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Resumen

Los esteroides androgénicos estin prohibidos para
su uso en animales productores de alimentos segun
la Resolucion N.° 447/2004 del Senasa y la Directiva
96/23/CE del Consejo Europeo.

El método de andlisis por cromatografia gaseosa
acoplado a un espectrébmetro de masas simple
Quadropolo (GC-MS) fue validado para confirmar y
cuantificar 17b-19 Nortestosterona (b-NTT), 17a-19
Nortestosterona (a-NTT), 17B-Boldenona (B-BLD) y
Metiltestosterona (MTST) en muestras de orina de los
animales, utilizando 17B-Testosterona-d3 (TST-D3)
y 17B-Boldenona-d3 (BLD-D3) como estdndares
internos. El método de validacién se llevd a cabo
de acuerdo con la decision de la Comisiéon Europea
2002/657/CE vy los requisitos y reglamentos de Senasa.

Palabras clave: GC-MS, 17b-19 Nortestosterona, 17a-
19Nortestosterona, 17B3-Boldenona, Metiltestosterona,
17B-Testosterona-d3, 17B-Boldenona-d3.

Senasa, Argentina)

...............................................................................

Abstract

Androgenic Steroids are prohibited for use in food
producing animals according to Resolution N°
447/2004 by Senasa (Argentina) and Council Directive
96/23/EC.

A GC-MS (Single Quad) method was validated to
measure 17B-19 Nortestosterone (B-NTT), 17a-19
Nortestosterone (a-NTT), 17B-Boldenone (B-BLD)
and Metiltestosterone (MTST) in animal urine
samples using 17B-Testosterone-d3 (TST-D3) and
17B-Boldenone-d3 (BLD-D3) as internal standards.
The validation method was performed according to
the Commission Decision 2002/657/EC requirements
and regulations of Senasa.

Keywords: GC-MS, 17b-19 Nortestosterone, 17a-19
Nortestosterone, 17B-Boldenone, Metiltestosterone,
17B-Testosterone-d3, 17B-Boldenone-d3.

..............................................................................................................................................................

Introduccion

Los anabdlicos androgénicos son esteroides derivados de la testosterona, hormona sexual masculina que se
encuentra en forma natural en el organismo. Estos esteroides tienen efectos en diferentes zonas y tejidos del
organismo. El término “anabdlico” se debe al desarrollo del crecimiento muscular que esas sustancias promueven,
mientras que el término “androgénico” se debe a las caracteristicas sexuales masculinas que aportan. En la
Figura 1, podemos ver las estructuras quimicas de los androgénicos mencionados en este trabajo.
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Figura 1: Estructuras quimicas de los androgénicos analizados

El esteroide 17B-19 Nortestosterona (también
conocido como Nandrolona) se ha utilizado durante
un largo periodo de tiempo en humanos y, en un plazo
menor, en medicina veterinaria. El hallazgo de esta
sustancia se consideraba una prueba de administracion
exOgena hasta 1984, cuando se comprob6 la ocurrencia
enddgena en sementales y, unos afios después, en
jabalies. También en la actualidad se demostr6 la
produccién natural de la B-NTT en cerdos y de la
o-NTT en vacas prefiadas y terneros recién nacidos.

Estas sustancias no presentan Limite Mdaximo de
Residuos (LMR), para lo cual en la validacion se
siguieron las recomendaciones de Limites Minimos de
Performance Exigidos en el documento CRL Guidance
Paper (diciembre de 2007) para los laboratorios de la
Comunidad Europea.

Los pardametros evaluados en la validacion de este
método se realizaron segin lo establecido en la
Resolucion N.° 138/2002 del Senasa y sus disposiciones
modificatorias (N.° 125/2006 y N.° 06/2004), que
estan alineadas con la Decision de la Comision Europea
2002/657/CE.

Materiales y métodos
Muestras
La validacién se realizd en orina bovina, libre de los

androgénicos estudiados en el presente trabajo, sin
s6lidos en suspension y conservada a -15 °C.

Materiales de laboratorio

e Indicador de pH en tiras reactivas para los rangos de
0-14y5,2-7,2

e Jeringas verificadas de 50, 100 y 250 pl

*  Matraces aforados calibrados de 10,25 y 50 ml
*  Micropipeta rango de 10 a 100 pl y 20 a 200 pl
e Pipetas aforadas de 2, 5, 10 y 25 ml verificadas
e Probetas graduadas de 100, 500 y 1000 ml

e Pipetas Pasteur

e Tubos graduados de vidrio para centrifuga de 15 ml
con fondo cénico

e Tubos Falcon de polipropileno de 50 ml con tapa a
rosca

e Vaso de precipitados de 50, 100 y 250 ml

Soluciones de trabajo

e Buffer Acetato de Sodio 2M, pH= 5,2
Metanol: Agua (40:60)
Metanol: Agua (50:50)

¢ Hidréxido de Sodio 1M
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*  Enzima -Glucuronidasa (Tipo H-1 Helix pomatia)
1400U/ml en Buffer Acetato de Sodio 2M, pH= 5,2

*  Derivatizante, Anhidrido Heptafluorobutirico
(HFAA): Acetona (1:4)

Todos los reactivos utilizados son de calidad para
analisis.

