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Resumen

Este trabajo fue desarrollado para evaluar los reportes de la aplicacion de métodos
cromatogréaficos para detectar compuestos de interés en el area del deporte como la hormona GHRP 6
en dopaje y compuestos antioxidantes como curcuminoides en la recuperacion muscular de los
deportistas. Estas sustancias generan una serie de beneficios en el desempefio fisico de las personas y ha
sido prescrito para superar condiciones de pacientes que presentan deficiencias en su proceso de
crecimiento y en otros aspectos de su evolucidn fisica, por lo que han sido empleados por atletas que
intentan superar las crecientes exigencias del deporte de altacompetencia y recuperar su estado fisico
posterior a competencias.

El trabajo muestra la aplicacion de las técnicas cromatograficas, para la identificacion de
compuestos de alto interés en el area del deporte de alto rendimiento y evidencia la importancia del uso
de estas técnicas de quimica analitica e instrumental para el desarrollo y evolucion de areas del ser
humano, en aras de mejorar la ética del deporte.

Palabras claves: cromatografia, hormona GHRP 6, dopaje, curcumina.



Abstract

This work was developed to evaluate the reports of the application of chromatographic
methods to detect compounds of interest in the area of sports such as the hormone GHRP 6 in
doping and antioxidant compounds such as curcuminoids in the muscle recovery of athletes.
These substances generate a series of benefits in the physical performance of people and have
been prescribed to overcome conditions of patients who have deficiencies in their growth
process and in other aspects of their physical evolution, for which they have been used by
athletes who try overcome the increasing demands of highly competitive sport and regain their

physical condition after competitions.

The work on the application of chromatographic techniques for the identification of
compounds of high interest in the area of high performance sports and shows the importance of
using these analytical and instrumental chemistry techniques for the development and evolution

of areas of the human being. for the sake of improving the ethics of sport.

Keywords: chromatography, GHRP 6 hormone, doping, curcumin.
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Introduccion

Las actividades deportivas individuales y colectivas cumplen un papel crucial en el
desarrollo de una sociedad, hoy en dia, despiertan pasiones de grandes grupos humanos. Con
ello, los deportistas han ido incrementando el desarrollo de sus capacidades fisicas, lo que les
permite imponer nuevas marcas en diferentes deportes, en parte gracias a la evolucién de los
equipos basados en nuevos materiales quimicos, mas flexibles, mas ligeros y més fuertes que
permiten llegar mas lejos, mas alto y con mayor velocidad. Sin embargo, ha traido consigo con
mayor recurrencia el uso de sustancias o métodos prohibidos en el deporte con la finalidad de
obtener mejor rendimiento, fendmeno denominado dopaje. Por otro parte, el uso de
antioxidantes como agentes para recuperacion intramuscular como barredores del estrés

oxidativo generado por el esfuerzo fisico, también ha favorecido el rendimiento deportivo.

Una de las moléculas empleadas como método de dopaje es el péptido liberador de la
hormona de crecimiento 6 (GHRP-6), el mejoramiento de las técnicas cromatograficas que se
emplean en la deteccion de la hormona GHRP-6 es un desafio para la quimica nacional
relacionada con el deporte y moléculas con capacidad antioxidante como los curcuminoides han
cobrado gran interés dada su alta capacidad para eliminar el estrés oxidativo. Ante esta
situacion, se busca ampliar el conocimiento disponible sobre las técnicas requeridas para la
separacion y deteccion del péptido GHRP-6. Con el fin de dar respuesta al siguiente
interrogante, que encierra el problema objeto de investigacion ¢cuales son las mejores
condiciones del método de deteccion del péptido GHRP-6 y curcuminoides y su aplicacion en el

campo del deporte de acuerdo con los reportes actuales de la literatura?



El método que se emplea para el desarrollo de este trabajo es la revision sistematica de
literatura. Se utiliza una estrategia de busqueda inclusiva para encontrar documentos, tesis,
disertaciones, informes y tablas estadisticas, asi como sitios web oficiales relacionados con el
tema. Se busca que los articulos o documentos resultantes sean heterogéneos con respecto a la
seleccion de datos y la clasificacion de casos, y no sean metodol6gicamente comparables, es
decir, que empleen diferentes métodos a través de los cuales se llega a conclusiones que

enriquecen el conocimiento sobre el tema.
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Problema de investigation

Planteamiento del problema

La quimica ha hecho diferentes contribuciones al desarrollo del deporte. Por la aplicacion
de diferentes técnicas de laboratorio que se utilizan para la identificacion de sustancias que
favorecen o afectan el desempefio del cuerpo humano, como la GHRP-6 y los compuestos

antioxidantes tales como los curcuminoides.

Actualmente, Colombia muestra una mejora en el desempefio internacional de jévenes
atletas en diferentes modalidades del deporte como el ciclismo, el boxeo, el tenis, el futbol, entre
otras, el mejoramiento de las técnicas cromatogréaficas que se emplean en la separacion y
deteccion de la hormona GHRP 6 es un desafio para la quimica nacional (Puentes & Rodriguez,
2017) asi como en la identificacion de sustancias para la recuperacion del tejido muscular del

deportista.

La Agencia Mundial Antidopaje (mé&s conocida por su sigla en inglés World Anti-
Doping Agency, WADA), cuenta con una serie de laboratorios certificados, cada uno de los
cuales esté calificado para identificar determinados niveles minimos de las sustancias

prohibidas.

Ante la situacion descrita, el presente trabajo busca ampliar el conocimiento disponible
sobre las técnicas requeridas para la deteccion de la hormona GHRP 6 y curcuminoides, con el

fin de identificar los mejores métodos de deteccion para estas moléculas en muestras biolégicas.



Justificacion

La realizacion de este trabajo busca atender necesidades que se generan desde diferentes
terrenos. En primer lugar, desde la perspectiva del deporte, el hecho de que a nivel internacional
se destaquen exitosos deportistas colombianos motiva a las nuevas generaciones no solo a
practicar deportes como aficionados, sino a muchos otros a dedicar su vida a esta actividad. Sin
embargo, como en todas las profesiones, no todos tienen el mismo nivel de éxito y eso conduce a
que algunos deportistas en Colombia acudan, ya sea por decision propia, por descuido,
ignorancia o por recomendacion de terceros, al uso del doping; se hace entonces necesario que
las autoridades deportivas refuercen sus controles para asegurar que las competencias se
presenten en condiciones de equidad y para evitar que se presenten situaciones que a nivel
internacional emparien la buena imagen que con tanto esfuerzo han logrado otros. Esta es la
primera razon que motiva la realizacion de este trabajo, en la medida que su desarrollo
contribuird a mejorar el conocimiento de las técnicas necesarias para poder detectar la hormona
GHRP 6. En este mismo sentido la identificacion de moléculas que favorecen la recuperacion
muscular posterior al esfuerzo fisico, favorece el desarrollo de las capacidades deportivas en los

profesionales del deporte.

