma de corriente total iénica (TIC,

Total ion chromatogram).



45

Figura 6-5: (a) Metandienona sin derivatizar, (b) Metandienona derivatizada con TMS, (c)
metabolito 1 sin derivatizar, (d) metabolito 1 derivatizado con TMS
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Para el analisis de los datos, se compararon los ensayos con C. elegans junto con los tres
controles, un control blanco que contenia solo caldo PDA que permitié caracterizar las
sefales generadas por el medio de cultivo, un control 2 con caldo PDA y metandienona,
en este se evidenciaron algunas sefales, sin embargo, en el momento de realizar el
analisis del espectro de masas no corresponde a ningun metabolito relacionado de la
misma lo que permitié excluir la degradacién no metabdlica de la metandienona y un
control negativo que contenia caldo PDA junto con la cepa de C. elegans FSU 307 que
permiti6 identificar y aislar interferencias pertenecientes a la matriz fingica, como se puede
ver en Figura 6-6 y Figura 6-7. Se empleo el cromatograma de ion extraido, utilizando el
derivatizada ion m/z 532, caracteristico de derivados hidroxilados de la metandienona. En
los controles se evidencia un pico en el tiempo de retencion 15,64 min, lo cual se observa
en la Figura 6-7, cuya intensidad en el control 1 y control 2 es similar y en el control 3 se
ve disminuida lo cual indica que puede ser algun nutriente presente en el medio que al
estar presente el hongo es consumido por el mismo. Se realizé el analisis del espectro de
masas de este pico a través de la libreria NIST, y no corresponde con un patrén de una

sustancia anabolizante o sustancia conocida por lo que fue posible su identificacion.
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Figura 6-6: Perfil cromatografico de los controles Control 1, Control 2, Control 3,
comparados con las muestras Muestra 1, Muestra 2, Muestra 3, después de 5 dias de
incubacioén a 26 °C.
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Figura 6-7: Perfil cromatografico ion extraido 532,3 (EIC), de los controles Control 1,
Control 2, Control 3, comparados con las muestras Muestra 1, Muestra 2, Muestra 3 y
Muestra 4 después de 5 dias de incubacion a 26 °C.
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6.3.1. Analisis por espectrometria de masas de la
metandienona derivatizada

Se estudiaron los cromatogramas de ion extraido en las muestras, con el fin de identificar
en primera instancia si la metandienona como compuesto padre o de partida, se encuentra

presente al finalizar los diferentes ensayos con C. elegans.

Se analizo el espectro de masas de la metandienona derivatizada con TMS, como se

puede ver en la

Figura 6-8. En este caso se puede observar el ion molecular y iones fragmento
caracteristicos de la misma, ademas se ve el ion fragmento m/z 73, que corresponde con
el radical trimetilsililo, comunmente observado en los compuestos derivatizados con TMS.
Se propone su patrén de fragmentacion basado en las reglas generales de fragmentacion

descritas en la literatura (71).
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Figura 6-8: Espectro de masas metandienona bis-TMS
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En la Figura 6-9, se observa el ion molecular de la metandienona bis-TMS con m/z 444,
el cual puede tener una ruptura alquilica con la salida de un radical metilo (-15Da),
formando el catién de m/z 429, posteriormente ocurre una eliminacion de una molécula
neutra inducida por un heteroatomo y migracién de un atomo de hidrégeno proveniente de
la posicion 16, generando la salida de una molécula neutra de HOTMS(-90Da), formando
el ion fragmento m/z 339. Adicionalmente el ion fragmento m/z 429 puede sufrir
migraciones de atomos de hidrégenos a través de estados cuadriciclicos y formar el ion

fragmento m/z 243.

Asimismo, el ion molecular m/z 444 puede tener una ruptura simple en el pentaciclo que

corresponde al anillo D de la molécula formando del ion fragmento m/z 299.
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Figura 6-9: Patron de fragmentacion propuesto de la metandienona bis-TMS parte 1

HaC ™S
CH; CHs ™S \C. o/
o~ CHs
CHs CHs
.
CH, o
-145 Da
TMS—0 —
m/z: 444 ™S—0 m/z: 299
-15pa| CHj
CH,
CHj CH,
HiC CH *
) 5 Pu'S 3 \Si/ 3 N\
CH, c ~o
H3C
-90 Da
TMS—O .
VS —0 m/z: 339
m/z: 429
_TMS
o]
-186 Da dCH3
CH,
CH
= 2
Z 0T
™M —0” NN
m/z: 243

En la Figura 6-10, se observa una ruptura del tipo retro Diels-Alder, del ion molecular m/z
444 con la formacion del ion fragmento m/z 206 y una posterior ruptura alquilica con

pérdida de un radical metilo (-15Da).

