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ABREVIATURAS

T - Testosterona

E - Epitestosterona

AAS - Esteroides anabdlicos andrégenos

IOC — Comité Olimpico Internacional

WADA — Agencia Mundial de Anti Dopaje

DHEA - Dihidriepiandosterona

Adion - Androstenediona

Andro - Androtestosterona

Eio - Etiocloranolona

RIA — Radioinmunoensayo

ELISA — Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima

IRMS — Espectrometria de Masas de Relaciones Isotépicas

GC/C - Cromatografia de Gases con horno de combustion

GC-MS — Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
HPLC-UV — Cromatografia Liquida de alta eficacia acoplada a detector ultravioleta visible
LC-MS — Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Masas

HPLC-MS/MS — Cromatografia Liquida de alta eficacia acoplado a Espectrometria de Masas en
tandem

UPLC — Cromatografia Liquida de ultra alta eficacia

API| —lonizacion a Presidn Atmosférica

ESI — lonizacidn por Electrospray

APCI — lonizacién Quimica a Presién Atmosférica

SIM — monitorizacion selectiva de iones

Pl —iones producto

SRM — monitorizacidn selectiva de iones producto

IDMS — Dilucién Isotdpica mediante Espectrometria de Masas
IPD — Deconvolucién de Perfiles Isotdpicos

QgqQ — Detector triple cuadrupolo

IUPAC — Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada
FIA — Analisis por Inyeccion en Flujo

SD — Desviacion estandar

LOD - Limite de deteccion

LOQ — Limite de cuantificacion






INTRODUCCION

1. Testosterona

La testosterona (Fig. 1) es una hormona natural
producida por diversos seres vivos, entre ellos los
mamiferos y por lo tanto también el ser humano. En el
ser humano principalmente es producida por los
testiculos de los hombres y en los ovarios de las mujeres,
aunqgue pequefias cantidades también son secretadas por

las glandulas suprarrenales. Es una hormona esteroide

O

Fig. 1.- Molécula de testosterona

(compuesto organico derivado del esterano) anabdlico del grupo andrégeno,! y es la principal

hormona sexual masculina. En el cuerpo se encuentra en dos formas, enlazada o ligada y libre.

La enlazada es la que esta combinada con moléculas de proteina que la inactiva o la vuelve

metabdlicamente inerte. En los hombres el 95% es de este tipo pero en mujeres la cifra es mayor

97-99%. La libre o la testosterona biodisponible es metabdlicamente activa. Las funciones de la

testosterona en el humano se recogen en la Tabla 1. La testosterona fue sintetizada y purificada

por primera vez por Ruckzika y Butenandt en 19352 que les proporciono el premio Nobel de

Quimica.

Tabla 1.- Funciones de la testosterona en hombres y mujeres.*?

Hombre

Mujer

En el feto permite la diferenciacion sexual (formacién
de los drganos masculinos)

Mantiene el deseo sexual.

En el adolescente contribuye al desarrollo de los
caracteres sexuales masculinos (cambios en la voz,
vello facial, pubico y axilar, crecimiento y maduracién
de huesos y crecimiento de genitales externos).

Es responsable de la sensibilidad del
clitoris y pezones, vinculados con el
placer sexual.

En el adulto controla las funciones sexuales (deseo
sexual, calidad de ereccion y produccion de

espermatozoides).

Contribuye a la resistencia 6sea, al
desarrollo de la masa muscular y la
fuerza.

Mantiene la apariencia y estructura tipicas

masculinas.

Ayuda a la sensacidon general de
bienestar y al nivel de energia.

Es importante para la salud y funcionamiento fisico
teniendo una influencia decisiva en el estado de

animo y la sensacién de bienestar.

Mejora el animo y la experiencia
sexual.




2. Interés del analisis de la testosterona

2.1. Clinico

El andlisis de la testosterona en orina es esencial para detectar desordenes relacionados con
andrégenos, como la alopecia en hombres, alopecia androgénica en mujeres y evaluar el riesgo
de padecer cancer de mama y el efecto de la crisina® en niveles de testosterona. En el caso de
los dos sexos existe relacion entre la testosterona y la sensibilidad a la insulina, que en el caso
de los hombres el hipoandrogenismo ha sido asociado con la resistencia a la insulina.> En el caso
de las mujeres esta se asocia también el hiperandrogenismo con el sindrome de ovario
poliquistico.>® También juega un papel importante como biomarcador de cancer de préstata.
Por lo tanto, desde el punto de vista de la salud es interesante conocer el nivel de testosterona
de una persona. Para ello, es comin medir la relacidn entre la testosterona (T) y su isémero la

epitestosterona (E).
2.2. Eldopaje

Pero la testosterona es un compuesto que se ha utilizado mucho como sustancia dopante junto
con otros esteroides anabdlicos andrégenos (AAS)’ en deportes de alto nivel y rendimiento. La
testosterona tiene efectos anabdlicos como el crecimiento del tamafo y peso muscular y el
crecimiento esbelto de la masa corporal.® Ademds, basados en la estructura de la testosterona
se han sintetizado, comercializado e introducido en el deporte varios esteroides sintéticos. El
empleo de anabolizantes para aumentar las capacidades fisicas de los atletas estad prohibido
desde 1970 en el caso de los esteroides anabdlicos sintéticos y 1980 para la testosterona por
algunas organizaciones internacionales de deporte como el Comité Internacional Olimpico
(International Olympic Committee, I0C), la Federacién Internacional del Deporte y la Agencia
Mundial Anti Dopaje (World Anti Doping Agency, WADA),’ con el fin de fomentar el juego limpio
y debido a los posibles efectos téxicos y secundarios que estas sustancias pueden provocar en

el organismo.%?

Para saber si se ha producido un abuso de dopaje, se analizan en la orina de los deportistas
diferentes esteroides como la testosterona (T), epitestosterona (E), dihidroepiandosterona
(DHEA), androstenediona (Adion), dihidrotestosterona (DHT), y sus metabolitos mas
destacados, como la androtestosterona (andro) etiocloranolona (Eio) etc. Mediante la medida
de concentraciones de 10 esteroides y los ratios de interés se crea un perfil, cuando el perfil no

entra dentro de los valores debe realizarse un analisis de confirmacién de dopaje.?



La deteccion de niveles anormales de testosterona se lleva a cabo midiendo la relacion T/E tanto
para el control de casos de dopaje como para diagndstico clinico. El problema en la deteccidn
de casos de dopaje es que esta relacién se puede modificar también tomando epitestosterona,
por lo que se suele medir también la cantidad de epitestosterona. La Agencia Mundial de Anti-
Doping indica que en el caso de que la relacion T/E fuera mayor o igual a 4 o la concentracién
de epitestosterona en orina superior a 200 ng/mL existiria la sospecha de dopaje, por lo que
seria necesario llevar a cabo otros andlisis que confirmen o no el dopaje.!! Los valores normales

de testosterona en orina en hombres es 20-60 ng/mLy en mujeres 7-15 ng/mL. !

En Espaia el Laboratorio Antidopaje de Barcelona es el que estd acreditado por la Agencia
Mundial de Antidopaje para el control de dopaje en atletas. Han realizado servicios en grandes
eventos deportivos como los Juego Olimpicos de 1992 (Barcelona), Juegos Pan-americanos de
1991(La Habana, Cuba), 1995 (Mar de Plata, Argentina (laboratorio satélite en La Habana) y
2011 (Guadalajara, Mexico), World Junior Championships in Athletics 2012 (Barcelona) etc.?

3. Métodos de analisis de la testosterona

3.1. Inmunoensayos

En el control del dopaje se han utilizado y publicado diferentes métodos para la deteccién del
abuso de testosterona. Se encuentran diversas publicaciones de métodos basados en
inmunoensayos para la deteccion de testosterona o epitestosterona incluyendo

radiounmunoensayos RIA 13, ensayos ELISA * e inmunosensores.®

Los inmunoensayos son métodos rapidos y simples pero las reacciones cruzadas pueden dar
falsos positivos.'® En el caso de los esteroides como la estructura que presentan todos ellos es
similar las reacciones cruzadas son mds comunes, por lo tanto la especificidad de estos métodos
no es muy buena. Muchas publicaciones describen aplicaciones para determinacién total de
testosterona en orina, pero no miden la testosterona libre. Por lo tanto se puede decir que los
inmunoensayos no son muy buenos métodos para el andlisis cuantitativo ya que existe un riesgo
de reactividad cruzada entre diferentes esteroides, ademas presentan otras desventajas como
tiempos largos de espera para la obtencién de resultados, elevados costes y requisitos de

trabajo.!!



3.2. Cromatografia Liquida con deteccion ultravioleta

El analisis de testosterona, sus metabolitos y otras drogas también se puede llevar a cabo
mediante Cromatografia Liquida con deteccién ultravioleta (HPLC-UV).}® Mediante esta
técnica se consigue separar los compuestos y asi disminuir problemas de interferencias que
encontramos en los inmunoensayos, pero la sensibilidad que ofrece es pobre, la linea base no
es estable cuando se usan gradientes para la elucidn y en caso de que haya metabolitos con
estructuras similares a la testosterona puede dificultar la separacion dando lugar a

interferencias.’®
3.3. Espectrometria de Masas acoplada a Cromatografia de Gases

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas es otra alternativa para el
anadlisis de T y E. Esta técnica es rapida, con mayor poder de resolucion y sensibilidad que la
Cromatografia Liquida con deteccion ultravioleta, pero su ejecucidn requiere mds experiencia.
La principal dificultad que se plantea en la separacién de Ty E mediante Cromatografia de Gases
es que son sustancias no volatiles y por tanto es necesario llevar a cabo una derivatizacién previa
al analisis, que muchas veces resulta un proceso complicado que conlleva mucho tiempo. 3%
Pero el desafio realmente importante en el control antidopaje es conseguir detectar la
administraciéon de andrégenos sintéticos, los cuales tienen exactamente la misma estructura
quimica que los naturales producidos por el organismo.! Para conocer de forma inequivoca si
se ha producido un caso de dopaje a través de la administracién de andrdgenos sintéticos se
suele recurrir a la medida de relaciones isotdpicas de carbono Si se tiene en cuenta que la
testosterona u otros esteroides producidos sintéticamente son de origen vegetal y que
normalmente la relacidn isotdpica *2C/*3C en el cuerpo humano es més baja que en plantas,® la
administracion de andrégenos sintéticos podrd ser detectada a través de la media de la relacidon
isotopica de los isotopos estables del carbono. Desde los afios 90 el uso de Espectrometria de
Masas para la medicion de relaciones isotépicas del carbono (Carbdn Isotope Ratio Mass
Spectrometry, IRMS) acoplado a la Cromatografia de Gases con horno combustion (GC/C/IRMS)
se haido desarrollando e implementando para la confirmacién del abuso de testosterona y otros
esteroides sintéticos en el deporte.® El procedimiento habitual consiste en hacer un test inicial
de screening en el que se lleva a cabo la cuantificacion de testosterona y epitestosterona
utilizando GC-MS. El problema es que el GC-MS no es siempre satisfactorio ya que los problemas
de sensibilidad y el nimero limitado de iones cualificadores, segiun WADA (World Anti-Doping

Agency), pueden dar identificaciones ambiguas, sobre todo en concentraciones pequefias de T



y E.8 Por lo tanto en este método es necesario tener la molécula objetivo de analisis purificada,
y esto supone llevar a cabo etapas de extraccion y purificaciéon de una matriz muy compleja,
como es la orina.l? Despues del screenig, aquellas muestras que sobrepasan el limite del ratio

T/E>4 son posteriormente analizadas mediante GC/C/IRMS.?22

3.4. Espectrometria de Masas acoplado a Cromatografia Liquida

(LC-MS).