En segundo lugar, desde el punto de vista de ciencia quimica, el péptido liberador de la
hormona del crecimiento 6 es un péptido sintético de seis aminoacidos. Originalmente fue
descrito como un agente intestinal que estimula fuertemente la liberacién de la hormona del
crecimiento en diferentes especies de mamiferos, también en humanos. EI GHRP 6 y sus
analogos sintéticos se utilizan actualmente para el diagndstico clinico de diferentes formas de

enanismo (Berlanga, 2015). Hasta la fecha, sus efectos citoprotectores descritos estaban
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relacionados con la prevencion de la disfuncion isquémica cardiaca y con sus acciones neuro-
protectoras mediadas por el eje hormonal. Sin embargo, el conocimiento actual sobre GHRP 6 y
péptidos analogos apunta hacia diferentes estructuras diana y diferentes vias de sefializacion
intracelular, y su combinacion especifica depende del contexto bioldgico donde se evalua el
péptido dado. Esta es la explicacion de los efectos farmacoldgicos versatiles recientemente

descritos para esta molécula.

De igual manera la curcumina y los curcuminoides son un grupo de moléculas
pertenecientes a los polifenoles, con amplio uso a nivel alimenticio, estas moléculas son
reconocidas por su gran capacidad antioxidante y diversas propiedades benéficas en diferentes
enfermedades, sin embargo con un complejo inconveniente de biodisponibilidad, lo cual es un
reto en busqueda de optimizar su utilizacion para lo cual se hace necesario establecer técnicas

analiticas que permitan el estudio de su farmacodinamia.

Por otro lado, de acuerdo con (Ferro et al., 2017), se han desarrollado varios métodos
para la deteccion de GHRP 6 en muestras de orina. Los secretagogos de la hormona del
crecimiento son moléculas pequefias activas y constituyen una familia compleja y heterogénea
de compuestos que sigue creciendo en numero. Adicionalmente, el uso creciente y frecuente de
estos compuestos por parte de los atletas se debe a que se pueden comprar facilmente en el
mercado negro o a través de Internet, mientras que su deteccion es compleja porque si se hace a
través de la muestra de orina, el protocolo tarda tres dias en completarse. La deteccion se basa
en cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, y se presentan diferencias en los
sistemas de ionizacion y los analizadores. Adicionalmente, existen variaciones en las
condiciones de preparacion de las muestras y el corrido cromatografico. Es decir que se trata de

unas técnicas de laboratorio cuya préactica es compleja y que ameritan su comprension. Asi



mismo, es necesario saber si cada una de las técnicas existentes se emplea en una condicion
especifica o si esa decision se debe basar en los costos, los recursos disponibles o en criterios

diferentes.

En la medida en que se pueda dar respuesta a la pregunta de investigacion planteada, se
podréa saber con precisién no solamente cuales son las técnicas requeridas para detectar la
hormona GHRP 6, sino los requerimientos técnicos en términos de equipos, instalaciones,
cuidados y demas especificaciones para la realizacion de los analisis y el tratamiento de las

muestras desde que son tomadas hasta que se obtienen los resultados definitivos.

Objetivos

Obijetivo general.

Identificar la aplicacién de las técnicas cromatograficas para la deteccion de compuestos

como la hormona GHRP 6 y antioxidantes curcuminoides de interés en el campo deportivo.
Obijetivos especificos.

1. Analizar la literatura internacional disponible sobre las condiciones a emplear para la

deteccion de la hormona GHRP 6 y curcuminoides.

2. Establecer los criterios que definen las condiciones apropiadas para la deteccion

cromatografica de la hormona GHRP-6 y curcuminoides.
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Disefio metodolégico

Método

El método que se emplea para el desarrollo de este trabajo es la revision sistematica de
literatura. Se utiliza una estrategia de busqueda inclusiva para encontrar documentos, tesis,
disertaciones, informes y tablas estadisticas, asi como sitios web oficiales relacionados con el
tema. Se definen los criterios de inclusion y exclusion que guian el proceso de busqueda y
seleccion. Se busca que los articulos o documentos resultantes sean heterogeneos con respecto a
la seleccion de datos y la clasificacion de casos, y no sean metodologicamente comparables, es
decir, que empleen diferentes métodos a través de los cuales se llega a conclusiones que

enriquecen el conocimiento sobre el tema. (Liao, Deschamps, Loures, & Ramos, 2017).

Los descriptores o palabras claves empleados para la busqueda de informacion se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Descriptores empleados para la busqueda de publicaciones

Espafiol Inglés

Dopaje Doping
Hormona de crecimiento Growth hormone
Deteccion Detection
Curcuminoides Curcuminoids
Orina Urine

Sangre Blood




GHRP 6 GHRP 6

Efectos Effects
Estudio de laboratorio Laboratory study
Deporte Sport

Fuente: elaboracion propia.

Dado que se busca garantizar la rigurosidad cientifica del trabajo, se consultaran
solamente articulos publicados en bases de datos reconocidas como son PUBMED, Proquest,
Science-Direct, Scopus, Ovid, Ebsco e ISl en idiomas inglés y espafiol, considerando que la
mayoria de la literatura cientifica disponible se encuentra publicada en estos dos idiomas. Con el
proposito de emplear informacion actualizada se toma el periodo de cinco afios comprendido

entre enero de 2010 y diciembre de 2019.
Tamafo de la muestra

Aunque necesariamente se hara una seleccion que se estima en 70 u 80 documentos, la
muestra final serd minimo de 50 publicaciones hechas en diferentes paises, tanto es espariol

como en inglés, sobre la deteccion de la hormona GHRP 6, curcuminoides y sus técnicas de

analisis.
Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion empleados fueron la rigurosidad, la pertinencia y la
metodologia de cada articulo; la rigurosidad se evalué de manera implicita al tener en cuenta
solamente articulos que hubieran cumplido las exigencias definidas por las publicaciones

indexadas cuyas bases de datos fueron consultadas. A su vez la pertinencia se refirié a que
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incluyeran informacion métodos de deteccion de la hormona GHRP 6 y curcuminoides, es decir,
que no solamente se refirieran a estudios antidoping en general, sino que ademas aportaran

posibles criterios a tener en cuenta al momento de establecer los métodos de deteccion.

Por Gltimo, con respecto al criterio relacionado con la metodologia se consideraron
elegibles las publicaciones que se hubieran realizado basadas en investigaciones apoyadas en
fuentes primarias, sobre la deteccidn de esta hormona y curcuminoides en diferentes paises. Los
trabajos deberian describir la metodologia empleada para su elaboracion, el sustento teérico con
base en el cual se definid la metodologia, la poblacién incluida en cada trabajo, los resultados
obtenidos y las conclusiones y recomendaciones generadas. Ademas, se analizaron estudios de
caso, trabajos tanto de corte cualitativo como cuantitativo, de origen académico, oficial o

gremial.

Criterios de exclusién

Como criterios de exclusion se fijaron la fecha de publicacién de los articulos y las
fuentes empleadas. Se descartaran publicaciones anteriores a 2010 y solamente se admitiran
publicaciones anteriores a 2010 cuando su relevancia justifique dicha decisién. En cuanto a las
fuentes, el criterio se refirié a no utilizar trabajos basados en fuentes secundarias, con el fin de
asegurarse que el trabajo final refleje hallazgos de trabajos hechos directamente con fuentes

primarias o directas.