Figura 6-10: Patron de fragmentacion propuesto de la metandienona bis-TMS parte 2
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En la Figura 6-11, se observa una ruptura simple en el enlace beta con respecto al
heteroatomo y formacion del ion onio m/z 143, la formacién del ion fragmento m/z 244 se
da por la migracion de atomos de hidrégeno a través de estados cuadriciclicos.

Figura 6-11: Patrén de fragmentacion propuesto de la metandienona bis-TMS parte 3
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6.3.2. Identificacion del metabolito 1 (M1)

La identificacion M1 se realizé con el espectro de masas que se puede ver en la

Figura 6-12, la presencia del ion m/z 532 indica que la molécula presenta una hidroxilacion,
que en este caso se encuentra derivatizada con TMS, lo que suma 90 unidades al ion
molecular de la metandienona justificando la aparicion de este pico, en este y los demas
metabolitos identificados. En la Figura 6-13 y Figura 6-14 se propone el patron de
fragmentacion ubicando el hidroxilo en la posiciéon 7. Se observa inicialmente una
desmetilacion para obtener el ion m/z 517, posteriormente ocurren eliminaciones de una

molécula neutra inducida por un heteroatomo y migracion de un atomo de hidrégeno,
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generando la salida de HOTMS(-90Da), formando los iones fragmento m/z 427 y m/z 339
respectivamente; esto ocurre también para los iones m/z 442 y m/z 352. Adicionalmente el
ion fragmento m/z 532 puede sufrir migraciones de atomos de hidréogenos a través de
estados cuadriciclicos y formar los iones fragmento n/z 348 y m/z 294.

Figura 6-12: Espectro de masas del metabolito 1 (TR 15.30)
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Figura 6-13: Patrén de fragmentacion del metabolito 1 parte 1
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Figura 6-14: Patron de fragmentacion del metabolito 1 parte 2
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Identificacion del metabolito 2 (M2)

En cuanto al metabolito 2 se obtiene un espectro de masas que se ve en la

CHy CHy

m/z 352

Figura 6-15. También hay presencia del ion 532, indicando una hidroxilacion en la

molécula al sumar 90 unidades al ion molecular de la metandienona. La identificacion plena

de este metabolito no pudo ser llevada a cabo razén por la cual se proponen dos posibles

metabolitos hidroxilados, uno en la posicién 15 y otro en la posicién 7, isdbmero del

metabolito 1. El patron de fragmentacion propuesto para el metabolito hidroxilado en la

posicion 15 es el que se observa en la Figura 6-16. Donde se ve una desmetilacion y se

forma el ion m/z 517, luego se presentan eliminaciones de una molécula neutra inducida

por un heteroatomo y migracion de un atomo de hidrégeno, generando la salida de una
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molécula de HOTMS(-90Da), formando los iones fragmento m/z 427 y m/z 337; esta misma
reaccion sucede también para los iones m/z 442 y m/z 352. La presencia del ion m/z 206

se da una ruptura del tipo retro Diels-Alder del ion molecular m/z 352.

En cuanto a la propuesta del metabolito hidroxilado en la posicion 7, su patron de
fragmentacion seria igual al propuesto para el metabolito 1, propuesto en la figura 6.12 y
6.13. Este tipo de metabolitos y sus isobmeros se han descrito en otros trabajos de
investigacion con C.elegans(6,64). Asi mismo en el laboratorio de control al Dopaje con la
misma rampa de temperatura y la misma columna se han podido diferenciar isémeros,
como por ejemplo 5a androstanediol y 5 androstanediol, marcadores del perfil esteroidal

referenciados en el documento técnico de la WADA(72).