Instrumental utilizado

Se utiliz6 un espectrémetro de masas modelo 5975C
acoplado a un cromatégrafo gaseoso, modelo 7890A,
ambos de la marca Agilent Technologies con inyector
automatico.

Condiciones cromatograficas:
Temperatura inyector: 220 °C.
Temperatura interfase: 290 °C.

Programa de temperatura: temperatura inicial de
100 °C por un tiempo de un minuto. Primera rampa
de 10 °C/minuto, temperatura intermedia de 205 °C
durante cinco minutos; una segunda rampa de 8 °C/
minuto, temperatura intermedia de 260 °C por cinco
minutos; y una ultima rampa de 30 °C/minuto hasta
los 280 °C por cinco minutos.

Volumen inyeccién: 3 pl.

Flujo Helio: 0,7 ml/minuto (en la columna con presion
de 7.4 psi).

Temp. MS Source/ MS Quad: 230 °C/ 150 °C.
EMV Delta: 506 V.

Energia de ionizacion: 70eV.

Estandares analiticos

Se utiliz6 MTST de marca Dr. Ehrenstorfer, la a/B-
NTT, B-BLD vy los dos estindares internos marca
National Measurement Institute de Australia (B-NTT
y B-BLD son glucurdnidos); las concentraciones de las
soluciones de fortificacion: a-NTT y MTST de 400 ng/
ml, B-NTT y B-BLD de 200 ng/ml como droga libre;
la solucién de trabajo de los estdndares internos (SI):
TST-D3 de 800 ng/ml y para BLD-D3 de 200 ng/ml.

Procedimiento de extraccion o clean up del método

Se colocan 10 ml de orina en un tubo Falcon, se ajusta
el pH a un valor de 5,2 con acido acético glacial, se
agrega 1 ml de la solucién de enzima (1400 U) y se agita
con vortex por treinta segundos. Se incuba a 37 °C
durante toda la noche para que se produzca la hidrélisis
enzimatica. Se deja que la muestra tome temperatura
ambiente mientras se acondicionan columnas de HLB
(200 mg y 6 ml de capacidad) con 5 ml de metanol
y luego con 5 ml de agua bidestilada. Se siembra la
muestra cuantitativamente. Se lava con 10 ml de agua
bidestilada y luego con 10 ml de metanol (agua 40:60),
dejando secar la columna durante tres minutos con
vacio. Como tltimo lavado se agregan 10 ml de hexano
y se seca durante tres minutos con vacio.

La elucion se realiza con 6 ml de metanol en tubos de
vidrio de 15 ml de capacidad, se llevan a evaporar a
sequedad en un bafio seco a (55 = 5 °C) bajo corriente
de aire. Se reconstituye con 0,2 ml de Metanol, se
vortea durante un minuto y se agregan 3 ml de Buffer
Acetato 2 M pH= 5,2 y se vortea durante treinta
segundos para una posterior purificacién en columnas
de C18 (500 mg y 3 ml de capacidad). Se acondicionan
las columnas de C18 con 10 ml de metanol y luego
con 10 ml de agua bidestilada y se siembra la muestra
cuantitativamente. Se lava con 10 ml de agua bidestilada
y luego con 10 ml de metanol (agua 50:50), dejando
secar la columna durante tres minutos con vacio. Por
ultimo, se agregan 10 ml de hexano y se descartan,
secando durante tres minutos la columna; finalmente,
se eluye con 4 ml de éter etilico, recogiendo el eluato en
tubos de vidrio de 15 ml. Se realiza posteriormente una
limpieza del eluato con una extraccién liquido-liquido
con 1 ml de solucién Hidréxido de Sodio 1 M, se
vortea durante un minuto y se descarta la fase acuosa,
repetir esta purificacion. Se colocan los tubos en bafio
seco hasta sequedad a (40 + 3 °C) bajo corriente de
aire, se reconstituye con 500 pl de metanol y se vortea
durante un minuto para pasar a vial y llevar a sequedad
nuevamente.

Se reconstituye con 50 pl de solucién derivatizante,
se vortea durante un minuto y se coloca en bafo
termostdtico durante sesenta minutos a una temperatura
de (60 = 2 °C), luego se evapora nuevamente a
sequedad a una temperatura de (55 = 5 °C) bajo
corriente de aire para luego reconstituirse con 30 pl de
isooctano e inyectarse en el cromatografo gaseoso para
su posterior analisis.