Control de calidad de las fuentes secundarias

Las publicaciones que cumplieron con los criterios de seleccidn se sometieron a una

evaluacion de calidad basada en cuatro criterios, como se presenta en la Tabla 2. A cada estudio



se le asignd un puntaje de 1 o 0 segun cumplieron o no los criterios que se describen en esta

tabla.

Tabla 2. Evaluacioén de calidad

Criterio Descripcion Puntaje Cuando
Rigurosidad  El estudio hasido publicado por N.A.  Criterio de
bases de datos seleccionadas seleccion
Pertinencia El estudio se relaciona con la N. A.
Criterio de
deteccion de la hormona GHRP
seleccion
6 y curcuminoides
Metodologia  El estudio describe la N. A.
metodologia empleada, el
sustento tedrico, la poblacién Criterio de
incluida, los resultados y las seleccion
conclusiones y
recomendaciones
Bases del El estudio se basa en 1 El estudio se basa
estudio informacion obtenida a partir en fuentes
de fuentes primarias primarias
0 El estudio se basa

en fuentes

secundarias
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Aplicacion Los resultados del estudio ya 1 Si fueron aplicados

del estudio fueron aplicados y probados y probados

0 No han sido
aplicados y

probados

Sustento El estudio contiene el sustento 1 Si contiene el

tedrico teodrico correspondiente sustento tedrico

0 No contiene el

sustento tedrico

0 Los resultados del
estudio han sido
probados en un

solo escenario

Fuente: elaboracion propia

Una vez calificadas las diferentes publicaciones y asignadas las puntuaciones
correspondientes, se seleccionaron aquellos que obtuvieren el mayor puntaje. La secuencia del

proceso de seleccion se ilustra en la Figura 1.



Definicion
bras claves

Blsqueda en bases
de datos

;Cumple
cniterios de
seleccion?

{Cumple
cniterios de
calidad?

Articulos seleccionados

'

Andlisis articulos
segiin objetivos del

trabajo

Figura 1. Proceso general de seleccion
Fuente: elaboracion propia.

Técnica para la recoleccion de la informacion

Los articulos seleccionados se analizan con el propdsito de establecer los aportes que
cada uno de ellos podria hacer para dar cumplimiento al objetivo planteado en este trabajo de

investigacion de acuerdo con los reportes actuales de la literatura.

En el analisis se tuvo en cuenta que cada articulo podria contener desde un fragmento
relativamente corto de informacién Util y relevante, hasta resultados mas extensos igualmente
necesarios para los propoésitos del trabajo; los fragmentos de informacion podrian estar
relacionados, por ejemplo, con el alcance y significado de los conceptos teéricos empleados en

los procesos de analisis realizados en los articulos seleccionados, mientras que los fragmentos
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mas extensos podrian ser, también a manera de ejemplo, los que se refirieran a los resultados de

los estudios contenidos en los mismos articulos.

Este proceso de anélisis también busco identificar evidencia que confirmara o
controvirtiera los planteamientos y las conclusiones de los trabajos seleccionados, con lo cual se

busco enriquecer el aporte cientifico del presente trabajo.

Procesamiento de la informacion

La informacion seleccionada se organiz6 por subtemas, como se muestra en el siguiente

capitulo.



Resultados

Estructuray funcién de las moléculas GHRP-6 y Curcuminoides.

Péptido liberador de la hormona de crecimiento: GHRP-6

La estructura quimica que posee la hormona del crecimiento (GH) viene dada por una
cadena peptidica conformada por 191 aminoacidos con un peso molecular de 22.650D. También
representa una proteina de 20.269D (GH-22KD) que no cuenta con los amino&cidos situados
entre las ubicaciones 32 y 46. De igual forma, hay otras variantes de la hormona GH que se
producen por procesos quimicos como lo son la acetilacion, la agregacion, etc., variantes que
muestran un nivel superior de acidez, y cuentan con una actividad bioldgica mas marcada que la

molécula base.

La variante 22KD esta conformada por dos puentes disulfuro intracatenarios que
fusionan las cisteinas que tienen las posiciones 53 y 182 con las ubicadas en las posiciones 165
y 189 respectivamente. Los puentes disulfuro son esenciales para el sostenimiento de la
conformacién activa de la hormona. En la Figura 2 a continuacion se puede observar la

estructura secundaria de la hormona GH.

23



Figura 2. Estructura secundaria GH
Fuente: Salamanca (2018)

En la molécula se resalta la existencia de 4 hélices alfa las cuales se encuentran
dispuestas de manera que las dos primeras estan paralelas entre si, pero estan ubicadas de
manera anti paralelas con relacion a las otras dos. Ubicacidn que es esencial al momento en que
se genere la union de la GH a su receptor, la cual se produce en relacion 1:2, es decir, una
molécula GH por dos moléculas de receptor. En cada una de las moléculas de la hormona hay
dos epitopos de reconocimiento del receptor, que se encuentran ubicados en los extremos
opuestos del nucleo de hélices alfa, sitio | y sitio 1. Con relacién a la variante de la hormona del
crecimiento de 20KD no se tiene clara la estructura terciaria, sin embargo, segun Arce,
Tresguerres y Deversa (2000) la pequefia afinidad que existe entre el receptor de la forma de
22KD indica que en ella se generan transformaciones conformacionales que afectan a los

epitopos de reconocimiento.

La hormona del crecimiento se encuentra estructurada por un unico gen, ubicado en el
brazo largo del cromosoma 17, conformado por una unidad de cinco genes vinculados entre

ellos que representan el cluster de genes GH, y conforma el gen Hgh-N (Human Growth



Hormone-Normal) o gen HGh-1, el gen Hcs-L (human Chorionic Somatomammotropin-Like o
gen Hpl-1M, el gen hCS-A (Human Chorionic Somatommatropin-A), o gen Hpl-4, el GEN
Hgh-V (Human Growth Hormone-Variant) o gen Hgh-2 y el gen Hcs-b (Human Chorionic

Sommmotropin-B) o gen Hpl-3. Como se puede observar en la Figura 3.

hOH-N NS NCS-A M-\ L5-B

Figura 3. Localizacion y organizacion estructural de la familia de genes hGH
Fuente: Salamanca (2018)

En todos estos genes hay una localizacién tipica con cinco exones (1-1V) codificantes,
que estan divididos por cuatro intriones (A-D) no codificantes. El que se encarga de codificar la
hormona de crecimiento hipofisaria, leucocitaria, y factiblemente se encarga de sintetizar la
glandula mamaria, es el gen Hgh-N, el resto que conforma el cluster se manifiesta en las células
del sincitiotrofoblasto, y ademas se encarga de codificar las somatotropinas placentarias. Estos
genes poseen una gran secuencia nucleotidica y poseen particularidades semejantes, como, por
ejemplo, en cuanto a su disposicidn con 5 regiones codificantes o exones, que se encuentran
desligadas entre si por 4 zonas no codificantes o intriones. También tiene trascendencia el gen

GH-V placentario que conforma el crecimiento del feto.
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Los laboratorios de andlisis de drogas se concentran no solo en drogas tradicionales que
mejoran el rendimiento, como estimulantes y esteroides anabdlicos androgénicos, sino también
en terapias desarrolladas recientemente, incluidas aquellas que atn no han obtenido la
aprobacion reglamentaria (Domingues, Garcia, & Molina, 2015). Las hormonas peptidicas
idénticas o modificadas a partir de analogos naturales, asi como los nuevos medicamentos de
bajo peso molecular, han ampliado la cartera de compuestos que poseen un gran potencial para
el mal uso en los deportes. Por lo tanto, se requieren nuevos ensayos o procedimientos de
deteccion de rutina extendidos con enfoques convencionales para hacer cumplir las actividades

de pruebas de drogas deportivas. (Blasco, 2017).

