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RESUMEN

La testosterona (T) es un androgeno que regula el sistema reproductor masculino y ésta actiia
directa o indirectamente en casi todos los sistemas durante la vida fetal, la pubertad y la
adultez. Se han descrito varios métodos analiticos para medir a la T, pero algunos de éstos
presentan problemas de especificidad y sensibilidad, hasta ahora no se ha descrito un método
para determinar a la T y sus metabolitos hidroxilados en la orina humana. El objetivo de este
estudio fue desarrollar un método analitico para cuantificar a la T y sus metabolitos
hidroxilados en la orina humana utilizando cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion
acoplada a un detector de masas (UPLC-MS). Se establecieron las condiciones
cromatograficas para la resolucion y deteccion de la T y los metabolitos 15p-
hidroxitestosterona (-OHT), 6B-OHT, 16a-OHT, 163-OHT, 11B-OHT, 20-OHT, 23-OHT,
androstenediona (AD) y la 6-deshidrotestosterona (6-DHT), la cual se usé como estandar
interno. Como fase estacionaria se empled una columna Kinetex XB-C18 y el sistema de
solventes consistio en un gradiente de acetonitrilo, metanol y agua con acido formico al 0.1%
a un flujo de 0.2 ml/min a 40 °C. Se us6 un detector de masas con una fuente de ionizacion
por electrospray (ESI) y se observo una excelente linealidad en el rango de 25 a 1250 ng/ml
para todos los analitos en las graficas de calibracion. Los limites de deteccion (LOD)
calculados estuvieron en un rango de 1.360 a 13.054 ng/ml y los limites de cuantificacion
(LOQ) estuvieron entre 4.234 a 39.679 ng/ml. Las recuperaciones estuvieron entre 81.2 a
194.9% en las tres concentraciones evaluadas (100 ng/ml, 500 ng/ml y 1000 ng/ml) y los
coeficientes de variacion de las recuperaciones fueron inferiores al 16.8% para todos los
analitos. El analisis de las muestras de orina de hombres jévenes y mayores de 55 afios mostro
la presencia de la T, AD y siete metabolitos hidroxilados. La 63-OHT y 16a-OHT fueron los
principales metabolitos en ambos grupos. En el grupo de hombres mayores de 55 afios se
observo una disminucion significativa en la concentracion urinaria de AD. En conclusion, el
método desarrollado es sensible, especifico, preciso, tiene buena resolucion y es reproducible
para el analisis de la T y sus metabolitos hidroxilados en la orina humana. Este método puede
ser util para el desarrollo de estudios sobre patologias relacionadas con andrégenos,
alteraciones en el metabolismo hepatico dependiente de CYP, asi como en de area de salud
reproductiva y disrupcioén endocrina.
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ABSTRACT

Testosterone (T) is an androgen that regulates the male reproductive system and directly or
indirectly acts on almost all systems during fetal, pubertal and adult lives. Several analytical
methods have been described to quantify T but some of them present problems on specificity
and sensitivity. To date, there is not a described method to determine the hydroxylated
metabolites of T in urine. The objective of this study was to develop an analytical method to
determine T, AD, and hydroxylated metabolites of T in human urine using ultra high-
performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS). Chromatographical
conditions for the resolution and detection of T, 15B-hydroxytestosterone (-OHT), 63-OHT,
160-OHT, 16B-OHT, 11B-OHT, 2a-OHT, 2B-OHT, androstenedione (AD), and 6-DHT
(internal standard) were established. A Kinetex XB-C18 column was used. The system of
solvents consisted of a gradient of acetonitrile, methanol, and 0.1% formic acid with a flow
rate of 0.2 ml/min at 40 °C. Analytes were detected using a mass detector with an electrospray
ionization source (ESI). An excellent linearity in the range of 25 to 1250 ng/ml for all analytes
in the calibration graphics was observed. Limits of detection (LOD) ranged from 1.360 to
13.054 ng/ml and the range of limits of quantitation (LOQ) was of 4.234 to 39.679 ng/ml.
Recovery values were between 81.2 and 194.9% % in the three concentrations evaluated (100
ng/ml, 500 ng/ml and 1000 ng/ml), while the coefficients of variation values were under
16.8%. The analysis of urine samples of young and elder men showed the presence of T, AD,
and seven hydroxylated metabolites of T. The 6B-OHT and 160-OHT were the main
metabolites in both groups. There was a significant decrease in AD levels in older adults. In
conclusion, the method developed is sensitive, specific, precise, has good resolution, and it
is reproducible for the analysis of T and its metabolites in human urine. It can be useful for
performing studies regarding androgen dependent disease, physio-pathological studies on
liver metabolism, reproductive health, hormonal concerns, and endocrine disruption.
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1. INTRODUCCION
Se reconocen cinco clases de hormonas esteroideas en los mamiferos: progestagenos,
glucocorticoides, mineralocorticoides, estrogenos y andréogenos (Monostory and Dvorak,
2011). La testosterona (T), es el principal andrégeno en los humanos y se encuentra
involucrada en diversas funciones, como son: el mantenimiento de la funcién sexual, el
desarrollo de células germinales y 6rganos sexuales accesorios, el metabolismo de los lipidos,
proteinas y carbohidratos, la estimulacion de la eritropoyesis, la promocion del crecimiento
del musculo esquelético, la coagulacion, el comportamiento cognitivo y psico-sexual

(Bhasin, 2008; Ponzetto et al., 2016).

1.1 Testosterona

1.1.1 Biosintesis y transporte

La sintesis de novo de la T ocurre principalmente en las células de Leydig de los testiculos,
y ademds de la T, las goénadas masculinas producen pequenas cantidades de
dihidrotestosterona (DHT; androgeno mucho mas potente que la T), deshidroepiandroterona
(DHEA), androstenediona (AD) y estradiol (E2) (Braunstein, 2007). Es importante referir
que la DHT y el E; en gran medida son producidas de la conversion periférica de la T (Holt

and Peery, 2010).

La T es sintetizada a partir del colesterol mediante una serie de reacciones catalizadas por las
familias del citocromo P450 (CYP) 11, 17, 19, 21 y otras enzimas (Auchus and Miller, 2015).
En condiciones normales, la produccion de T en las células de Leydig es estimulada por la
unién de la hormona luteinizante (LH) a sus receptores de superficie en estas células, esto

genera que el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) produzca la proteina cinasa A que es

1



requerida para el transporte del colesterol desde el citoplasma a la membrana mitocondrial
externa, y posteriormente, la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) transporta el
colesterol a través de la membrana mitocondrial, donde la enzima de escision de la cadena
lateral (CYPscc) o CYP11A1 convierte el colesterol en pregnenolona de la cual derivan todas
las hormonas sexuales (Stocco, 2007; Smith et al., 2013; Auchus and Miller, 2015) (Figura
1). Después, la pregnenolona es transferida al reticulo endoplasmico liso donde la T es
sintetizada por una serie de enzimas esteroidogénicas como son los CYP11Al, CYP17Al,
3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo 2 (HSD3B2) y la 17B-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa tipo 3 (HSD17p33). La sintesis de T entonces sigue la via A4, via la 17a-OH
progesterona (17a-OHP) y la AD, o la via A5 a través de la 17a-OHP, la DHEA vy el 5-
androstenediol (Figura 1), la via A5 tiene una mayor contribucion en el ser humano
(Monostory and Dvorak, 2011). Adicionalmente, a partir de la T o la AD se forman los
estrogenos reaccion en la cual participa la enzima denominada aromatasa o CYP19Al1, en
especifico, la AD es el sustrato para generar la estrona (E1) y la T para el Eo. La E; y el Ez
son interconvertibles a través de una reaccion reversible que involucra a la 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD17B3) (Gower, 2003; Monostory and Dvorak, 2011;
Smith et al., 2013). Por otra parte, es importante referir que en los hombres eugonadales, el
80% de la produccion de E; se deriva de la conversion periférica de la T, y solo el 10-20%

es secretado directamente por los testiculos (Kicman, 2010).

Adicionalmente, han sido descritas tres vias para la activacion periférica de los andrégenos:
la via clasica es la denominada via A5, en esta via, la actividad de la 17,20-liasa del CYP17Al

lleva a la conversion de la 170-OH pregnenolona a la DHEA y ésta después es metabolizada



a 5-androstenediol por las HSD17f33 y aldo-ceto reductasa familia 1 miembro 3 (AKR1C3)
y a T por medio de la 3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipos 1 y tipo 2 (HSD3f1,2). La
T se convertird en DHT en los tejidos periféricos debido a la actividad de la Sa-reductasa
(SRD5A1) (Wilson, 2001; Luu-The, 2013). En la denominada via alternativa, la AD evita a
la T como intermediario para la sintesis de DHT. La AD es reducida por la SRD5A1
produciendo androstanediona (Russell and Wilson, 1994; Schiffer et al., 2018), lo cual es
seguido por la conversion de esta hormona a DHT a cargo de la AKR1C3 (Figura 1) (Luu-
The and Labrie, 2010; Chang et al., 2011; Schiffer et al., 2019). La tercera via es la llamada
“puerta trasera”, la cual no requiere sintesis de T, AD o DHEA. En esta via, los precursores
de 21 carbonos (C21), principalmente la 17a-OHP y la progesterona son sustratos para la
SRD5AL1 y la 30-HSD. Esto lleva a la generacion de la 5a-170HP, la cual luego es catalizada
por la 17,20-liasa para producir androsterona que sera sustrato de la 17BHSD y dar4d como
producto el 3a-androstanediol, la cual se convertird en DHT a través de la oxidacion por parte

de la 30-HSD (Kamrath et al., 2012; Luu-The, 2013).

Después de producida la T por los testiculos, ésta es secretada a la sangre donde se une en
gran medida a las proteinas plasmaticas y s6lo alrededor del 2 al 3% permanece como
hormona libre (Dalton and Gao, 2010). Aproximadamente 50-68% de la T se encuentra unida
a la albiimina con afinidad baja y un porcentaje menor, aproximadamente 30-45% se une a
la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) con afinidad alta. La T libre difunde a
los tejidos y entra a las células blanco para ejercer su efecto (Braunstein, 2007; Holt and

Peery, 2010).
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de los androgenos en el humano. 1) CYP11A1 (CYP
side-chain cleavage); 2) HSD3p 1,2 (3B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo 1 y tipo 2); 3)
CYP17A1 hidroxilasa; 4) CYP17A1 liasa; 5) HSD17B3 y AKR1C3, (17B-hidroxi-esteroide
deshidrogenasa tipo 3 y alfacetoreductasa familia 1 miembro 3); 6) HSD1782 (17p-hidroxi-
esteroide deshidrogenasa tipo 2) y AKR1C3; 7) CYP19AI (aromatasa); 8) SRD5A 1,2 (5a-
reductasa tipo 1 0 2); 9) AKRI1C2 (aldo-ceto reductasa familia 1 miembro 2); 10) HSD1733
(17B-hidroxi-esteroide deshidrogenasa tipo 3); 11) AKRIC3 (aldo-ceto reductasa familia 1
miembro 3); 12) HSD17p6, HSD17810 y HSD17p13 (17-hidroxi-esteroide deshidrogenasa
tipo 6, 10y 13); 13) UGT2B15 y UGT2B17 (UDP glucuronosiltransferasa familia 2 miembro
B15 y P17); 14) AKRICI1 (aldo-ceto reductasa familia 1 miembro 1); 15) CYP7BI1; 16)
CYP3A4; 17) CYP2B6, 2C9, 2C19, 3A4; 18) STS (sulfo-trasferasa). Dihidrotestosterona
(DHT), dehidroepiandrosterona (DHEA), dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S), y -
hidroxitestosterona (-OHT).

1.1.2 Metabolismo de la Testosterona
La biotransformacion de la T se lleva a cabo en el higado por varios mecanismos, como son

la hidroxilacion y oxidacion, las cuales son llevadas a cabo por el CYP de forma estero- y
4



regio-especifica mediante la union de grupos hidroxilo al anillo esteroideo (Figura 1)
(Waxman et al., 1991), ésto también proporciona sitios adicionales para reacciones de
conjugacion (Falany and Falany, 1996). Posterior a las reacciones de hidroxilacion, la T se
conjuga con acido glucurodnico o sulfurico para ser excretada por la bilis y la orina. Otra via
de catabolismo son las reacciones de oxido-reduccion en las que la T y la DHEA conducen
a la formacion de androsterona, etiocolanolona y androstenediol (Gower, 2010b). La
introduccion de grupos hidroxilo en uno o més de los anillos de la T, asi como la conjugacion
aumenta la solubilidad en agua y reduce o elimina la afinidad por el receptor de androgenos

(RA) (Monostory and Dvorak, 2011).

Dentro de las enzimas involucradas en el metabolismo oxidativo de la T se encuentran varias
isoformas del CYP, las cuales tienen un grado variable de actividad catalitica en las
reacciones de hidroxilacion como se ha descrito en estudios in vitro (Figura 1) (Waxman et
al., 1991; Niwa et al., 1998). El principal metabolito hidroxilado de la T que se ha descrito
en seres humanos es la 6p-hidroxitestosterona (68-OHT), y a menudo se usa como marcador
del CYP3 A4 hepatico para estudios in vitro e in vivo (Waxman, 1988; Usmani et al., 2003b).
El CYP3A4 es la isoforma predominante involucrada en la formacion de la 63-OHT, sin
embargo, otras isoformas, como los CYP3AS, 3A7, 1A1/2, 2D6, 2C19 y 2B6 también
participan. E1 CYP3 A4 también cataliza la formacion de la 15B-OHT, 163-OHT y 28-OHT
(Choi et al., 2005), asi como la formacion de la 160-OHT, 2a-OHT y 113-OHT. Ademas, la
formacion de la 168-OHT es catalizada por las isoformas CYP2B6, 2C9, 2C19 y 3A4
(Monostory and Dvorak, 2011). Los metabolitos 2B-OHT y 15B-OHT representan el

siguiente grupo mas representativo de metabolitos después de la 63-OHT, mientras que se ha



descrito que la 20-OHT y 11B-OHT son metabolitos producidos en menor proporcion por el
CYP3A4. La oxidacion de la T a la AD es catalizada por los CYP2C19 y 2D6 (Tachibana

and Tanaka, 2001).

Es importante tener en cuenta que el contenido de proteina de los CYPs en el higado y otros
tejidos puede ser modificada a través de la exposicion a xenobidticos u otros factores internos
y externos que afectan la expresion del CYP puede provocar cambios en las tasas de
hidroxilacion de la T, lo cual provoca alteraciones en los procesos fisiologicos dependientes
de esta hormona (Sanderson, 2006). Cada vez hay mas pruebas de que varios xenobidticos
con una estructura quimica diversa (medicamentos, contaminantes ambientales, pesticidas,
etc.) tienen el potencial de aumentar el aclaramiento general de la T como consecuencia de
la induccion hepética del CYP, lo que resulta en trastornos reproductivos en varias especies,
riesgo de desarrollar cancer dependiente de hormonas y otros efectos adversos sobre el
crecimiento, el desarrollo y la reproduccion (Wilson and LeBlanc, 2000; Gunderson et al.,
2001; Sierra-Santoyo et al., 2005). Sin embargo, el estudio de este mecanismo de disrupcion

endocrina en el ser humano ha sido poco estudiado.

1.1.3 Eliminacion
La T que no se fija a los tejidos se metaboliza con rapidez y en el higado sufre reacciones de
fase I y fase II como se indico anteriormente, y después, estos productos del metabolismo

son excretados por la orina y/o la bilis (Holt and Peery, 2010; Hall, 2011).

1.1.4 Regulacion de la secrecion de la T
La regulacion de la secrecion de la T se da a través de la retroalimentacion negativa del eje

hipotalamo-hipofisis-testiculo; basicamente, el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
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gonadotropina (GnRH), la cual llega a la hipofisis anterior y estimula la liberacion de la
hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) al torrente sanguineo.
La LH se une a receptores especificos en las células de Leydig en el testiculo y esto producira
la sintesis y secrecion de androgenos y la elevacion de la T inhibira la secrecion de LH de la
hipéfisis anterior y producira inhibicion en el hipotadlamo. Por otra parte, la hipofisis secreta
FSH a la circulacion sistémica y ésta se unird a receptores especificos en las células de Sertoli
en el testiculo y estimulara la iniciacion de la espermatogénesis, adicionalmente, las células
de Sertoli producen inhibina, la cual inhibira la secrecion de la FSH (Braunstein, 2007; Hikin
et al.,, 2007; Kicman, 2010; Almeida et al., 2017). De igual forma se ha descrito que la
aromatizacion periférica de la T a E; producird la retroalimentacion negativa por parte de

esta hormona (Kicman, 2010) (Figura 2).

1.1.5 Receptor de los andréogenos y mecanismo de accion

El receptor de androgenos (RA) o receptor intracelular de la subfamilia 3, grupo C, miembro
4 (NR3C4), es un receptor que es activado principalmente por la T y la DHT. El gen de este
receptor se encuentra localizado en el cromosoma X en el locus Xq11-Xq12, tiene mas de 90
kb de longitud y codifica para una proteina de 919 aminoécidos que contienen los principales
dominios funcionales, los cuales son el dominio N-terminal (NTD) que cumple una funcion
moduladora, el dominio de unién al ADN (DBD) y el dominio carboxi-terminal de unién al
ligando (LBD) y los dominios de trasactivacion (AF-1, 2 y 5) (Figura 3). Una pequefia region
bisagra separa al DBD y LBD que contiene sefiales de localizacion nuclear. E1 DBD esté
compuesto de dos dedos de zinc, el primero de ellos determina la especificidad de union al

ADN, mientras que el segundo facilita la dimerizacion del receptor y la estabilizacion del



complejo ADN-receptor (Green et al., 2012; Tan et al., 2014). Las regiones DBD y LBD son
altamente conservadas entre especies, mientras que la NTD es la menos conservada (Lubahn

et al., 1988).

Hipotdlamo ’:::::::-"'

Testiculo

Inhibina-B Células de Células de
Sertoll

'\‘ ‘,-.

Células germinales

Espermatozoides

Figura 2. Regulacion de la secrecion de la testosterona en el eje hipotalamo-hipofisis-
testiculo. Las lineas solidas representan efectos estimulatorios y las lineas punteadas
acciones de retroalimentacion negativa. Hormona liberadora de gonadotropina (GnRH),
hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y estradiol (E2). Modificado
de Hikin et al. (2007).
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Figura 3. El gen del receptor de andrégenos. Ubicado en el brazo largo del cromosoma X
(locus: Xql1-q12). Este gen codifica para una proteina de 919 aminoacidos que consta de
varios dominios funcionales. Dominio N-terminal (NTD), dominio de unién al ADN (DBD)
y dominio de unidn a ligando (LBD). Modificado de Tan et al. (2014).