Como se ha visto hasta ahora las técnicas utilizadas habitualmente para el andlisis de
testosterona tenian alguna desventaja. Por esta razén se empezaron a desarrollar métodos
mediante Cromatografia Liquida acoplada al espectrémetro de masas en tandem %3 (HPLC-
MS/MS), ya que mediante ésta se pueden separar los esteroides, la sensibilidad aumenta
respecto al detector ultravioleta, los iones cualificadores son mas y asi se da una identificacién
mds segura y se evita la etapa laboriosa de derivatizacion.®!° Ademas en los Ultimos afios se han
hecho avances interesantes en la Cromatografia de Liquidos que consisten en utilizar mayores
presiones hacen velocidad lineal sea mayor utilizando didmetros de particulas menores vy
columnas mas estrechas, consiguiendo asi una mejor eficiencia en las separaciones. Los sistemas
de cromatografia liquida ultra eficaz (UPLC), los cuales tienen particulas empaquetadas con
diametros menores a 1,8 um, acoplados a Espectrometria de Masas en tdndem son métodos

potentes para conseguir buenas resoluciones de pico, sensibilidad y rapidez en el analisis.*®
3.4.1. Fuente de ionizacidn electrospray (ESI)

Para realizar el acoplamiento entre la técnica de separacién y analizador de masas es necesaria
una fuente de ionizacidn que transforme los compuestos que llegan separados a la salida de la
columna cromatografica en especies idnicas y que pase los iones de la fase liquida a gaseosa,
este proceso suele tener lugar a presién atmosférica (API, Atmosferic Presure lonization), siendo
las fuentes mas habituales la de tipo electrospray (ESI) y la de ionizacidn quimica a presién

atmosférica (APCI). En este trabajo la fuente que se ha utilizado ha sido el electrospray.

En la fuente de ESI 2#?° (Fig.2), desarrollada a mediados de los 80, la muestra liquida se introduce
a través de un capilar al que se aplica un elevado potencial negativo (+ 3-5 kV), lo que produce
junto con la alta presion ejercida por el sistema cromatografico, un spray de microgotas
cargadas. Mediante un flujo de N, el disolvente se evapora creando gotas cargadas cada vez mas
pequefias. Estas gotas debido a repulsiones electrostaticas se dividen hasta provocar la
desolvatacion y creacion de iones en fase gaseosa, proceso que se conoce como expulsiéon de

Coulomb. De esta manera los iones generados son finalmente dirigidos hacia el analizador



mediante una diferencia de potencial y la presidn del sistema. Como la ionizacién se da a presién
atmosférica antes de llegar al analizador de masas, que tiene vacio, los iones pasan por una
interfase de pre-vacio. La fuente ESI puede trabajar a flujos bajos, entre 0,5 y 400 pl/min. Esta
técnica de ionizacién se considera una técnica suave, asi los iones producidos son
principalmente los derivados de la incorporacién o cesién de uno o varios protones a las
moléculas, y también se pueden originar iones correspondientes a aductos con otras especies
presentes en la fase modvil, como aductos de sodio y amodnico, sin que tenga lugar la
fragmentacion de la molécula. Las moléculas grandes pueden tener varias posiciones basicas
por lo que pueden dar lugar iones con cargas multiples. El grado ionizaciéon que alcanzan las

moléculas se ve afectado por el pH de la fase moévil, la matriz, la naturaleza de los analitos...

Capillary
\ Droplet # N ‘
.‘ ’ H '
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: \ |
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W

Fig. 2.- Modo de trabajo de la fuente de ionizacion electrospray.

3.4.2. Espectrometria de Masas en tandem

En la Espectrometria de Masas con un Unico analizador de masas se detecta el ion molecular del
analito de interés y asi como los fragmentos que se generan en la fuente de ionizacién o durante
el trayecto hasta el analizador de masas. Existen dos modos de medida cuando se trabaja con
un solo analizador. En el modo scan o barrido de iones el analizador realiza un barrido de todas
las relaciones m/z dentro de un rango seleccionado y por lo tanto se detectan todos los iones
que se hayan generado en la fuente. Con el modo SIM (Selected lon Monitoring) %® en cambio
sélo se miden los iones de m/z concretos que se hayan seleccionado. Mientras que el modo scan
resulta adecuado para la identificacidon de sustancias a través de la medida del espectro de
masas completo de la molécula, el modo SIM resulta mas util para la cuantificacion ya que al
medir solamente relaciones m/z seleccionadas en lugar del espectro de masas completo, habra
mas tiempo para la medicidon de las masas de interés por lo que proporcionara una mayor

sensibilidad. Ademas el modo SIM permite también obtener mejores limites de deteccion ya



que al medir un menor nimero de relaciones m/z los fondos espectrales seran mucho mas bajos

proporcionando asi una mejor sefial/ruido.

La Espectrometria de Masas en tandem consiste en el acoplamiento de mds de un analizador de
masas en serie. Un equipo que se utiliza comunmente para hacer Espectrometria de Masas en
tandem es el denominado triple cuadropolo (QgQ). Como el nombre indica contiene tres
analizadores de tipo cuadrupolo. El primero se utiliza para seleccionar el ion precursor de
interés, el segundo funciona como celda de colisién donde se presuriza la muestra con un gas
inerte (N2 o Ar) con una energia para que fragmente el ion precursor, y asi los fragmentos que

se crean se analizan en el tercer cuadrupolo (Fig. 3).

Aparte de los dos modos de medida ya descritos, que se pueden llevar a cabo utilizando
solamente uno de los analizadores de masas del instrumento, la Espectrometria de Masas en

tandem permite nuevos modos de medida al combinar el uso de mas de un analizador de masas.

lonization Source: O.uadru'pole Qua_d.rupole Quadrupole

mass filter Collision Cell eriasniflban
ESI, APCI o s
9 a3 Particle
| Multiplier
| — ——=
sample o — ——
||/ == —_—v
m/z m/z
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fragments

Fig. 3.- Esquema de un espectrometro de masas triple cuadrupolo.
Cuando se trabaja con un espectrometro de masas de triple cuadrupolo existen cuatro modos
adicionales de medidateniendo en cuenta la capacidad de cada uno de los analizadores de medir

en modo barrido o seleccionar las relaciones m/z de interés:

Barrido iones producto (Pl): Se selecciona el ion precursor en el primer analizador y en el
segundo se miden todos los fragmentos que se generan en la celda de colision haciendo un
barrido. Este modo de trabajo proporciona informacién sobre cémo se rompe la molécula

original, permitiendo asi poder conocer su estructura.

Barrido iones precursores: en este caso se hace en el primer cuadrupolo un barrido de todas las
relaciones m/z dentro de un determinado rango de interés, en la celda se fragmentan todos los

iones precursores y en el segundo analizador se selecciona una/s m/z concreta/s. Esto se utiliza



para determinar la presencia de un ion producto en concreto, puede ser Util para detectar

grupos funcionales.

Perdidas neutras: en este modo se sincronizan los analizadores para detectar los iones producto
gue han perdido una masa en concreto de su ion precursor. De este modo se puede conocer

gue moléculas sufren la pérdida de un fragmento neutro.

Monitorizacién de iones seleccionados (SRM):?® en este caso se selecciona el ion precursor
deseado mediante el primer analizador de masas, se fragmenta en una celda de colisién y
seguidamente se miden el/los ion/es producto de interés en el segundo analizador. Este modo
de trabajo se utiliza principalmente para la cuantificacidon de analitos que se encuentren a bajos
niveles de concentracién en muestras con matrices complejas ya que mediante este modo de
medida se consigue mejorar los limites de deteccion pero sobre todo se mejora sustancialmente
la selectividad de método, ya que es bastante improbable que aunque dos moléculas tengan el
mismo peso molecular al fragmentarse en la celda de colisidon den lugar a iones producto de
igual masa. Asi se eliminan interferencias espectrales que no podrian discriminarse trabajando
con un Unico cuadrupolo y que son muy comunes en muestras reales con matrices complejas
como la orina. Por otra parte también se gana sensibilidad, ya que el segundo analizador tiene
gue medir un nimero reducido de masas concretas generadas a partir de ciertos iones concretos
seleccionados en el primer analizador. Mediante este modo se consigue mayor selectividad y
mejora la relacion sefial/ruido por lo que es muy util para la cuantificacion de analitos en

muestras reales.
3.5. Dilucion Isotépica mediante Espectrometria de masas, IDMS.

Para la cuantificacién de un analito en una muestra, es necesario por lo general construir un
curva de calibrado que representa el cambio de la sefial analitica respecto a la concentracién de
analito. En muchos casos para corregir efectos de matriz se realizan adiciones de estandar sobre
las muestras. Para corregir fluctuaciones en las medidas asi como la deriva instrumental se
suelen utilizar estandares o patrones internos. Es muy comun el uso de moléculas que estan
marcadas en uno o varios atomos con un isotopo estable de un elemento que no es el mas

132027 aste método se denomina Dilucidn

abundante en la naturaleza como estandares internos,
Isotdpica y se ha aplicado durante décadas en la determinacion de todo tipo de moléculas
orgénicas.?®! Por tener propiedades fisico-quimicas idénticas a la molécula que se quiere
cuantificar los andlogos marcados isotdpicamente se consideran estandares internos

perfectos.??



La Dilucidn Isotdpica es un modo de cuantificacidn que se basa en modificar intencionadamente
la composicidn isotépica del compuesto o elemento que se quiere determinar afiadiéndole la
forma enriquecida isotdpicamente del mismo compuesto o elemento. Se desarrolld inicialmente
para la cuantificacién elemental y unos afios mas tarde para la determinacién de algunas
moléculas organicas como aminodcidos o acidos grasos utilizando para ello analogos a los
analitos de interés marcados isotdpicamente, tipicamente en %H, 3C pero también en algunos
casos en 80 o °N. Para aplicar este método se afiadia sobre la muestra el andlogo marcado
analito y tras aislar una fraccion de la muestra, se llevaba a cabo el analisis mediante métodos
Opticos.®® Hoy en dia el cambio de la composicién isotdpica de la mezcla se mide mediante la

Espectrometria de Masas por ello se conoce cominmente mediante las siglas IDMS.

Existen dos modos de cuantificacion mediante IDMS, dependiendo del tipo de trazador que se
utilice y en qué momento se afiada a la muestra. En el modo especifico (Species-Specific) el
trazador se afiade al comienzo del andlisis y tiene la misma estructura quimica que el analito
pero esta enriquecido isotdpicamente en alguno de los &tomos que forman parte de la molécula.
Mediante este modo de trabajo es posible corregir todos los errores derivados del
procedimiento de preparacién de muestra y la deteccidén. Por otro lado, cuando se trabaja en el
modo inespecifico (Species-Unspecific) el trazador se afiade de forma continua sobre el extracto
de la muestra una vez que ya se ha sometido a la separacién cromatografica, y antes de que los
analitos alcancen la fuente de ionizacidn. En este caso el trazador puede presentar una
estructura quimica diferente a la del analito, lo que resulta de gran utilidad cuando no se dispone
del trazador especifico, pero solamente permite corregir los errores derivados de la etapa de

deteccion. Por ello se tiende a trabajar en el modo especifico siempre que sea posible.