Yaen 1977 la primera sintesis de péptidos liberadores de hormona de crecimiento (en
adelante GH) inici6 un nuevo campo de investigacion con el objetivo de dilucidar los
mecanismos subyacentes a la generacion, liberacion y modo de accién de GH, asi como la
posibilidad de estimular artificialmente la secrecion de GH (Sandoval, 2015). Sobre la base del
conocimiento de la relacion directa entre el crecimiento, el envejecimiento y el anabolismo con
el eje del factor de crecimiento 1 similar a la insulina / GH (IGF-1), se realizaron numerosos
estudios sobre la sintesis de compuestos capaces de desencadenar la liberacién de GH en
animales y humanos. Momany y Bowers (1984) prepararon analogos de péptidos de encefalinas
Leu- y Met que eran capaces de estimular células cerebrales de ratas aisladas para secretar GH.
Estas sintesis produjeron, entre otros, el péptido liberador de GH 6 (GHRP-6, ver Tabla 3) que se
ha convertido en un compuesto de referencia para la comparacion con nuevos candidatos de

GHS.

Debido al beneficio clinico potencial de tales compuestos, en particular para el

tratamiento de nifios y adultos con deficiencia de GH, asi como sus propiedades para mejorar la



composicion corporal en sujetos de edad avanzada, el SGA ha recibido considerable atencion.
(Corripio et al., 2019) informaron la sintesis de las primeras GHS no peptidicas, que parieron de
la identificacion y caracterizacion del receptor endogeno (GHS-R) para el GHS sintético, asi
como la via de transduccion de sefial correspondiente. La elucidacion estructural del receptor

revelé una nueva especie acoplada a la proteina G. Como se puede observar en la tabla 3.

Tabla 3. Estructuras primarias de péptidos con actividad de secretagogo de hormona
de crecimiento

Compuesto Secuencia
GHRP-1 Ala-His-D-BNal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH;
GHRP-2 D-Ala-D-BNal-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH>
GHRP-6 His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH;
Hexarelin His-D-Mrp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH>
Ipamorelin Aib-His-D-2-Nal-D-Phe-Lys-NH;

Alexamorelin  Ala-His-D-Mrp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH>

Fuente: Timms y Schanzer (2018)

Se descubrid una segunda variante de ARNm (GHS-R-1b) que codifica una proteina que
comprende solo 5 dominios transmembrana. EI conocimiento de la estructura GHS-R permitio
la identificacion de su agonista enddgeno natural, y recientemente se ha publicado una revision
exhaustiva sobre la composicion y activacién del receptor de Ghrelin. (Timms & Schénzer,

2018).
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Varios candidatos a farmacos GHS con uso potencial para el tratamiento de una variedad
de patologias han avanzado a ensayos clinicos. Se esperan efectos beneficiosos de las terapias
basadas en GHS en el tratamiento de las deficiencias de GH en nifios y adultos suponiendo una
unidad hipotalamo-hipofisaria disfuncional (Argente, 2018); el tratamiento de los estados
catabdlicos y la fragilidad relacionada con la edad es otra aplicacion prometedora. El
rejuvenecimiento del eje GH / IGF-1 por GHS se ha descrito donde los sujetos de 70-90 afios
produjeron niveles de IGF-1 en suero y amplitudes de pulso de GH que generalmente se
observan en personas sanas menores de 30 afios. Se han informado mejoras en la composicién
corporal, la fuerza y la densidad dsea, asi como se mantienen niveles elevados de IGF-1 durante

mas de 12 meses (LOpez, Segura, & Maldonado, 2015).

Se han resumido posibles beneficios adicionales en una revision reciente, que incluye
efectos positivos sobre el metabolismo, que resultan en un aumento de la masa corporal magra y
una reduccion de la deposicion de grasa, en el tejido del masculo esquelético, en el
envejecimiento del cerebro y en el envejecimiento del sistema inmunolégico. Es probable que
estos resultados alienten a los atletas a (mal) usar esta clase emergente de drogas y mejorar su

constitucion fisica y el rendimiento deportivo resultante.

Curcuminay curcuminoides

La curcumina (Figura 4) pertenece a la familia de los curcuminoides, pigmentos
polifendlicos presentes en los rizomas o tallos subterraneos de la planta tropical Cdrcuma
(Curcuma longa L, Zingiberaceae), es una planta nativa del sur y sudeste del Asia tropical que
pertenece a la familia del jengibre. Sus multiples aplicaciones incluyen dar sabor a los
alimentos, tefiir telas de color amarillo-naranja y como remedio para aliviar diferentes trastornos

de la salud. La circuma es una planta es de tallo largo (cerca de un metro de longitud) y sus



flores son de color blanco. El rizoma de la planta, donde se encuentran los pigmentos

curcuminoides, tiene unas dimensiones de aproximadamente 7 cm de largo por 2,5 cm de ancho.

R' R?® Nombre Ciclocurcumina (4)

OMe OMe Curcumina (1)
H OMe Desmetoxicurcumina (2)
H H Bisdesmetoxicurcumina (3)

Figura 4: Estructura de la curcumina y curcuminoides.
Fuente: Lin et al (2013)

La curcumina cuya formula molecular es C2:1H200¢ fue aislada por primera vez en 1815,
es el principal polifenol curcuminoide encontrado en la circuma y el principal responsable de las
propiedades medicinales y farmacoldgicas de la misma. Esta presente junto con la
desmetoxicurcumina (curcumina Il, 2), la bisdesmetoxicurcumina (curcumina Ill, 3) y la mas
recientemente descubierta ciclocurcumina (curcumina IV, 4) (que se muestran en la figura 4.
También han sido descritos otros productos naturales tales como las terpecurcuminas o

curcuminoides conjugados con terpenos (Lin et al.,2013).