Al igual que otros receptores esteroideos, el RA sin ligando se localiza principalmente en el
citoplasma y se encuentra asociado con un complejo de proteinas de choque térmico (HSP)
a través de interacciones con el LBD, y al unirse el ligando o un agonista, el RA pasa por una
serie de cambios conformacionales: las proteinas de choque térmico se disocian del receptor
y el RA dimeriza, se fosforila y se transloca al niicleo. Ya en el ntcleo, el RA se une a los
elementos de respuesta a androgenos (ARE) que se encuentran en el ADN, los cuales se
caracterizan por una secuencia consenso de 6 nucleotidos: 5'-TGTTCT-3" espaciada por tres
nucledtidos aleatorios y éste se encuentra localizado corriente abajo o corriente arriba del
sitio de inicio de la transcripcion de un gen blanco del RA. El reclutamiento de otros
cofactores de transcripcion (incluidos los co-activadores y co-represores) y la maquinaria
transcripcional asegura la transactivacion de la expresion génica regulada por el RA (Figura

4) (Shang et al., 2002; Dalton and Gao, 2010; Green et al., 2012) y ésto regula la expresion



de genes que participan en la proliferacion celular, la diferenciacion, el metabolismo y la

apoptosis (Durdiakova et al., 2011).

Accion del receptor de androgenos y andrégenos en la prdstata

Testosterona (T)

A’ SHBG
Extracelular 2

< 1’ DHT ——

—> 0

Sa- r
reductasa '

PSA
_lARe ARE | TATA| TMPRSS2

Crecimiento
Supervivencia

Promotor

Nucleo

Figura 4. Mecanismo de acciéon de los andrégenos por medio de la via clasica. Globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG), dihidrotestosterona (DHT), receptor andrégenos
(RA), proteinas de choque térmico (HSP), elemento de respuesta a andrégenos (ARE), genes
diana como el antigeno prostatico especifico (PSA) y el gen que codifica a la proteasa de
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), miembros de la maquinaria de transcripcion basal
como la proteina de union a la caja TATA (TBP) y el factor de transcripcion IIF (TFIIF).
Modificado de Tan et al. (2014).

Se han descrito dos mecanismos de accion de los androgenos denominados la via gendmica
o clasica y la via no genémica o no clasica. La via cldsica se caracteriza porque requiere de
30-35 min para inducir la activacion o represion transcripcional después del estimulo con la

T y se requiere un tiempo adicional para la sintesis y secrecion de proteinas (Shang et al.,
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2002). La via no genémica produce cambios en la funcion celular de segundos a minutos, a
través de la interaccion con vias de sefializacion asociadas a la membrana plasmatica o al
citoplasma (Norman et al., 2004) y a un aumento rapido de los niveles de calcio intracelular
(Holt and Peery, 2010). Entre las vias de sefalizacion que se han descrito se encuentra la
activacion de Src tirosina cinasa (Deng et al., 2017), factor de crecimiento epidérmico y
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF-EGFR) (Chen et al., 2016), cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK) (Shupe et al., 2011; Deng et al., 2017) y la
activacion de vias de sefnalizacion asociadas a receptores acoplados a proteinas G (GPCRs),
canales ionicos y receptores acoplados a enzimas (Heinlein and Chang, 2002; Simoncini and
Genazzani, 2003); asi mismo, las acciones no genomicas del RA también se han observado
en varios tejidos y tipos de células como son las células de Sertoli, ovocitos, células del
musculo esquelético, osteoblastos, células de cancer de prostata y los del sistema
cardiovascular, nervioso e inmunologico (Simoncini and Genazzani, 2003; Dalton and Gao,

2010).

La T puede producir sus efectos a través de tres modos de accion, los cuales dependeran del
metabolismo especifico de la T segun el tejido: en primera instancia puede actuar
directamente a través del RA en los tejidos diana; en segunda instancia se puede convertir a
DHT (5-10%) por la SRD5A1 (estos efectos se observan en la prostata, el foliculo piloso y
en la virilizacion de los genitales externos) y la tercera es la aromatizacion a estrégenos por
accion de la enzima aromatasa (0.2%) para actuar a través del receptor a estrogenos (RE),
estos efectos han sido descritos en el hueso, procesos metabdlicos y sistema nervioso (Dalton

and Gao, 2010).
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1.2 Funcion de los androgenos
La T cumple muchas funciones en la vida intra y extrauterina como son: la diferenciacion
sexual, aparicion de la pubertad, interviene en la salud 6sea, funciones del musculo, ereccion,

libido, cognicidn, estado animico y eritropoyesis (Bain, 2007).

1.2.1 Sistema Reproductor

1.2.1.1 Diferenciacion sexual

Independientemente de su composicion cromosomica, el embridon en etapas tempranas tiene
el potencial de desarrollar ya sea el fenotipo masculino o femenino. La diferenciacion de las
estructuras tubulares primitivas en genitales masculinos o femeninos depende de la expresion
transitoria de un gen que esta ubicado en el cromosoma Y, el gen SRY, el cual sdlo se expresa
en las gonadas indiferenciadas de aquellas células que estan destinadas a convertirse en
células de Sertoli. Uno de los principales efectos rio abajo del producto del gen SRY es la
expresion de un factor de transcripcion denominado SOX9, que juega un papel crucial en la
regulacion de la expresion de otros genes en la via de diferenciacion. Posteriormente, las
células de Sertoli liberaran sefiales extracelulares que hacen que las células cercanas
proliferen, entre ellas las células de Leydig, y empiecen a producir T (Holt and Peery, 2010;
Arnold, 2017). A continuacion, los testiculos producen el factor inhibidor Miilleriano para
inducir la degeneracion del sistema Miilleriano, es decir, el aparato ductal femenino interno
y la produccion de T para estimular el crecimiento y el desarrollo del sistema Wolffiano
conformado por el epididimo, el conducto deferente y las vesiculas seminales,
adicionalmente la conversion de la T a DHT causa el desarrollo de los genitales externos

(Bain, 2007). La T regula tres aspectos principales del desarrollo fenotipico masculino como
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son la conversion de los conductos de Wolff al epididimo, conducto deferente y vesiculas
seminales, la formacion de la uretra masculina y la prostata a partir del seno urogenital, y la

formacion del falo y escroto del tubérculo genital y uretral (Swain, 2006).

1.2.1.2 Pubertad

Durante la pubertad, los androgenos estimulan el aumento del tamafio del pene y los
testiculos, aparicion de vello en la region pubica y axilar, crecimiento de la barba, aumento
del tamafio de la laringe y cambio en el tono de la voz, aumento en la densidad 6sea y masa
muscular, aumento en la masa de los eritrocitos, estimulacion de la espermatogénesis y
cambios de comportamiento relacionados con la estimulacion del libido y agresividad (Hiort,
2002; Rogol, 2002; Braunstein, 2007); ademas de la aceleracion del crecimiento, aumento en

la funcion eréctil y la aparicion de acné (Bain, 2007).

1.2.1.3 Adultez

En esta etapa de la vida, la T es la responsable del mantenimiento de la libido,
espermatogénesis, masa muscular, fuerza, densidad 6sea y estimulacion de la eritropoyesis,
factores que explicaremos con mayor detenimiento mds adelante. En especifico, la T
contribuye a la funcion eréctil ya que favorece a la formacion de 6xido nitrico, el cual cuando
se libera de los nervios del pene estimula a la guanilato ciclasa que cataliza la transformacion
de guanosina-5-trifosfato a GMP ciclico, el cual, a su vez, producird vasodilatacion con la

consiguiente ereccion (Morelli et al., 2005).

1.2.2 Sistema Nervioso
La T es una hormona con multiples funciones en el desarrollo morfologico y fisioldgico del

sistema nervioso y los rasgos cognitivos. Esta modula la estructura cerebral y la
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diferenciacion de las neuronas durante la vida intrauterina con profundos efectos en las
funciones del cerebro durante la vida posnatal (Durdiakova et al., 2011). El cerebro
masculino debe ser expuesto a androgenos durante los periodos criticos para adquirir las
caracteristicas funcionales y estructurales de su género; se ha descrito claramente el
dimorfismo sexual en algunos ntcleos en el cerebro humano (Negri-Cesi et al., 2004; Hines,
2010). Esta hormona ayuda a mantener una sensacion de bienestar, influye en las habilidades
cognitivas, especificamente habilidades verbales, aumenta la orientacion espacial, la rotacion
mental, modula el estado de animo y el comportamiento (Durdiakova et al., 2011). Ademas,
ha sido reportado que los hombres que cursan con altos niveles de T exhiben un
comportamiento dominante (Carre and Archer, 2018). Los androgenos también pueden
modular casi todos los aspectos del comportamiento sexual, es decir, no solo las funciones
auténomas sino también las funciones emocionales, motivacionales y cognitivas

(Durdiakova et al., 2011).

Por otra parte, se ha demostrado que niveles altos de T libre fueron asociados con mejores
puntajes en la memoria visual y verbal, el funcionamiento visoespacial y el escaneo
visomotor y los hombres clasificados como hipogonadales tuvieron puntajes
significativamente mas bajos en las evaluaciones de desempefio de memoria y rendimiento
visoespacial y una tasa mas répida de disminucion en la memoria visual (Matsumoto, 2001,
2005; Romeo et al., 2004; Durdiakova et al., 2011). La T influye en las funciones del sistema
nervioso, pero es importante tener en cuenta que todos los rasgos de comportamiento y
habilidades cognitivas especificas de un individuo son el resultado de una cooperacion de

hormonas, factores genéticos y ambientales.
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Ademas, se ha descrito que los esteroides sexuales influyen en la mielinizacion a través de
su impacto directo en las células gliales, aumentan el nimero de sinapsis y la ramificacion
dendritica, participan en el crecimiento celular, migracion, apoptosis y metabolismo de
neurotransmisores modulando la actividad neuronal (Matsumoto, 2001, 2005; Romeo et al.,

2004; Durdiakova et al., 2011).

1.2.3 Sistema o0seo

Los estrogenos y los androgenos promueven la adquisicion de masa 6sea durante la pubertad
y son responsables del dimorfismo sexual del esqueleto, ademas, ayudan a mantener la masa
6sea y la fuerza durante la edad adulta al disminuir la tasa de remodelacion y mantener un
equilibrio entre la resorcion y la formacion del hueso (Almeida et al., 2017). La T tiene dos
efectos principales en los huesos: a través de la conversion a E», esta hormona inhibe la
actividad osteoclastica y, por lo tanto, la resorcion 6sea, y la DHT estimula la actividad
osteoblastica y mejora la formacion o6sea (Bain, 2007; Mohamad et al, 2016). Los
androgenos preservan el hueso trabecular al disminuir la osteoclastogénesis y ambas
hormonas contrarrestan la apoptosis de los osteoblastos y estimulan la apoptosis osteoclastica
(Mohamad et al., 2016). En particular, los efectos de los estrogenos y los andrégenos sobre
la masa 6sea son mediados por el receptor de estrogenos (RE) ay B y el RA expresado en
los osteoblastos y los progenitores de los osteoclastos. Los efectos de los estrogenos y
androgenos en el hueso pueden resultar desde la union directa a elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) y ARE por la denominada via clasica, asi como también se han descrito
efectos no gendmicos de las hormonas esteroideas en el hueso (Mohamad et al., 2016;

Almeida et al., 2017). Adicionalmente, el envejecimiento en los hombres estd asociado con
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una disminucion gradual del Ez biodisponible, lo cual esta relacionado con una disminucion
de la masa dsea que contribuye al desarrollo de osteoporosis en este grupo de edad (Francis,

1999; Tuck and Francis, 2009).

1.2.4 Sistema muscular

La suplementacion con T aumenta la masa corporal magra y disminuye la grasa subcutanea
e intermuscular en todo el cuerpo y produce aumento en la fuerza muscular (Storer et al.,
2003, 2008; Bhasin et al., 2005). La T aumenta la masa muscular por multiples mecanismos
como la promocidn del anabolismo de las proteinas musculares y la diferenciacion de células
madre pluripotenciales hacia el linaje miogénico, la inhibicion de la diferenciacion
adipogénica, y adicionalmente, las neuronas motoras también contienen RA y responden a
esta hormona con un aumento de tamafo (Singh et al., 2003, 2006; Bhasin et al., 2003; Herbst
and Bhasin, 2004). Los efectos de la T sobre la diferenciacion miogénica son mediados a
través de la via clasica (mediados por el RA) (Herbst and Bhasin, 2004). En un estudio que
evaluo los efectos de la administracion de T durante 3 afios en hombres mayores sobre la
fuerza muscular, la potencia, la fatigabilidad y la funcion fisica se encontré que el grupo al
que se le administro la T presentd mejoras modestas pero significativas en la potencia al subir

escaleras, la masa muscular y la fuerza (Storer et al., 2017)

1.2.5 Eritropoyesis

La relacion entre la T y la eritrocitosis ha sido ampliamente descrita; la eritrocitosis ha sido
definida como hemoglobina mayor de 18.5 g/dl y un hematocrito mayor a 52% en hombres.
En particular, se ha descrito la eritrocitosis como uno de los efectos adversos comunes a la

terapia con T (Calof et al., 2005; Jones et al., 2015; Ohlander et al., 2018). Algunos autores
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han propuesto un mecanismo de eritrocitosis inducida por la T centrada en la supresion de
hepcidina (péptido importante en la regulacion del hierro), lo que resulta en un aumento en
la absorcion del hierro, del transporte sistémico de hierro y eritropoyesis. También se ha
descrito que la T se asocia con la estimulacion de la eritropoyetina y la reduccion de la
hepcidina y la ferritina (Bachman et al., 2010, 2014). Otros mecanismos de accidon descritos
es que los androgenos estimulan la unidad formadora de colonias eritroide (CFU-E), aumento
en la incorporacion de hierro en los eritrocitos, aumento en la glicolisis, incremento en la
sintesis de la hemoglobina, potenciacion de la accion del factor de crecimiento insulinico tipo
I, lo que lleva a efectos anti-apoptdticos en los eritrocitos y aumenta la vida de éstos (Shahani

et al., 2009).

1.2.6. Comportamiento de la testosterona con la edad

Los niveles de T no permanecen estables a través de la vida, durante la etapa fetal, la
gonadotropina coridnica placentaria estimula a los testiculos para que produzcan cantidades
moderadas de T durante todo el periodo de desarrollo fetal y durante 10 semanas después del
nacimiento. Posteriormente durante la nifiez y hasta la edad de 10 a 13 afios, la produccion
de T es casi nula y en la pubertad aumenta con rapidez bajo el estimulo de las gonadotropinas
hipofisiarias y esta secrecion contintia durante la mayor parte del resto de la vida (Hall, 2011).
La T y la DHEA disminuyen con la edad, mientras que la LH, la FSH y SHBG aumentan
(Feldman et al., 2002; Kaufman and Vermeulen, 2005; Basaria, 2013). Lo interesante es que
aparentemente la DHT permanece constante a pesar del declive de su precursor (Swerdloff

et al., 2017), varios estudios han descrito la disminucion de los niveles de T con la edad en
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diferentes grupos étnicos como los caucésicos (Feldman et al., 2002; Travison et al., 2007),

chinos (Li et al., 2005) y japoneses (Yasuda et al., 2007).

Es importante hacer énfasis en que los niveles de T se mantienen a través de un equilibrio
dindmico entre su biosintesis, interacciones con otras hormonas, transporte, metabolismo,
tasas de excrecion y eliminacion. Cualquier factor o circunstancia que altere alguno de estos
procesos puede llevar a condiciones patologicas dadas las multiples funciones de esta

hormona.

1.3 Técnicas analiticas para la determinacion y cuantificacion de los androgenos

Se han descrito diferentes métodos analiticos para la determinacion de los androgenos. El
radioinmunoensayo (RIA) y el inmunoensayo enzimatico (EIA) son los métodos mas
utilizados para el andlisis de la T y otras hormonas esteroideas. Estos métodos tienen una
sensibilidad alta, pero también tienen algunas desventajas como son el uso de isdtopos
radiactivos, especificidad y precision bajas, interferencias de matriz, variabilidad
significativa entre ensayos y solo se determina un analito a la vez (Gust et al., 2010; Koal et
al., 2012), ademas, en la actualidad no hay anticuerpos disponibles para que los metabolitos
hidroxilados de T sean cuantificados por estas técnicas. La cromatografia de gases acoplada
a la espectrometria de masas (CG-MS) es la técnica estandar de oro para la determinacion de
esteroides porque muestra alta resolucion, selectividad y sensibilidad; sin embargo, los
analitos deben hidrolizarse y derivatizarse debido a que no son compuestos volatiles y éstos
se encuentran conjugados, lo que en algunos casos puede resultar en un proceso poco practico
y lento (Kalogera et al., 2013; Caron et al., 2015). La cromatografia de liquidos acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS) con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) es una
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herramienta poderosa para el andlisis de esteroides con fines clinicos sin requerir ningiin
procedimiento de derivatizacion de la muestra, esta técnica posee una alta especificidad y
sensibilidad y se usa ampliamente para la identificacion simultanea de T y otros esteroides
en muestras de orina (Gonzalo-Lumbreras et al., 2003; Kalogera et al., 2013; Zang et al,,

2014; Caron et al., 2015; Marcos and Pozo, 2016; Erefio Artabe et al., 2019).

En especifico, la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) incluye el uso de
columnas selladas, las cuales contienen particulas finas (< 5 um) que ofrecen la capacidad de
separacion con alta resolucion, para lograr esto es necesario el uso de presiones elevadas (70-
400 bar o 1,000-6,000 libras/pulg?) para forzar el paso del solvente a través de las particulas
dentro de la columna (Snyder et al., 2012b). Desde el 2004, se dispone de columnas con
particulas de 1.5 a 2 pm de didmetro que soportan presiones mas elevadas (1,000 bar, 15,000
libras/pulgada?), y los instrumentos desarrollados para usar estas columnas proporcionan una
resolucion sustancialmente mayor, una sensibilidad mejor, un tiempo menor de ejecucion y
una reduccion en el volumen del disolvente usado; a este ultimo tipo de técnica se le

denomina cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC) (Harris, 2010).

Asociado al sistema cromatografico se emplean detectores de diversos tipos como son
detectores de absorbancia (UV-Vis), fluorescencia, electroquimicos, de conductividad, de
indice de refraccion y espectrometria de masas (Skoog et al., 2000a). Dentro de éstos los mas
empleados son el de absorbancia y en los ltimos afos ha tomado mucha fuerza el uso de la
espectrometria de masas. Basicamente, cuando se mide la absorbancia se asume que ésta es
proporcional a la concentracion de la sustancia que absorbe la luz incidente, esto es expresado

por la ley de Lambert-Beer que expresa que la absorbancia es igual al producto del coeficiente
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de extincién molar por la longitud de la celda donde se encuentra la sustancia a ser medida y
por la concentracion de la sustancia que absorbe la luz. El coeficiente de extincion molar
define que tan fuertemente una sustancia absorbe la luz a una longitud de onda dada por
unidad de masa o por concentracion molar (Rubinson and Rubinson, 2001). La mayoria del
desarrollo de los métodos se lleva a cabo con deteccion ultravioleta (UV) utilizando una
longitud de onda variable o un detector de arreglo de diodos (DAD) (Snyder et al., 2012a).
Este ultimo consiste en un espectrofotometro de barrido que realiza el escaneo de forma
simultanea a distintas longitudes de onda (Skoog et al., 2000a). Con los detectores de
absorbancia la identificacion se lleva a cabo basados en el tiempo de retencion (z.;) y su
espectro UV-Vis, pero esto no es suficiente para la identificacion inequivoca del analito dada
la posibilidad de que mas de un analito tenga el mismo ¢,y el mismo espectro UV-Vis, por
lo que si se desea la identificacion inequivoca se requiere mas informacion de otra técnica
auxiliar y esta es la razon por la cual en los Gltimos afios ha tomado fuerza el uso de detectores
de masas acoplados al sistema cromatografico. Dentro de las ventajas que estos detectores
proporcionan, estd la identificacion definitiva de los compuestos de interés, permite
determinar el peso molecular del analito que junto con la informacioén estructural que se
puede generar, a menudo permite una identificacién inequivoca, y la alta selectividad del
espectrometro de masas proporciona capacidad de identificacion en cromatografia no
resuelta o parcialmente resuelta. Ademads, esta selectividad permite el uso de analitos
etiquetados isotopicamente como estdndares internos y esto, junto con una alta sensibilidad,
permite determinaciones cuantitativas precisas y la aplicacion de esta técnica a mezclas
complejas donde se puede encontrar una gran cantidad de analitos (Ardrey, 2003). Para

realizar la deteccion por espectrometria de masas es necesario emplear una interfaz cuyo
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proposito principal es la vaporizacion de la fase movil y la ionizaciéon de los analitos,
actualmente las fuentes de ionizacion mas usadas son las fuentes de ionizacion quimica a
presion atmosférica (APCI), fotoionizacion a presion atmosférica (APPI) y electroespray
(ESI), la aplicabilidad de cada una de estas formas de ionizaciéon depende del peso molecular,

la presencia de ciertos grupos funcionales y su polaridad (Rubinson and Rubinson, 2001).