En el modo de cuantificacién especifico es necesario utilizar un trazador que tenga las mismas
propiedades que el analito, por ello lo mds adecuado es que éste tenga el minimo marcaje

3435 que son pequefias diferencias

posible para evitar o minimizar los posibles efectos isotdpicos
en el comportamiento del analito y el trazador que pueden tener lugar debido a pequefios
cambios en las propiedades fisicoquimicas de ambas3®. Lo mas importante para hacer una
correcta cuantificacién es que se produzca una homogeneizacién completa entre la muestra 'y
el trazador de modo que se cree una mezcla equilibrada del analito y su analogo enriquecido.
También es necesario que ese trazador este bien caracterizado, tanto en concentracion como

en abundancias isotépicas (ya que es casi imposible conseguir un grado de enriquecimiento del

100%).



Existen dos tipos de cuantificacion mediante IDMS segun sean los analitos de interés sustancias
organicas o inorgdnicas. Las primeras ecuaciones propuestas estaban enfocadas al andlisis
elemental y se pueden encontrar en el libro titulado “Electromagnetically enriched isotopes and
Mass Spectrometry”. En éste se describen dos alternativas de calculo basadas utilizacion de
abundancias isotdpicas o de relaciones isotdpicas que fueron descritas por R. T. Jamieson y H.
Hinterberger respectivamente. El desarrollo de la ecuacién que propuso Hinterberger se inicia
teniendo en cuenta que los moles de la mezcla (Nn) seran la suma de los moles del elemento de

la muestra que se quiere analizar (N») y los moles del isotopo trazador (Nx).
Ny, = N, + N, (1)
Si se establecen balances de masas de los isotopos ay b.
N% = N¢+N& NP =NP+ NP (2)

Si se dividen las dos ecuaciones anteriores se obtienen la relacién isotépica de los isotopos (a/b)
en la mezcla (Rm), teniendo en cuenta las abundancias de los isotopos a y b en la muestra y en
el trazador se consigue la siguiente expresion:

N% _ NE+Ng _ Nn AR+N, A}
NB T NB+NP T N, AB4nN, AD

Ry = (3)

Si se despeja N y se define R, y Rt como la relacion de abundancias isotépicas del isotopo b/a 'y

a/b respectivamente para la muestra y el trazador se obtiene
AY ( Rp—R:
N, =N (4)
A‘l’l

Si esta ecuacion se transforma en funcién de la concentracidon teniendo en cuenta las masas de
la muestra y trazador (m,y m¢) y los pesos atémicos del elemento en la muestray en el trazador
(Mny M) se consigue la ecuacidn final en la que todos los parametros son conocidos excepto la
relacién isotépica, la cual se puede medir mediante Espectrometria de Masas y asi determinar

la concentraciéon del elemento en la muestra (Cs):

my-Ms-A? ( R,,—R
C, = C, It (ke ) ()
Mg-Mp-AL \1-Rpp Ry,

Las principales ventajas que proporciona este método respecto a la cuantificacion mediante la
preparacion de un calibrado son que el resultado final no se vera afectado por la sensibilidad del

instrumento de medida, ya que en la ecuacidn no existe ningln parametro que tenga que ver
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con la sensibilidad instrumental, ni por los efectos de matriz, ya que en caso de que existieran

afectarian de igual manera al analito y al trazador.

En 1956 Pickup y McPherson 37 adaptaron la ecuacién utilizada en el andlisis elemental para el
analisis de moléculas organicas,

Nn,a, 4a
N_tAn+At

Ry = (6)

Nn b, b
N—'t‘At+At
Pero en el caso de las moléculas orgdanicas los perfiles isotopicos o clister que se obtienen en la
fuente de ionizacidn son por lo general mas complejos ya que aparte de la masa monoisotépica
del fragmento (M) también incluyen masas M+1, M+2... Esto se debe a la presencia de varios

atomos en la molécula y distintos isotopos de cada uno de ellos.

Los elementos que forman parte de la mayoria de las moléculas organicas tienen diferentes
isotopos con distinto nimero de neutrones en su nucleo, pero no todos de ellos son estables ni
tienen la misma abundancia®. Por ejemplo el carbono tiene tres isotopos, °C es el mas
abundante (99%), 3C es mucho menos abundante (1%) y '*C, que es un isotopo radiactivo que
decae a N, tiene una abundancia tan pequefia que no se suele tener en cuenta. Aligual que el
carbono el hidrogeno (*H, 2H), oxigeno (*0, 0, *80), nitrégeno (**N, *N), azufre (3%S, 335, 34,
355) y otros muchos elementos que componen las moléculas orgénicas tienen mas de un
isotopo. Por ello el cdlculo de las abundancias isotdpicas de los fragmentos generados en la

fuente de ionizacidn resultan mucho mas complejos que en el analisis elemental.

Asi, la masa molecular exacta de las moléculas organicas como la testosterona se consigue
teniendo en cuenta las abundancias de cada isotopo y numero de atomos de cada uno. De esta
manera la masa exacta de la testosterona es de 289,42. Debido a la presencia de distintos
isdtopos de cada elemento en la molécula en el espectro de masas se observa mas de un pico
para la masa de la molécula de la testosterona. El perfil isotépico de la testosterona se muestra

en la Fig. 4.
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Fig. 4.- Perfil isotdpico o cluster de la testosterona.

Al igual que en la testosterona natural, la molécula de testosterona marcada isotdépicamente,
mediante *H o 13C, tendra su propio cluster isotdpico (Fig.4), que presentara el mismo perfil pero
se encontrara desplazado en tantas unidades de masa como isotopos marcados contenga la

molécula.

Debido a las dificultades que encontraron Pickup y McPherson®” para obtener
experimentalmente las abundancias isotdpicas del trazador, las ecuaciones de la Dilucidn
Isotdpica orgdnica fueron modificadas ajustdndose a una aproximacién empirica basada en la
preparacion de un calibrado que representa la relacidon de intensidad de las sefiales medidas

para el analito y el trazador frente a su relacién de moles (I/1: vs Nn/N¢)*.

Sin embargo, uno de los problemas que pueden surgir al aplicar esta metodologia es la
posibilidad de que este calibrado no sea lineal, debido al posible solapamiento espectral de la
sefial del analito y el trazador como se puede observar en la Fig. 5. La Unica manera de evitar o
minimizar este solapamiento y obtener asi un calibrado lineal es mediante la utilizacion de
trazadores marcados isotdpicamente en un mayor nimero de atomos, de modo que la

diferencia de masa entre el analito y el trazador sea mayor.
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Fig. 5.- Solapamiento espectral del clister de testosterona natural y *3C,-Testosterona.

12



El problema que puede presentar el uso de trazadores con un mayor nimero de dtomos
marcados es que pueden dar lugar a efectos isotépicos sobre todo cuando éstos se encuentran
marcados en deuterio.*® En la bibliografia se pueden encontrar numerosos ejemplos en los que
se utilizan trazadores marcados con varios &tomos de 3C en lugar de 2H siempre que estos estén
disponibles comercialmente para evitar por un lado el solapamiento espectral e intentar

minimizar en la medida de lo posible los efectos isotopicos3*~3¢,

3.5.1. IDMS en esteroides y hormonas esteroides marcadas

La determinacidn de esteroides y hormonas esteroides como la testosterona en fluidos bilégicos
se emplea en quimica clinica para diagnosticar patologias relacionadas con desérdenes
cardiovasculares o del sistema endocrino como ya se ha mencionado anteriormente. Ademas
los esteroides se pueden utilizar para el dopaje y por ello su determinacion en fluidos de atletas
tiene también un gran interés. La cuantificacion de esta hormona mediante IDMS resulta muy
apropiada ya que proporciona gran fiabilidad de los resultados, lo que resulta fundamental tanto
para un buen diagndstico clinico como para una deteccion adecuada de potenciales casos de

dopaje en el deporte.

En analisis clinico de rutina, los métodos mas utilizados para la determinacion de distintos
analitos en muestras de suero u orina se suelen basar en métodos espectroscépicos o
inmunoquimicos. Sin embargo, en estos casos es necesario validar el método frente a un
método de referencia. Los métodos de referencia para el colesterol, otros esteroides vy
hormonas esteroides estan basados en IDMS. Por ejemplo para la determinacion de colesterol
en sangre y suero existen dos métodos de referencia, utilizando 2H;-colesterol o utilizando *3C,-
colesterol*!. En los dos casos la determinacion se lleva a cabo mediante Cromatografia de Gases
y Espectrometria de Masas realizando una derivatizacidn previa para convertir al analito en una
especie volatil. En algunas aplicaciones se mide el ion molecular mientras que en otros casos
para la cuantificacién se mide el fragmento correspondiente a la perdida de agua.*! Cuando se
usa el compuesto deuterado (*Hs-colesterol) se evita el solapamiento de masas entre el natural
y el enriquecido mientras que si se utiliza el *C,-colesterol se solapan en el M+2. Si se quiere
realizar un calibrado y utilizar el trazador enriquecido en 3C como patrén interno el
solapamiento impide poder distinguir entre la sefial del compuesto natural y el marcado
isotopicamente. En el método de referencia se utiliza la masa isotépica y la masa M+3 del
enriquecido para no encontrar solapamiento y asi poder construir una curva de calibrado

lineal*?.
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3.5.2. Cuantificacién mediante Deconvolucién de Perfiles Isotdpicos IPD.

Con la intencion de solventar las posibles limitaciones que presenta la cuantificacién de
moléculas orgdnicas mediante IDMS se desarrollé un método alternativo que permite llevar a
cabo la cuantificacion del analito en una muestra utilizando trazadores con marcaje minimo.
Este método se conoce como Deconvolucion de Perfiles Isotdpicos (IPD) y permite, a través de
una serie de calculos matematicos, separar las sefiales procedentes del analito y del trazador en
una mezcla en la que se produzca un solapamiento espectral de ambas senales. Ademas este
método permite la cuantificacién directa del analito sin necesidad de construir rectas de

calibrado.

El concepto de IPD fue descrito por primera vez en el libro de Lambert et al.>® para calcular el
grado de incorporacidn de isétopos en moléculas y para analizar la pureza de los cluster®
mediante la deteccién del solapamiento del ion M-H*. Mas recientemente también se ha

utilizado para andlisis elemental y especiacidon de elementos incluyendo estudios metabdlicos.

