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Deteccion de agentes anabolizantes a
nivel de picogramo mediante el uso del
espectrometro de masas de triple
cuadrupolo

Ana Belén Soldevilla Navarro y Jesus A. Muinoz-Guerra Revilla

a espectrometria de masas acoplada a la cro-
Lmatografia de gases o liquida es por su selec-

tividad y certeza en la identificacion, el método
de deteccion que la Agencia Mundial Antidopaje
(AMA) exige que se utilice en los Laboratorios de
Control de Dopaje. En la Lista de Sustancias Prohibi-
das se citan, agrupados por su accién farmacolégica,
mas de 400 principios activos que deben ser detecta-
dos como tales o en forma de metabolitos. Del total
de compuestos mas del 90% tienen un peso molecu-
lar (tamafio) menor de 500 Daltons, lo cual permite
que sean analizados por medio de cromatografia.
Para el analisis de sustancias como las proteinas,
mucho mas pesadas 30.000 Daltons (Eritropoietina,
Hormona de Crecimiento), se recurre a otras metodo-
logias basadas en el inmunoanalisis. Factores como
la complejidad de la matriz objeto de analisis, los
bajos niveles de concentracion que se requiere detec-

tar y el incremento progresivo de la Lista de Sustan-
cias Prohibidas, inciden en que las metodologias de
deteccion queden obsoletas y que, por lo tanto, se
deban actualizar a medida que surge nueva instru-
mentacién. Solo de este modo los laboratorios pue-
den cumplir con el alto nivel de excelencia que se
necesita en el Control del Dopaje.

Recientemente se ha introducido en el mercado una
nueva plataforma de analisis, el cromatégrafo de
gases acoplado a un espectréometro de masas de tipo
triple cuadrupolo. Desde hace unos meses en el La-
boratorio de Control de Dopaje de la AEA se analiza
con un método que basado en el empleo del citado
sistema de analisis ha permitido ampliar la ventana
de deteccidn para el consumo de agentes anabolizan-
tes. Por ejemplo, para el clenbuterol se pueden llegar
a detectar niveles cercanos a 0.05 ngr/ml.




LA ESPECTROMETRIA

DE MASAS

esde el descubrimiento de los iones positivos en

1886 por E. Goldstein, los avances de J.J. Thomp-

son, y la construccion del primer espectréometro de
masas con enfoque de velocidad por F.W. Aston en 1919, la
espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas
que ha experimentado un mayor grado de desarrollo.
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La espectrometria de masas se basa en la produccion de
iones estables a partir el bombardeo con electrones carga-
dos electrénicamente de la molécula de soluto que eluye de
la columna cromatografica, el tipo de iones formados, orde-
nados por tamafo (masa/carga) y su abundancia, da lugar
al espectro de masas que por su especifidad se conoce
como la “huella digital de la sustancia” objeto de control. El
grado de especifidad que se puede alcanzar por espectro-
metria de masas permite
Triple Cuadrupolo (QCHE)
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masal/carga (m/z) mediante la aplicacion de campos eléctri-
cos 0 magnéticos. La sefial producida por la llegada de los
iones es recibida y ampliada por el multiplicador, que poste-
riormente es procesada por un software especifico desarro-
llado para el tratamiento de la informacion generada por el
espectrometro. La representacion grafica de la relacién
masal/carga frente al nimero de iones o abundancia, da
lugar al espectro de masas.

La separacion de los iones en funcion de su tamario se efec-
tua en el analizador, atendiendo al modo en que estos iones
son aislados, se definen diferentes tipos de analizadores,
entre ellos, los mas habituales son; cuadrupolo, sector mag-
nético, tiempo de vuelo y triple cuadrupolo.

En un analizador tipo cuadrupolo el numero de iones que de
cada peso molecular se han formado se mide mediante el
filtrado selectivo, los iones al pasar por una campo eléctrico
de polaridad alternante va dejando pasar cada especie con-
secutivamente. Este tipo de equipos por su robustez y gran
relacion coste/prestaciones es y sera por mucho tiempo la
herramienta base de los Laboratorios de Control de Dopaje
para el andlisis de agentes anabolizantes, habitualmente
este tipo de equipos permite alcanzar una sensibilidad de
10 ng/mL y los iones son discriminados por masa nominal,
es decir por su tamafio medido sin decimales. En la Figura
1 se muestra un esquema de este tipo de equipo.