Por otra parte, se han reportado algunos métodos usando HPLC para evaluar los metabolitos
hidroxilados de T en ensayos enzimaticos in vitro usando microsomas de rata y humano
(Whalley et al., 2001; Wang and Zhang, 2007). Con estos métodos se han podido determinar
las actividades enziméticas de ciertas isoformas de CYP en rata y humano, lo que ha
permitido determinar las diferencias en la expresion de los CYPs en estas especies lo que
conlleva a un patrén metabdlico diferente de la T (Monostory and Dvorak, 2011). Sin
embargo, hasta el momento no se ha descrito una metodologia de HPLC o UPLC para
determinar a la T y sus metabolitos hidroxilados en la orina humana, por lo tanto, no se ha
dilucidado el perfil metabdlico de la T y sus metabolitos por completo en esta matriz lo cual
puede ser de gran utilidad en estudios sobre fisiologia endocrina, disrupcion endocrina y

alteraciones en los sistemas reproductivo y endocrino.

1.4 JUSTIFICACION

La T es una hormona importante que lleva a cabo multiples funciones en muchos sistemas;
como parte de su proceso metabdlico, ésta sufre algunos cambios en su estructura quimica
que de forma general la lleva a la inactivacion, aunque se han reportado que algunos de estos
metabolitos poseen la capacidad de activar el RA y podrian estar involucrados en algunas

patologias dependientes de hormonas. Ademas, el proceso metabdlico de la T es complejo,
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dado por intricadas vias y la participacion de multiples intermediarios y enzimas.
Actualmente no se conoce el perfil metabdlico de excrecidon completo de la T en lo que
respecta a los metabolitos hidroxilados de la T en la orina humana y tampoco se ha descrito
un método analitico por UPLC-MS para la determinacion de estos metabolitos en esta
muestra biologica. Por lo tanto, no se conoce la participacion de estos productos catabdlicos
en el balance total de la T a lo largo de la vida. El desarrollo de un método analitico de UPLC-
MS que nos permita determinar el perfil de estos metabolitos hidroxilados de la T resultara
de mucha ayuda parar entender mejor el catabolismo de la T, definir cudles son los patrones
normales de éstos en hombres en diferentes condiciones fisiologicas y explorar como se
pueden alterar estos patrones debido a algunas enfermedades, cambios en el estilo de vida o
por exposicion a xenobidticos, por lo tanto, la determinacion de estos metabolitos en una
matriz de facil acceso podria ser Util para determinar la asociacion con el desarrollo de
algunas patologias dependientes de hormonas, como el cancer de prostata, disrupcion

endocrina, estudios del sistema endocrino y reproductor.

1.5 HIPOTESIS
La cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a un detector de masas (UPLC-
MS) sera capaz de identificar a la testosterona, la androstenediona y sus metabolitos

hidroxilados en muestras de orina de hombres jévenes y mayores de 55 afios.
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1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo general

*  Desarrollar y optimizar un método analitico de cromatografia de liquidos acoplado a
un detector de masas para determinar a la testosterona, la androstenediona y sus metabolitos

hidroxilados en muestras de orina de hombres jovenes y de la tercera edad.

1.6.2 Objetivos especificos

* Establecer las condiciones cromatograficas para la determinacion de la testosterona,
la androstenediona y sus metabolitos hidroxilados en orina humana con adecuada resolucion,
definicion y linealidad.

* Optimizar y validar este método analitico de cromatografia de liquidos para la
determinacion de testosterona, androstenediona y sus metabolitos hidroxilados en orina
humana.

*  Optimizar las condiciones de hidrolisis enzimatica de la testosterona, androstenediona
y los metabolitos conjugados de la testosterona en orina humana.

*  Aplicar el método a muestras biologicas para comprobar su utilidad.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia experimental

/ ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES \
CROMATOGRAFICAS
*  Waters Acquity UPLC-H Class system detectors: arreglo de diodos
(PDA) y espectrometro de masas (MS) con una fuente de electrospray

(ESD).
*  Columna: Kinetex XB-C18 (100 x 2.1 mm, 1.7 pm tamafio de
particula
*  Gradiente de Agua con 0.1% de acido formico, acetonitrilo y metanol.
! Flujo: 0.2 ml/min. Temp. de la columna 40°C. /

/ ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE IONIZACION \
*  El detector PDA escaned de 190 a 500 nm
*  Parametros del espectrometro de masas:
*  V\oltaje del cono 35.0 V
*  Voltaje del capilar 3.0 kV
*  Temp. dela fuente 350°C
*  Temp. de desolvatacién 450°C.
*  Nitrogeno como gas de colision
*  Rango de m/z 100-1000
K *  Analisis en modo positivo y negativo de forma simultinea. /

[ VALIDACION DEL METODO ANALITICO ]
[

Efecto matriz
Deteccién y

Curvas de Limite de deteccién Exactitud Precision (CV)
calibracién y (LOD) y limite de Muestras (Interdia,

Linealidad cuantificacion (LOQ) enriquecidas a tres intradia y
Coeficiente de LOD =3.29 * DS concentraciones cartas control)
correlacion LOQ =10 * DS (baja, media y alta)

correccion

/ APLICACION DEL METODO ANALITICO \
* Orina libre de esteroides (OLE).
* Obtencién de las Muestras de orina humana.
* Procesamiento de las muestras, establecimiento de
* Las condiciones de pretratamiento de las muestras
» Eltipoy las condiciones de extraccion
* Las condiciones de hidrolisis
* La cantidad de enzima para la hidrdlisis
*  Determinacion de los analitos en orina humana de voluntarios de
dos grupos de edad.
*  Medicion de creatinina en orina

\ ANALISIS ESTADISTICO /

Figura 5. Estrategia experimental
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2.2 Reactivos y estandares

La T, AD, 6B-OHT, 16B-OHT, 15B-OHT, 2B-OHT, 11B-OHT, 20-OHT, 16a-OHT, 2-
hidroxiestradiol (2-OHE:), 4-hidroxiestradiol (4-OHEz), 4-hidroxiestrona (4-OHE,), 4-
metoxiestrona (4-MeOE;), DHEA, androstenediol y 6-dehidrotestosterona (6-DHT) (usado
como estandar interno, EI) fueron obtenidos de Steraloids Inc. (Newport, RI, EUA). Los
reactivos Ei, E», estriol (E3), 16-Epiestriol (16-epiE3), 16a-hidroxiestrona (160-OHE;), 2-
hidroxiestrona (2-OHE1) y B-glucuronidasa/sulfatasa tipo HP-2 del jugo de Helix pomatia se
compraron de Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, EUA). El acetonitrilo, el agua, el metanol
grado masas, el sulfato s6dico anhidro y los cartuchos de extraccion en fase s6lida (SPE) C18
(BAKERBOND spe™ 40 um, 60 A) fueron obtenidos de J.T. Baker (Center Valley, PA,
EUA). El carbonato de sodio y el bicarbonato de sodio fueron adquiridos de Merck

(Darmstadt, Alemania). Todos los reactivos usados fueron de la mas alta pureza disponible.

2.3 Obtencion de las muestras de orina

Para la obtencion de las muestras de orina se realiz6 una invitacion abierta a hombres entre
20 y 25 afios y de 55 a 75 afios, por medio de anuncios colocados en la entrada y en los
pasillos de los departamentos del CINVESTAV. A los sujetos que aceptaron participar se les
explicé en qué consistia la investigacion, el objetivo del estudio, los posibles riesgos, el
impacto de éste y cudl seria el uso de las muestras recolectadas. Después se les solicitd que
firmaran el consentimiento informado, se les aplicé un cuestionario mediante el cual se
obtuvo informacidn sobre caracteristicas sociodemograficas basicas como ocupacion, edad,
numero de hijos, antecedentes patologicos, personales y familiares y se les solicitod la

donacion de la muestra de orina, la primera orina de la mafiana del dia siguiente. Se
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recolectaron muestras de orina de 10 hombres adultos voluntarios: 5 en el rango de 25 a 30
afios y 5 en el rango de 50 a 75 afios. A cada participante se le solicitdé una muestra de orina
de aproximadamente 100 ml, las cuales se almacenaron a -70 °C hasta su procesamiento. La
orina fue utilizada para la estandarizacion del método analitico y la posterior prueba del

método establecido.

Para salvaguardar los derechos de los participantes se hizo énfasis en mantener el respeto, la
confidencialidad y privacidad al momento de llevar a cabo las entrevistas y con los datos
recabados. Asi mismo, los participantes recibieron la informacion necesaria que les permitié
aclarar las dudas que surgieran acerca de su participacion. Este estudio fue aprobado por el
Comité¢ de Bioética para la Investigacion en Seres Humanos (COBISH) del Centro de

Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional.

2.4 Obtencion de la orina libre de esteroides

Para preparar la orina libre de esteroides (OLE) se realiz6 un pool de orina de los diez
voluntarios, el cual se pas6 a través de cartuchos C18 previamente activados con 5 ml de
metanol y 5 ml de agua. Los esteroides urinarios y otros compuestos que podrian interferir
fueron retenidos en los cartuchos y la fraccion no retenida se recolectd y se usdé como matriz
(Gonzalo-Lumbreras et al., 2003); antes de usar esta orina, se verifico la ausencia de los
analitos de interés. La preparacion de la OLE fue muy importante para la validacion del
método, ya que la orina es una matriz compleja y se ha reportado una interferencia alta en
cromatografia de liquidos y espectroscopia de masas (Matuszewski et al., 2003), por esta

razon, las gréaficas de calibracion y las pruebas de recuperacion se hicieron sobre esta matriz.
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2.5 Analisis de la T y sus metabolitos hidroxilados por cromatografia de liquidos

2.5.1 Principio de la cromatografia de liquidos

La cromatografia es un método de separacion fisica en el que los componentes a separar se
distribuyen selectivamente entre dos fases inmiscibles: una fase movil que fluye a través de
la fase estacionaria; la técnica lleva el nombre especifico segun la fase movil (gas, liquido o
un fluido supercritico). El proceso cromatografico ocurre como resultado de repetidos pasos
de adsorcion/desorcion durante el movimiento de los analitos a lo largo de la fase
estacionaria, la separacion se debe a las diferencias en los coeficientes de distribucion de los

analitos en las dos fases inmiscibles (Niessen, 2006).

2.5.2 Condiciones cromatograficas

Los metabolitos hidroxilados de la T, AD y 6-DHT se analizaron usando un equipo Waters
Acquity UPLC™ clase H (Waters, Milford, MA, EUA) equipado con una bomba cuaternaria,
automuestreador FTN, horno para la columna y un detector de arreglo de diodos (PDA),
interconectado con un espectrémetro de masas tipo cuddruplo simple SQD2 equipado con
una fuente de ionizacion de electrospray (ESI). El software MassLynx version 4.1 fue usado
para controlar el sistema UPLC-MS y para la adquisicion y procesamiento de los datos. El
método analitico se desarrolld utilizando una columna Kinetex XB-C18 100 x 2.1 mm, con
un tamafio de particula 1.7 pm, 100 A (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). Las fases moviles
consistieron en agua con acido formico al 0.1% (A), acetonitrilo (B) y metanol (C). Las
condiciones iniciales fueron 64:29:7 (A:B:C), posterior a la inyeccidon de la muestra, se aplico
un gradiente lineal de 10 min a 53:40:7 (A: B: C), seguido de un gradiente lineal de 3 min a
52.3:41.1:6.6 (A:B:C). Después se restablecieron las condiciones iniciales en 0.1 min y se

mantuvieron durante 2 min para reequilibrar la columna. El flujo fue de 0.2 ml/min, la
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temperatura de la columna se ajusté a 40 °C y el volumen de inyeccion fue de 2 pl. En la
Tabla 1 y la Figura 6 se presenta el programa de la proporcion de los solventes de la fase
movil utilizada. El tiempo de andlisis total fue de 15 min y la identificacion de los analitos
se confirmd mediante la comparacion del tiempo de retencion (¢.;) y el espectro de masas

obtenido con estandares puros.

Las condiciones de operacion en el espectrometro de masas (MS) fueron: voltaje del cono de
35.0 V y del capilar 3.0 kV, las temperaturas de la fuente fueron de 350 °C y la de
desolvatacion fue de 450 °C, el flujo del gas (N2) del cono fue de 10 /h y el flujo de gas de
desolvatacion de 500 I/h. El modo de monitoreo de la reaccion seleccionada (MRS) se uso
para la adquisicion de los datos. Para la identificacion de los compuestos, el detector PDA
escaned en un rango de 190 a 500 nm y el espectro de masas fue obtenido en un rango de

masa de m/z 100-1000 con una duracioén de escaneo de 0.5 s en los modos positivo y negativo.

Tabla 1. Programa de solventes usados para el andlisis de los metabolitos hidroxilados de
testosterona, la testosterona y la androstenediona.

Proporcion de solventes (%)

Tiempo Agua + Acido Acetonitrilo Metanol
(min) Formico 0.1% (A) (B) ©
0 64 29 7
10 53 40 7
13 52.3 41.1 6.6
13.1 64 29 7
15 64 29 7
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Figura 6. Proporcion de los solventes para la determinacion de los metabolitos
hidroxilados de la testosterona, la testosterona y la androstenediona.

2.5.3 Preparacion de las soluciones estandar

La T, AD, 163-OHT, 6B-OHT, 11B-OHT, 2B-OHT, 158-OHT 20-OHT, 160-OHT, 6-DHT,
2-OHE,, 4-OHE,, 4-OHE,, 4-MeOE;, DHEA, androstenediol, Ei, E>, E3, 16-epiE3, 16a-
OHE;| y 2-OHE; fueron disueltos en metanol grado masas para obtener concentraciones de 1
mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.01 mg/ml y 0.001 mg/ml. Las soluciones se almacenaron a -20 °C hasta

su uso y se prepararon nuevamente con una frecuencia de cada cuatro semanas o cuando la

respuesta del area pico disminuyd mas del 10%.

2.5.4 Validacion del método
Posterior a la creacion del método analitico se procedid a realizar la validacion de éste, para
ello se realizaron las graficas de calibracion, el calculo de los limites de deteccion (LOD, por

sus siglas en inglés), de cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) y de la linealidad, se
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evalud también la exactitud y la precision y se realizaron cartas control. EI método
desarrollado fue validado de acuerdo con las directrices de la Conferencia Internacional de
Armonizacion [ICH (Q2(R1)) en términos de linealidad, precision y exactitud (ICH, 2005).
Las curvas de calibracion se prepararon sobre OLE para evitar posibles efectos de matriz y
éstas se prepararon en un rango de 25 a 1250 ng/ml 6 50 pg a 2500 pg para todos los analitos
con seis concentraciones diferentes y cada punto fue realizado por triplicado; para realizarlas
se grafico la intensidad versus la cantidad del analito agregado a la orina OLE. La
cuantificacion de los analitos se llevo a cabo mediante la interpolacion de los resultados en
las gréficas de calibracion realizadas por el método de estdndar externo, adicionalmente, se
agregaron 80 ng/ml de 6-DHT como estdndar interno. El coeficiente de regresion, la
pendiente y la interseccion de la recta fueron calculados con el programa SigmaPlot ver. 13.0
(Systat Software, Inc., Richmond, CA, EUA). Los valores del 4rea del pico se obtuvieron por
integracion manual.

Los LOD se calcularon por medio de la ecuacion: 3.29 x desviacion estandar (DE) y los LOQ
por medio de la ecuacion 10 x DE (Shrivastava and Gupta, 2011). La DE se calcul6 a partir
de la inyeccion de siete réplicas de una concentracion baja de la grafica de calibracion de
cada estandar (50 ng/ml). Las medidas de la precision intra e interdia fueron realizadas de la
siguiente forma: para evaluar la precision intradia, cada estdndar se analiz6 en tres
concentraciones diferentes por triplicado en un dia. Mientras que para la precision interdia
se analizo cada estandar en tres concentraciones diferentes por triplicado durante cinco dias
y la T se analiz6 en tres concentraciones diferentes por triplicado cada dia del analisis. Los
datos de precision se expresaron como coeficiente de variacion (CV). La exactitud se evaluo

en muestras de OLE enriquecidas con 63-OHT, 15B-OHT, 16a-OHT, 163-OHT, 11B-OHT,
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20-OHT, 2B-OHT, T y AD utilizando tres cantidades diferentes, 100 ng/ml (bajo), 500 ng/ml
(medio) y 1000 ng/ml (alto) por triplicado. Estas muestras se procesaron para su analisis de
manera similar a las muestras humanas reales. Las cartas control para T, AD y 6-DHT se
utilizaron como controles internos de calidad del método de ionizacion del analito,
repetibilidad y para evaluar la estabilidad de los estandares.

El efecto de la matriz se evalud determinando la variabilidad de las pendientes de las graficas
de calibracion realizadas en dos condiciones diferentes, una grafica de calibracion se realizo
sobre metanol y la otra gréafica se construy6 sobre OLE para 16a-OHT y T, y si la diferencia
entre las pendientes era mayor del 10% se concluia que habia un efecto matriz “relativo”
(Matuszewski, 2006). Las pendientes de las curvas de calibracién se determinaron a partir

del analisis de regresion lineal del 4rea del pico contra las concentraciones de analito.

2.5.5 Procesamiento de las muestras de orina para el analisis de la testosterona y sus
metabolitos hidroxilados

2.5.5.1 Extraccion de los metabolitos hidroxilados de la orina

Para la determinacion de la T, AD y los metabolitos hidroxilados de T fue necesario realizar
la extraccion de éstos de la orina y posteriormente realizar una hidrélisis enzimatica con B-
glucuronidasa/sulfatasa, ya que estos compuestos se excretan en la orina conjugados con
acido glucurénico o sulfurico y es necesaria su desconjugacidbn para su posterior

cuantificacion.

31



2.5.5.2 Principio

En la extraccion en fase solida un compuesto organico hidrofobo se une quimicamente a
silice en polvo, el cual se comporta como la fase solida extractora. Usualmente en fase reversa
se une un octadecilo (C18) a la silice. Estos grupos funcionales atraen compuestos hidrofobos
(esteroides) presentes en la muestra mediante interacciones de Van der Waals y los extraen
de la solucion acuosa, después estos compuestos son eluidos con un solvente no polar para

continuar con el analisis (Skoog et al., 2000b).