IPD se puede aplicar también a la cuantificacion de sustancias orgdnicas por Dilucidn Isotdpica
al permitir separar las contribuciones de un compuesto natural y su andlogo marcado
isotopicamente en una mezcla de ambos. Por ejemplo, se ha utilizado para andlisis de diferentes

compuestos organicos tanto en aguas como en fluidos biolégicos.**

3.5.3. Trazabilidad

IDMS es considerado un método primario ya de analisis ya que los resultados que proporciona
son directamente trazables al Sistema Internacional de unidades (SI). El mol es la unidad de Sl y
estd relacionado con las masas de los elementos mediante las masas de los isotopos, los cuales
estan relacionados con la masa del *2C que por definicién es 12,00000. Ademads esta metodologia
proporciona gran fiabilidad de los resultados con incertidumbres menores, en muchos casos,

que las obtenidas mediante otros métodos analiticos de cuantificacién.*?

Hoy en dia todavia no se ha extendido mucho el uso de IDMS en rutina ni en muchos laboratorios
de investigacidn, ya que a priori conlleva una inversion inicial importante tanto en equipos como
en reactivos (los espectrometros de masas y trazadores enriquecidos elevan el coste). Sin
embargo, la legislacion europea (Directiva 98/79/EC) exige que todos los productos sanitarios
para diagnostico in vitro utilizados en los hospitales europeos, incluyendo los calibradores
empleados en los distintos métodos de andlisis, deben ser trazables al Sl a través de

procedimientos de medida de referencia o materiales de referencia disponibles.
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Por ello, los métodos basados en IDMS se estan desarrollando cada vez en mayor medida para
su aplicacién al andlisis de pardmetros de interés clinico.*® Ademas estas metodologias permiten
cuantificar el analito directamente sobre la muestra de una forma sencilla, rapida y fiable, que

en el caso de la testosterona puede ser muy interesante en el control rapido y eficaz del dopaje.
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OBJETIVOS

En el presente Trabajo de Fin de Master se pretende cuantificar de manera absoluta los niveles
de testosterona en muestras de orina. Por ello, el objetivo principal de este trabajo es el
desarrollo de un método analitico de cuantificacidn basado en el analisis por Dilucidn Isotépica
con deteccidn por Espectrometria de Masas en Tandem acoplada a Cromatografia Liquida de
alta eficacia. Para llevar a cabo la cuantificacién se empleard un trazador de testosterona

marcado en dos carbonos (**C,-testosterona) y el sistema de calculo IPD.
Este objetivo general se pretende conseguir cumpliendo los siguientes objetivos parciales:

- Estudio del patrén de fragmentacidn de la testosterona en el sistema HPLC-ESI-MSMS y

seleccidn de los fragmentos de medida dptimos para la cuantificacién mediante IDMS

- Optimizacién y seleccion de las condiciones experimentales de medida para los

fragmentos producto seleccionados para la cuantificacién.
- Estudio de la pureza del cluster de la testosterona en el equipo HPLC-ESI-MSMS.

- Caracterizacion del trazador isotdpico de testosterona en concentracién y abundancia

isotodpica.

- Evaluacion de las caracteristicas analiticas de la metodologia propuesta mediante

estudios de recuperacién en muestras acuosas y de orina humana.

- Determinacién de testosterona en muestras de orina humana.
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EXPERIMENTAL

1. Materiales, reactivos y muestras

1.1. Reactivos

Para la preparacion de disoluciones patrdn de testosterona se utilizé un patrén de testosterona
sdlida (299% para HPLC) de Sigma-Aldrich. El trazador empleado en este trabajo, 3,4-13C,-
testosterona (99%) de Cambridge Isotope Laboratories, fue proporcionado en solucion
metandlica por la Universitat Jaume | de Castelldn. Las disoluciones de trabajo tanto para el
patrén natural como para el trazador se prepararon gravimétricamente y fueron obtenidas por

dilucidn del sdlido y la disolucidon concentrada, respectivamente, en metanol.

Para la preparacion de fases maviles se utilizaron agua ultrapura (Millipore Co., Bedford, EEUU),
metanol (LC-MS CHROMASOLV 299,9%) de Sigma-Aldrich y como modificadores formiato
amoénico (299,0%) de Sigma-Aldrich y acido férmico (98% p.a.) de Sigma-Aldrich.

Para la preparacion del buffer sélido se utilizaron bicarbonato sédico (99,5% GR para analisis de
Merck y carbonato de sodio (99,999% para analisis de trazas) de Sigma-Aldrich. Para el buffer
en disolucién se utilizaron hidrogenofosfato amodnico (298%) de Sigma-Aldrich y 4cido
clorhidrico (37% para analisis) de Merck. La enzima utilizada para la incubacidn de las muestras
ha sido B-glucuronidasa Escherichia coli K12 de Roche y para la extraccion liquido-liquido se ha

utilizado metil tert-butil éter (99,9% CHROMASOLYV Plus para HPLC) de Sigma-Aldrich.

1.2. Materiales

Para la preparacion de las disoluciones se utilizaron micropipetas de volumen ajustable de 2-20
ul, 20-200 ul y de 100-1000 pl (Research plus, Eppendorf) viales de vidriode 2, 7y 15 mL (Sigma).
Para realizar las medidas en el equipo HPLC-MSMS se han utilizado viales de vidrio con inserto
de 300 pL (Agilent Technologies). Para la conservacién de muestras de orina se han utilizado
viales de vidrio de 7 mL (Sigma) y para el tratamiento de muestra tubos de centrifuga de fondo

conico de 15 mL de VWR.
1.3. Muestras de orina

Las muestras de orina fueron recogidas en un recipiente estéril especial para este tipo de
muestras e inmediatamente después se separaron alicuotas de 2,5 mL en viales de vidrio de 7

mL y se conservaron en la oscuridad a -18 2C hasta el momento de su analisis. Finalmente se
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descongelaron las muestras a temperatura ambiente y se homogeneizaron completamente

antes de someterlas a la etapa de preparacidon de muestra.

2. Instrumentacion

2.1. Equipo HPLC-ESI-MS/MS

||IIIIHIIIIlI|lIHIIllllI|Im

Las medidas analiticas se han realizado mediante un equipo de Cromatografia Liquida HPLC
Agilent modelo 1290, con autoinyector termostatizado con disponibilidad para cuatro fases
moviles, desgasificador, y bomba binaria de empuje. La separacion de compuestos se ha llevado
a cabo empleando una columna HPLC de fase reversa, Agilent Zorbax SB-C18 4.6 mm ID x 250
mm (5um), el sistema se encuentra acoplado a un espectrometro de masas, modelo Agilent
6460 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU) con analizador de triple cuadrupolo (QgQ),
fuente de ionizacidn a presidn atmosférica ESI tipo jet-stream (empleado en modo positivo) y

detector dinodo de alta energia con electroamplificacion.

El sistema jet-stream de la fuente de ionizacién electrospray permite la introduccidn de un flujo
de gas adicional para focalizar y arrastrar los iones que salen del capilar del electrospray hacia
la entrada del espectrometro de masas. Con este sistema se mejora la transferencia idnica, y
gracias al modo ortoganal de colocacion de la fuente de ionizacidn y la entrada al espectrémetro
de masas se consigue introducir en el primer cuadrupolo Unicamente los iones positivos y

disminuir la entrada de suciedad en el espectrometro de masas.
2.2. Otrainstrumentacion

Todas las disoluciones patrén de trabajo asi como las mezclas de muestra y trazador se
prepararon gravimétricamente utilizando una balanza analitica modelo MS205DU Mettler
Toledo. Para su homogenizacién completa se ha utilizado un agitador mecanico a vibraciéon
Vortex modelo classic (VELP Scientifica). Para la homogenizacién del buffer sélido se ha utilizado

un equipo agitacién constante Fisher Bioblock modelo KL2 (Fisher Scientific). En la preparacién
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de muestra orina se ha utilizado una placa calefactora de control digital modelo RTC Basic (IKA-
Werke) para controlar la temperatura de incubacién de la muestra con la enzima y una
centrifuga Heraeus Multifuge x3 L-R (Thermo Fisher Scientific) para facilitar la separacion de las
fases acuosa y organica y poder recoger el extracto orgdnico en el que se encuentra la

testosterona tras la separacidn liquido-liquido.

3. Procedimientos experimentales
3.1. Estudio del patron de fragmentacion de testosterona mediante

HPLC-ESI-MSMS

Para llevar a cabo el estudio del patrén de fragmentacién de la testosterona se inyectaron en el

en el equipo HPLC-ESI-MSMS 5 uL de una disolucion patron de 10 ppm de concentracion.

Las condiciones cromatograficas empleadas para la separacidén son las que se recogen en las

tablas 2 y 3, recomendadas por el Laboratorio Antidopaje de Barcelona.

Tabla 2.- Fase mdviles empleadas en la cromatografia.

FASE A (500 mL) FASE B (500 mL)
50 ulL acido férmico 50 uL acido férmico
1000 pL formiato amodnico 1000 pL formiato amodnico
500 mL agua Milli Q 500 Metanol

Tabla 3.-Condiciones cromatogrdficas.

Tiempo (min) % Fase A % Fase B

0 55 45

1 55 45
7,5 22,5 77,5
7,51 5 95

8 5 95
8,5 55 45
11,5 55 45

19



La seleccién de los fragmentos producto a emplear para la cuantificacion de testosterona se
llevd a cabo en el modo de trabajo de barrido de iones producto. Para ello se seleccioné como
ion precursor en el primer analizador de masas el ion molecular con m/z = 289 y en el segundo

analizador se llevé a cabo un barrido de m/z entre 90 y 300.

3.2. Optimizacion de los parametros de la fuente de ionizacion y celda

de colision.

La optimizacién de las condiciones de la fuente de ionizacidn y de la celda de colision se realizé
mediante la inyeccidn de 5 plL de una disolucidn de testosterona de aproximadamente 10 ppm
preparada a partir del patrén sélido empleando como disolvente una mezcla de las fases moviles
A y B en las mismas proporciones en las que se produce la elucién de la testosterona. Las
medidas se llevaron a cabo mediante el sistema FIA (Flow Injection Analysis). En la Tabla 4 se
recogen los distintos pardmetros optimizados para maximizar la sefial de los iones de interés.
Para la optimizacion de las condiciones de la fuente de ionizacién se monitorizd la sefial del ion
precursor con m/z = 289 trabajando en modo SIM, mientras que para la optimizacion de los
parametros de la celda de colisidn se monitorizo la sefial de los iones producto m/z = 109 y 97

en el modo de trabajo de barrido de iones producto.

Tabla 4.- Pardmetros y valores utilizados para la optimizacion de la fuente y celda de colision.