La curcumina, 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, al igual que
los curcuminoides, presenta un esqueleto hidroxicarbonado dicetonico con varios grupos
funcionales, diferentes segun el derivado curcuminoide, dotando a la molécula de un
comportamiento quimico caracteristico, sensible tanto al entorno quimico adyacente, como a la
propia reactividad de dichos grupos funcionales resultando en las propiedades medicinales y

farmacoldgicas reportadas. Estructuralmente se clasifica dentro de la familia de los
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diarilheptanoides, productos naturales cuyas estructuras poseen dos restos arilo, hidroxi u oxo
sustituidos unidos entre si a través de una cadena carbonada de 7 atomos que posee una funcién
1,3-dicarbonilica y diversas insaturaciones. El esqueleto hidroxicarbonado dicetonico es una
estructura simétrica sin centros estereogénicos, cuyo esqueleto esta formado por dos anillos
fendlicos conectados entre si por un puente dicetonico o,B- insaturado de 7 carbonos con el

grupo hidroxilo en posicion para.

Metabolismo de la GHRP-6 y curcuminoides en el organismo

Metabolismo de la GHRP-6

De acuerdo con Salamanca (2018), la sintesis y la secrecion de la GH que realiza la
hipofisis estd controlada por el hipotalamo por medio de dos neurohormonas que poseen tareas
contradictorias, de un lado posee el caracter estimulador y su funcion es la hormona liberadora
de la hormona del crecimiento (GHRH Growth Hormone- Releasing Hormone), y de otra parte
estéd la neurohormona de indole inhibitoria que es la somatostatina u hormona inhibidora de la
liberacion de la hormona del crecimiento (SS o SRIF, Sommmotropin Release-inhibiting
Factor), ambas se regulan por un diverso nimero de neurotransmisores, hormonas y sefiales
metabdlicas. La liberacion de estas neurohormonas a la circulacion portal hipotdlamo-hipofisaria
se presenta de manera acompasada y turnada, lo que genera que la secrecion de la Hormona del
Crecimiento sea episddica. La secrecion pulsatil se produce a causa del vertido acompasado y
turnado, con un desfase de 180°, de GHRH y SS a la circulacién portal, cada secrecion se genera
por un aumento en la liberacion de la GHRH que va acorde a una reduccion de liberacién de SS,

conforme se puede observar en la figura 5 a continuacion.



yargie portal 55

Hipotalamo

GHRH
GHIRH S

Hipofisis

Vamon Muje
ArTiones biokgicas

Figura 5. Datos de la Hormona del Crecimiento
Fuente: Salamanca (2018)

De esta manera se instaura un ritmo hipotalamo-somatétropo (HSR), de maxima
amplitud durante el suefio con ondas lentas, que se modifica con relacion a la intensidad y la

frecuencia de los episodios secretores, teniendo en cuenta la edad y el género de la persona.

La particularidad de mayor importancia en la secrecion de la hormona de crecimiento es
que se genera de manera episodica, lo que significa que se ejecuta a través de fases de liberacion
repentina, divididas entre si por fases donde no se genera secrecion. Fuera de la existencia de
estas neurohormonas, hay unos factores hipotalamicos y periféricos comprometidos en el
control de la secrecion de la Hormona del Crecimiento como lo que sucede con los péptidos
denominados genéricamente GHRP (Growth Hormone Releasing Peptides), especificamente del

factor gastrico ghrelin.

A continuacion, en la Figura 6 se puede observar la forma en que se genera la secrecion

episddica GH en el transcurso de un tiempo de 24 horas.
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Figura 6. Secrecion episodica de GH en lapso de 24 horas
Fuente: Salamanca (2018)

En la figura 6 los picos de mayor amplitud que se observan se consiguen entre 1/3y 1
hora con posterioridad al haber iniciado el suefio, coincidiendo con la fase del suefio de ondas
lentas. El proceso de secrecion pulsatil es trascendental para impedir sucesos de que no exista
sensibilizacion en las células diana. Cuando existe normalidad en el proceso, la mayor liberacion
de la hormona del crecimiento se genera en la primera etapa de ondas lentas del suefio, se

presentan picos con menos amplitud que tienen que ver con fases posteriores de ondas lentas.

De acuerdo con Salamanca (2018) la hormona del crecimiento en el plasma esta
fusionada a proteinas transportadoras (GHBP Growth Hormone Binding Proteins), que pueden
existir de dos clases: De alta y baja afinidad (HA-BP, High Affinity BP y LA-BP Low Affinity
—BP) La proteina de alta afinidad esta conformada por una glucoproteina de cadena simple que
cuenta con puesto molecular cercano a los 60KD y posee una reducida capacidad de transporte y
se fusiona preferentemente a la variante de 22KD. Mientras que la proteina transportadora de
baja afinidad posee una gran capacidad de transporte, se fusiona preferentemente a la variante de

20KD, y por el contrario esta proteina no posee ningun vinculo con el receptor del crecimiento.



La hormona de crecimiento circulante se expulsa principalmente por el rifion, pero
solamente se efectla este proceso a través de las moléculas que transitan libremente, como se
puede observar en la Figura 6, se ilustra que la GH que se secreta al plasma circula unida a
proteinas especificas de las que se disocia para ser eliminada por el rifidén, segun la descripcion

de Salamanca (2018).
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Figura 7. Eliminacion de GH
Fuente: Salamanca (2018)

La hormona de crecimiento que se secreta al plasma, circula junto con proteinas concretas
de las que se aparta para ser expulsada por el rifion. Las formas oligoméricas se eliminan de
manera mas despaciosa a causa de que son mas grandes, generando una dificultad en la filtracion
glomerular, y se eliminan también lentamente a causa de que es menor la afinidad con el receptor
de GH. Dentro de las formas monoméricas, y por su afinidad méas reducida con el recepto de GH,

GH-20 KD se expulsa mas despacio que la GH-22KD que las formas acidicas.

Segln Salamanca (2018), la regulacién de la secrecion de la hormona de crecimiento

esta conformada por un grupo de péptidos cerebros intestinales que estan totalmente distribuidos
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por el cuerpo. La manera que tiene el trabajado de regular la secrecién hipofisaria de la hormona
del crecimiento se recopila en el nlcleo arcuato hipotalamico. La GHRH posee una vida cercana
a los 2 minutos, puesto que se encuentra hidrolizada por proteasas circulantes y se encuentra
codificada por un solo gen (cromosoma 20), y se sintetiza en forma de un precursor de 108
aminodacidos —que abarca el péptido sefial- que se procesa de manera protedlica, generandose de
esta manera la molécula GHRH madura, unido a un péptido C-terminal de 31 aminoacidos que
posee una labor que no se conoce. Las terminaciones nerviosas que son liberadas por la GHRH,
y que se logra a través del sistema adenohipdfisis, donde se fusiona con receptores concretos
ubicados en la membrana de las células somatotropas. En la hipofisis, la GHRH estimula la
liberacion de la hormona del crecimiento, incrementa la transcripcion del gen de la hormona e

induce al desarrollo de las células somatotropas.