2.5.5.3 Procedimiento

A 3 ml de orina humana se le agregaron 80 ng/ml de 6-DHT (EI), posteriormente, la T y sus
metabolitos hidroxilados se extrajeron por medio de cartuchos de extraccion en fase sélida
(SPE) C-18, previamente activados con 5 ml de metanol y 5 ml de agua. Los metabolitos
retenidos en los cartuchos fueron eluidos con 3 ml de metanol, el cual se evapor6 bajo una
corriente de nitroégeno en un bafo seco a 40 °C. Al residuo se le ajusté el pH con una solucion
amortiguadora de acetatos 0.5 M a pH 5, posteriormente se agitdé vigorosamente un minuto
y se agregaron 7,500 UI de B-glucuronidasa/sulfatasa de H. pomatia, la mezcla se incub6
durante 1 h a 50 °C. La reaccién enzimatica se detuvo agregando 50 mg de la mezcla de
Na;CO;:NaHCOs3 (1:10, p/p) para ajustar el pH a 8.5. A la muestra con los metabolitos
hidrolizados se le agreg6 5 ml de éter etilico, la mezcla se agitd vigorosamente durante 10
min y se centrifugd a 1,660 x g por 15 min a 4 °C. Posteriormente, la fase organica se seco
en sulfato de sodio anhidro y se evapord con una corriente suave de nitrégeno a temperatura

ambiente, el residuo se guardo en congelacion a -20 °C hasta su analisis por UPLC-MS. En
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el momento del andlisis, el residuo se disolvio en 150 pl de metanol grado masas (Saugy et
al., 2000; Escobar-Wilches, 2011).

2.6 Determinacion de creatinina en la orina

2.6.1 Principio

La creatinina es un derivado aminoacido de peso molecular bajo fisiolégicamente inerte que
no se liga a proteinas plasmaticas y se filtra libremente por el glomérulo por lo que se utiliza
cominmente como marcador de filtracion glomerular. Esta se produce endégenamente, ya
que es el producto de la hidrélisis enzimatica de la creatina, compuesto que almacena energia
en el musculo. La produccion de creatinina es constante si la masa muscular permanece
constante (Pertierra et al., 2001; Calabia and Arias, 2009). Debido a lo anterior, la
concentraciéon de creatinina en la orina se utiliza para compensar las variaciones en la
produccion de orina, y de esta manera se ajustan las concentraciones de los analitos en la
orina. La determinacion de la creatinina por el método de Jaffe sin desproteinizar consiste en
la reaccion entre la creatinina y el acido picrico en solucion alcalina para formar un complejo
coloreado naranja-rojo, la formacion de éste es directamente proporcional a la concentracion

de creatinina (Bartels et al., 1972).

2.6.2 Procedimiento

Para la determinacion de creatinina se uso el kit Randox CR510, el cual consiste en: una
solucion patrén de creatinina 177 umol/l (2 mg/dl), &cido picrico 35 nmol/1 (reactivo R1a) e
hidréxido de sodio 0.32 mol/l (reactivo R2b). Una alicuota de orina se diluy6 1:50 con agua
tridestilada, se prepard el reactivo de trabajo al mezclar volimenes iguales de los reactivos
Rlay R2b. El reactivo patron se preparé mezclando 450 pl del reactivo de trabajo y 50 pl de

la solucion patron. Para la determinacion de la creatinina en las muestras, a 50 pl de la
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muestra diluida se le agrego 450 pl del reactivo de trabajo, la mezcla se agit6 y se midio la
absorbancia a 492 nm (Vitalab Eclipse 1.6 Merck). El blanco consistié en 500 ul de agua

tridestilada.

2.7 Analisis estadistico

Los datos de la evaluacion del orden de la extraccion-hidrélisis o hidrolisis extraccion de los
metabolitos conjugados en orina se les realiz6 prueba de “t” de Student. Los datos de las
concentraciones de enzima a utilizar se analizaron mediante un andlisis de varianza de una
via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Holm-Sidak para evaluar las diferencias
entre los grupos. Los datos de la T y sus metabolitos se analizaron mediante la prueba de
suma de rangos de Mann-Whitney. El analisis estadistico se realizé usando SigmaPlot ver.

13 (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). La significancia se establecié a una p <0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 Desarrollo y validacion del método cromatografico de UPLC

Con las condiciones cromatograficas establecidas en este trabajo, fue posible resolver,
identificar y cuantificar simultdneamente a la T, AD y siete metabolitos hidroxilados de la T,
ademads, del EI en un tiempo de 15 min. En la Figura 7A se presenta un cromatograma de la
corriente total de iones (TIC) tipico de UPLC-MS obtenido de la mezcla de los estandares.
En este cromatograma se observa una buena resolucion y definicion de los picos de los
analitos en una corta ventana de tiempo, también se consiguid observar una linea base estable
y los picos tienen una base estrecha, lo que permite una facil integracion de estos. Todos los
analitos separados fueron identificados de acuerdo con su 7. y el espectro de masas de la
molécula protonada [M+H]" obtenido por ionizacion positiva por ESI (Tabla 2). El primer
compuesto en eluir fue la 68-OHT con un #.; de 2.02 min y el ultimo fue la AD con un #,.; de
9.96 min (Tabla 2). El espectro de masas, el patron de fragmentacion y el #.; de cada uno de
los analitos fue determinado (Figura 7B-K). En el espectro de masas obtenido para cada
metabolito, la molécula protonada [M+H]" se produjo para la gran mayoria de los analitos y
¢sta, junto con el #.; del estandar puro fue la base para la identificacion de los analitos en la
orina. Los #e y los espectros de masas no se vieron afectados por los componentes de la
matriz, ya que no hubo diferencias entre los espectros de masas obtenidos con estandares
diluidos en metanol y los estandares agregados a la OLE, ni en los espectros de masas de las

muestras y los #., observados de la mezcla de estandares.
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Tabla 2. Tiempos de retencion (#.t), peso molecular y molécula protonada de la testosterona,
sus metabolitos hidroxilados y la androstenediona.

Analito tret Peso molecular Molécula protonada
(min) m/z [M+H]*

6B-OHT 2.02 304.42 305.20
158-OHT 2.21 304.42 305.22
160-OHT 2.94 304.42 305.22
163-OHT 4.02 304.42 305.20
113-OHT 4.23 304.42 305.19
20-OHT 4.70 304.42 305.21
2B-OHT 4.95 304.42 305.18
T 8.52 288.42 289.20
AD 9.96 286.41 287.17
6-DHT (EI) 7.49 286.41 287.22

Dado que la orina es una matriz compleja donde se pueden encontrar muchos otros analitos
y en particular esteroides que pueden coeluir con los analitos de interés de este estudio, con
el método cromatografico desarrollado se realizaron corridas con otros andrégenos y
estrogenos que podrian estar presentes en la orina humana coeluir y dificultar la
identificacion de la T, la AD y los metabolitos hidroxilados de la T, los esteroides analizados
fueron Es, 16-epiEs, 160-OHE;, 4-OHE,, 2-OHE,, 2-OHE, 4-OHE;, 5-androstenediol, Ea,
4-MeOE,, 2-MeOEz, Ei, DHEA, 4-MeOE| y 3-MeOE;. Los ., el peso molecular y el peso

del ion molecular representativo (m/z) de cada uno de éstos se presentan en la Tabla 3.
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Figura 7. Cromatograma de la corriente total de iones (TIC) obtenido por UPLC-MS
de la mezcla de los estandares y el estandar interno a 0.01 pg/ml (A) y sus espectros de
masas por ESI'. 6-OHT (B), 158-OHT (C), 16a-OHT (D), 16B-OHT (E), 11B-OHT (F),
20-OHT (G), 2B-OHT (H), 6-DHT (I), testosterona (J) y androstenediona (K).
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Tabla 3. Tiempos de retencion (#et), peso molecular y pesos de los iones moleculares
representativos de algunos esteroides urinarios.

Analito tret Peso molecular Peso del ion molecular
(min) (m/z)
E;s 2.1 288.38 289.6
16-epiE; 34 288.38 271.2
160-OHE; 3.5 286.4 287.1
4-OHE» 4.8 288.38 287.7
2-OHE» 5.0 288.38 287.2
2-OHE; 6.3 286.4 287.2
4-OHE, 6.6 286.37 287.2
5-androstenediol 7.4 290.44 273.1
E- 7.5 272.38 255.2
4-MeOE> 8.2 302.41 285.22
2-MeOE> 9.0 302.41 303.3
E: 9.5 270.37 271.6
DHEA 9.9 288.42 271.2
4-MeOE, 10.3 300.39 301.7
3-MeOE; 11.8 300.39 301.3

Muy pocos de los esteroides analizados coeluyeron con los analitos de interés y los que lo
hicieron presentaron diferente patron de fragmentacion, lo que nos permiti6 diferenciarlos de
la T, sus metabolitos hidroxilados o la AD. Ademas, los patrones de fragmentacion para éstos
son variados dado que en algunos el principal patrén es la molécula protonada, en otros la
molécula desprotonada e incluso en unos pocos presentan un fragmento (Tabla 3). En este
sentido, nuestro método presenta una ventaja que es el de estar monitoreando en modo
positivo y modo negativo simultdneamente ya que, si no fuera asi, se tendrian que realizar
corridas dobles (una en modo positivo y otra en modo negativo) para poder determinar cual

de las dos formas de ionizacién es mejor para cada analito.

Después de haber establecido las condiciones cromatograficas para el andlisis de la T y sus

metabolitos hidroxilados se procedi6 a realizar las graficas de calibracion. En la Tabla 4 y la
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Figura 8 y 9 se presentan las graficas de calibracion y los pardmetros de la recta de cada uno
de los analitos. Con base en los valores de los coeficientes de correlacion calculados (0.9972
a 0.9998) se observo una buena correlacion lineal en un rango de 25 a 1250 ng/ml para todos
los analitos. Posteriormente se procedio a calcular los LOD y los LOQ para cada uno de los
analitos, los LOD calculados estuvieron en un rango de 1.360 a 13.054 ng/ml y los valores
de los LOQ estuvieron entre 4.134 a 39.679 ng/ml, mientras que la T fue el analito mas
sensible, la 11B-OHT fue la menos sensible (Tabla 4). La precision intradia e interdia fue
inferior al 3.9 y al 7.1%, respectivamente. Es importante sefialar que estas determinaciones
se llevaron a cabo sobre la matriz. E1 CV para los #.; intradia fue < 1.04% y el interdia fue <
1.53%, estos valores indican buena repetibilidad del equipo y del método. Las cartas control
para los analitos se realizaron durante seis meses mostrando valores dentro de los limites
aceptables (= 2 DE), reflejando la estabilidad de la T y sus metabolitos, asi como la

repetibilidad del método (Figura 10).

Para determinar la exactitud del método se realizaron ensayos de recuperacion con muestras
de OLE enriquecidas con T y los metabolitos 63-OHT, 16a-OHT, 163-OHT, 11B3-OHT, 2a-
OHT, 2B-OHT, 15B-OHT y AD, ademas del EI (6-DHT). El enriquecimiento se realizd a tres
concentraciones: baja (100 ng/ml), media (500 ng/ml) y alta (1000 ng/ml). El promedio de la
recuperacion de la 6-DHT fue de 103.2 £0.9% y se evalud en 2 experimentos independientes.
La T y los metabolitos 63-OHT, 158-OHT, 16a-OHT, 168-OHT, 11B3-OHT, 2a-OHT y 2p-
OHT exhibieron valores de recuperacion de 81.2 a 194.9% en las tres cantidades usadas (baja,
media y alta). Los valores de precision de las recuperaciones fueron inferiores al 16.7% para

todos los analitos (Tabla 5).
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Tabla 4. Parametros de las graficas de calibracion, coeficiente de correlacion y limites de

deteccion y cuantificacion de la testosterona y sus metabolitos.

Analito Ecuacion de r LOD LOQ
regresion lineal (ng/ml) (ng/ml)
6p-OHT y=117.0x+12919.4 0.9998 6.426 19.530
15B-OHT y=323.5x - 11657.1 0.9987 8.973 27.273
16a-OHT y =266.1 x +2455.7 0.9995 12.315 37.432
16B-OHT y=382.3x+1670.4 0.9990 5.280 16.049
11B-OHT y=262.2x-172.9 0.9992  13.054 39.679
20-OHT y=148.3x - 1138.8 0.9972 7.408 22.517
2B-OHT y=179.3x —4168.4 0.9993 4.041 12.283
T y = 648.4x + 15872.0 0.9990 1.360 4.134
AD y=621.3x—-5191.5 0.9996 2.938 8.932

40



3,5e+5 1
' 6B—OHT
B 158-OHT
8e+5 1
3,0e+5
Ecuacion de la recta Ecuacion de la recta
2,5e+5 1 y=117.0x + 12919.4 y=323.5x-11657.1
r =0.9998 6et5 1 r =0.9987
K] K]
3 2,0e+5 3
0w 7]
3 g 4e+5
E 1,5e+5 E
1,0e+5 -
2e+5 4
5,0e+4 4
0,0 T T T T T 0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Cantidad (pg) Cantidad (pg)
Te+5 160—-OHT 2,5e+5
o 16B—OHT
Bers Ecuacién de la recta 2.06+5 1 »
y=266.1x+2455.7 ' Ecuacion de la recta
5045 - r =0.9995 y=82.3x+1670.4
r =0.9990
o T 15045
§ 4e+5 %
[
5 8
£ %et51 £ 1,0et5 A
26+5
5,0e+4 o
1e+5 4
0 . . . . , 0,0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Cantidad (pg) Cantidad (pg)
7e+5 1 5e+45 -
11B-OHT 20,-OHT
6e+5 -
Ecuacién de la recta 4e+5 4 Ecuacion de la recta
5045 | y=262.2x- 1729 y=148.3x-1138.8
r =0.9992 r =0.9972
g g 3e+5
8 det5q S
2 ‘@
5 5
£ 35 E 2ess
26+5
1e+5
1e+5 4
0 . . . . . 0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Cantidad (pg) Cantidad (pg)

Figura 8. Graficas de calibracion de los metabolitos 6p-OHT, 15p-OHT, 160-OHT,
16p-OHT, 118-OHT y 2a-OHT.
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Figura 9. Graficas de calibracion de la 2p-OHT, de la testosterona y la
androstenediona.
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Tabla 5. Recuperacion y precision para los metabolitos hidroxilados de la testosterona, la
androstenediona y la testosterona en OLE.

Analito Baja (100 ng/ml) Media (500 ng/ml) Alta (1000 ng/ml)
Recuperacion C.V. Recuperacion C.V. Recuperacion C.V.

6B-OHT 100.0 4.34 105.7 0.5 97.4 5.1
15B-OHT 126.9 15.6 194.9 0.1 128.8 4.9
16a-OHT 187.0 3.7 145.7 0.7 184.0 3.0
163-OHT 105.1 9.3 113.7 12.5 106.9 0.8
113-OHT 146.5 9.3 174.6 4.6 186.1 1.9
20-OHT 171.8 16.7 117.1 4.7 106.2 10.3
2B-OHT 108.2 14.5 110.8 16.8 95.8 14.9
T 110.1 8.1 119.0 4.2 85.4 7.6
AD 89.7 15.8 81.2 7.0 95.7 1.4

La recuperacion representa el % de la masa de analito detectada en las muestras enriquecidas.
La precision esta representada por el coeficiente de variacion (C.V.) del ensayo. Testosterona
(T), androstenediona (AD), -hidroxitestosterona (-OHT).

Asi mismo, se procedio a evaluar el efecto matriz construyendo dos graficas de calibracion
una sobre metanol y otra sobre OLE para la T y la 16a-OHT, como resultado observamos
que si hubo una diferencia mayor al 10% entre las pendientes de las dos condiciones
experimentales por lo que se concluyd la existencia de interferencia o efecto de matriz

(Figura 11).

3.2 Optimizacion del procesamiento de las muestras de orina

Después de haber establecido las condiciones cromatograficas, haber realizado las graficas
de calibracion y calculado los LODs y LOQs, se procedio a optimizar el procesamiento de la
orina, para ello, se evaluaron varios aspectos del procesamiento de las muestras que pueden

afectar la eficiencia de la extraccion y de esta manera reducir la pérdida de analitos durante
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el procesamiento. Los factores criticos que se evaluaron fueron: pretratamiento de la muestra,
tipo de extraccion, marca de los cartuchos SPE C18, tipo del disolvente usado para la
extraccion y la concentracion de la B-glucuronidasa/sulfatasa para la hidrdlisis enzimatica,

tiempo y temperatura de la reaccion enzimética.
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Figura 10. Cartas control de la testosterona, la androstenediona y la 6p-OHT.
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Figura 11. Evaluacion del efecto de matriz por medio de las graficas de calibracion de
la testosterona y la 6B-OHT. Las graficas sefialadas con el circulo negro (¢) fueron
realizadas con el estandar diluido en metanol en comparacion con las graficas con los circulos
blancos (0) que fueron realizadas sobre OLE.

La eficiencia de extraccion se evalué mediante las recuperaciones de T, 2B-OHT, 160-OHT
y 6B-OHT afiadidos a OLE. Lo primero que se evalu6 fue el pretratamiento de la muestra, ya
que comunmente se forman sedimentos en la orina, por lo tanto, se probaron distintas formas

para eliminar este sedimento, para esto se hizo un pool de orina que se enriquecié con los
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analitos y se evaluaron las siguientes condiciones: centrifugacion a 1,600 xg y filtracion de
la orina en una membrana con diferentes tamafios de poro de 20, 0.4 6 0.2 um. En general,
se observaron pérdidas importantes de hasta 43.39%. Las muestras centrifugadas mostraron
pérdidas de 37.08, 29.51, 40.76 y 14.12% para T, 2B-OHT, 160-OHT y 6B-OHT,
respectivamente. Las muestras pasadas a través del filtro de 20 pum mostraron una
disminucion para T, 2B-OHT, 160-OHT y 6B-OHT de 21.68, 32.28, 43.39 y 33.84%, yen el
uso del filtro de 0.2 um se observaron pérdidas del 16.11, 21.05, 38.83 y 25.04% para los
metabolitos referidos previamente. Ademas, el uso del filtro de 0.4 um mostr6 pérdidas para
T, 2B-OHT, 160-OHT y 6B3-OHT de 15.34, 5.59, 32.8 y 4.02%, respectivamente. Basados en
estos resultados se decidi6 no aplicar un pretratamiento a las muestras de orina para eliminar
el material que precipita y los resultados indican que el someter las muestras a un paso de
pretratamiento aumenta la posibilidad de perder a los metabolitos de interés, en la Tabla 6 y
la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos en estos ensayos.

También se evaluo el tipo de extraccion a realizar antes de la hidrélisis enzimatica, para ello
se evalud la extraccion liquido-liquido frente a la liquido-s6lido. Los mejores resultados para
la recuperacion de T, 2B-OHT, 160-OHT y 6B-OHT se observaron mediante la extraccion
liquido-sélido utilizando cartuchos C18 con valores de recuperacion de 97.16, 110.03, 105.48
y 73.62%, respectivamente; mientras que la extraccion liquido-liquido produjo
recuperaciones de 71.78, 90.15, 61.39 y 50.82%, respectivamente (Tabla 7). En base a estos
resultados se decidi6 realizar la extraccion en fase s6lida antes de la hidrdlisis enzimatica de

los metabolitos conjugados en las muestras de orina.
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Tabla 6. Porcentaje de pérdida seguin las diferentes condiciones de pre-tratamiento de las
muestras de orina.