Figura 6-15: Espectro de masas del metabolito 2 (TR 15.63)
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Figura 6-16: Patron de fragmentacion propuesto para el metabolito 2
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6.3.4. Identificacion del metabolito 3 (M3)

El metabolito 3, se identifico a través de la comparacion con el material de referencia de
la 6B-hidroximetandienona y no con la libreria NIST, coincidiendo con su tiempo de
retencion y espectro de masas. En la libreria esta disponible el espectro del metabolito
con uno y dos TMS respectivamente, posiblemente debido a que se usa MSTFA solo
como agente derivatizante, que se une unicamente a los grupos hidroxilo, mientras que
las condiciones utilizadas en el laboratorio permiten la derivatizacion de los grupos ceto e
hidroxilos presentes en la molécula. De acuerdo con Donike et al(3), este es el
metabolito mayoritario en el humano. Este metabolito también ha sido encontrada con

otros modelos de biotransformaciéon como ratones con células de higado humano(5). El
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patrén de fragmentacion obtenido se puede ver en la Figura 6-17: Patrén de
fragmentacion del metabolito 3 (TR 15,88)

y se puede observar su similitud con el obtenido para el material de referencia de la 63-
hidroximetandienona en la Figura 6-17.

Figura 6-17: Patrén de fragmentacién del metabolito 3 (TR 15,88)
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Figura 6-18: Patrén de fragmentacién de la 6B-hidroximetandienona material de
referencia (TR 15,88)
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En la Figura 6-19, el ion fragmento m/z 516 se da por la pérdida de una molécula neutra
de metano a través de la migraciéon de un atomo de hidrégeno proveniente de la posicion
14 de la molécula, a partir de alli pueden darse migraciones de hidrégeno que produzcan
los iones fragmento m/z 426 y m/z 317.
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Figura 6-19: Patrén de fragmentacion del metabolito 3 parte 1
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En la Figura 6-20, se puede ver la formacién del ion fragmento m/z 294 a partir de la

migracién de hidrégenos de estados cuadriciclicos y una ruptura simple para la formacion
del ion onio m/z 143.
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Figura 6-20: Patrén de fragmentacion del metabolito 3 parte 2
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También ocurre la formacion de los iones fragmento m/z 296 y m/z 387 a partir de la
migracion de hidrégenos de estados cuadriciclicos, para el ion fragmento m/z 207 hay

también una ruptura simple con pérdida de un metano como se observa en la Figura 6-21.
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Figura 6-21: Patrén de fragmentacion del metabolito 3 parte 3
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6.3.5. Identificacion del metabolito 4 (M4)

Para el metabolito 4, se puede observar el espectro de masas en la Figura 6-231, con
presencia del ion 532 como indicador de una hidroxilacion, esta vez en la posicion 14. En
la Figura 6-23 se propone el patréon de fragmentaciones, donde se da formacién del ion
onio de m/z 143 gracias a una ruptura simple con pérdida de 389 Da. Ademas, hay una
perdida sucesiva del radical metilo (15 Da) por lo que se presentan los iones fragmento
m/z 517 y m/z 427, a partir de este ultimo hay una eliminacion de una molécula neutra HX
con participacion de atomos de hidrogeno provenientes de diferentes posiciones de la
molécula, correspondiente a la salida de un HOTMS (90Da), formando el ion fragmento
m/z 337. Posteriormente se presenta una ruptura alilica con transposicién de un atomo de
hidrogeno para formar el ion fragmento m/z 297. El ion fragmento m/z 259 cuya intensidad
es alta en este caso y no se habia observado en los espectros anteriores, se forma por la
migracioén de un atomo de hidréogeno, a través de un estado de transicion cuadriciclico y

sugiere la hidroxilacién en la posicion 14.
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Figura 6-22: Espectro de masas del metabolito 4 (TR 15,93)

x10 7 |*El Scan (r: 15.945-15.994 min. 8 scans) M1 dia SR.D Subtract (2)

5
4.8 CH3 CH3
1 O—TMS

4.6
4.4

424

259.0

3.8
36+
3.4- TMS—O

3.2

730
—
=
n

2.8
261
2.4
221

143.0
205.9

1.84
1.6+
144

337.0

532.1

1
be—427.0
2

4 -
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




63

Figura 6-23: Patron de fragmentacion propuesto para el metabolito 4
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6.4. Comparacion de metabolitos producidos por C.
elegans con los reportados en la literatura

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observé que la principal reaccion de fase |
que se presenta es la hidroxilacion, lo que coincide con lo reportado en la literatura para
Cunninghamella por diferentes autores (66,73-75), en donde aunque se evallan
moléculas diferentes a la metandienona, también obtienen gran presencia de

hidroxilaciones en los metabolitos identificados.