Dentro de los efectos bioldgicos que se generan por el papel que desempefia la GH segun
Salamanca (2018) es que en la etapa de desarrollo de la persona posee efectos importantes en el
metabolismo de las proteinas, lipidos e hidratos de carbono. La hormona del crecimiento articula
la distincion del tejido adiposo, lo cual la relaciona con la reduccion de los depdésitos grasos, e
igualmente en el aumento de la masa corporal magra. De igual forma, tiene injerencia en los
hepatocitos y lipoproteinas que trabajan para que el corazén funcione, también se relaciona con
el metabolismo dseo y la fuerza muscular. Segin Kim, Hong, Chung et al., (2014), se debe
sefialar que cuando existe deficiencia de la hormona de crecimiento puede generar acumulacion
de grasa en el abdomen, reduccion de la masa muscular, dislipidemias, se aumenta el riesgo
cardiovascular, se incrementa el nivel por fallecimientos a causa de la reduccion de esta
hormona puesto que se reduce de manera trascendental la calidad de vida de los pacientes que

tienen afectaciones a causa del déficit por esta hormona.



Segun Salamanca (2018) la GH no trabaja concretamente en un especifico érgano diana,
sino que realiza su tarea en todo el organismo, es trascendental en el sistema esquelético que
permite el sostenimiento de un desarrollo corporal equilibrado y en Gltimas lograr una talla
adulta normal. Todos los impactos que tiene el buen desarrollo de esta hormona tienen que ver
con la accidn que realiza la GH sobre los tejidos y a causa del aumento de la sintesis IGF-1,
esencialmente en el higado y los huesos. Aunque la funcion bioldgica fundamental de la
hormona del crecimiento se genera en el metabolismo intermediario, a través de sus actuaciones
a nivel anabolizante, lipolitica y diabetdgena, que se llevan de manera integral, terminando en
un efecto fundamental dentro del crecimiento, o para trabajar sobre las regulaciones del

metabolismo y la nutricion del cuerpo, cuando se termina la etapa de crecimiento.

Asi mismo, esta hormona es fundamental dentro del sistema inmune y la hematopoyesis,
el sistema cardiovascular, la estabilidad hidrosalina, las gdnadas, la glandula mamaria y ciertos
procesos de cognicidn; de igual manera, hay una sintesis de una hormona de crecimiento igual a
la hipofisaria en maltiples tejidos extrahipofisarios, principalmente en las células hematicas y la
glandula mamaria, que tienen que ver con el mecanismo de control local del crecimiento y la

muerte celular (Salamanca, 2018).

Después de la secrecion, GH se asocia rapidamente con dos proteinas de union a GH
circulantes (GHBP). La union al GHBP principal de alta afinidad es facilmente reversible y
sigue un equilibrio dinamico. La GHBP de alta afinidad es el ectodominio de la GHR, generada
a partir de la GHR por la accion de la enzima convertidora de metaloproteinasa TNF (Lu,

Flanagan, Langley, Hay, & Perry, 2019).
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Se ha demostrado que la GHBP de baja afinidad corresponde a la forma transformada de
2-macroglobulina. En condiciones basales, la fraccion de GH unida al GHBP de alta afinidad
disminuye debido a la saturacion del GHBP. La GHBP protege a GH del aclaramiento renal y la
degradacidn; los complejos sirven como un grupo circulante de GH, prolongando su
biodisponibilidad. Ademéas, GHBP compite con GHR por la unién de GH y puede inhibir la
sefializacion, modulando asi la bioactividad de GH. EI GHBP de alta afinidad puede interferir
con la medicidn de GH en suero (Bjornsson, Einarsdottir, Johansson, & Gong, 2018). Los
niveles séricos de GH se informan convencionalmente como GH total. Fluctian ampliamente, lo

que refleja la secrecion pulsatil de la pituitaria.

En el estado basal (niveles interpulso), los niveles de GH oscilan entre 0.01 y 1 ng/ml.
Después de un pulso secretor, pueden oscilar entre 1 y 100 ng/ml. EI limite entre un nivel basal
y un pulso pequefio es arbitrario. Los picos mas altos de GH en suero se observan tipicamente
en la noche durante el suefio de onda lenta y generalmente residen en el rango de 10-20 ng/ml.
Ocasionalmente, los picos pueden ser considerablemente mas altos. Durante el dia, los picos de

GH son tipicamente mas pequefios, en el rango de 2 a 10 ng/ml.

La edad, el sexo, el indice de masa corporal / adiposidad, la actividad fisica, el estrés, la
hora del dia y el estado nutricional y metabdlico influyen en la secrecion de GH. La mayoria de
los inmunoensayos de GH no discriminan completamente entre las isoformas de GH, pero
pueden diferir parcialmente en su reconocimiento de las isoformas; esto tiene implicaciones para

la medicion de GH por inmunoensayo.

La cantidad de GH excretada en la orina es muy variable, tanto entre sujetos como

dentro del mismo individuo de dia a dia, con coeficientes de variacién intraindividual del 40 al



60% (Martinez & Kannan, 2019). La excrecidn urinaria de GH aumenta después de la
administracion de GH exdgena, aunque existe informacion limitada y es probable que se solapen
con las tasas de excrecidon normales. La cantidad de GH excretada en sujetos normales en un
periodo de 24 h oscila entre 0.3 y 80 ng, es decir, un rango superior a 100 veces, con la mayoria
de los valores entre 2 y 15 ng por 24 h. Las cantidades excretadas varian ampliamente entre los
sujetos por razones poco conocidas. Sobre una base poblacional, la excrecion urinaria de GH
sigue aproximadamente las tendencias de la GH plasmatica (por ejemplo, los valores son mas
bajos en hipopituitarismo, altos durante la pubertad, mas altos en acromegalia, etc.), pero hay

una superposicién sustancial entre estas categorias.

Entre los individuos, no existe una correlacion entre los niveles de GH plasmatica
integrada de 24 h y la excrecion urinaria de GH. No se encuentra correlacion entre la excrecion
urinaria de GH y las mediciones auxoldgicas en nifios. La variacion diaria en la excrecion hace
que la interpretacion de una sola medicidn no sea confiable. La variabilidad intra e intersubjeto
supera con creces la que puede atribuirse a la imprecision analitica y las disparidades entre los
ensayos. Las mediciones individuales de GH en orina son demasiado variables para ser Utiles
como herramienta para el diagnostico clinico, incluso en condiciones extremas del espectro de

secrecion de GH.

Metabolismo de la curcuminay curcuminoides

El higado esta indicado como el sitio principal de metabolismo de la curcumina, junto
con el intestino y la microbiota intestinal. Los dobles enlaces de la curcumina se reducen
posteriormente en los enterocitos y hepatocitos por una reductasa a dihidrocurcumina,

tetrahidrocurcumina, hexahidrocurcumina y octahidrocurcumina. Ademas, el metabolismo biliar
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secundario a acido dihidro-feralico y el &cido feralico. EI metabolismo de fase 11 es bastante
activo, en el citosol intestinal y hepético, tanto en la curcumina como en sus metabolitos de fase
I, especialmente por conjugacion con acido glucurénico y sulfato en el sitio fendlico. La
curcumina es sulfatada por SULT en el citosol, principalmente SULT1Aly SULT1A3, mientras
que las UGT catalizan la glucuronidacion de curcumina en los microsomas intestinales y
hepaticos. La dihidrocurcumina, la tetrahidrocurcumina y la hexahidrocurcumina existen en

ambas formas libres o como glucurdnidos.