Analito  Centrifugacion Porode Porode Poro de

(%) 1600xg 20pm  04pm 0.2 pm
T 37.08 21.68 1534 16.11
2B—OHT 29.51 32.28 559  21.05
160—OHT 40.76 4339 3285  38.83
6p—OHT 14.12 33.84 402 25.04

Los resultados representan la media de dos experimentos realizados de forma
independiente (n=2).

Tabla 7. Porcentajes de recuperacion para la testosterona y tres metabolitos hidroxilados en

orina humana usando extraccion sélido-liquido y liquido-liquido.

Tipo de extraccion

Analito Liquido-liquido Liquido-solido
(%) (%)
T 71.78 97.16
2B-OHT 90.15 110.03
16a-OHT 61.39 105.48

6p-OHT 50.82 73.62
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Figura 12. Evaluacion de las condiciones de pre-tratamiento sobre la recuperacion de
la testosterona y la 2B-OHT. Los resultados representan la media (n=2).

Después de haber determinado que la extraccion en fase solida es el método mejor de
extraccion de los metabolitos conjugados de la T de la orina humana, se procedi6 a realizar
algunos experimentos de enriquecimiento con la T y algunos metabolitos, sin embargo, se
observo que las recuperaciones no eran reproducibles en miltiples experimentos. Ante esta
situacion, se procedid a evaluar si la marca comercial de los cartuchos SPE C18 podria afectar
las recuperaciones. Por lo que se evaluaron las tres marcas de cartuchos de extraccion que se

estaban utilizando Thermo Scientific, J.T.Baker y CRS. Los resultados de recuperacion
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obtenidos con las tres marcas indicaron que si existen diferencias entre ellas y los porcentajes
de recuperacion varian. En la Tabla 8 se muestran los resultados de recuperacion de la T y
los metabolitos 68-OHT, 160-OHT y 2B-OHT de las tres marcas probadas. Los cartuchos
SPE C18 de la marca J.T. Baker presentaron los mejores valores de recuperacion, respecto a
las otras dos, por lo cual se decidié usar tinicamente los cartuchos de la marca J.T. Baker.
Todos estos resultados indicaban que antes de llevar a cabo la hidrolisis enzimatica con -
glucuronidasa/sulfatasa de la T y sus metabolitos conjugados no era necesario realizar ningun
tratamiento de la muestra y la extraccion sélido-liquido usando cartuchos SPE C18 de la

marca J.T. Baker representaba el medio mas eficaz para su extraccion de la orina.

Tabla 8. Porcentajes de recuperacion para la extraccion de diferentes metabolitos de la orina
humana usando cartuchos SPE C-18 de diferentes marcas comerciales.

Analito Recuperacion (%)
Marca
Thermo Scientific J.T. Baker CRS
6p-OHT 57.65 73.62 65.95
16a-OHT 74.66 105.48 102.64
2B-OHT 83.74 110.03 97.73
T 84.7 97.16 82.49

Asimismo, también se evalud el tipo de disolvente para realizar la elucion de los metabolitos
de los cartuchos SPE C-18 durante el procesamiento de la extraccion en fase solida, usando
diferentes combinaciones de agua, metanol, acetonitrilo, éter y cloruro de metileno. En la
Tabla 9 se presentan los resultados de recuperacion obtenidos con las diferentes condiciones

probadas, y se observé que el lavado con agua seguido de la elucidon con metanol mostré los
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valores mas altos de recuperacion de los metabolitos evaluados para llevar a cabo esta
elucidon. Con base en estos resultados se decidio llevar a cabo la elucion solamente con

metanol, después de lavar con agua.

Tabla 9. Porcentajes de recuperacion para la elucion de 6B-OHT, 16a-OHT, 23-OHT y
testosterona usando diferentes mezclas de disolventes para la extraccion en fase solida.

METABOLITOS
ELUYENTE 6p-OHT 160-OHT 2B-OHT T
Lavado 3 ml agua + 3 ml de MeOH 74.17 107.51 104.94 91.9
Lavado agua + 5 ml MeOH 40.38 36.99 40.75 65.86
Lavado agua + 3 ml MeOH +1 ml CH>Cl 35.47 54.40 45.02 94.67
Lavado agua + 3 ml MeOH:CH>Cl, 50:50 52.83 72.04 68.81 84.76
Lavado agua + 3 ml MeOH:éter 50:50 59.28 84.24 82.27 77.43
Lavado agua + 3 ml MeOH:ACN 50:50 52.16 69.60 71.62 83.96
3 ml MeOH. Sin lavado 41.39 53.94 63.77 46.34
3 ml MeOH +1 ml agua. Sin lavado 30.93 53.16 62.86 20.98

Posteriormente se procedid a determinar las condiciones Optimas para llevar a cabo la
hidrélisis enzimatica de la T y de sus metabolitos hidroxilados conjugados. En base a lo
reportado en la literatura se plantearon dos opciones: en la primera, se realizé la hidrdlisis
enzimatica de los analitos y después la extraccion y en la segunda, se hizo la extraccion y
posteriormente la hidrdlisis de los metabolitos conjugados. No se observaron diferencias
significativas al comparar los resultados de la recuperacion de la 6B-OHT en las dos
condiciones. Sin embargo, un evento que si marco la diferencia entre ambas condiciones fue
que al llevar a cabo primero la hidrélisis enzimatica, el frente del solvente en el cromatograma

era muy grande y dificultaba la resolucion y definicion de los picos que eluian en la primera
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parte del cromatograma, lo cual puede implicar un problema analitico, ya que algunos
analitos de interés pueden eluir solapados con el frente de corrida, razon por la cual se decidio

realizar primero la extraccion y después la hidrolisis enzimatica de los analitos (Figura 13).
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Figura 13. Evaluacion del orden de la extraccion-hidrolisis o hidrolisis extraccion de los
metabolitos conjugados en orina. La hidrolisis se realizd a una concentracion de 7500 UI
de B-glucorinadasa/sulfatasa de H. pomatia, a 50 °C durante una hora. Los resultados
representan la media + E.E. (n=3) de tres experimentos independientes. Prueba de “#” de

Student (p=0.320).

Esta bien establecido que una gran proporcion de la T y sus metabolitos se excretan
conjugados con acido sulfurico y glucurénico en la orina. Sin embargo, no se han descrito en
la literatura las condiciones experimentales para llevar a cabo la hidrolisis enzimatica de los
metabolitos hidroxilados de la T en la orina humana. Por lo tanto, la concentracion de enzima
B-glucuronidasa/sulfatasa 6ptima para la hidrélisis se estableci6 a partir de la cuantificacion
de T, la 16a-OHT y la 6B-OHT. En la Figura 14 se presenta la cuantificacion de los
metabolitos a diferentes concentraciones de la enzima. Todas las concentraciones probadas
produjeron un aumento notable y significativo en la formacion de los analitos probados en

comparacion con la ausencia de la enzima en el medio de incubacion. Las concentraciones
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de 7,500 y 10,000 UI/ml mostraron los niveles mas altos de metabolitos generados,
aumentando los niveles de 6B-OHT 51 y 52 veces, respectivamente y de 160-OHT en
aproximadamente 12 y 11 veces, respectivamente (Figura 14). Por lo tanto, se selecciono la
concentracion de 7,500 Ul/ml de B-glucuronidasa/sulfatasa ya que fue la concentracion que
produjo la mayor concentracion de metabolitos no conjugados en la orina.

Adicionalmente a la concentracion de la enzima para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica
de los metabolitos conjugados de la T, en este estudio también se evalud el tiempo y la
temperatura de la reaccion enzimatica. En este caso utilizando la concentracion de 7,500
Ul/ml de B-glucuronidasa/sulfatasa se hicieron 2 condiciones de incubacion para la reaccion,
la primera de ellas fue a 55 °C durante una hora y a 37 °C durante toda la noche. En ambos
casos, la formacion de los metabolitos evaluados 63-OHT y 16a-OHT fueron similares. En
base a estos resultados se decidi6 llevar a cabo la reaccion para la hidrolisis enzimatica de
los metabolitos hidroxilados de la T a 55 °C durante 1 hora, lo que nos permitié ahorrar

tiempo en el procesamiento de las muestras.
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Figura 14. Efecto de la B-glucuronidasa/sulfatasa de H. pomatia sobre la formacion de
los metabolitos 160-OHT y 6B-OHT en orina humana. La incubacion se realizé durante 1
hora a 50 °C. Los datos representan la media = D.E. (n=3). *Estadisticamente significativo

comparado con 0 UIl/ml, p <0.001, de acuerdo con la prueba de ANOV A seguido de la prueba
post hoc Holm-Sidak.

3.3 Determinacion de la concentracion de creatinina
Debido a que la determinacion de la T y sus metabolitos se realizd en orina fue necesario

normalizar por la concentracion de creatinina para evitar variaciones respecto al volumen de
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orina recolectada. También como parte del control de calidad se determin6 la exactitud y la
precision de esta determinacion, usando para ello la muestra certificada que viene en el kit
del ensayo. La exactitud de la medida de creatinina fue de 98.28% (DE=1.56) y una precision
de 4.25 (DE=0.91), valores que estuvieron dentro de los niveles de aceptacion. La media del
valor de creatinina en orina para los adultos jovenes fue de 3.46 mg/dl (1.17 - 6.31), mientras

que para los adultos mayores fue de 3.10 mg/dl (0.76 - 4.45).

3.4 Analisis de las muestras de orina de los voluntarios

Después de haber establecido las condiciones cromatograficas para el andlisis de la T y sus
metabolitos hidroxilados por UPLC-MS, optimizadas las condiciones para el procesamiento
de las muestras y validado el método, se procedio a la cuantificacion de la T y sus metabolitos
hidroxilados en las muestras de orina de los hombres adultos jovenes y mayores participantes.
Los resultados mostraron la presencia de siete metabolitos hidroxilados, la AD y la T (Tabla
10). Los analitos identificados en concentracion mayor fueron la 6B-OHT y la 16a-OHT en
los dos grupos de edad, y hubo una disminucién aparente en el total de metabolitos en los
adultos mayores, excepto en la 15B8-OHT, 2a-OHT y 11B-OHT, cuyas concentraciones
fueron similares en los dos grupos. Aunque solo se analizaron cinco muestras por grupo, se
observé un patrén metabdlico diferente de la T y sus metabolitos hidroxilados en la orina con
respecto a la edad. Los niveles sin correccion por creatinina de AD fueron significativamente
menores en los hombres mayores y otros analitos, como la T, 16a-OHT y 68-OHT también
mostraron una reduccion; sin embargo, estos resultados no fueron estadisticamente

significativos.
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Tabla 10. Concentracion urinaria de los metabolitos hidroxilados de la testosterona,
androstenediona y testosterona en hombres jovenes y mayores.

Analito Grupo de 25-30 afios  Grupo de 50-75 aiios P
(ng/ml) (ng/ml)
15B-OHT 5.73 7.23 0.967
(3.91-17.85) (2.59-14.92)
6B-OHT 189.88 80.55 0.317
(26.35-223.52) (7.38-192.68)
16a-OHT 181.86 65.6 0.155
(30.71-315.06) (25.14-196.54)
16B-OHT 38.65 30.23 0.562
(28.16-82.67) (5.03-202.47)
113-OHT 6.65 8.41 0.890
(3.61-19.78) (2.19-18.08)
20-OHT 17.07 14.25 0.874
(6.87-25.16) (7.38-52.32)
2B-OHT 233 11.65 0.474
(2.84-35.69) (6.11-35.72)
T 58.91 23.46 0.260
(2.67-81.95) (4.24-98.47)
AD 19.83 7.83 0.023*
(5.29-42.84) (1.61-17.69)

Los datos representan la mediana, y los valores entre paréntesis indican el rango. * Diferencia
estadistica significativa entre hombres jovenes y mayores (n = 5), p <0.05, prueba de suma
de rango de Mann-Whitney.

Por otra parte, debido que los metabolitos fueron cuantificados en una matriz como la orina,
algunos autores han planteado que la orina puede tener diferentes grados de concentracion
por multiples factores y esta diferencia de concentracién puede afectar la cantidad de analito
presente en las muestras. Como método para normalizar la diferencia de la concentracion de
la orina en los diferentes individuos se corrigi6 la concentracion de los metabolitos por mg
de creatinina en orina y se realizd el andlisis estadistico. Los resultados de este andlisis
muestran que los metabolitos preponderantes en los dos grupos de edad fueron 16a-OHT,

6B-OHT y T, aunque se observd que las muestras en el grupo de los 50 a 75 afios presentaban
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menor cantidad de estos, en cuanto al andlisis estadistico entre los dos grupos se encontrd

que s6lo la T presentaba una disminucion significativa en el grupo de los 50 a los 75 afios en

comparacion con los individuos jovenes (Tabla 11).

Tabla 11. Concentraciones de los metabolitos hidroxilados de testosterona, androstenediona
y testosterona en orina de humano ajustados por creatinina.

Compuesto Grupo de 25-30 afios Grupo de 50-75 afios )
(ng/mg de creatinina) (ng/mg de creatinina)
158-OHT 259.11 298.03 0.428
(111.78 - 468.50) (139.13 - 606.81)
6B-OHT 3760.64 2881.42 0.350
(1010.48 - 6541.95) (1081.85 - 6564.81)
160-OHT 7789.96 3224.43 0.257
(486.55 - 20788.24) (745.58 - 11286.50)
163-OHT 1536.85 1661.52 0.571
(788.86 - 2406.91) (343.60 - 4730.69)
113-OHT 294.27 308.16 0.867
(105.48 - 579.05) (184.84 - 592.74)
20-OHT 481.88 646.42 0.343
(270.48 - 660.42) (251.98 - 1441.31)
2B-OHT 873.65 633.22 0.455
(45.07 - 1992.20) (228.89 - 1488.24)
T 2952.26 1071.16 0.020*
(1546.32 - 6104.71) (115.04 - 2215.41)
AD 857.17 293.33 0.089

(83.87 - 1695.06)

(70.21 - 629.36)

Los datos representan la mediana y los valores en paréntesis indican el rango. *Diferencia

significativa estadisticamente entre hombres jovenes y mayores (n=5), p<0.05, prueba de

suma de rangos de Mann-Whitney.
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4. DISCUSION

En este estudio, observamos que los metabolitos hidroxilados de la T representan una
forma importante de eliminacion de este androgeno en la orina humana, ademas, de otros
metabolitos frecuentemente analizados en esta muestra bioldgica (Fabregat et al, 2010;
Gower, 2010b). Para lograr el objetivo del presente trabajo, se desarroll6 y validé un método
por UPLC-MS para la cuantificacion de la T, AD y siete metabolitos hidroxilados de la T en
la orina humana. Este método resultd6 en un aumento notable en la sensibilidad en
comparacion con un método desarrollado en nuestro laboratorio por HPLC-DAD (Escobar-
Wilches, 2011), mejoro la resolucion cromatografica y en un tiempo de andlisis mas corto,
asi como un ahorro notable en la cantidad de solventes usados.
Por otra parte, a pesar de que varios metabolitos poseen el mismo peso molecular y fet
similares, las condiciones cromatograficas establecidas en este estudio permitieron la
separacion, identificacion y cuantificacion de nueve analitos y el EI en 15 min. Incluso este
método es util también para el andlisis de pares de isdmeros hidroxilados como 16a-
OHT/16B-OHT y 2a-OHT/2B-OHT, ya que la separacion de estos analitos es dificil debido
a su complejidad desde el punto de vista cromatografico dado que tienen el mismo peso
molecular. La identificacion de los analitos en las muestras analizadas se realizd mediante el
patron de fragmentacion observado en el espectro de masas de cada analito tomando como
base a la molécula protonada [M+H]" y el #.; observado con los estandares puros. Esto nos
permitio identificar con gran certeza cada metabolito, asi como también detectar la presencia
de posibles impurezas. Para demostrar que no hay interferencia con otros posibles esteroides
isoméricos endogenos en las muestras, se realizaron corridas de estos esteroides con el

método desarrollado en modo positivo y negativo para identificar cual era el patron de
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fragmentacion predominante, todos los analitos se extrajeron selectivamente de los
cromatogramas y se compararon con los obtenidos de patrones puros y su #.:. Los esteroides
analizados fueron Es, 16-epiEs3, 16a-OHE;, 4-OHE,, 2-OHE,, 2-OHE:, 4-OHE;, 5-
androstenediol, E2, 4-MeOE,, 2-MeOE,, E1, DHEA, 4-MeOE; y 3-MeOE/, los cuales pueden
estar presentes en la orina. Todos estos analitos se diferenciaron selectivamente de los
analitos utilizados en este trabajo y no coeluyeron. Por lo tanto, este método también podria
usarse para el andlisis de los estrégenos y sus metabolitos en muestras biologicas.

Se ha planteado que, si la separacion cromatografica proporciona componentes bien
resueltos, al estar separados los analitos se pueden obtener los datos espectrales de cada uno
y hacer mas facil la interpretacion. Si no se logra una separacion eficiente es probable que
una sola fraccion este constituida por una mezcla, y los espectros de estas fracciones son
dificiles de interpretar sin el uso de un detector de masas en tandem (MS-MS), el cual es un
equipo mucho mas costoso. De hecho, se puede argumentar que el advenimiento de las
técnicas y la ionizacién suave en combinacion con la separacion por HPLC fue una de las
principales razones por las cuales el uso de la espectroscopia de masas ha tomado mucha
fuerza en los ultimos afios (Ardrey, 2003).

El método desarrollado también mostr6 una excelente linealidad (r > 0.9972) en un amplio
rango dindmico de concentraciones (25 a 1250 ng/ml), esto es muy importante ya que se
conoce que las concentraciones de androgenos en muestras de orina humana pueden
presentar una gran variabilidad segun el género, la etnia, la edad, el metabolismo y el
polimorfismo de los CYPs, a pesar de que para este tipo de metabolitos no existe informacion

publicada.

58



Los LOD calculados en este estudio para todos los analitos fueron mejores que los reportados
en otros estudios (Wang and Zhang, 2007), en los cuales determinaron metabolitos
hidroxilados de la T producidos en un ensayo in vitro, utilizando microsomas hepaticos de
rata por UPLC-MS o GC-MS para el andlisis de androgenos, incluidos algunos metabolitos
de la T y farmacos en orina humana (Van Renterghem et al., 2010; Moon et al., 2014).
Ademas, los CV observados en las determinaciones intra e interdiarias fueron inferiores al
7.1% y el CV de los trr < 1.5%, lo que refleja una repetibilidad adecuada. Del mismo modo,
se realizaron las cartas control para los analitos, llevadas hasta seis meses, las cuales
mostraron valores dentro de los limites aceptables (= 2 DE), lo cual refleja la estabilidad de

la T, sus metabolitos hidroxilados y la AD, ademas, de confirmar la repetibilidad del método.