Parametro Valores utilizados
Temperatura sheat gas (°C) 200, 250, 300, 350, 390
Flujo sheat gas (L/min) 7,9, 10,11, 12
Presion nebulizador (psi) 5, 15, 35, 45, 55, 60.
Voltaje capilar (V) 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000.
Voltaje Nozzle (V) 0, 300, 500, 1000, 1500, 2000
Temperatura del gas (°C) 200, 240, 280, 320, 350
Flujo del gas (L/min) 5,7,9,11
Voltaje del acelerador de la celda (V) 0,1,2,4,6
Fragmentor 100, 150, 200, 250, 300
Energia de la celda de colision 5,10, 15,17, 19, 20, 23, 25, 27
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3.3. Estudio de la pureza del cluster de la testosterona

Para determinar la posible contribucién del ion M-1 sobre la seial de la testosterona se llevaron
a cabo las medidas en modo SIM (single ion monitoring) seleccionando las relaciones m/z 289,
290, 291 y 292. La contribucién del ion M-1 se obtuvo mediante el cdlculo de IPD que se

describird con detalle en la seccién de procedimientos matematicos.
3.4. Caracterizacion del trazador 13C,-Testosterona

La caracterizacion del trazador de testosterona en concentracidn se llevé a cabo mediante IDMS
inversa, frente a un patrdn natural de testosterona. Para ello se prepararon por tres mezclas del
patrén natural de concentracién conocida (100 ppb) y del patréon marcado. Las tres mezclas se
prepararon por pesada y por triplicado con relaciones aproximadas entre el patrén natural y el
marcado de 60:100, 100:100 y 140:100. Se inyectaron 5 pL de estas disoluciones en el sistema
instrumental HPLC-ESI-MSMS y se midieron las sefiales en modo SRM para las transiciones que
serecogen en la Tabla 5. Las abundancias experimentales de la mezcla se obtuvieron integrando
las dreas para cada transicion medida y finalmente se calculé la concentraciéon del trazador en

cada mezcla mediante IPD.

Tabla 5.- Transiciones seleccionadas para las medidas en SRM.

Transiciones medidas en el modo SRM
289 - 97 29199
289 - 109 291 > 111
290 - 98 292 - 99
290 - 110 292 > 111

Para la caracterizacidon del trazador en términos de abundancia se inyectaron 5 pL de una
disolucion de unas 100 ppb en el sistema HPLC-ESI-MSMS, y se midieron en modo SIM las m/z
correspondientes al ion molecular de la testosterona (288, 289, 290, 291, 292). Las abundancias
experimentales del trazador se obtuvieron integrando las areas para cada relacién m/z medida.
Llevando estos datos de abundancias al software de cdlculo en Excel que se describira con

detalle mds adelante (seccidn 4.1) se obtuvo la abundancia isotdpica de 3C en el trazador.
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3.5. Cuantificacion de muestras acuosas fortificadas

Para la cuantificacion de testosterona en muestras acuosas se prepararon disoluciones de
testosterona natural en agua ultrapura a distintos niveles de concentracion, 1, 10, 25y 50 ppb.
Tras afiadir la cantidad necesaria de trazador se midieron en el HPLC-ESI-MSMS en modo SRM
las transiciones que se recogen en la Tabla 5 bajo las condiciones instrumentales de trabajo
previamente optimizadas. Las abundancias experimentales de la mezcla se obtuvieron
integrando las dreas para cada transicion medida y mediante IPD se calculé la concentracidn de
testosterona en la muestra. Finalmente los calculos de recuperacion se realizaron teniendo en
cuenta la concentracion tedrica de testosterona en la muestra acuosa fortificada con el patron

natural por pesada.
3.6. Cuantificacion de testosterona en muestras de orina humana

Para hacer el tratamiento de muestra a cada alicuota de 2,5 mL de orina se le afadieron 250 pL
de una disolucion de 100 ppb de trazador, 1 mL del tampdn de fosfato, que se prepard
disolviendo 3,3 g (NH4);HPO, en 25 mL de Milli-Q y ajustando el pH hasta 7 con HCI 37%, y se
homogeneizé completamente mediante un agitador mecdnico con vibracidn. A continuacion se
afiadio la enzima B-glucuronidasa E.coliy se incubd durante 1 hora a 55 + 2 oC. Tras dejar enfriar
la muestra a temperatura ambiente, se le afadieron 200 mg del buffer sélido, preparado
mezclando 1 g de NaHCOs; y 2 g Na,CO; hasta su completa homogeneizacidn, y se agitd
mecanicamente hasta que todo el sélido quedé completamente disuelto. Después se afiadieron
6 mL de metil tert-butil éter como extractante, se mezclé durante un minuto en el sistema de
agitacion mecdanica por vibracién y se separaron las fases acuosa y orgdnica mediante
centrifugacion durante 5 minutos a 3500 rpm. Posteriormente el extracto orgdnico se llevo a
sequedad mediante corriente de nitrogeno y se redisolvié en 300 uL de MeOH/H,0 (1:1, v/v).
Finalmente se inyectaron 5 plL del extracto en el equipo de HPLC-ESI-MSMS. Las abundancias
experimentales de la mezcla se obtuvieron integrando las areas para cada transicion medida
(Tabla 5 de la seccidn 3.4) y mediante IPD se calculd la concentracidon de testosterona en la

muestra.
3.7. Cuantificacion de testosterona en muestras de orina fortificadas

Para llevar a cabo un estudio de recuperaciones en muestra real se fortificaron por pesada varias
alicuotas de la muestra de orina humana con cantidades crecientes de testosterona natural. Los
niveles de concentracidn ensayados para los estudios de recuperacién fueronde 0, 1,5, 10y 25

ppb, preparandose cada una de ellas por triplicado. El procedimiento de preparacién de muestra
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fue el mismo que se ha descrito previamente en la seccion 3.6, pero en este caso la cantidad de
trazador afiadida ha sido la adecuada para conseguir un nivel de concentracién de trazador

similar a la concentracion de testosterona en cada muestra, 3, 8, 12 y 20 ppb.

Después de realizar las medidas en HPLC-ESI-MSMS se obtuvieron las abundancias
experimentales de la mezcla las areas para cada transiciéon medida (Tabla 5 de la seccién 3.4) y
mediante IPD se calculd la concentracién de testosterona en la muestra. Teniendo en cuenta la
cantidad exacta de testosterona que se ha aifadido y los calculos experimentales se calcularon

las recuperaciones en muestra real a distintos niveles de concentracién.

4. Procedimientos matematicos y herramientas de calculo

4.1. Software de calculo en Excel

Para el calculo de las abundancias tedricas de cada isotopdlogo del perfil isotdpico de la
testosterona y también para el cdlculo del enriquecimiento del trazador se ha utilizado un
programa de Visual Basic escrito para Excel, que fue preparado por José Ignacio Garcia Alonso
4349 hasado en el algoritmo descrito por Kubinyi.*® Este archivo de Excel incluye las masas exactas
de los elementos, las abundancias de los isotopos estables o enriquecidos y también las
incertidumbres de las abundancias de los elementos que publica IUPAC. De esta manera aplica
un algoritmo que utiliza la distribucidn binomial para calcular probabilidad de que aparezca un
isdtopo. Con esto el programa tiene en cuenta el nUmero de dtomos que tiene la molécula para
realizar los calculo necesarios que proporcionan los valores de las abundancias de las 20

primeras masas consecutivas de la molécula o fragmento de interés.

Para calcular el enriquecimiento exacto del trazador es necesario conocer las abundancias del
cluster isotdpico si este fuera puro y tener en cuenta la contribucidon del M-1 por ello es
necesario calcularlo previamente. El programa calcula las abundancias del My M-1 del trazador
para diferentes enriquecimientos después aplica una regresion lineal multiple para cada uno de
los enriquecimientos y se evalla la suma cuadratica de los residuales del ajuste. El
enriquecimiento que obtenga el valor minimo de la suma cuadratica de los residuales serd el

enriquecimiento del trazador.
4.2. Programa IsoPatrn ©
Para la cuantificacién de testosterona en orina se utiliza el modo de medida SRM (Selected

Reaction Monitoring) ya que como se ha mencionado previamente es el modo mas sensible y
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selectivo, y por lo tanto el mas adecuado en matrices reales que pueden tener interferencias. El
calculo de la contribucion tedrica de cada ion precursor en los iones fragmento que se quieren
medir tanto de la testosterona natural y el trazador (teniendo en cuenta el enriquecimiento) se

llevd a cabo mediante el programa IsoPatrn© software propuesto por Ramalei et. al.>!
4.3. Deconvolucién de perfiles isotépicos (IPD)

Para el cdlculo de las fracciones molares del analito y el trazador en una mezcla de ambos se
recurrid a la Deconvolucion de Perfiles Isotdpicos (IPD). Cuando se tiene una muestra sobre la
gue se ha anadido un trazador y se produce un solapamiento entre ambos, se asume que la
composicion isotdpica obtenida es una combinacidn lineal de los perfiles isotépicos de ambos.
Conociendo el perfil isotépico de la mezcla, que se puede medir experimentalmente, y los
perfiles isotdpicos tedricos del compuesto natural y su andlogo marcado se puede conocer la
fraccion molar del compuesto marcado y del natural en la mezcla mediante un calculo de

regresion lineal multiple.®

1,0 Natural
0,5
Mezcla
0,6
0,0 |
289-597 290->98 291->99 292->99 : 04
0.2
Trazador
O | -
1,0 289-597 290-598 291->99 292->99
0,5
00 — — —_ —

289->97 290->98 291->99 292->99

Si sobre una muestra se afiade una cantidad conocida del trazador, los moles totales de la mezcla

seran la suma de moles del compuesto marcado afiadido y del natural que contenia la muestra.

Ny, = N, + N; (7)

Se puede hacer el mismo balance para cada masa nominal de la mezcla. Teniendo en cuenta las

abundancias isotdpicas, para cada masa i se obtendria

N,, - AL, = N, - AL, + N, - AL (8)

Teniendo en cuenta que:
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Np N
Np+Np, -

Xn = (9)y (10)

Si dividimos las dos ecuaciones anteriores
ALy = x, - AL+ x, - AL (11)

Teniendo en cuenta que X,y X: son las fracciones molares de los compuestos natural y marcado,
y que en los compuestos organicos cada masa nominal tiene diferente composicion isotdpica,

se pueden expresar todas ecuaciones de forma matricial como:

1 1
Amezcla Anatural trazador [ Xnatural ] e
: = : (12)
n n Xtrazador
A o
mezlca natural trazador

De este modo pueden calcularse las fracciones molares del analito y el trazador en la mezcla
mediante un ajuste por minimos cuadrados del vector de error e. Este calculo se puede llevar a

I”

cabo facilmente mediante la funciéon de “estimacidn lineal” en Microsoft Excel. Para ello se
seleccionan dos columnas de cinco casillas, la funcién “ESTIMACIONLINEAL” y se coge como y
las abundancias de la muestras calculadas experimentalmente y como x las abundancias tedricas
del natural y del trazado. De esta manera nos calcula las fracciones molares y sus desviaciones

estandar.*

Para poder realizar este cdlculo es necesario conocer las abundancias tedricas del compuesto
natural y del marcado. Estas abundancias se pueden obtener facilmente mediante programas
de calculo como los descritos en las secciones 4.1y 4.2, pero éstos no suelen tener en cuenta el
enriquecimiento exacto del trazador ni la contribucién de la sefial del ion M-1 que se produce
en algunos analizadores como el cuadrupolo por falta de resolucién del analizador de masas,
por ello es necesario determinarlos previamente.>? Para el cdlculo de la contribucién de M-1
también se utiliza la regresién lineal multiple, aplicando en este caso el sistema matricial
mostrado en la ecuacidén siguiente. Si también se observara experimentalmente una sefal para
el ion M-2 se podria calcular su contribucion igualmente, afiadiendo al sistema de ecuaciones

las abundancias tedricas de ese ion y una nueva incdgnita correspondiente a su fraccién molar.*3

Aexp A%,, A%,,_l Xy el
N EE K [xM—l] +| (13)
gxp A?/I 7I‘\L/I—l e’
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Estudio del patrdon de fragmentacién de la testosterona en

el sistema HPLC-ESI-MSMS.