Para M1 se propone una hidroxilacion en la posicion 7 sugerida por la presencia de los
iones m/z 348 y m/z 294, ademas el ion m/z 206 permite descartar la hidroxilacion en la
posicion 6 de la estructura, su identificacion a través de librerias o por comparacion con
material de referencia no es posible, ya que no se encuentra en ninguna base de datos.
La presencia de esta hidroxilacion no ha sido reportada en ningin modelo in vivo e in vitro
que involucre animales o células humanas, sin embargo, si fue reportado para un modelo
in vitro con un microorganismo llamado Macrophomina phaseolina, siendo el Unico

metabolito 7 hidroxilado de ese estudio(6),

M2 tiene una hidroxilacion en la posicidon 15, con ion caracteristico m/z 231 que, tras una
pérdida de 301 Da, que se da por la ruptura del anillo C de la molécula y no aparece en
ninguno de los demas metabolitos identificados, la presencia del ion m/z 206 descarta la
presencia de hidroxilaciones en los anillos A y B. Este metabolito tampoco pudo ser
identificado con libreria o por comparacion con material de referencia. La presencia de una
hidroxilacién para metandienona en esta posicion ha sido reportada previamente por Khan
et al., con C. elegans, lo cual comprueba que esta via metabdlica es posible que se
presente en la cepa C. elegans. También se plante6 la posibilidad que este metabolito sea
un isomero del M1, dada la gran similitud que hay entre sus espectros de masas,
conservandose los mismos fragmentos en este caso y cambiando solo la intensidad de los
iones, debido a la posicion alfa o beta del hidroxilo. La presencia de isomerias ocurridas
gracias a C.elegans, ha sido reportado por diversos autores con otro tipo de compuestos
como amitriptilina(62), bupivacaine(73) y clemastina(45). Determinar la posicion exacta de
la hidroxilacion en este caso no es posible y se requieren técnicas de mayor precision como
el RMN.
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El metabolito descrito como M3 corresponde a la 6B-hidroximetandienona, que es
considerado el metabolito mayoritario reportado en humanos y cuya identificacién se hizo
por comparaciéon con el material de referencia. Segun Schanzer et al., la 6B hidroxilacién
en el carbono 6, es la ruta metabdlica principal para esteroides como la metandienona,
donde la reduccion del anillo A se ve obstaculizada por la presencia del doble enlace en la
posicion C1-C2 (16), razén por la cual la 6p-hidroximetandienona, es el metabolito principal
reportado en humanos y se excreta en forma libre(3), siendo uno de los marcadores de
uso para metandienona en el dopaje; este metabolito también ha sido reportado en otros
modelo in-vivo, como ratones con higado humanizado(5) y en orina de caballo(4), en
modelos in-vitro como los hepatocitos bovinos también fue reportado como el metabolito
mayoritario(76). La presencia de este metabolito indica que C. elegans como modelo de

biotransformacion puede simular parcialmente el metabolismo de los mamiferos.

En cuanto M4, se observa el ion caracteristico 259 cuya abundancia es alta y solo esta
presente en este caso, su formacion se explicé anteriormente, con base en este ion se
propone la hidroxilacion en la posicion 14; este tipo de transformacion se puede dar gracias
a la accién de microorganismos (77) y es menos frecuente en mamiferos. Esta
modificaciéon en la molécula no ha sido reportada previamente para ningin modelo
metabdlico con metandienona, por lo que se considera un metabolito nuevo de la
metandienona, sin embargo, para comprobar esto es necesario utilizar técnicas analiticas

de caracterizacion estructural completa como RMN y HRMS.

De acuerdo con los metabolitos de metandienona detectados en el estudio y teniendo en
cuenta lo reportado por otros autores, se plantean posibles rutas de biotransformacion que
se pueden ver en la Figura 6-24. Las reacciones observadas con el modelo son todas de
fase | y corresponden a una hidroxilacion en las posiciones 6, 7, 14 y 15 respectivamente,
esta es una ruta que también siguen otros modelos metabdlicos en mamiferos, sin
embargo, las posiciones donde se dan son diferentes, lo que indica que el patron
metabdlico es distinto; en el caso de los mamiferos se ha identificado la ocurrencia de una
reducciéon del doble enlace de la posicion C4-C5 con posterior hidrogenacién del grupo

ceto en la posicién 3 (3,27), reaccion que con el hongo no se logré evidenciar. La formacion
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de metabolitos hidroxilados en la posicién 16 se descartdé ya que no estan presentes la
pareja de iones 218 y 231 en ningun caso, segun lo descrito por Schanzer(16).