Los LODs determinados en nuestro estudio estan entre 1.360 y 13.054 ng/ml y las curvas de
calibracion se hicieron entre 25 a 1250 ng/ml. En el caso de la T fue necesario incluir puntos
de menor concentracion debido a su elevada sensibilidad. Debido a que en la literatura no
hay reportes sobre las concentraciones urinarias de los metabolitos hidroxilados de la T, en
las graficas de calibracion se incluyeron concentraciones relativamente elevadas para
asegurar que las concentraciones que se obtuvieran cayeran dentro del rango de linealidad.
En la literatura hay varios métodos descritos para el analisis de la T y otros esteroides.
Whalley y col. (2001) describieron un método de HPLC acoplado a un detector UV con el
que se determin6: 70-OHT, 6B8-OHT, 160-OHT, 168-OHT, 11B-OHT, 2a-OHT, 23-OHT,
AD y T y refiri6 un LOD en columna de 300 ng/ml y sus curvas de calibracion fueron
realizadas entre 300 ng/ml y 10 pg/ml. En otro estudio que utilizaron UPLC-MS/MS para

determinar siete metabolitos hidroxilados de la T (16a-OHT, 2a-OHT, 7a-OHT, 6a-OHT,
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2B-OHT, 6B-OHT y 16 B-OHT) en extractos de ensayos in vitro usando microsomas de rata,
reportaron que las graficas de calibracion las hicieron en un rango de 0.005 a 5 pg/ml y
reportaron también los LOD entre 0.32 a 2 ng/ml (Wang and Zhang, 2007). Otro estudio en
el que evaluaron esteroides anabolizantes, entre los que se encontraban la T y la AD, en orina
humana por HPLC-MS/MS, los autores realizaron las graficas de calibracion de 0.5 a 20
ng/ml con LOD para T de 0.27 ng/ml y de 4.72 ng/ml para la AD por inyeccion directa, con
recuperaciones para la T de 99.3 y 96.1% y de 92.2 y 106.4% para la AD (Saito et al., 2010).
Por otra parte, en otro estudio se determinaron varias hormonas esteroideas, entre las cuales
se encontraban la T y la AD en orina humana por CG-MS; en este estudio reporté un LOD
para la T de 0.05 ng/ml y con una grafica de calibracion entre 0.1 y 200 ng/ml y para la AD
el LOD fue de 0.05 ng/ml y la grafica de calibracion entre 0.1 y 200 ng/ml (Moon et al.,
2009). Adicionalmente, otros autores cuantificaron varios esteroides en orina humana usando
CG-MS y reportaron un LOD de 0.5 ng/ml para la T con recuperaciones de 92.8% y para la
AD un LOD de 1.0 con recuperaciones de 103% (Martinez-Brito et al., 2013). Los resultados
obtenidos en cuanto a limites de deteccion y de cuantificacion en este estudio son similares
a los reportados en estos estudios, sin embargo, presentan algunas ventajas importantes. Entre
ellas sobresale el uso de un equipo mas econémico que el UPLC-MS/MS, adicionalmente al
usar UPLC se disminuye notablemente la cantidad de solventes utilizada, una disminucion
notable en el tiempo de corrida ya que con una metodologia similar en HPLC la resolucion
y definicion de los analitos podria tardar hasta 56 min y con esta metodologia los analitos se
pudieron resolver, definir e identificar en 15 min, usando el detector de masas se pudieron
realizar corridas en modo positivo y negativo al mismo tiempo también ahorrando tiempo de

analisis de las muestras, en cuanto al procesamiento de las muestras no es necesario hacer la
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derivatizacion de los analitos, lo cual es indispensable para usar GC-MS, lo que conduce a
un menor tiempo de analisis. Adicionalmente es el primer estudio que evaliia los metabolitos
hidroxilados de la T, la T y la androstenediona en una muestra de facil acceso como es la
orina ya que algunos estudios ya habian reportado estos analitos en microsomas de higado,

pero la obtencion es éstos es compleja.

Un hecho que apoya la metodologia desarrollada en el presente estudio es que las
concentraciones urinarias de la T en los individuos participantes son similares a las
reportados en los estudios que utilizaron UPLC-MS/MS (Gonzalo-Lumbreras et al, 2003;
Koal et al., 2012) y GC-MS (Martinez-Brito et al., 2013; Moon et al., 2014) en personas de
diferentes etnias. Ademas, las concentraciones de los metabolitos hidroxilados de la T
obtenidos en este estudio pueden servir de referencia en estudios posteriores, ya que hasta el

momento no hay reportes sobre las concentraciones de ellos en la orina humana.

Es bien sabido que el analisis de la T y otros esteroides en la orina suele ir acompafiado de
interferencias, también conocido como efecto de la matriz como se ha determinado mediante
el uso de diferentes técnicas (Gonzalo-Lumbreras et al., 2003; Matuszewski, 2006; Van
Eeckhaut et al., 2009; Moon et al., 2014). En el presente trabajo, estas interferencias se
detectaron comparando los valores de la pendiente de las curvas de calibracion construidas
sobre un pool de orina o en metanol, y la diferencia entre las dos pendientes fue superior al
10%, lo que indic6 la presencia de interferencias por efecto de la matriz. Para corregir este
efecto se prepar6 un lote tnico de OLE (procedente de 10 individuos) con el que se
construyeron las curvas de calibraciéon y también fue usada para preparar las muestras

enriquecidas con las diferentes cantidades. Esta estrategia permiti6 eliminar virtualmente los
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efectos de la matriz de la mayoria de los analitos evaluados dado que en la mayoria de éstos
obtuvimos recuperaciones que se encuentran dentro de los rangos aceptables. Debido a que
las interferencias de la matriz se corrigieron utilizando OLE en las gréficas de calibracion, se
utilizo a la 6-DHT como EI para evaluar la repetibilidad del método, tanto para los estandares
como para las muestras de los voluntarios. En cuanto a las recuperaciones para los
metabolitos 15B-OHT, 16a-OHT y 11B-OHT se observaron valores altos de recuperacion,
los cuales pueden ser debidos a un efecto matriz producido por la orina, muy probablemente
algiin componente de la matriz produjo este aumento en la respuesta de estos metabolitos
durante la ionizacion, efecto que no fue corregido a pesar de la realizacion de las curvas de
calibracion sobre orina libre de esteroides y del uso de un estandar interno. En particular se
ha descrito que el efecto matriz aparece con mucha frecuencia en la cuantificacion de los
esteroides en la orina y una de las posibles opciones para corregir esto es el uso de estdndares
deuterados. Por lo tanto, se requieren mas investigaciones sobre estrategias para superar los
posibles efectos de la matriz para lograr mejores recuperaciones, sin embargo, hasta la fecha
no hay estdndares deuterados de los metabolitos hidroxilados de la T disponibles

comercialmente para su inclusion durante el analisis.

En este estudio, se selecciono a la 6-DHT como EI ya que tiene una estructura quimica similar
ala T, no se encuentra en nuestra matriz de estudio y no coeluye con ninguno de los analitos
de interés (. 7.48 min), ademads, es generado a partir de un proceso bioquimico dependiente
de CYP similar al de los metabolitos hidroxilados, tanto en ensayos in vitro como in vivo en
ratas y humanos (Waxman et al., 1991; Fabregat et al., 2010). Algunos articulos han referido

la presencia de la 6-DHT en el ser humano, pero la deteccion de éste en la orina humana solo

62



ha sido posible a niveles bajos después del tratamiento alcalino de las muestras que contienen
esteroides conjugados con cisteinilo (Fabregat et al., 2010). En este estudio, la 6-DHT no se
detect6 en las muestras de orina humana antes o después del ensayo enzimatico utilizando -
glucuronidasa/sulfatasa de H. pomatia y nuestras condiciones de analisis fueron &cidas,
ademas, este compuesto es muy estable. Basados en las propiedades fisicoquimicas de los

analitos de interés, la 6-DHT es una excelente alternativa para que se use en este analisis.

En el presente estudio demostramos que los metabolitos hidroxilados de la T se eliminan
como conjugados con acido glucurénico y sulfurico, ya que su deteccion aumentd
notablemente después de la hidrolisis enzimatica con B-glucuronidasa/sulfatasa. Estos
resultados resaltan la importancia de agregar también sulfatasa al ensayo enzimatico para la
hidrolisis de los metabolitos hidroxilados de la T que estén sulfatados para evitar su
subestimacion, ya que de forma clasica en algunos andlisis de esteroides usan a la f-
glucuronidasa de E. coli, la cual no contiene sulfatasa lo que produciria una subestimacion
de los metabolitos que se excretan conjugados con acido sulfurico. Muchos autores
recomiendan para el andlisis de la T y sus metabolitos en la orina humana el uso de B-
glucuronidasa de E. coli para el procesamiento de la muestra para evitar un aumento en la
proporcion de la tasa T/epitestosterona y la formacion de la 4-AD (Mareck et al., 2008; Moon
et al., 2014; Du Toit et al., 2017). Estos aumentos se atribuyeron a la actividad enzimatica de
la 3B-hidroxi-A5-esteroide-deshidrogenasa y la esteroide-A-isomerasa en el jugo de H.
pomatia. Es importante resaltar que la tasa T/epitestosterona se usa como un marcador de
dopaje, ya que en caso de la administracion exdgena de T, la proporcion de T/epitestosterona

se encuentra elevada (Danaceau et al., 2008), por esta razon, desde el punto de vista analitico
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es de vital importancia la eleccion de la enzima, pero debido a que el objetivo de este estudio
fue la cuantificacion del catabolismo de la T, la mejor eleccion fue la PB-
glucuronidasa/sulfatasa de Helix pomatia que contiene ambas enzimas en comparacion con
la de E. coli que no posee sulfatasa. Hasta el momento, no hay informacion disponible sobre
si el extracto de la H. pomatia contiene actividades enzimaticas secundarias que modifiquen
la formacion de metabolitos hidroxilados de la T. Por lo tanto, es posible suponer que los
niveles de metabolitos hidroxilados de la T determinados en este estudio fueron solo el

resultado del metabolismo de la T dependiente del CYP en el higado.

El analisis de las muestras de orina humana utilizando las condiciones experimentales
validadas y estandarizadas en este estudio muestra la presencia de siete metabolitos
hidroxilados de la T, la AD y T en hombres jovenes y mayores; estos metabolitos incluyen
isdémeros hidroxilados en las posiciones a- y - en diferentes posiciones del anillo esteroideo.
El principal metabolito determinado en ambos grupos de edad fue la 68-OHT, que es el
metabolito reportado en estudios in vitro en donde evaluaron el aumento de la accion
catalitica del CYP3 A4 para metabolizar esteroides enddgenos y xenobidticos (Yamazaki and
Shimada, 1997b; Niwa et al., 1998; Usmani et al., 2003a). Estos resultados apoyan la
hipotesis de que la 6B-OHT puede usarse como un marcador del CYP3 A4 hepatico in vivo,
similar a los estudios in vitro (Waxman, 1988; Waxman et al., 1988; Usmani et al., 2003a).
Del mismo modo, el CYP3A4 también juega un papel importante en la 6B-hidroxilacion de
la progesterona y el cortisol (Ged et al., 1989; Yamazaki and Shimada, 1997a) y cataliza la
16a-hidroxilacion de otros esteroides como la progesterona, la pregnenolona, la DHEA y la

E1; sin embargo, en el caso de la formacion de la 16a-OHT, los CYP2B6, 2C8 y 2C19 pueden
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ser mas importantes. Por el contrario, en las ratas, la 16a-hidroxilacion de la T se atribuye
principalmente al CYP2C11, una isoforma masculina especifica que desempefa un papel en
la relacion 60-OHT/160-OHT, y se ha utilizado como un indicador de alteracion endocrina
cuando es alterado por un xenobiético (Wilson and LeBlanc, 2000; Sanderson, 2006). La
16B-OHT fue otro metabolito importante detectado en ambos grupos de hombres y su
formacion se atribuye principalmente a la actividad de los CYP2B6, 3A4 y 3A7 (Niwa et al.,
1998; Monostory and Dvorak, 2011). E1 CYP3 A4 también tiene una participacion importante
en la formacion de la 2B-OHT y 158-OHT; sin embargo, en el presente estudio, lal153-OHT
y 11B-OHT se mostraron como metabolitos menores de la T, lo que estd de acuerdo con los
estudios in vitro (Monostory and Dvorak, 2011). La AD fue otro metabolito detectado en las
muestras de orina humana, su formacion es a partir de la deshidrogenacion de la T que es
catalizada principalmente por los CYP2D6 y 2C19 y la HDS17p2. Esta reaccion contribuye
al conjunto de precursores de androgenos dentro del organismo y constituye una via de
rescate para la AD (Waxman et al., 1988). Los datos obtenidos en el presente estudio
proporcionan informacion sobre el catabolismo de la T y refleja la dificultad de predecir cual
isoforma del CYP es la principal responsable de la formacion de cada metabolito in vivo, por
lo tanto, se requiere mas investigacion sobre el catabolismo de la T por parte del CYP para
predecir su contribucion individual. Estos hallazgos también muestran claramente que los
metabolitos hidroxilados de la T no deben excluirse al evaluar la homeostasis de la T, porque
su catabolismo depende del CYP y un cambio en su perfil de biotransformacion puede ser

potencialmente util como biomarcador del estado de andrégenos.
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Una alteracion en la tasa de biotransformacion de la T debido a factores internos y externos
estd asociada con una alteracion en la tasa de eliminacion y pueden resultar en un desbalance
de la T que varia de un sujeto a otro y de una poblacion a otra (Niwa et al., 1998; Usmani et
al., 2003a). A la fecha, no hay reportes sobre la determinacion de metabolitos hidroxilados
de la T en la orina humana, lo que nos indica que este cambio no ha sido evaluado en el
balance total de la T en los humanos, de ahi la importancia de un método de cuantificacion

de estos metabolitos.

Un hallazgo importante en este estudio es que, aunque solo se analizé un nlimero pequefio
de muestras de orina, hubo un cambio significativo y evidente en el perfil de los metabolitos
hidroxilados de la T, AD y la propia T de una manera dependiente de la edad. Se ha observado
que los hombres mayores tienen niveles mas bajos de T que los hombres jovenes debido a la
menor produccion de ésta por parte de las células de Leydig y al aumento de la
biotransformacion de la T a E» por la aromatasa (Monostory and Dvorak, 2011). Los
resultados del presente estudio podrian respaldar esta afirmacion a pesar del reducido numero
de muestras analizadas. Sin embargo, se deben realizar otros estudios con un nimero mayor
de muestras donde se evalué el papel que representa el catabolismo de la T dependiente del
CYP, ya que nunca ha sido incluido en el balance total de la hormona, como se ha explicado
anteriormente, ademads, la alteracion en la expresion del CYP hepatico puede influir en el
catabolismo de la T con las consecuencias fisioldgicas a nivel de multiples sistemas debido
a las diversas funciones que regula la T. Adicionalmente, un cambio en la expresion de los
CYPs que participan en el metabolismo de la T posterior a la exposicion a xenobidticos

afectaria el metabolismo de esta hormona; se ha descrito que compuestos como el
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ketoconazol, el endosulfan y el DDT, entre otros, alteran la expresion de CYP hepaticos con
efectos variables sobre el perfil de los metabolitos de la T en estudios in vitro e in vivo
(Wilson and Leblanc, 1998; Wilson and LeBlanc, 2000; Gunderson et al., 2001; Sierra-
Santoyo et al., 2005). Un hallazgo que respalda los resultados de este estudio respecto a los
niveles de la T en orina, es que son similares a los observados en personas de diferentes etnias
exentas de procesos patologicos en los que se usaron otros métodos analiticos (Martinez-

Brito et al., 2013; Moon et al., 2014; Gonzalo-Lumbreras et al., 2003; Koal et al., 2012).

El perfil urinario de esteroides estd compuesto por varias hormonas producidas
enddgenamente, incluidos sus precursores y metabolitos (Mareck et al., 2008). Los resultados
de este estudio muestran que los metabolitos hidroxilados de la T pueden representar una
proporcion significativa de los productos de eliminacion de este andrégeno, por lo tanto, se
necesita realizar mdas estudios para caracterizar la contribucion de los metabolitos
hidroxilados de la T en el balance total de este androgeno, lo que nos puede ayudar a predecir
si contribuye en el desarrollo de algunas enfermedades, como la hipertension inducida por
angiotensina II, la hipertrofia cardiaca asociada, la disfuncion renal, el estrés oxidante (Pingili
et al., 2016), el cancer de prostata (Green et al., 2012) o disrupcion endocrina (Wilson and
LeBlanc, 2000).

Asi como se han discutido varias de las ventajas que tiene este método, es importante también
mencionar sus limitaciones. Una de las limitaciones del método es que solo se podria aplicar
en muestras de orina, ya que no ha sido aplicado a otro tipo de muestras y para poder evaluar
los metabolitos hidroxilados de la T en otra matriz, ésta deberia ser evaluada en la busqueda

de interferencias, principalmente en la etapa de procesamiento de la muestra. Otra limitante
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es, que, hasta ahora, s6lo se aplic6 en hombres en dos rangos de edad, en los cuales los niveles
son relativamente altos y la T es el principal androgeno. Existen otras etapas de la vida en las
cuales estos niveles pueden ser menores como la infantil, asi como en mujeres con distintas
condiciones fisioldgicas como el embarazo y la posmenopausia. A pesar de que logramos la
resolucion y definicién de otros androgenos y principalmente estrogenos que pueden estar
presentes en la orina, con el método actual, estos compuestos no pudieron ser evaluados
debido a que para la cuantificacion de estrogenos en la orina humana es necesario la adicion
de 4cido ascorbico como conservante para evitar la oxidacion de los catecoles (Xu et al,,
2005). Otra limitante es que actualmente no hay disposicion comercial de estandares
conjugados de los metabolitos hidroxilados con acido glucuronico y sulfurico para probar la
eficiencia de la hidroélisis, ni tampoco de metabolitos deuterados para su inclusion durante el
analisis como estandares internos adicionales. Otros factores que se podria evaluar es i) la
aplicacion a otro tipo de muestras como suero, plasma o extractos de tejidos, entre otras; ii)
analizar muestras de orina de personas de ambos sexos con otras condiciones
fisiopatoldgicas; iii) determinar el efecto que puede tener la adicion de conservadores y
finalmente, iv) determinar cudles componentes de la orina pueden estar afectando la
recuperacion de los metabolitos que en este estudio mostraron valores elevados.

En resumen, se desarrollé un método de cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria
de masas (UPLC-MS) para el analisis de la T y sus metabolitos hidroxilados y la AD en orina
humana. El método desarrollado presenta una adecuada resolucion, definicion, sensibilidad,
linealidad, reproducibilidad, exactitud y precision en una muestra de facil obtencion como es

la orina humana. Este método puede ser de gran ayuda para el desarrollo de estudios de
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metabolismo hepéatico en seres humanos, estudios de los sistemas reproductivo y endocrino,

toxicoldgicos y de dopaje.

5. CONCLUSIONES

1. Se desarroll6 y optimizé un método analitico de UPLC-MS para la determinacion de
siete metabolitos hidroxilados de T, la AD y la T en orina humana.

2. Se optimizaron las condiciones experimentales para la extraccion e hidrolisis
enzimatica de los metabolitos conjugados de la T, sus metabolitos hidroxilados y la
AD en orina humana para su analisis por UPLC-MS.

3. La T, la AD y los metabolitos hidroxilados se conjugan con acido glucurdnico y
sulfurico, por lo tanto, es necesario la hidrolisis enzimatica para su determinacion.