Para estudiar cdmo se fragmenta la testosterona en la fuente de ionizacién ESI se inyectd un
patrén natural en el equipo con las condiciones cromatograficas indicadas en la seccién
experimental y se llevaron a cabo las medidas mediante modo scan. En la Fig. 5 se observa que
el tiempo de retencion para un patron comercial de testosterona natural en las condiciones

utilizadas es de 5,4 minutos.
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Fig. 5.- Arriba cromatograma de patrén de testosterona realizado en modo scan; abajo su

espectro de masas y ampliado el clUster isotopico de la masa de testosterona.

En el espectro de masas se obtiene el pico mas intenso de m/z = 289 que corresponde al ion
molecular de la testosterona protonado en la fuente de ionizacién ESI. El pico de m/z = 311
corresponde al aducto que se forma entre la testosteronay el sodio (288 +23) y los picos que se
encuentran a m/z = 578 y 600 se considera que pueden ser los dimeros de los dos anteriores. Si
se amplia el espectro de masas se puede observar el clister isotépico del ion molecular de la
testosterona que aparte de m/z = 289 también tiene masas de 290 y 291, por la presencia de

isotopos mas pesados (13C, 2H...) que hacen que el perfil de la testosterona presente mas de un
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isotopdlogo. Puesto que el ion molecular es el que presenta mayor intensidad en el espectro de
masas se selecciond como cluster de medida para todas las medidas realizadas en modo SIM y
como ion precursor para las medidas llevadas a cabo en los modos de barrido de iones producto

y SRM.

Para seleccionar las transiciones de medida mds adecuadas para obtener la mejor sensibilidad
posible en la determinacidn de testosterona se procedid a realizar un barrido de iones producto

seleccionando m/z = 289 como ion precursor.
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Fig. 6.-Espectro de los iones producto de la fragmentacién del ion precursor m/z=289.
Como se puede observar en la Fig. 6 los fragmentos mas caracteristicos que se obtienen son de
m/z = 271, 253, 109 y 97, siendo estos dos ultimos los mas intensos. De acuerdo con la
bibliografia estos fragmentos presentan la estructura que se muestra en la Fig. 7, y al ser los
mas intensos serdn los fragmentos producto seleccionados para la cuantificacion de
testosterona, que se realizara en modo SRM para obtener asi una mayor selectividad y mejores

limites de deteccion.

—QO
T

b)

Fig. 7.- Fragmentos de testosterona a) m/z=109 y b) m/z=97

2. Optimizacidén de los parametros de la fuente y celda de
colision

Con el fin de conseguir la maxima sensibilidad en la cuantificacion de testosterona mediante

IDMS se optimizaron los distintos parametros que afectan a la ionizacién del analito en la fuente
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y transmision de los iones generados hacia el analizador de masas y a su fragmentacion en la
celda de colisidn. Dependiendo de las caracteristicas del compuesto que se quiere analizar y el
medio en el que se encuentre en el momento de producirse la ionizacién (fase movil) el valor

6ptimo de estos parametros sera diferente.

En la Fig. 8 se puede ver el esquema de una fuente de ionizacién utilizada en este trabajo en el
que sefialan los parametros a optimizar y a que parte de la fuente afecta cada uno de ellos. La
presion de nebulizador serd la presion del gas que se utiliza para evaporar la muestra y mediante
el gas de secado se desolvatara el analito, gracias al voltaje de capilar entrara dentro de este y
por el voltaje del fragmentor recorrerd el capilar hasta el final para entrar en el espectrometro

de masas.

Nebulizer
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Fragmentor V

Fig. 8.- Esquema de una fuente de ionizacion electrospray con los distintos pardmetros
sefialados™

El sistema jet-stream es un nuevo sistema que como se ha mencionado anteriormente ayuda a
focalizar los iones mediante un gas adicional y permite que sélo entren los iones positivos en el
espectrometro de masa por un voltaje adicional aplicado. Los parametros adicionales que se
incorporan con este sistema son el flujo y la temperatura del sheath gas y el Nozzle voltage

como se puede apreciar en la Fig. 9.
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Resistive sampling
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Fig. 9.- Esquema de un sistema jetstrem con sus pardmetros sefialados>*.

Los parametros de la fuente de ionizacidn se optimizaron en modo de medida SIM, buscando

maximizar la sefial para el ion molecular, que es a su vez el ion precursor seleccionado para llevar

a cabo las medidas en SRM que se utilizaran para la cuantificacion.
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Fig. 10.- Representacion de como afecta cada pardmetro de la fuente en el drea de la masa
289.
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Como se puede ver los pardmetros que mas afectan son el “sheat gas flow” y la presién del
nebulizador. Como valores éptimos se escogen los valores maximos que se obtienen al integrar
el area de m/z = 289 de esta manera se obtendra la mayor sensibilidad en nuestras medidas. Los
valores seleccionados aparecen recogidos en la Tabla 6.

Tabla 6.- Valores dptimos de cada pardmetro de la fuente y celda de colision para el andlisis de
testosterona.

Parametro Valor éptimo escogido
Temperatura sheat gas 200 °C
Flujo sheat gas 12 L/min
Presidn nebulizador 45 psi
Voltaje capilar 5000 V
Voltaje Nozzle 500V
Temperatura del gas 320°C
Flujo del gas 11 L/min
Voltaje del acelerador de la celda 1V
Fragmentor 100

El voltaje de aceleracién de la celda es un pardmetro de la celda de colisién. Este se aplica para
limpiar la celda de colisién entre transicién y transiciéon. Cuanto mas voltaje se aplica mas se
limpia pero también se pierde sensibilidad, en la optimizacién se logra un compromiso entre

sensibilidad y limpieza.

La energia de colision de la celda afecta en la intensidad de los fragmentos producto. Este
parametro se optimizd en el modo de medida barrido de iones producto, buscando maximizar
la sefial de los fragmentos producto de m/z = 97 y 109 seleccionados para llevar a cabo la
cuantificacion. En la Fig. 11 se puede apreciar que a mayor energia de colisién la molécula se
fragmenta cada vez mds, la intensidad de los picos de los fragmentos 97 y 109 va aumentando.
Pero también es interesante mantener un minimo pico del ion precursor para poder confirmar
la existencia del analito de interés y que los fragmentos producto realmente provienen de este

ion precursor. Por ello la energia de colisidon éptima seleccionada ha sido de 20 eV.
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Fig. 11.- Cambio de las intensidades de los picos de los fragmentos de interés dependiendo de la
energia de colision, 10 (rojo), 15 (azul) y 20 (negro) eV.

3. Estudio de la pureza del cluster de la testosterona

Las medidas experimentales de abundancias isotdpicas pueden estar afectadas por la baja
resolucién de los analizadores de masa tipo cuadrupolo®, que se ve reflejada en el grado de
pureza de los cluster medidos. A nivel experimental este efecto se puede observar por la
aparicién de una pequefia sefial detectada una unidad de masa por debajo de la correspondiente
al ion monoisotdpico del analito (M-1), que dara lugar a una pequefia desviacién entre las
abundancias isotdpicas calculadas tedricamente y las medidas experimentalmente. Por tanto,
es necesario evaluar la pureza experimental del cluster y corregirla para asegurar la fiabilidad de
los resultados analiticos. Para ello se midieron las abundancias experimentales de cada
isotopdlogo de la testosterona en modo SIM para un patrdn natural. Los resultados obtenidos
para el rango de m/z que va de 288 a 292 se recogen en la Fig. 12. La masa monoisotdpica de la
testosterona es de 288, pero en la fuente de ionizacion ESI se crea un ion protonado, por ello |a
sefial mas intensa se observa para m/z = 289. Las masas mas grandes corresponden a
isotopdlogos con uno mas isotopos pesados y la sefial observada a m/z = 288 se debe a la

contribucion M-1.
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Fig. 12.- Abundancias experimentales del cluster de la testosterona medido en modo SIM.

Como se ha visto en la Fig. 12 que representa las abundancias del cluster experimental de la
testosterona hay una pequefia contribucién del M-1. Teniendo en cuenta las abundancias
tedricas del M y del M-1 se calcula esa contribuciéon mediante cdlculos de IPD, que resultd ser
de 0,29 %. La contribucidon de M-2 no fue necesario calcularla ya que no se ha visto sefal para

m/z = 287, pero si existiera también seria necesario evaluarla y corregirla de la misma manera.
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Fig. 13.- Calculo de la contribucion del M-1 mediante IPD.

4. Caracterizacion del trazador 13C,-testosterona

Para asegurar la calidad de los resultados analiticos en IDMS es necesario disponer de un
trazador perfectamente caracterizado tanto en concentracion como en su enriquecimiento. El
enriquecimiento del trazador debe ser conocido para poder calcular sus abundancias isotdpicas
tedricas, que serdn necesarias para obtener las fracciones molares del analito y el trazador en

una mezcla de ambos mediante célculos de IPD. La concentracion del trazador es necesaria para
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saber la cantidad de moles afiadidos sobre la muestra y para poder calcular asi los moles de

analito que contiene.
4.1. Calculo del enriquecimiento isotdpico del trazador

Para conocer el enriquecimiento del trazador se midié una disolucién patrén del mismo en modo
SIM, obteniéndose asi las abundancias experimentales del trazador. Teniendo en cuenta la
contribucion del M-1 obtenida para el patron natural de testosterona se calculd el
enriquecimiento del trazador mediante el software de cdlculo en Excel descrito en la seccidon
4.1. Puesto que se espera un enriquecimiento del trazador de 98-100%, los cdlculos realizados
mediante el software se limitaron a este rango de valores. En la Fig. 14 se puede observar los
resultados obtenidos al minimizar la suma cuadratica de los residuales del ajuste para los
distintos enriquecimientos evaluados, y como se puede observar se obtuvo un valor minimo
para un enriquecimiento de 99,22%. Como se puede observar en esta figura los valores de
abundancias obtenidos experimentalmente se ajustan correctamente con los valores calculados

tedricamente para el enriquecimiento asignado al trazador.

0,9 Trazador
g y
38 5 m Tedrico
o= 206 .
>3 g ® Experimental
o .2 S
© D > -
5 2E-05 - : | 3 03
w 0,980 0,9?? 1,000 <
Enrichment
o . _ 1
Enriquecimiento 280 290 291 292 293 204
99,22 % m/z

Fig. 14.- Determinacion del enriquecimiento del trazador mediante los residuales de las medidas
que calcula software en Excel.

4.2. Calculo de la concentracion.

El calculo de la concentracion del trazador en la disolucidn patron se llevd a cabo mediante IDMS
inversa. Esta estrategia consiste en mezclar el trazador con un patrén natural de testosterona
de concentracién conocida. Mediante calculos de IPD se pueden obtener las fracciones molares
del patrén natural en esa mezcla y conocida la concentracién del patron natural se puede
obtener la del trazador. Las medidas experimentales se llevaron a cabo en el modo de trabajo
SRM, por lo que inicialmente fue necesario seleccionar las transiciones de medida. En este

trabajo se han seleccionado dos clusters, los mas intensos correspondientes a los fragmentos de
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m/z= 97 y 109, para la cuantificacién, y para cada uno se seleccionaron cuatro transiciones.
Mediante el programa IsoPatrn© se pueden calcular abundancias tedricas para cada transicion,
tanto del natural como del marcado, teniendo en cuenta el enriquecimiento del dltimo.