Figura 6-24: Biotransformacion de fase | propuesta para metandienona (MET) incubados
con C. elegans (lineas punteadas) en comparacion con los identificados en estudios con
otros modelos metabdlicos (lineas continuas).

(3,456,76)

©
La identificacion de metabolitos de fase Il no fue posible, debido a la técnica cromatografica
utilizada dado que la capacidad del instrumento utilizado no permite su analisis, siendo
necesario la utilizar técnicas cono LC-MS/MS, pues las hidroxilaciones gracias a
C.elegans en varios casos se reportan en combinacion con otros cambios como la
glicosilacion o la conjugacion con sulfato(73,78). Para C.elegans, también se han
reportado reacciones de N-acetilacion(66) o conjugacion con glutation(79), sin embargo,
en este estudio no se evidenciaron este tipo de metabolitos.
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7.Conclusiones y
recomendaciones

Conclusiones

Se adecud un modelo in vitro de biotransformacion para metandienona con el hongo C.

elegans, que evita el uso modelos in vivo con animales.

Se realizé la extraccion liquido-liquido con n-pentano de la matriz de estudio, logrando
obtener los metabolitos de metandienona producidos por C. elegans lo que permitio la

posterior identificacion de estos.

Se proponen las estructuras para tres metabolitos monohidroxilados de la molécula en las
posiciones 7,14,15 que corresponden a reacciones de fase | de biotransformacion,
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas GC-MS/EI.

Se identificd la 6B-hidroximetandienona por comparacion con material de referencia, este

es considerado el metabolito mayoritario en mamiferos.

Las modificaciones metabolicas observadas para metandienona con el modelo simulan
parcialmente el metabolismo de los mamiferos ya que se presentan hidroxilaciones gracias

a la presencia de las monooxigenasas en el sistema enzimatico de Cunninghamella.

Este estudio demuestra la utilidad de los modelos in-vitro de biotransformacién para la
investigacion del metabolismo de esteroides androgénicos anabolizantes como la

metandienona.
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Recomendaciones

Es el primer estudio de metabolismo que se realiza en la maestria de toxicologia utilizando
un modelo de biotransformacién como C. elegans, por lo cual se sugiere continuar con

este tipo de investigaciones evaluando otras sustancias de abuso.

Realizar la caracterizacién de los metabolitos encontrados para metandienona mediante
otras técnicas como LC-MS/MS, RMN y HRMS que brinden una mayor exactitud a la hora

de elucidar la molécula en estudio.

Utilizar el modelo de biotransformacion con C. elegans, en otras sustancias anabolizantes
a fin de obtener los posibles metabolitos que puedan incorporarse en los métodos de
analisis de control al dopaje a fin de ampliar el alcance de estos.

Realizar la purificacion de los metabolitos encontrados con el fin de obtener material de
referencia secundario que pueda ser utilizado en el Laboratorio de Control al Dopaje-

Bogota.

Limitaciones

Debido a situacién de emergencia declarada por el gobierno nacional en el marco de la
pandemia global por COVID-19, el acceso a los laboratorios se vio restringido, limitando el
numero de experimentos realizados en el estudio, sin embargo, la informacion disponible

permitié el cumplimiento de los objetivos planteados inicialmente.
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e. Comunicar cualquier decisién tomada por otros comités con respecto a la investigacién que se lleva a cabo,

f. Informar de la terminacién prematura o suspensién del proyecto explicando las causas o razones.

g. Presentar a este comité un informe cuando haya transcurrido un afio, contado a partir de la aprobacién del
proycc::iu. Los proyectos con duracién mayor a un afio, serdn reevaluados a partir del informe de avance
integrado.

h. Todos los proyectos deben entregar al finalizar un informe final de cierre del estudio, este cierre puede ser el
informe final en formato completo o en formato de resumen de cierre de estudio, firmado por el investigador
responsable del estudio.

B. Observaciones:

El comité considera u? el prgfecto de investigacion no presenta dilemas éticos por lo tanto emite Concepto
Aprobatoric.
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