4. El método analitico desarrollado y optimizado se aplicé en muestras biologicas de
voluntarios para comprobar su utilidad, lo que permiti6é detectar y cuantificar nueve
analitos en muestras de hombres en dos rangos de edad: la T, AD, 6B-OHT, 16p3-
OHT, 15B-OHT, 2B-OHT, 11B-OHT, 2a-OHT y 160-OHT.

5. La 6B-OHT y 16a-OHT fueron los metabolitos hidroxilados mayoritarios de la T en
los hombres jovenes y mayores.

6. El patron metabdlico de eliminacion de la T en la orina humana cambia con la edad.

7. Este método puede ser de gran ayuda para el desarrollo de estudios del metabolismo
hepatico de la T en seres humanos y su efecto en los sistemas reproductivo y

endocrino, toxicolégicos y de dopaje.
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6. PERSPECTIVAS

. Acoplar el método desarrollado de UPLC-MS a un detector de masas en tandem
UPLC-MS-MS lo que permitiria aumentar la sensibilidad y mejorar los LOD y LOQ
para poder aplicarlo a la caracterizacion del perfil catabdlico de la T en poblaciones
con menores niveles de T como mujeres y nifios.

Caracterizar el perfil de excrecion completo de la T teniendo en cuenta los
metabolitos hidroxilados de la T, la DHT, la AD, E», Ei, AD, 5-androstanediol,
androstanediona, androstenediol (3a-diol y 3B-diol), etiocolanolona y la DHEA.
Caracterizar el perfil metabolico de excrecion de la T en hombres jovenes y mayores
en diferentes condiciones fisiopatologicas para evaluar su aplicabilidad en la clinica
y en investigacion.

. Estandarizar y validar el método desarrollado incluyendo a los estrogenos y sus

metabolitos hidroxilados.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Testosterone-hydroxylated metabolites
UPLC-MS method

Testosterone biotransformation
Human urine

Testosterone regulates the male reproductive system and acts directly or indirectly on nearly all systems during
fetal, pubertal and adult life. Testosterone homeostasis depends on its synthesis and degradation. The major
biotransformation reactions are hydroxylation by different cytochrome P450 (CYP) isoforms. There are no de-
scribed methods to determine the profile of testosterone-hydroxylated metabolites in human urine. The aim of
this study was to develop an analytical method to determine testosterone-hydroxylated metabolites in human
urine using UPLC-MS. Seven testosterone-hydroxylated metabolites, androstenedione, and testosterone, were
identified by comparison of their t,, and positive electrospray ionization (ESI") data, with those of analytical
standards. The method developed is sensitive, specific, repeatable, and precise. Limits of detection and quan-
titation for all compounds ranged from 1.360 to 13.054 ng/ml and 4.234-39.679 ng/ml, respectively. The
percentages of recovery were between 81.2 and 128.8%. The applicability of the analytical method was con-
firmed by analysis of urine samples obtained from two groups of healthy men (25-30 and 50-75 years old). All
analytes were identified with slightly different metabolites profiles in both groups. In conclusion, the UPLC-MS
method developed here was validated for the analysis of testosterone-hydroxylated metabolites in human urine.

1. Introduction

Five classes of steroid hormones are recognized in mammals: pro-
gestogens, glucocorticoids, mineralocorticoids, estrogens, and andro-
gens [1]. Testosterone, the main androgen in humans, is involved in
several functions such as maintaining sexual function, germ cell and
accessory sex organ development, metabolism of lipids, proteins, and
carbohydrates, stimulation of erythropoiesis, promotion of skeletal
muscle growth, coagulation, and participation in cognitive and psycho-
sexual behavior [2,3].

Testosterone levels are maintained through a dynamic balance be-
tween its biosynthesis, interactions among hormones, rates of excretion,
transport, catabolism, and elimination. Testosterone balance could be
disrupted by affecting these physiclogical processes. Biosynthesis of
testosterone occurs primarily in the Leydig cells of the testes, and the
theca- and granulosa-derived luteal cells of the ovaries. Testosterone is
synthesized from cholesterol by a series of reactions catalyzed by

* Corresponding author.
** Corresponding author.

enzymes from the cytochrome P450 (CYP) 11 and 17 families, as well as
other enzymes. This pathway includes the formation of several inter-
mediary metabolites, as is shown in Fig. 1 [4,5]. After synthesis, it is
secreted into the bloodstream, and a small amount is converted into
dihydrotestosterone (5-DHT) in peripheral tissues by Sa-reductase [6].
Another fraction of testosterone, jointly with androstenedione (AD), are
aromatized on ring A to form estrone (E;) and estradiol (E,), respec-
tively, in a reaction catalyzed by the aromatase CYP19A1 [5].

The liver plays an important role in maintaining testosterone bal-
ance and has several mechanisms for its biotransformation. The major
metabolic reactions of testosterone are hydroxylation, and further
oxidation carried out by CYP in a stereo- and regio-selectivity manner
by attaching hydroxyl groups to the steroid ring (Fig. 1) [7]. Another
catabolism pathway is oxide-reduction reactions, in which testosterone,
AD, and dehydroepiandrosterone (DHEA) lead to the formation of an-
drosterone, etiocholanolone, and androstenediol [S]. Testosterone and
its hydroxylated metabolites are conjugated with glucuronic acid or
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Fig. 1. Synthesis and metabolism of androgens in humans. 'CYP11A1 (CYPside-chain cleavage); *HSD3p 1,2 (3f-hydroxy-steroid dehydrogenase type 1 and type 2);
*CYP17A1 hydroxylase; *CYP17A1 lyase; "HSD17B3 and AKR1C3, (17P-hydroxy-steroid dehydrogenase type 3 and aldo-keto reductase family 1 member 3);
®HSD17 B2 (17p-hydroxy-steroid dehydrogenase type 2) and AKR1C3 (testosterone to AD); “CYP19A1 (aromatase); *SRD5A 1,2 (5a-reductase type 1 or 2); "AKR1C2
(aldo-keto reductase family 1 member 2); 1°HSD17p3 (17B-hydroxy-steroid dehydrogenase type 3); MAKR1C3 (aldo-keto reductase family 1 member 3); >HSD17[6,

HSD17B10 and HSD17{13 (17p-hydroxy-steroid dehydrogenase type 6, 10 and

13); '*UGT2P15 and UGT2P17 (UDP glucuronosyltransferase family 2 member B15

and p17); “YAKR1C1 (aldo-keto reductase family 1 member 1); '®CYP7B1, '*CYP3A4; "CYP2B6, 2C9, 2C19, 3A4; ®SULT (sulfo-transferase). 5-Dihydrotestosterone
(5-DHT), dehydroepiandrosterone (DHEA), dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S), and -hydroxytestosterone (-OHT).

sulfate and excreted in bile and urine. The introduction of hydroxyl
groups into one or more of the testosterone rings, as well as the con-
jugated formation, increases the water solubility of the molecule and
reduces or abolishes activity at androgen receptor [5].

Several CYP isoforms are involved in the oxidative metabolism of
testosterone, with a varying degree of catalytic activity on hydroxyla-
tion reactions as has been described in vitro studies (Fig. 1) [7,9]. The
major testosterone-hydroxylated metabolite found in humans is 6f-
hydroxytestosterone (63-OHT), and it is often used as a marker of he-
patic CYP3A4 for in vitro and in vive studies [10,11]. CYP3A4 is the
predominant isoform involved in the formation de 6B-OHT; however,
other isoforms such as CYP3A5, 3A7, 1A1/2, 2D6, 2C19 and 2B6 are
also involved. CYP3A4 also catalyzes the formation of 15B-OHT, 16p-
OHT, and 23-OHT [12], as well as the formation of 16a-OHT, 2a-OHT,
and 113-OHT. The formation of 16p-OHT is catalyzed by CYP2B6, 2C9,
2C19, and 3A4 isoforms [5]. The metabolites 2B-OHT and 15p3-OHT
represent the second major metabolites after 63-OHT, whereas 2a-OHT
and 11p-OHT are minor metabolites produced by CYP3A4. The oxida-
tion of testosterone to AD is catalyzed by CYP2C19 and 2D6 more ac-
tively than any other CYP isoform [13]. This information indicates that
in vitro testosterone metabolism by CYP exhibits a large variability
which is difficult to predict which CYP isoforms are mainly responsible
for testosterone metabolism in vivo. Likewise, this difficulty also has
limited the characterization of the profile of testosterone-hydroxylated
metabolites either in human serum or urine since it has received less
attention.

Different analytical methods have been reported for the analysis of
steroids in wurine [8,14-16]. Radioimmunoassay and enzyme

immunoassay are the most widely used methods for the analysis of
testosterone and other steroid hormones. These methods have high
sensitivity, but they also have some disadvantages [17,18]. Gas chro-
matography coupled to Mass Spectrometry (MS) is the gold standard
technique for steroids determination because shows high resolution,
selectivity and sensitivity; however, the analytes need to be derivatized
due they are not volatile compounds, which in some cases may resultin
an unpractical and time-consuming process [16,19]. Liquid chromato-
graphy coupled to MS (LC-MS) with an electrospray ionization (ESI)
source is a powerful tool for the analysis of steroids for clinical purposes
without requiring any sample derivatization procedure. This technique
possesses high specificity and sensitivity and is widely used for the si-
multaneous identification of testosterone and other steroids in urine
samples [15,16,19-22]. There are no methods to identify and quantify
testosterone-hydroxylated metabolites in human urine using ultra-high
performance liquid chromatography coupled to MS (UPLC-MS).

Since the profile of testosterone-hydroxylated metabolites in human
urine remains to be fully elucidated, which could provide a compre-
hensive point of view on CYP-dependent testosterone catabolism, the
aim of this study was to develop a liquid chromatography method for
the analysis of testosterone-hydroxylated metabolites in human urine
by UPLC-MS.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and standards

Testosterone, AD, 63-OHT, 163-OHT, 158-OHT, 2B-OHT, 11-OHT,
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2a-OHT, 16a-OHT, 2-OHE,, 4-OHE,, 4-OHE,, 4-MeOE,, DHEA, 5-an-
drostenediol, and 6-dehydrotestosterone (6-DHT), used as an internal
standard (IS), were obtained from Steraloids Inc. (Newport, RI, USA). B-
glucuronidase/sulfatase type HP-2 from Helix pomatia was purchased
from Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA). Liquid chromatography-
mass (LC-MS) spectrometry grade acetonitrile, water, and methanol,
anhydrous sodium sulfate, and solid-phase extraction (SPE) C18 car-
tridges (BAKERBOND spe™ 40 um, 60 A) were purchased from J.T.
Baker (Center Valley, PA, USA). Sodium carbonate and sodium hy-
drogen carbonate were acquired from Merck (Darmstadt, Germany).

Stock solutions (1 mg/ml) of testosterone, AD, testosterone-hydro-
xylated metabolites, and 6-DHT were individually prepared in me-
thanol. These solutions were used to prepare 0.1, 0.01, 0.001, and
0.0001 mg/ml standards in LC-MS grade methanol and were stored at
— 20 "C. Stock solutions were newly prepared when the peak area re-
sponse decreased by more than 10%.

2.2. Chromatographic conditions

Testosterone-hydroxylated metabolites, AD, testosterone, and 6-
DHT were analyzed on a Waters Acquity UHPLC-H Class system
(Waters, Milford, MA, USA) equipped with a quaternary pump, sample
manager, column oven, and photodiode array detector (PDA), inter-
faced with a SQD2 single-quadrupole mass spectrometer equipped with
an electrospray ion source (ESI). MassLynx software version 4.1 was
used to control the UHPLC-MS system and for data acquisition and
processing. The analytical method was developed using a Kinetex XB-
C18 column (100 x 2.1 mm, 1.7 pm particle size, 100 A, Phenomenex,
Torrance, CA, USA). The mobile phases consisted of 0.1% formic acid in
water (A), acetonitrile (B) and methanol (C). The initial solvent con-
ditdons were 64:29:7 (A:B:C). After sample injection, a 10 min linear
gradient to 53:40:7 (A:B:C) was applied, followed by a 3 min linear
gradient to 52.3:41.1:6.6 (A:B:C). The initial conditions were then re-
established by a 0.1 min step gradient and were maintained for 2 min to
re-equilibrate the column. The flow rate was 0.2 ml/min, column
temperature was set at 40 °C, and the injection volume was 2 pl. MS
parameters were as follows: cone and capillary voltages, 35.0 V and
3.0 kV; source and desolvation temperatures, 350 and 450 °C, respec-
tively, and nitrogen as the collision gas. For the identification of com-
pounds, the PDA detector scanned from 190 to 500 nm and the ESI-MS
spectra were obtained within a mass range of m/z 100-1000 (scan
duration of 0.5 s), in both positive and negative modes.

2.3. Steroid-free human urine (SFHU)

A urine pool from 10 healthy male volunteers was percolated
through SPE C18 cartridges previously activated with 5 ml methanol
followed by 5 ml water. The unretained fracton was collected and
checked to verify the absence of analytes of interest [20]. Steroid-free
urine was used as a matrix to prepare calibration graphs for all meta-
bolites and steroid spikes.

2.4. Method validation

Calibration graphs were prepared on SFHU to avoid possible matrix
effects. The calibration curves were prepared in a range from 5 to
1250 ng/ml and was different for each one analyte using authentic
standards, which involved the measurement of the peak area of six
concentrations in triplicate and the addition of 80 ng/ml 6-DHT as the
IS. The correct integration of every UPLC-MS peak area of each stan-
dard was checked manually to verify the presence and absence of the
metabolite in the urine samples. The regression coefficient, slope, and
intercept were calculated from the calibration graphs using SigmaPlot
software version 13.0.

The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were
determined using the following equations LOD = 3.29 x SD (standard
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deviation) and LOQ = 10 x SD. The SD for each metabolite was cal-
culated by injecting seven replicates of the standard solutions at a low
concentration of the calibration graph [23].

The accuracy was evaluated by determining the recovery in SFHU
samples spiked with 6(3-OHT, 153-OHT, 16B-OHT, 16a-OHT, 113-OHT,
2a-OHT, 23-OHT, AD, and testosterone using three amounts 100 (low),
500 (medium), and 1000 ng/ml (high) in triplicate. These samples were
processed for analysis in a similar manner to the real human samples.
Precision data were expressed by the coefficient of variation (CV)
percentage. The intra- and inter-day precision analysis was used to
evaluate the repeatability of the developed method. For intra-day pre-
cision, each standard was analyzed at three different concentrations in
triplicate within one day. For inter-day precision, each standard was
analyzed at three different concentrations in triplicate every day of
analysis. Control charts for testosterone, AD, and 6-DHT were used as
internal quality controls of the method for checking the ionization of
analytes and evaluating the stability of standards.

2.5. Human urine samples

Human urine samples were collected from 10 healthy adult male
volunteers from Mexico City: five of them were aged 25-30 years old,
and the other five were 50-75 years old. The participants received
medical examinations, and no issues with blood pressure, glucose, and
lipid blood levels, alcoholism, pathological antecedents such as prostate
cancer diagnosis, prostate or testicular pathology, and any other type of
disease caused on the reproductive system, or medical treatments were
detected. The sampling protocol was approved by the Institutional
Ethical Committee for the Research in Humans (COBISH) of the Center
for Research and Advanced Studies (Cinvestav-IPN). All subjects gave
written informed consent for their participation, and urine samples
were collected early in the morning. After collection, samples were
immediately stored at —70 "C until their processing.

2.6. Processing of samples

To a 3 ml aliquot of human urine, 80 ng/ml of the IS (6-DHT) was
added. The mixture was shaken for 1 min, and analytes were extracted
from urine using SPE C18 cartridges previously activated and eluted
with 3 ml methanol. Then, the solvent was evaporated to dryness under
a stream of N, at 40 "C; the residues were dissolved in 1 ml of acetate
buffer (pH 5.0; 0.5 M) and 7,500 IU B-glucuronidase/sulfatase type HP-
2 from H. pomatia were added to carry out the enzymatic hydrolysis at
50 °C for 1 h. The enzymatic reaction was stopped by the addition of
50 mg Na,CO5:NaHCO, (1:10, w/w) to adjust the pH to 8.5. The hy-
drolyzed metabolites were extracted using 5 ml of diethyl ether; this
mixture was vortexed for 10 min and centrifuged (1600 xg) for
15 min at 4 °C. The organic layer was passed through anhydrous sodium
sulfate and evaporated under a stream of N, at room temperature. The
extracts were dissolved in 150 pl of MS grade methanol for analysis by
UPLC-MS.

2.7. Statistical analysis

Statistical calculations were performed using the SigmaPlot pro-
gram version 13.0 (Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). To es-
tablish the optimal enzyme concentration for hydrolysis, we used a one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by the Holm-Sidak post hoc
to test the differences of 16a-OHT and 6(3-OHT mean concentrations,
according to different concentrations of [-glucuronidase/sulfatase
concentrations. Differences between younger and older men in relation
to testosterone-hydroxylated metabolites, AD and testosterone analyzed
in urine were determined using Mann-Whitney rank sum test
Significant statistically differences were set atp < 0.05.
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Fig. 2. Total ion current chromatogram of standard solution mix (0.01 pg/mL in methanol) (A). Mass spectra in ESI + mode for 6B-OHT (B), 15-OHT (C), 16a-OHT
(D), 16-0OHT (E), 11p-OHT (F), 2a-OHT (G), 2p-0HT (H), 6-DHT (I), testosterone (J), and androstenedione (K).

3. Results

A suitable UPLC-MS method was developed to quantify seven tes-
tosterone-hydroxylated metabolites, AD, and testosterone in human
urine samples. The optimal UPLC-MS separation conditions were
achieved with a reversed-phase column and a mixture of 0.1% formic

acid in water:acetonitrile:methanol (Fig. 2A-K). Due to testosterone-
hydroxylated metabolites share similar mass transition fragments in
mass spectrometer analysis all separated analytes were identified ac-
cording to their tw; and molecular ion [M+H] * in the ESI + mode
using authentic standards (Table 1). The t,,, and mass spectra for each
analyte were not affected by the matrix components, and the IS, 6-DHT,
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Table 1

Analytical Biochemistry 597 (2020) 113670

Retention times (tr.;), molecular ions, linear regression equations and detection and quantitation limits of testosterone-hydroxylated metabolites, androstenedione,

and testosterone.

Analyte b (min) Molecular ion m/z [M+H]~ Linear regression equations T LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
B6f-0OHT 2.02 305.20 ¥ = 241.7x + 11201.3 0.999%6 6.426 19.530
15-OHT 221 305.22 y = 635.6x + 9374.7 0.9995 8.973 27.273
16a-OHT 2,94 305.22 ¥ = 5504 x + 604.6 0.9999 12315 37.432
16f-OHT 4.02 305.20 ¥ = 166.5x + 417.2 0.9990 5.280 16.049
11§-OHT 4.23 305.19 y = 537.0x + 33479 0.9995 13.054 39.679
2a-OHT 4.70 305.21 y = 302.0x+ 2211.7 0.999%6 7.408 22517
2p-OHT 4.95 305.18 y = 358.7x + 13262 0.9992 4.041 12.283
Testosterone 8.52 289.20 ¥y = 1451.2x + 108119 0.9972 1.360 4.134
Androstenedione 9.96 287.17 y = 1249.9x + 6417.8 0.9999 2.938 8.032

was not detected in nonspiked human samples.