Tabla 7.- Abundancias tedricas de cada transicion del primer cluster de la testosterona natural y
del trazador.

Natural 289 290 291 292 293
97 0,808482 | 0,115844 | 0,009346 | 0,000550 | 0,000024
98 0,053611 | 0,007682 | 0,000620 | 0,000036
99 0,003155 | 0,000452 | 0,000036

100 0,000132 | 0,000019
101 0,000003
Trazador 289 290 291 292 293
97 0,000050 | 0,000007 | 0,000001 | 0,000000 | 0,000000
98 0,012788 | 0,001832 | 0,000148 | 0,000009
99 0,813801 | 0,116606 | 0,009407
100 0,036370 | 0,005211
101 0,002294

Tabla 8 .-Abundancias tedricas de cada transicion del seqgundo cluster de la testosterona natural
y del trazador.

Natural 289 290 291 292 293
109 0,808482 0,107100 0,008188 0,000462 0,000013
110 0,062355 0,008260 0,000631 0,000017
111 0,003735 0,000495 0,000021
112 0,000166 0,000017
113 0,000004

Trazador 290 291 292 293
0,000007 0,000001 0,000000 0,000000
110 0,001694 | 0,000130 0,000007
111 0,008243
112 0,045172 0,005984
113 0,002687

Las transiciones en color de las tablas 7 (289-> 97, 290->98, 291->99 y 292->99 para el primer
claster) y 8 (289-> 109, 290->110, 291->111 y 292->111 para el segundo cluster) fueron las
seleccionadas para realizar las medidas de SRM, teniendo en cuenta que fueran transiciones con
abundancias lo mas altas posibles para el analito y/o para el trazador para tener asi una mayor

sensibilidad en las medidas y una mejor precisién de los resultados analiticos.
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Para comprobar que a pesar de estar midiendo sélo una parte de todas as transiciones que en
realidad ocurren, las abundancias experimentales obtenidas fueron las correctas se compararon
los resultados obtenidos experimentalmente con las abundancias tedricas proporcionadas por
el software Isopatrn®. Para ello se midieron experimentalmente las transiciones seleccionadas
en una disolucion de patrén natural y trazador por separado y se comprobd que las abundancias
obtenidas experimentalmente se ajustaban perfectamente a las tedricas como se puede ver en
la Fig. 15. Las desviaciones que se observan entre ambos perfiles no son significativas, por lo que
se pudo confirmar que las transiciones seleccionadas pueden medirse correctamente, y son
entonces las que se utilizardn de aqui en adelante para la cuantificacion de testosterona en el

modo de medida SRM.

1,0 Cluster 1 Natural 10 Cluster 1 Trazador
L. m Tedrico
m Tedrico
05 05 m Experimental

m Experimental

0,0 o - — 0,0 — I -

289->97 290->98 291->99 292->99 289->97 290->98 291->99 292->99
Cluster 2 Natural Cluster 2 Marcado
1,0
1,0
m Tedrico m Tedrico
m Experimental m Experimental
0,5 0,5
00 [ ] o _ 0,0 — -
289->109 290->110 291->111 292->111 289->109 290->110 291->111 292->111

Fig. 15.- Comparacion de las abundancias tedricas y experimentales de las transiciones
seleccionadas de los dos cluster, tanto en el natural como en el marcado.

Para determinar la concentracidn del trazador se prepararon por triplicado tres mezclas con un
patrén natural de testosterona. Estas mezclas se midieron en modo SRM para las transiciones
seleccionadas previamente. Mediante el cdlculo de IPD y IDMS inversa se calculd la
concentracién del trazador a través los dos cluster de trabajo propuestos, proporcionando los
resultados que se recogen en la Tabla 9. En la tabla se recogen los valores promedio de las tres
replicas preparadas para mezcla ensayada y para los dos clusters propuestos. La concentracién
final se obtuvo promediando las concentraciones de los dos cluster para las tres mezclas

estudiadas obteniéndose un valor de 17,70 ppm con una desviacién estandar de 0,22 para la
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disolucién madre del trazador. Ademds se comprobd que la concentracién obtenida mediante
el modo SRM estd de acuerdo con la obtenida en modo SIM, que se coge como referencia ya
gue en este caso se mide todo el cluster de la testosterona por lo que es improbable que se
produzcan errores en los resultados al estar trabajando con patrones que no deberian estar

afectados por la presencia de interferentes.

Tabla 9.-Cdlculo de la concentracidn del trazador. El promedio y la desviacidon estandar a cada

nivel estd calculada mediante las tres disoluciones preparadas.

Cluster 1 (m/z=97) | Claster 2 (m/z=109) SIM
Promedio Promedio Promedio
Mezclas SD SD SD
(ppm) (ppm) (ppm)
60:100 17,73 0,01 18,05 0,05 17,48 0,29
100:100 17,54 0,11 17,82 0,07 17,21 0,06
140:100 17,37 0,05 17,68 0,04 17,07 0,06
Promedio 17,55 17,85 17,25
SD 0,18 0,19 0,21
Concentracion trazador 17,70 £ 0,22 ppm

5. Cuantificacion de testosterona en muestras acuosas

fortificadas

Con el objetivo de hacer un estudio de recuperaciones se prepararon por triplicado muestras
acuosas fortificadas con testosterona natural a distintos niveles de concentracion. Sobre estas
muestras se anadid la cantidad adecuada de trazador y fueron cuantificadas mediante el método
de IDMS propuesto en este trabajo. En las Tablas 10 y 11 se recogen las recuperaciones
obtenidas para concentraciones de patrdn natural de 1, 10 25 y 50 ppb calculadas a partir de los
dos cluster de trabajo seleccionados. Como se puede observar en el caso del cluster 1 se
consiguieron recuperaciones de alrededor de 96% y en el clister 2 alrededor de 99% con
desviaciones estandar relativas calculadas para tres medidas individuales de cada disolucidn
inferiores a 5% para todas las muestras y todos los niveles de concentracion. A nivel de 1 ppb
las recuperaciones obtenidas son mucho mayores, y con una desviacion estandar notablemente
mayor, pero esto es logico ya que al estar a niveles de concentracién tan bajos la sensibilidad es
menor y por lo tanto la exactitud asi como la reproducibilidad en la medida e integracion de los

picos cromatdgrafos disminuye.
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Tabla 10.- Recuperaciones obtenidas mediante cdlculos de IPD en el primer cluster en muestras
acuosas fortificadas a distintos niveles de concentracion. La desviacion estdndar corresponde a
tres inyecciones independientes.

Cluster 1

Concentracion | Concentracién Recuperacién RSD
Muestra (ppb) experimental SD (%) SD (%)
1.1 0,77 0,889 0,003 115,5 04| 0,3
1.2 0,78 0,80 0,02 102 3 2,9
1.3 0,78 0,82 0,02 104 3 2,5
10.1 8,03 7,75 0,04 96,5 05| 0,5
10.2 7,73 7,50 0,06 97,0 0,7| 0,8
10.3 7,89 7,55 0,04 95,7 0,4| 0,5
25.1 20,61 19,96 0,07 96,8 04| 04
25.2 20,41 19,7 0,1 96,7 0,7 0,7
25.3 20,38 19,71 0,05 96,7 03| 0,3
50.1 39,77 38,38 0,04 96,5 01| 0,1
50.2 40,03 38,5 0,3 96,2 08| 0,9
50.3 40,63 39,1 0,2 96,2 05| 0,6

Tabla 11.- Recuperaciones obtenidas mediante cdlculos de IPD en el segundo cluster en muestras
acuosas fortificadas a distintos niveles de concentracion. La desviacion estdndar corresponde a
tres inyecciones independientes.

Claster 2

Concentracion | Concentracion Recuperacion RSD
Muestra (ppb) experimental >D (%) SD (%)

1.1 0,77 0,93 0,05 121 6 5

1.2 0,78 0,80 0,02 102 3 3

1.3 0,78 0,84 0,03 107 4 4
10.1 8,03 8,03 0,04 100,0 0,5| 0,5
10.2 7,73 7,64 0,02 98,8 03| 0,3
10.3 7,89 7,80 0,04 98,9 0,5| 0,5
25.1 20,61 20,5 0,1 99,3 0,6| 0,6
25.2 20,41 20,2 0,1 98,9 0,7| 0,7
25.3 20,38 20,2 0,1 99,2 0,7| 0,7
50.1 39,77 39,31 0,07 98,8 02| 0,2
50.2 40,03 39,5 0,2 98,8 04| 04
50.3 40,63 40,2 0,1 99,0 03| 0,3

El uso de dos cluster diferentes en la cuantificacién se lleva a cabo para detectar posibles
interferentes en muestras reales. La probabilidad de que un interferente afectara por igual a la
sefial de los dos clusters de trabajo es muy baja. Si el interferente afectara sélo a uno de los
clusters se obtendrian recuperaciones diferentes para cada uno de ellos. En el caso de muestras
acuosas no deberia de estar presente ninglin compuesto que interfiera con la testosteronay por
ello las recuperaciones obtenidas se encuentran en el mismo rango de valores al llevar a cabo la

cuantificacion a través de los dos clusters de trabajo.
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Con el fin de conocer los limites de cuantificacién (LOQ) y deteccién (LOD) del método de
cuantificacion se han medido tres disoluciones de blanco acuosas con tres inyecciones
independientes en cada una. Los resultados se muestras en la Tabla 12.

Tabla 12.-Valores de testosterona en blancos de agua. Calculo del LOD 3 veces la desviacion
estdndar de las tres disoluciones y LOQ 10 veces la desviacion estdndar.

Valores blanco (ppb)
0,064
0,036
0,037
Promedio 0,045
SD 0,016
LOD (3SD) 0,048
LOQ (10SD) 0,160

6. Cuantificacion de testosterona en muestras de orina

El analisis de muestras de orina requiere un tratamiento de la muestra que consta de distintas
etapas. En primer lugar es necesario incubar la muestra 1 hora a 552C en presencia de la enzima
B-glucuronidasa E.coli. Esta etapa es necesaria para el analisis de testosterona asi como otros
esteroides en orina, ya que estas sustancias reaccionan para su excreciéon con el acido
glucurdnico® para mejorar su solubilidad en agua pudiendo asi ser eliminadas mas facilmente a
través de la orina. La enzima B-glucuronidasa E.coli sirve romper el enlace entre la testosterona
y el &cido glucurdnico y asi tener la testosterona libre para poder determinarla.”®*’ La segunda
etapa del procedimiento de preparacion de la muestra consiste en una extraccién liquido-liquido
con un disolvente organico (MTBE) para poder asi llevarlo a sequedad facilmente y reconstruirlo
en el disolvente que sea adecuado para la medida en HPLC-ESI-MSMS. Las medidas se llevaron
a cabo en el modo SRM para las transiciones seleccionadas para cada uno de los dos clusters de

trabajo propuestos.