Resultados

Para la seleccion de los iones para cuantificacion y
cualificacion se realizd previamente un método de
SCAN, se inyect6 cada analito por separado y a una
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concentracion de 1 pg/ml. En la Figura 2, se puede ver
el SCAN de la B-BLD, mientras que en la Tabla 1 se
presentan los iones seleccionados:

Tabla 1: Tones seleccionados para cada androgénico

Analito | I6n Cuantificador | Iones Cualificadores
o/B-NTT 66 453,318, 306
-BLLD 464 678,369,343
MTST 465 480, 369, 355
BLD D3 681
TST D3 683
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Figura 2: SCAN de la -BLD
Linealidad

La curva de calibracion se realiza sobre matriz, que
se somete al mismo proceso extractivo antes de ser
inyectada.

El rango analitico se seleccioné de forma tal que
el primer punto de la curva de calibracién y nivel
de los fortificados cumpla con el Limite Minimo de
Performance Exigido (Concentracion Nominal de
Referencia [CNR]), y que en ese punto se cumplan
también los criterios de cualificacion (Relacién de Areas
entre los iones cualificadores con el cuantificador) de
un analito por GC-MS.

Se procesaron un blanco de matriz con el agregado solo
de la solucion de SI y cinco niveles de concentracion;
cada nivel se inyectd por triplicado. Los volimenes
de fortificacion son: 25, 50, 100, 150 y 200 pl de
la solucién de androgénicos y 50 pl de la solucion
de estdndar interno (segiin Materiales y Métodos/
Estandares analiticos). Las curvas se presentan en la
Figura 3 y en la Figura 4.
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Figura 3: Curva de linealidad de -BLD y MTST
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Figura 4: Curva de linealidad de -NTTy -NTT

Repetibilidad y reproducibilidad

Se realizaron dos tandas por dos analistas distintos en
semanas diferentes; cada una de ellas, fue procesada
con su curva de calibracién respectiva y cinco
niveles de concentracion diferentes. En la Tabla 2, se
presentan los pardmetros obtenidos para cada uno de
los anabdlicos estudiados.

En la Figura 5, se observa el monitoreo de iones
seleccionados (SIM) para cada analito.
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Tabla 2: Pardmetros obtenidos de la validacién para cada androgénico

LD o
Rango Analitico | Recuperacion%
Analito . CCa(ng/ | CCB(ng/ml)
(ng/ml) Promedio \
m
a-NTT 0,96 — 7,67 96,2, 0,32 0,55
| B-NTT 056 -4.5 95.8 0,12 0.2
B-BLL 0,58 —4,63 1004 0,11 0,13
MTST 099 — 7.8 99.5 0,19 0.3
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Figura 5: a) SIM de MTST. b) SIM de /-NTT. ¢) SIM para -BLD.

En la Tabla 3, se observan los valores de reproducibilidad para cada nivel de concentracion, la reproducibilidad
global del método y la incertidumbre expandida utilizando un k=2 para obtener un nivel de confianza de 95 %.
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Tabla 3: Repetibilidad y reproducibilidad de cada androgénico para cada nivel de fortificacién y por cada analista

Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3 | Nivel 4 | Nivel 5
V% Globalll i g
vy | v | v | v | v CV% Global|Incertidumbre /al
- Analista 1 | 10,24 9,73 12,33 1,45 6,13
=z Analista 2 2,05 3,25 5,29 1,86 7,92 9,62 19,24
[
Total 14,40 6,68 9,10 5,29 6,40
- Analista 1 7,59 8,39 9,41 0,78 3,20
Z | Analista2 | 1,01 2,87 3,83 3,05 4,00 9,01 18,03
oy
Total 15,66 5,71 6,69 4,58 3,25
a | Analista 1 2,27 2,31 2,80 2,98 3,77
D | Analista2 | 095 1,35 3,94 2,59 1,14 5,47 10,94
oy
Total 2,26 4,09 3,44 2,76 2,56
- Analista1 | 576 5,33 9,73 3,17 5,65
£ | Analista2 | 6,53 14,25 2,54 8,60 5,87 7,73 15,45
Total 9,21 9,73 6,50 6,18 5,98

Verificacion del Minimo Nivel de Confirmaciéon

Se realizaron veinte muestras fortificadas a una concentracion equivalente al nivel mas bajo del rango analitico
con su curva de calibracion a fin de comprobar la deteccion en ese valor de concentracion, como también
para demostrar que en ese punto se procede a identificar la sustancia mediante la cualificacion de los iones
seleccionados para tal fin.

Se observo la deteccion con su correspondiente cualificacion y cuantificacion de la totalidad de las muestras
analizadas, como puede observarse en la Tabla 4.