La curcumina también sufre un metabolismo alternativo por la microbiota intestinal
como Escherichia coli y Blautia sp. Se encontr6 que Escherichia coli es activa por una reductasa
dependiente de NADPH en una via de reduccién de dos pasos de curcumina a dihidrocurcumina
y luego a tetrahidrocurcumina. Blautia sp. produce la desmetilacion de la curcumina en dos

derivados: desmetilcurcumina y bis-desmetilcurcumina.

Dei Cas et al., (2019), reportan que el pico sérico de curcumina se encuentra entre 1y 2
h después de la ingesta oral. Este pico sérico disminuye gradualmente dentro de las 12 h
siguientes a la ingesta. Las concentraciones séricas promedio después de tomar 4, 6y 8 g de
curcumina fueron 0.51 £0.11 uM, 0.63 +0.06 uM y 1.77 + 1.87 uM, respectivamente. En otro

estudio 24 voluntarios sanos se les administrd una dosis Unica en dosis desde 0,5 a 12 g.

A los voluntarios sanos (n = 24) se les administro una dosis Unica de extracto en polvo
estandarizado de curcumina con dosis que iban de 0,5 a 12 g. y se encontrd en un nivel en
plasma de aproximadamente 30 (1 h), 40 (2 h) y 50 (4 h) ng / mL después de una dosis de 10 g,
mientras que el nivel de aproximadamente 30 (1 h), 60 (2 h) y 50 (4 h) ng / mL después de una

dosis de 12 g (Dei Cas y col, 2019).



Importancia de la GHRP-6 y los antioxidantes en el deporte.

Dentro de las sustancias que forman parte de los extrafios compuestos que estan
integrando el mundo del dopaje estan los péptidos, y dentro de ellos esta el GHRP-6 que forma
parte de los péptidos liberadores de hormonas, que constituye la manera para alcanzar efectos
anabolizantes, es decir, generacion de masculo, a través de métodos indirectos; los motivos por
los cuales las personas utilizan esta clase de sustancias, es que con ellas se logra incrementar los
niveles de la hormona del crecimiento, generandose el incremento de la fuerza muscular. Este
péptido conforma uno de los que integran el grupo fundamental del nuevo estilo de dopaje, los

cuales liberan hormonas en un numero elevado y se usan en el deporte para fines de dopaje.

Segin AEPSAD (2018), el GHRP-6 se utiliza para reducir la masa corporal, generar
musculo y acelerar la restauracion de las lesiones, ya que con esta sustancia se consigue elevar
los niveles de la hormona de crecimiento en la sangre y quienes se lanzan al uso de esta clase de
sustancias buscan alcanzar beneficios deportivos, con la probabilidad de que no sean detectados,
ademas de que tienen una vida media bastante corta, y en muchas ocasiones desaparecen

rapidamente y no se manifiestan con mucha facilidad.

Para aquellos entrenadores que no tienen reparos en la realizacion de su labor, segun
AEPSAD (2018) la seduccion que tiene esta hormona es que es catalogada como la “droga de
los campeones”, puesto que no se detectaba atin, pero su valor superaba a otros anabolizantes, y
es usada en la preparacion de los deportistas, e igualmente se hace mas seductora puesto que la
vida media de dicha hormona es bastante reducida, ya que muchos anabolizantes requieren

semanas para ser eliminados totalmente, esta hormona inicia su desaparicion minutos después de

39



que es absorbida y eliminada totalmente a las 48 horas de su uso (Agencia Espafiola de

Proteccion de la Salud en el Deporte, 2018).

De acuerdo con Regalado, Mendoza y Pineda (2015), las hormonas son estimadas como
un mecanismo antiguo para el proceso de medicacion y dictamen de distintas patologias, aunque
para la disciplina deportiva han generado nuevos panoramas de expansién en la actualidad.
Dentro da las funciones fundamentales de las hormonas dentro del control del metabolismo es
conformar la autorregulacion celular y respaldar la total movilidad de los recursos que acopia
dentro del cuerpo del hombre, ya que, sin contar con esta facultad el ser humano no podria usar

totalmente toda la potencia de sus capacidades.

De acuerdo con lo anterior, segin Regalado, Mendoza y Pineda (2015), el poder lograr
toda la capacidad en los ejercicios se supedita al efecto que poseen las hormonas en los procesos
del metabolismo, lo que genera la capacidad de respuesta hormonal al realizar ejercicios,
abarcando el logro en las competencias, lo cual permite saber la forma en que se generan los
movimientos de recursos metabolicos. La definicion en concentracion hormonal puede brindar
informacion acerca del acoplamiento a determinados rangos de energia y durabilidad en la
realizacién de los ejercicios, al igual que poder determinar las dificultades de acomodacién,
abarcando la debilidad en cuanto al acoplamiento del organismo y lo que puede suceder por el

sobre entrenamiento.

Por otra parte, se han reportado efectos deletéreos del estrés oxidativo en el ejercicio
fisico lo cual ha permitido identificar la necesidad de adicionar compuestos antioxidantes en la
dieta de los deportistas, de forma que retarden, prevengan o eliminen la oxidacion de las

moléculas diana, por medio de reacciones que generen radicales menos activos o interfiriendo en



la reaccion oxidativa que promueve el dafio de las biomoléculas. Una de las controversias mas
grandes que se encuentran en el tema es la falta del requerimiento diario de antioxidantes
establecido para un grupo de individuos, por lo que la cantidad en relacién con la eficacia debe
comprobarse a partir de estudios clinicos o estudios previamente realizados. Simioni (2018)
reporta entre las especies antioxidantes comiunmente conocidas Yy utilizadas en el ejercicio fisico
se encuentran los tocoferoles (Vitamina E), acido ascorbico (Vitamina C), carotenoides (B-
Carotenos), ubiquinona y polifenoles como flavonoides (Quercetina, Luteolina, Naringenina,

Cianidina y Genisteina), y no flavonoides como Cumarina y Resveratrol.

Separacion cromatografica de la hormona GHRP-6 y curcuminoides en el deporte

A causa de los progresos en los desarrollos farmacoldgicos y biotecnoldgicos, y con la
Ilegada de novedosas entidades quimicas y bioldgicas con potencial para el dopaje en el deporte,
este hecho se puede detectar en la lista que posee la Agencia Mundial Antidopaje (AMA) sobre
sustancias que han sido prohibidas, la cual evoluciona todos los afios, fundamentalmente en las
que tienen que ver con hormonas peptidicas, factores de crecimiento, sustancias relacionadas y
miméticos donde se han concretado adiciones permanentes en las revisiones que se han

efectuado recientemente.

El analisis de esta clase de GHRP se ha realizado de forma obligatoria para todos los
deportes y federaciones a partir del 2015, y la cantidad de muestras analizadas para estos
analisis varia, segun el riesgo estimado en los distintos deportes. De acuerdo con el “documento
técnico para el deporte de la AMA Analisis especifico” (TDSSA), este porcentaje varia entre un
5% y un 30% del total de las muestras para la mayoria de las disciplinas. Aspecto que hace que

todos los laboratorios antidopaje deben contar con la preparacion para detectar la presencia de
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compuestos que conforman esta clase de farmacoldgicos de la hormona del crecimiento por

liberacion de péptidos, los cuales generalmente son tratados como GHS.