El analizador de sector magnético basa la separacion en la
variacion de direccion que experimenta un haz de particulas
cargadas cuando pasa por un campo magnético. Tras el
paso por el campo magnético los haces de iones descom-
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Figura 2 anterior este tipo

de sistemas requieren un operador experimentado que
pueda aprovechar todo el potencial que la técnica ofrece.
Pasa a pagina 41



esgraciadamente el Clenbuterol se ha convertido

en protagonista de muchas noticias relacionadas

con el dopaje, este compuesto esta dentro de la
Lista de sustancias prohibidas clasificado como agente ana-
bolizante, y junto con los esteroides anabolizantes AMA es-
tablece que con independencia de la concentracion
detectada, siempre que se cumplan ciertos criterios de iden-
tificacion, el compuesto y/o sus metabolitos deben ser infor-
mados como “resultado analitico adverso”. La dependencia
de la sensibilidad del método de ensayo frente a las presta-
ciones del equipo de analisis y la capacitacion del analista,
factores que suelen ser consecuencia directa de la inversion
econdmica en el laboratorio, han provocado que al no existir
un nivel minimo de concentracién para informar se hayan
generado ciertas diferencias en capacidad de deteccion
entre los 35 Laboratorios Acreditados por AMA, esta diferen-
cia de sensibilidad puede llegar a ser de hasta 40 veces.

Con la implementacién en el Laboratorio de Control de Do-
paje de la AEA del sistema de analisis por GC-MS/MS (triple
cuadrupolo) se ha incrementado en gran medida la capaci-
dad de deteccion para los agentes anabolizantes. En la ac-

ANALISIS DE AGEN-

TES ANABOLIZANTES
POR GC/MS (TRIPLE
CUADRUPOLO), SEN-
SIBILIDAD

tualidad es uno de los pocos laboratorios capaz de detectar
ciertos analitos por debajo de 50 pg/mL, En la figura 2, se
muestra el analisis de dos muestras, una negativa y otra
contaminada con clenbuterol a nivel de 0.02 ng/ml (20
pg/mL).En la figura 3, el analisis corresponde a una mues-
tra donde se han adicionado esteroides en una concentra-
cion de 2ng/ml. Ambos analisis se han efectuado por los
tres sistemas de analisis disponibles en el LCD. Como se
puede comprobar con el sistema triple cuadrupolo la de-
teccion a los niveles indicados esta garantizada experimen-
tando una notable mejoria frente a los otros dos
analizadores, lo cual implica un incremento substancial de
la ventana de deteccion.
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LA ESPECTROMETRIA
DE MASAS

0 Viene de la pagina 2

Son sistemas costosos, relativamente robustos y que se
caracterizan por su elevadisima selectividad, los iones se
diferencian por masa exacta, es decir los haces de iones
son clasificados hasta cuatro nUmeros decimales, la con-
secuencia es un in-

en este caso se integran en el analizador tres cuadrupo-
los conectados en serie. En el cuadrupolo 1 (Q1) se se-
lecciona un ion precursor, que pasa al Q2 (o celda de
colision) donde se vuelve a descomponer en iones pro-
ducto, que son selectivamente filtrados en el cuadrupolo
(Q3), de tal modo que lo que se obtiene es un espectro
de masas de iones producto. Este tipo de sistemas se
caracteriza por su robustez y su elevada selectividad, por
ello les convierte en la herramienta de futuro para el ana-
lisis de agentes anabolizantes en el Control de Dopaje.
Con este equipo en el Laboratorio de Control de Dopaje
de la AEA se han alcanzado niveles de deteccion de es-
teroides hasta 20 veces menores al minimo requerido por
AMA. En la figura 4 se muestra un esquema de este
equipo. El Laborato-
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mas poder de detec-
cion, en el Laborato-
rio el limite de
deteccion con este tipo de sistema esta en torno a 1
ng/mL. Un analizador de triple cuadrupolo es basica-
mente una evolucién del sistema de cuadrupolo sencillo,
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visto la adquisicion
de un nuevo triple
cuadrupolo. Con esta
adquisicion se garantizara un incremento notable de la
ventana de deteccidn para esteroides, que podria llegar
a ser de mas de un mes desde la Ultima administracion.

Figura 4

Llamadas ...

Articulo reciente sobre la
deteccion de anabolizantes
por un equipo tipo triple
cuadruplo
“A Fast, comprehensive screening
method for doping agents in urine
by gas chromatography —triple cua-
drupole mass spectrometry”. Peter
Van Eenoo, Wim Van Gansbeke ,
Nik De Brabanter , Koen Deventer ,
Frans T.Delbeke. Journal of Chro-
matography A .( Article in Press )

Polémica reciente con el
clenbuterol
http://www.rtve.es/depor-
tes/20101109/caso-contador-pro-
ceso-se-alarga-mas-previsto/36909
8.shtml

Guia util para conocer mas
de cerca la problematica del
dopaje
http://deportelimpio.fundacionmi-
guelindurain.com

Mas sobre la teoria de anali-
sis por espectrometria de
masas

www.anachem.umu.se/cgi-
bin/jumpstation.exe?MassSpectro-

metry,
http://www.spectroscopynow.com.
http://www.e-seem.org

EN EL PROXIMO NUMERO ...

Caracterizacion del perfil esteroideo, importancia de la
cuantificacion exacta
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