Selectividad

Se procesaron veinte muestras de orina de origen bovino de diferentes origenes, fortificadas con el estindar
interno y su respectiva curva de calibracién, con el fin de analizar posibles interferencias en la metodologia
elegida.

En el analisis de resultados posterior, no se observaron interferencias en ninguno de los iones elegidos para cada
analito en el tiempo de retencidn correspondiente.

Robustez

El estudio de robustez se realiz6 en ocho muestras con su curva de calibraciéon respectiva, variando cinco
pardmetros del procedimiento extractivo de acuerdo al Test de Youden y Steiner. Los parametros elegidos para
el estudio pueden verse en la Tabla 5 y la distribucion de las muestras para su analisis segun la Tabla 6.
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Tabla 4: Verificacion del Minimo Nivel de Confirmacion para cada androgénico

a-NTT b-NTT b-BLD MTST
Muestra| Conc. Hallada Conc. Hallada Conc. Hallada Conc. Hallada

N° . %Rec. . %Rec. e %Rec. il %Rec.
1 0,795 83,0 0,617 109,5 0,569 98,4 0,819 83,1
2 0,846 88,2 0,593 105,1 0,547 94,6 0,888 90,1
3 0,848 88,5 0,594 105,3 0,569 98,5 0,908 92,1
4 0,828 86,4 0,606 107,5 0,552 95,4 0,906 91,9
5 0,769 80,3 0,587 104,1 0,582 100,7 0,846 85,9
6 0,682 71,2 0,635 112,7 0,588 101,7 0,956 97,0
7 0,849 88,6 0,616 109,3 0,558 96,4 0,859 87,2
8 0,784 81,9 0,578 102,5 0,517 89,4 0,937 95,1
9 0,628 65,6 0,528 93,7 0,541 93,5 0,899 91,2
10 0,878 91,6 0,606 107.,4 0,643 111,2 1,069 108,4
11 0,907 94,6 0,619 109,9 0,551 95,3 1,026 104,1
12 0,820 85,6 0,541 96,0 0,568 98,3 0,934 94,8
13 0,841 87,7 0,615 109,1 0,586 101,3 0,901 91,4
14 0,777 81,1 0,598 106,1 0,568 98,2 0,894 90,7
15 0,803 83,8 0,605 107,4 0,538 93,0 0,919 93,3
16 0,771 80,5 0,563 99,9 0,553 95,6 0,837 85,0
17 0,651 68,0 0,511 90,6 0,527 91,2 0,839 85,1
18 0,830 86,6 0,613 108,7 0,543 93,8 0,842 85,4
19 0,774 80,8 0,571 101,2 0,532 92,1 0,960 97,5
20 0,851 88,8 0,617 109,4 0,577 99,7 0,942 95,6

Tabla 5: Parametros para el estudio de la robustez

10 ml Orina Bovino

10 ml Orina Equino

Lavar con 10 ml MeOH:Agua (40:60)

Lavar con 10 ml MeOH:Agua (60:40)

Eluir columna HLB con 6 ml MeOH

Eluir columna HLB con 4 ml MeOH

Reconstituir con 3 ml de Buffer pH 5,2
Reconstituir con 2 ml de Buffer pH 5,2

Lavar columna C18 con 12 ml MeOH:Agua (50:50)
Lavar columna C18 con 8 ml MeOH:Agua (50:50)

o ma Olo O|lc W(v >

Tabla 6: Distribucion de las muestras de acuerdo a los pardmetros elegidos para la ensayo de robustez

MUESTRAS
Valor de la 1 2 3 4 5 6 7 8
variable
Aa A A A A a a a a
B,b B B b b B B b b
Cc [} c C c C c (] c
D,d D D d d d d D D
E.e E e E e e E e E
Resultados S t u \' w X y z
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El andlisis de los resultados indicd que para a-NTT no
se registraron puntos criticos; para B-NTT son puntos
criticos la reconstitucién con Buffer pH= 5,2 y el lavado
de la columna de C18 con metanol: agua (50:50); para
B-BLD el tnico punto estable (no critico) es el lavado
de la columna de HLB con metanol: agua (60:40) y
para MTST los puntos criticos resultaron el tipo de
orina y el lavado de la columna de C18 con metanol:
agua (50:50).

Conclusion

Todos los pardmetros ensayados y evaluados con
sus resultados respectivos en la validacién cumplen
con lo establecido en la Resolucion N.° 138/2002 y
sus disposiciones modificatorias (N.° 125/2006 y
N.? 06/2004), y estan de acuerdo con los lineamientos
de la Decision de la Comisioén Europea 2002/657/CE.

Respecto de los analitos que en el ensayo de robustez
resultaron un punto critico para la variable tipo de
orina, origen bovino o equino, debe realizarse la curva
de calibracion sobre orina de origen equino a fin de
determinar si la metodologia propuesta es aplicable.
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