Linear relationships (r > 0.9972) were observed in the calibration

graphs for all analytes from 5 to 1250 ng/ml. The LODs ranged from
1.360 to 13.054 ng/ml, and the LOQs from 4.134 to 39.679 ng/ml
(Table 1); while testosterone was the most sensitive analyte 113-OHT
was the less sensitive. The recovery ranges for 63-OHT, 163-OHT, 2p-
OHT, testosterone, and AD were found in the range from 81.2 to
128.8% at the three concentrations tested (low, medium, and high).
Although, higher values of recovery for 113-OHT and 16a-OHT (at the
three levels), 153-OHT (medium level), and 2a-OHT (low level) were
observed (Table 2). Precision values were less than 17% for all analytes
(Table 2) and the CV of t, intra- and inter-day were < 1.04% and <
1.53%, respectively. Recovery and precision control charts for all
analytes were performed for six months and showed values within the
acceptable limits ( + 2 SD), reflecting the stability of testosterone and
its metabolites as well as the repeatability of the method.

To optimize the efficiency of extraction of the analytes in the urine
samples, the following critical factors were evaluated: pretreatment of
the sample, type of extraction, and concentration of B-glucuronidase/
sulfatase for enzymatic hydrolysis. The extraction efficiency was eval-
uated by the recovery of 16a-OHT, 23-OHT, 6(3-OHT and testosterone
added to the urine. First, when precipitant material was eliminated
either by centrifugation at 1600 x g one or two times or filtering (20.0,
0.47 or 0.20 pm size pore), important losses of up 45% of testosterone
and 6B-OHT were observed. The extraction efficiency was also eval-
uated using liquid-liquid and liquid-solid extraction. Better results for
the recovery of all compounds were observed by liquid-solid extraction
using SPE C18 cartridges (74 and 110%). Based on these results, it was
decided that urine samples do not require pretreatment to eliminate
precipitant material, and only solid-phase extraction was used prior to
enzymatic hydrolysis of the conjugated metabolites in the samples.

It is well known that testosterone and its hydroxylated metabolites
are mainly excreted as sulfate- and glucuronide-conjugates in urine
[24,25]. Therefore, the optimal enzyme concentration for hydrolysis
was established based on the formation of 16a-OHT and 6f-OHT at
different concentrations of P-glucuronidase/sulfatase, as shown in

Table 2

Fig. 3. All the tested concentrations produced a significant increase in
the concentration of 16a-OHT and 6B-OHT, in contrast with samples
with no addition of enzyme into the incubation medium. Concentra-
tions of 7,500 and 10,000 IU/ml showed the highest levels of meta-
bolites generated, increasing the levels of 6B-OHT in 51- and 52-fold,
respectively, and approximately 12- and 11-fold for 16a-OHT, respec-
tively. Other metabolites were also evaluated; however, their formation
after enzymatic hydrolysis was not as efficient as 6-OHT and 16a-OHT
(data not shown). The effect of reaction time was evaluated using 7,500
IU/ml of B-glucuronidase/sulfatase at 50 °C for 1 h of incubation and
overnight at 37 °C. Similar results were obtained in both conditions,
therefore, the experimental conditions for enzyme hydrolysis of tes-
tosterone-hydroxylated conjugated metabolites in urine were set at
7,500 IU/ml of B-glucuronidase/sulfatase incubated at 50 °C for 1 h.

The applicability of this validated method of UPLC-MS and the
conditions for enzymatic hydrolysis were used to determine the ex-
cretion profile of testosterone-hydroxylated metabolites, AD, and tes-
tosterone in urine samples of healthy young (25-30 years old) and se-
nior (50-75 years old) men. The quantification of the peaks was carried
out by the external standard method. The analysis of the extracts
showed the presence of seven testosterone-hydroxylated metabolites,
AD and testosterone (Table 3). Even though only five samples per group
were analyzed, among the oldest men there was an apparent decrease
in most of these metabolites and a different metabolic pattern of tes-
tosterone-hydroxylated metabolites, AD and testosterone with respect
to age. In both groups, the main analytes were 6B-OHT and 16a-OHT,
followed by testosterone in the group of young men, and 163-OHT in
the group of senior men, as well as their levels, were higher than those
of testosterone. However, only AD levels were significantly lower
among older adults.

4. Discussion

In this study, we developed and validated a UPLC-MS method for
the simultaneous determination of seven testosterone-hydroxylated
metabolites, testosterone, and AD in human urine after enzymatic

Recovery and precision for testosterone and other metabolites analyzed in steroid-free human urine.

Analyte Low (100 ng/ml) Medium (500 ng/ml) High (1000 ng/ml)

Recovery cV. Recovery cv. Recovery CV.
6f-0OHT 100.0 43 105.7 0.5 97.4 5.1
15-OHT 126.9 15.6 194.9 0.1 128.8 4.9
16a-OHT 187.0 37 145.7 0.7 184.0 3.0
16f-OHT 105.1 9.3 113.7 12.5 106.9 0.8
11p-OHT 146.5 93 174.6 4.6 186.1 1.9
2a-OHT 171.8 16.7 171 4.7 106.2 10.3
2f-OHT 108.2 14.5 110.8 16.8 95.8 14.9
Testosterone 1101 8.1 119.0 4.2 85.4 7.6
Androstenedione 897 158 812 7.0 95.7 1.4

Recovery represents %, of the mass of analyte detected in the spiked samples. The precision is represented by the coefficient of variation (C.V.) of the assay.
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Fig. 3. Effect of enzymatic hydrolysis on 16a-OHT and 63-OHT formation in
human urine using different concentrations of B-glucuronidase/sulfatase from
H. pomatie. Data represent mean + SD (n = 3). *Statistically significant from 0
IU/ml, p =< 0.001, ANOVA followed by a post hoc Holm-Sidak test.

Table 3
Profile of testosterone-hydroxylated metabolites, androstenedione and testos-
terone in human urine.

Analyte 25-30 years group (ng/ 50-75 years group (ng/ P
ml) ml)

158-OHT 573 (3.91-17.85) 7.23 (2.59-14.92) 0.967
6B-OHT 189.88 (26.35-223.52) 80.55 (7.38-192.68) 0.317
160-OHT 181.86 (30.71-315.06) 65.6 (25.14-196.54) 0.155
16f-OHT 38.65 (28.16-82.67) 30.23 (5.03-202.47) 0.562
11f-OHT 6.65 (3.61-19.78) 8.41 (2.19-18.08) 0.890
2a-OHT 17.07 (6.87-25.16) 14.25 (7.38-52.32) 0.874
2B-OHT 23.3 (2.84-35.69) 11.65 (6.11-35.72) 0.474
Testosterone 58.91 (2.67-81.95) 23.46 (4.24-98.47) 0.260
Androstenedione  19.83 (5.29-42.84) 7.83 (1.61-17.69) 0.023*

Data represent the median, and values in parenthesis indicate the range.
* Significant statistically difference between young and old men (n = 5).
p < 0.05, Mann-Whitney rank sum test.

hydrolysis and without the necessity of the derivatization process. This
method resulted in a notable increase in sensitivity, chromatographic
resolution, and shorter time of analysis. In addition, the analysis of
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these analytes in a few numbers of samples reinforce that testosterone-
hydroxylated metabolites would represent an important way of elim-
ination of this hormone in urine human, in addition to other metabo-
lites traditionally analyzed in this biological sample [8,14].

Despite similar t,., and molecular weights of several testosterone-
hydroxylated metabolites, the chromatographic conditions established
in this study allowed the separation, identification, and quantitation of
nine analytes within 15 min. Even this method is useful for analysis of
pairs of hydroxylated isomers such as 16a-OHT/163-OHT and 2a-
OHT/2p-OHT. The t., of testosterone-hydroxylated metabolites, AD,
and testosterone was constant (CV < 1.5%) during all method devel-
opment and sample analysis. The comparison of the mass spectra for
each peak ([M+H]") in the analyzed samples, with those obtained
from pure standards, allowed us to unequivocally identify each meta-
bolite as well as to detect the presence of possible impurities. To de-
monstrate the non-interference with the endogenous isomeric steroids
in the samples, the [M+H] " molecular ions for all analytes were se-
lectively extracted from the chromatograms and compared with those
obtained from authentic standards and their t,,. For example, steroids
such as estriol (E;) (m/z 289.6 [M+H] ™, t 2.1 min), 16-epiE; (m/z
271.2 [M — OH]" and ty, 3.4 min), 16a-OHE, (m/z 287.1 [M+H] "
and tree 3.5 min), 4-OHEz (m/z 287.7 [M—H] and tre 4.8), 2-OHEz
(m/z 287.2 [M—H]~ and ty, 5.0 min), 2-OHE, (m/z 287.2 [M+H]*
and t, 6.3 min), 4-OHE; (m/z 287.2 [M+H]" and ¢, 6.6 min), 5-
androstenediol (m/z 273.1 [M—OH] " and t,., 7.4 min), E; (m/z 255.2
[M — OH]" and t,o 7.5 min), 4-MeOE; (m/z [M — OH]™" 285.22, t.
8.17 min), 2-MeOE, (m/z 303.3 [M+H]", t., 9.0 min), E, (m/z 271.6
[M+H]" and ty 9.5 min), DHEA (m/z 271.2 [M — OH]" and try
9.9 min), 4-MeOE; (m/z 301.7 [M+H]" and t,e 10.3 min), and 3-
MeOE; (m/z 301.3 [M+H]" and t,,, 11.8 min), which could be present
in the urine, were selectively differentiated from the analytes used in
this work. Thus, this method could also be used for the analysis of the
estrogens and their metabolites in biological samples with effective
analytical performance and selectivity.

The developed method also showed excellent linearity
(r > 0.9972) over a large dynamic range of concentrations assayed
(5-1250 ng/ml). This may be very important since it has been reported
that androgens levels in human urine samples present great variability
[20], and in the case of testosterone-hydroxylated metabolites levels
excreted in the urine are depending on gender, ethnicity, age, meta-
bolism, and CYP polymorphism. The LOD values for all analytes ranged
from 1.360 to 13.054 ng/ml and the LOQ values ranged from 4.134 to
39.679 ng/ml, which are comparable to those reported by Wang and
Zhang [26], whom determined testosterone-hydroxylated metabolites
by UPLC-MS/MS produced in an in vitro assay using rat liver micro-
somes or using GC-MS for analysis of androgens, including some tes-
tosterone metabolites and drugs in human urine [27,28]. Recovery
values of the method for seven analytes were acceptable
(76.22-133.7%), however, metabolites such as 16a-OHT and 113-OHT
were out of range. The determination of endogenous steroids in urine
with reference standards has frequently caused problems, which are
mainly attributed to matrix effects. The major issue include signal en-
hancement, some possible alternatives to overcome these effects could
be the use of a deuterated IS in the calibration samples and each urine
sample to correctness and the use of artificial urine which represents a
convenient way to imitate a biological matrix [29]. Therefore, further
research is needed to overcome possible matrix effects to achieve better
recoveries, however, to date, there are no commercially available tes-
tosterone-hydroxylated deuterated metabolites. The CV observed in
intra- and inter-day determinations were less than 7.1%, which reflects
adequate repeatability. Likewise, control charts for the analytes were
performed at six months that showed values within the acceptable
limits ( = 2 SD), reflecting the stability of testosterone and its meta-
bolites, and confirmed the repeatability of the method. A finding that
supports the results of this study, is that under the experimental con-
ditions developed in this study, human urine testosterone levels are
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similar to those previously reported by GC-MS [27,30] and LC-MS
methods [17,20].

It is well known that the analysis of testosterone and other steroids
in urine is typically accompanied by interference, as determined by
using different techniques [20,27,31,32]. In our work, these inter-
ferences were detected by comparing the slope values from the cali-
bration curves individually constructed for urine from five different
individuals or for methanol and showed a CV higher than 10% [31]. To
correct the matrix effects, a single lot of SFHU (10 individuals) was
prepared and, calibration curves for spiked steroid samples were con-
structed. This strategy allowed us to virtually eliminate the matrix ef-
fects since the CV dramatically decreased to < 3%. These results are in
agreement with those reported by Matuszewski [31] for the bioanalysis
of different analytes by HPLC-MS. Because matrix interferences were
corrected using SFHU in the calibration graphics, 6-DHT was used as
the IS to evaluate the repeatability of the method for both standards and
samples.

In this study, 6-DHT was selected as the IS since it is a common
metabolic product from testosterone in vitro assays using rat liver mi-
crosomes [33,34]. The detection of 6-DHT in human urine has been
only possible at low levels after alkaline treatment of samples con-
taining cysteinyl conjugates steroids [14]. Here, 6-DHT was not de-
tected in human urine samples before or after the enzymatic assay using
B-glucuronidase/sulfatase from H. pomatia. This compound is very
stable, and while its chemical structure and molecular mass are similar
to other testosterone-hydroxylated metabolites, it did not coelute with
the other compounds (f,., 7.48 min). Based on the physicochemical
properties of analytes determined in this study, an excellent alternative
as IS instead of 6-DHT could be a testosterone-hydroxylated deuterated
metabolite, but at this time there are no commercially available anyone
of them.

In the present study, we demonstrated that testosterone-hydro-
xylated metabolites are eliminated as glucuronide and sulfate con-
jugates since after the enzymatic hydrolysis using B-glucuronidase/
sulfatase their formation pronouncedly increased. These results high-
light the importance of adding also sulfatase to the enzymatic assay for
the hydrolysis of testosterone-hydroxylated sulfate conjugates to avoid
their underestimation. For the analysis of testosterone metabolites in
human urine, some authors recommended the use of B-glucuronidase
from E. coli during sample preparation to avoid an increased ratio of
testosterone/epitestosterone and the formation of 4-AD [27,29,35].
These increases were attributed to the enzymatic activity of the 3p-
hydroxy-A®-steroid-dehydrogenase and the steroid-A-isomerase in H.
pomatia juice. There is no information available regarding whether H.
pomatia juice contains side enzyme activities that modify the formation
of testosterone-hydroxylated metabolites. Therefore, it is possible to
assume that the levels of testosterone-hydroxylated metabolites de-
termined in this study were only the result of the CYP-dependent tes-
tosterone metabolism in the liver.

The analysis of human urine samples using the developed and va-
lidated experimental conditions in this study shows the presence of
seven testosterone-hydroxylated metabolites, AD, and testosterone in
young (25-30 years) and older (50-75 years) men. These metabolites
include a- and PB-hydroxylated isomers at different positions of the
steroidal ring. The major metabolite determined in both age groups was
6(-0OHT, which is in agreement with in vitro studies that assessed the
increased catalytic action of CYP3A4 to metabolize endogen steroids
and xenobiotics [9,10,36]. These results support the hypothesis that 6B-
OHT may be used as a marker of hepatic CYP3A4 in vivo, similar to in
vitro studies [10,11]. Likewise, CYP3A4 also plays a major role in 6p-
hydroxylation of progesterone and cortisol [36,37] and catalyzes 16a-
hydroxylation of other steroids such as progesterone, pregnenolone,
DHEA, and E,. All together results confirm that the CYP3A4 is the main
isoform in 6f-hydroxylation of steroids in humans, but in the case of
16a-OHT formation, CYP2B6, 2C8, and 2C19 may be more important.
In contrast, in rats, the 16a-hydroxylation of testosterone is attributed
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mainly to CYP2C11, a male-specific isoform which plays a role in the
6a-OHT/16a-OHT ratio, and has been used as an indicator of endocrine
disruption when is altered by a xenobiotic [34,38]. 163-OHT was an-
other important metabolite detected in both groups, and its formation is
mainly attributed to CYP2B6, 3A4 and 3A7 activity [5,9]. CYP3A4 also
has strong activity for the formation of 23-OHT and 15B-OHT; however,
in this study, 153-OHT and 11(3-OHT were shown as minor testosterone
metabolites, which is in agreement to in vitro studies [5]. AD was an-
other metabolite detected in human urine samples; its formation is from
testosterone dehydrogenation, which is mainly catalyzed by CYP2D6
and 2C19, and HDS1732. This reaction contributes to the pool of an-
drogen precursors within the body and constitutes a salvage pathway
for AD [11]. The present information gives insight into the testosterone
catabolism and reflexes the difficulty in predicting which CYP isoform
is mainly responsible for the formation of each metabolite in vivo.
However, these findings clearly also show that testosterone-hydro-
xylated metabolites should not be excluded when assessing testosterone
balance, because its catabolism is CYP-dependent, and a change in its
biotransformation profile may be potentially useful as a biomarker of
androgen status.

Increases in the rate of testosterone biotransformation due to in-
ternal and external factors are associated with an increase in the rate of
elimination and may result in an imbalance of testosterone that varies
from subject to subject and population to population [9,10]. To date,
there are no reports on the determination of testosterone-hydroxylated
metabolites in human urine. An important finding in this study is that
the profile of testosterone-hydroxylated metabolites testosterone seems
to show an age-dependent change. It has been reported that older men
have lower levels of testosterone than young men due to the lower
production by Leydig cells and increased biotransformation to E, by
aromatase [5], and results support this statement. However, a compli-
cation to this asseveration is that physiologic changes may modify the
function of CYP-dependent enzyme activities [9]. Therefore, more
studies are needed to elucidate the metabolism of testosterone by dif-
ferent CYP isoforms to predict their contributions to in vivo metabolism
as well as on its biosynthesis. In the same sense, it is important to in-
crease the number of individuals to clarify the apparent decrease in
most of these metabolites to characterize the metabolic pattern of tes-
tosterone-hydroxylated metabolites. Likewise, the chemical perturba-
tion on liver CYP expression may influence the subsequent testosterone
catabolism with possible sexual homeostatic consequences. Exposure to
xenobiotics that induce CYP expression may enhance the overall
clearance of testosterone. Compounds such as ketoconazole, en-
dosulfan, and DDT, to name a few differentially modulate hepatc CYP
expression with varying effects on the profile of testosterone metabo-
lites in in vitro and in vivo studies [34,39-41]. All observations together
suggest that more definitive studies are needed to determine the profile
hydroxylated-testosterone metabolites in humans in different physio-
pathological conditions.

The urinary steroid profile is composed of various endogenously
produced steroidal hormones, including their precursors and metabo-
lites [29]. The results of this study showed that the testosterone-hy-
droxylated metabolites could represent a significant proportion of tes-
tosterone elimination products; therefore, further investigation is
needed to predict their relative contributions to some illnesses, such as
angiotensin I-induced hypertension, associated cardiac hypertrophy,
renal dysfunction, oxidative stress [42], prostate cancer [4] or endo-
crine disruption [34]. The analytical method described in this study
could be of great help to achieve this purpose, in a similar manner as
the urinary 6p-hydroxycortisol level has been used as a non-invasive
clinical marker of basal expression and induction of CYP3A4 in human
exposed to DDT [43,44].

5. Conclusion

In summary, we developed and validated a highly sensitive and
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specific UPLC-MS method for quantifying testosterone-hydroxylated
metabolites in human urine. The relevance of these testosterone-hy-
droxylated metabolites is that they appear to the fore in the testosterone
metabolites profile analysis in the urine, therefore, they should not be
underestimated. The pretreatment of the urine samples, as well as the
ionization and detection parameters of the analytes on the UPLC-MS
system, were optimized. Finally, this is the first method applied to
determine testosterone-hydroxylated metabolites in human urine ob-
tained from healthy men of varying ages. It can also be useful in studies
on testosterone-dependent physiopathologies due to liver metabolism,
reproductive health, hormonal concerns, behavior, and toxicology.
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