Se analizaron muestras de orina de un mismo individuo pero recogidas en dos dias diferentes.
En el lote me muestras recogidas en el primer dia se obtuvieron cromatogramas en los que el
pico cromatografico de la testosterona no estaba afectado por ningun tipo de interferente como
se puede ver en el cromatograma negro de la Fig. 16. Sin embargo para el segundo lote de
muestras se observo una interferencia en forma de un pequefio hombro como se puede ver en
el cromatograma azul de la Fig. 16. Al extraer los cromatogramas de las transiciones mayoritarias
del compuesto natural (289->97 y 289->109) se observa que para el segundo lote de muestras
aparece un interferente que no permite la resolucion a linea base. Se ve claramente en los

cromatogramas pequefios de la derecha de la Fig. 16, el rojo y el negro pertenecen a las
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transiciones 289->109 y 289->97 del lote de orina del primer dia, y el rosa y el naranja son del

segundo lote de orina de las mismas transiciones, 289->109 y 289->97 respectivamente.

Debido a esta interferencia no fue posible llevar a cabo la correcta cuantificaciéon de
testosterona en esta muestra de orina, por lo que se decidi6 modificar las condiciones
cromatograficas con el fin de separar nuestro analito del interferente encontrado en esta

muestra real de orina.
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Fig. 16.- Cromatograma de dos muestras de orina distintas, negro primer lote, azul segundo lote.
Los cromatogramas pequefios de la derecha son las transiciones mayoritarias de la testosterona
natural extraidas. Negro y rojo transiciones 289->97 y 289->109 del primer lote, y naranjay
rosa transiciones 289->97 y 289->109 del segundo lote.

Para optimizar las condiciones cromatograficas, inicialmente se planted reducir la proporcién
inicial de la fase moévil B, fase orgdnica, con la intencidn de retener mas la testosterona y poder
separarla de la interferencia. El primer gradiente que se probd, Fig. 17 gradiente A, tenia una
rampa demasiado grande para separar lo picos, como se puede ver en el cromatograma rojo de
la Fig. 18. Por ello, se fue disminuyendo la pendiente de la rampa con el fin de conseguir la
separacion, Fig. 17 gradientes B y C. Mediante el gradiente B no se consigue separar el
interferente, cromatograma gris de la Fig. 18. En el caso del gradiente C, se emplea mas tiempo
en subir el porcentaje de fase movil y se sube hasta 70% de fase B ya que se ha calculado que la
testosterona sale aproximadamente a 68% fase B. De esta manera se consigue una buena
separacion, cromatograma azul de la Fig. 19. Por ultimo se emplea el gradiente D, disminuyendo
el porcentaje inicial de fase B y asi poder emplear dos minutos menos para la subida hasta 70%
sin aumentar la pendiente. Se puede decir que la disminucién del porcentaje inicial de fase B
no ha afectado a correcta separacion y ha sido necesario emplear un gradiente mas bajo para

separar la testosterona del interferente.
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Fig.17.- Gradientes utilizados para la optimizacion de la cromatografia.
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Fig. 18.- Cromatogramas obtenidos con gradiente A (rojo), gradiente B (gris).
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Fig. 19.- Cromatogramas obtenidos con los gradientes C (azul) y D (morado).
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Por lo tanto se ha conseguido separar correctamente el analito de interés en la muestra real,
pudiendo realizar integraciones adecuadas de los picos de las transiciones medidas para llevar
a cabo la cuantificacién de testosterona en los dos lotes de orina. En la Tabla 13 se recogen las
concentraciones aproximadas para conocer en qué nivel de testosterona se encuentra la orina
empleada. No es una cuantificacidon exacta ya que no se han realizado réplicas de muestras ni
medidas, pero ha servido para disefiar un experimento para fortificar la orina y conocer

recuperaciones.

Tabla 13.- Concentraciones aproximadas de muestras de orina del lote 1y 2.

Orinal Orina 2
Concentracion (ppb) 1,81 2,66
SD 0,02 0,13

Finalmente, tres réplicas del lote de orina 2 se prepararon y midieron por triplicado, obteniendo

los resultados de la Tabla 14.

Tabla 14.- Concentraciones obtenidas mediante cdlculos de IPD en muestras de orina humana
sin fortificar. La desviacion estdndar corresponde a tres inyecciones independientes.

Claster 1 Cluster 2
Muestra Concentracion sD |RSD (%) Concentracién D | RSD
(ppb) (ppb)
0.1 2,50 0,01| 0,56 2,33 0,04| 1,6
0.2 2,49 0,03| 1,3 2,30 0,03|1,1
0.3 2,49 0,04 15 2,28 0,031,3

7. Cuantificacion de testosterona en muestras de orina
fortificadas

Por ultimo se llevaron a cabo estudios de recuperacién sobre muestras reales. Para ello se
fortificaron muestras de orina del lote 2 a distintos niveles de concentracidn de testosterona
natural y se cuantificaron mediante la metodologia propuesta. En la Tablas 15 y 16 se recogen
las recuperaciones obtenidas para los distintos niveles de concentracion ensayados a través de
los dos clusters propuestos para la cuantificacion de testosterona. Como se puede observar en
el cluster 1 las recuperaciones estdn entre 94-117 % y en el segundo cllster en el caso de todas
las disoluciones es ligeramente mds baja, 84-113 %, con RSDs inferiores a 8 y 3 %

respectivamente.
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Tabla 15.- Recuperaciones obtenidas mediante cdlculos de IPD en el primer cluster en muestras
de orina humana fortificadas a distintos niveles de concentracion. La desviacion estdndar
corresponde a tres inyecciones independientes.

Cluster 1
Muestra Concentracion | Concentracién D Recuperacién D RSD (%)
anadido (ppb) | experimental (%)
1.1 0,88 0,83 0,01 94 1 1
1.2 0,87 0,94 0,07 108 8 7
1.3 0,88 1,04 0,08 117 9 8
5.1 4,47 4,26 0,05 95 1 1
5.2 4,62 4,43 0,02 96,0 0,4 0,5
5.3 4,62 4,91 0,05 106 1 1
10.1 8,62 8,23 0,01 95,5 0,1 0,1
10.2 8,75 8,45 0,04 96,6 0,4 0,4
10.3 8,83 8,58 0,06 97,2 0,7 0,7
25.1 19,14 20,00 0,02 104,5 0,1 0,1
25.2 19,08 20,05 0,09 105,1 0,5 0,4
25.3 19,23 20,06 0,03 104,3 0,2 0,1

Tabla 16.- Recuperaciones obtenidas mediante cdlculos de IPD en el segundo cluster en muestras
de orina humana fortificadas a distintos niveles de concentracion. La desviacion estdndar
corresponde a tres inyecciones independientes.

Claster 2
Muestra Concentracién | Concentracién D Recuperacion D RSD (%)
afadido (ppb) | experimental (%)
1.1 0,88 0,75 0,01 84 1 2
1.2 0,87 0,88 0,03 100 3 3
1.3 0,88 1,00 0,01 113 1 1
5.1 4,47 4,00 0,06 89 1 2
5.2 4,62 4,18 0,04 90,5 0,9 1
5.3 4,62 4,52 0,07 97 2 2
10.1 8,62 7,68 0,05 89,2 0,6 0,7
10.2 8,75 7,86 0,04 89,8 0,5 0,5
10.3 8,83 8,02 0,06 90,8 0,7 0,8
25.1 19,14 18,8 0,1 98,3 0,6 0,6
25.2 19,08 18,7 0,1 98,1 0,6 0,6
25.3 19,23 18,77 0,04 97,6 0,2 0,2

Si se observan los picos cromatograficos extraidos para las transiciones mayoritarias de los dos
cluster en la Fig. 20, podemos ver que la transicién 289->109 que corresponde al cromatograma
azul tiene una pequefia interferencia anterior al pico que no permite recuperar totalmente la
linea de base antes de comenzar a salir el pico de la testosterona, pudiendo provocar una
subestimacion de la sefial que podria explicar los niveles ligeramente inferiores, afectando en

mayor medida a los niveles de concentracion mas bajos. De esta manera las recuperaciones
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encontradas para la cuantificacion llevada a cabo a través del clUster 2 resultan mas bajas como
se puede observar en la Tabla 16.
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Fig. 20.- Cromatogramas extraidos de las transiciones 289->97 (rojo) y 289->109 (azul) medidas
en una muestra de orina fortificada a nivel de 0,9 ppb.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede decir que el cluster 1, en el que se miden
las transiciones 289->97, 290->98, 291->99 y 292->99, resulta mas adecuado para la

cuantificacion de testosterona en muestras de orina.

Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ) del método analitico no han podido ser
evaluados al no estar disponible ninguna matriz de orina libre de testosterona para la realizacidon

de este trabajo de fin de master.
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CONCLUSIONES

Mediante los experimentos llevados a cabo en este trabajo de fin de master se ha podido
comprobar que es posible llevar a cabo una cuantificacién directa de testosterona en orina

mediante IDMS.

Para el desarrollo de la metodologia analitica propuesta en este trabajo se han optimizado y
seleccionado las condiciones experimentales de trabajo mas adecuadas para el sistema
instrumental HPLC-ESI-MSMS en modo SRM, con el fin de asegurar una deteccidn sensible y

selectiva de la testosterona.

Se ha caracterizado el trazador utilizado en este trabajo tanto en concentracién como en
abundancias isotépicas. Se ha encontrado que la disolucidn patrén empleada presenta un
enriquecimiento de un 99.22% y la concentracion obtenida mediante IDMS inversa fue de unas

18 ppm.

Se han evaluado de las caracteristicas analiticas de la metodologia de cuantificacidn propuesta
mediante estudios de recuperaciéon en muestras acuosas y se ha demostrado que es un método
sensible, preciso y exacto para muestras acuosas a niveles de hasta 1 ppb, proporcionando
recuperaciones entre 102 y 120% y RSDs inferiores a 5 % para ese nivel de concentracién. Los
limites de deteccién y cuantificacidon alcanzados en esta matriz fueron de 0.05 y 0.16 ppb

respectivamente.

También se han evaluado las caracteristicas analiticas del método realizando estudios de
recuperacion en muestra real. Se han obtenido recuperaciones préoximas al 100% para todos los
niveles de concentracion ensayados y a través de los dos clister de trabajo propuestos. El uso
de dos clusters durante todo el disefio del método ha permitido comparary seleccionar el cldster
mas adecuado para la medida de muestras reales de orina. Segun los resultados obtenidos se
ha seleccionado como éptimo el cldster nimero 1, con recuperaciones de entre 94y 117% vy
RSDs inferiores a 8% al verse menos afectado por la posible presencia de sustancias

interferentes.

Finalmente se ha aplicado la metodologia propuesta a la determinacién de testosterona en una
muestra de orina de una mujer, encontrandose niveles de testosterona de unas 3 ppb,

ligeramente por debajo del valor esperado para este tipo de muestra.
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Ademas se puede afiadir que el método propuesto es un método sencillo y rdpido, ya que una
vez caracterizado el trazador Unicamente es necesario afadir una cantidad conocida
directamente en la muestra y medir el ratio isotopico mediante el Espectrémetro de Masas
después del tratamiento de muestra. Mediante esta metodologia se evita la construccién de
curvas de calibrado y los potenciales errores derivados de pérdidas de muestra o la presencia

de efectos de matriz.
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