De acuerdo con el desarrollo farmacéutico, tltimamente se han desarrollado métodos de
orientacion antidopaje usando el método de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-
MS) para cribado, de aquellos compuestos del grupo GHS, compuestos que se tiene el
conocimiento que estan siendo distribuidos por internet y que estan siendo comercializados
hasta el momento Unicamente GHRP-2 para fines de diagnéstico en Japon (Thevis & Schénzer,
2014). Aunqgue, conforma un amplio campo de accion para diversas compafiias farmaceuticas, y
a causa de ello no se sabe con exactitud los medicamentos que existen en el mercado que posean
un efecto similar, pero se puede estimar que por lo menos los compuestos estan en procesos de
evolucién y podrian ser potenciales objetivos para el uso y el abuso de éstos a futuro (Ejskjaer,

Wo, Esfandyari, & et. al., 2013).

El péptido liberador de hormona del crecimiento 6 tiene un peso molecular de 872,44 Da
es un potente secretagogo de la hormona del crecimiento que exhibe un efecto citoprotector,
manteniendo la viabilidad del tejido durante Episodios agudos de isquemia / reperfusion en
diferentes érganos como intestino delgado, higado y rifiones. (Gil et al 2012) desarroll6 y validd
completamente un método cuantitativo para analizar GHRP-6 en plasma humano siguiendo las
pautas de la FDA. EI método utiliza un estandar interno (IS) de GHRP-6 con alanina marcada
con 13C para la cuantificacion. El procesamiento de la muestra incluye un paso de precipitacion
con acetona fria para eliminar las proteinas plasméticas mas abundantes, recuperando el péptido
GHRP-6 con un alto rendimiento. La cuantificacion se logré mediante LC-MS en modo de
barrido completo positivo en un espectrometro de masas Q-Tof. Se evalud la sensibilidad del

método, estableciendo el limite inferior de cuantificacion en 5 ng / mL y un rango para la curva



de calibracion de 5 ng/ mL a 50 ng / mL. Asi mismo, (Timms et al 2014) presenta un método
que incluye derivatizacion y deteccién de GHRPs de orina equina y humana. Este método
aprovecha una extraccion en fase sélida altamente especifica combinada con un nuevo método
de derivatizacién para mejorar la cromatografia de péptidos basicos. EI método fue validado con
respecto a linealidad, repetibilidad, precision intermedia, especificidad, limites de deteccion,
limites de confirmacion, supresion de iones y estabilidad. Como prueba de principio, los ocho
GHRP o sus metabolitos podrian detectarse en la orina recolectada después de la administracion

intravenosa.

Otro estudio reportado por Kwok et al., (2013), se empled un cartucho de extraccion de
fase sélida de intercambio anionico de modo mixto simple para la extraccion de siete péptidos
diana (GHRP-1, GHRP-2, GHRP-6, ipamorelina, hexarelina, CJC-1295 y N-acetilado
LKKTETQ (ingrediente activo de TB-500)) y sus metabolitos in vitro del plasma de caballo. El
extracto final se sometid a separacion por cromatografia liquida de ultra alto rendimiento y se
analizo con un espectrometro de masas hibrido de alta resolucidn. Se estimé que los limites de
deteccion de los siete péptidos eran inferiores a 50 pg / ml. La validacion del método se realizd

con respecto a la especificidad, precision y recuperacion

Con el aumento constante de la sensibilidad y la robustez de los instrumentos basados en
cromatografia liquida-espectrometria de masas combinados con una reproducibilidad mejorada,
asi como la precision y resolucion de masas, LC-MS (/ MS) se ha convertido en una parte
integral de los programas de pruebas de drogas deportivas, particularmente en relacion con la
deteccion de hormonas peptidicas (Thevis, Thomas, & Schéanzer, 2014). Aunque varios de los

medicamentos peptidicos relevantes como las insulinas (Humalog LisPro, Novolog Aspart, etc.),
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péptidos liberadores de la hormona del crecimiento (GHRP, por ejemplo, GHRP-2, GHRP-6,
Hexarelin, etc.) y factores de crecimiento similares a la insulina (por ejemplo, IGF-1, IGF-2,
long-R3-1GF-1) se analizan actualmente utilizando procedimientos analiticos de arriba hacia
abajo dedicados. Se emplean procedimientos de preparacién de muestras especificamente
disefiados, seguidos de mediciones especificas de LC-MS (/ MS) centradas en analitos intactos y
se han establecido los primeros enfoques hacia los métodos multianalitos (Thevis & Schaénzer,
2017). Estos procedimientos permiten la determinacion de las sustancias prohibidas en muestras

de control de dopaje en sangre y orina después de aplicaciones terapéuticas.

Ademas, el uso de nuevos dispositivos complementarios como los analizadores de
movilidad idnica, por ejemplo, en espectrometros de masas hibridos, arroja datos prometedores
para la diferenciacién de las insulinas isobaricas, lo que describe el potencial para acelerar aiin
mas y multiplexar los métodos analiticos de control de dopaje para satisfacer las demandas en
constante aumento de métodos de prueba rapidos e inequivocos (Okano M., Sato, Ikekita, &
Kageyama, 2014). Ademaés, se ha demostrado el potencial de LC-MS / MS para apuntar a las
hormonas peptidicas recombinantes, como la hormona del crecimiento humano utilizando
enfoques ascendentes, apuntando a péptidos proteotipicos que diferencian inequivocamente la

molécula recombinante del andlogo producido de forma natural y enddgena. (Kay et al., 2014)

La cromatografia liquida (espectrometria de masas en tandem) se ha convertido en una
herramienta central e invaluable en los modernos laboratorios de pruebas de drogas deportivas.
Después de haber sido una instrumentacion establecida para varios compuestos de baja masa
molecular durante més de una década, aun no se ha adoptado por completo su capacidad Unica
para permitir la deteccién sensible y especifica y también la cuantificacion de las hormonas

peptidicas.



Las razones principales para que no se haya adoptado podrian ser los esfuerzos y los
costos para el analisis de la hormona peptidica por LC — MS (/ MS), que comidnmente son mas
altos que para los analitos de baja masa molecular, y que los instrumentos generalmente se
dedican al analisis de la hormona peptidica y rara vez se usan en combinacion para pequefios y
grandes mediciones de moléculas. Sin embargo, los primeros procedimientos dirigidos a clases
seleccionadas de hormonas peptidicas tales como insulinas, GHRP, IGF, etc. se han
implementado con éxito y estan disponibles para controles de dopaje de rutina (Popot, Woolfitt,

Garcia, & Tabet, 2016).

Ademas, se han desarrollado los primeros métodos integrales de deteccion que se
convertiran en una parte integral de futuras aplicaciones, respaldados por métodos dedicados y
especificamente sensibles que abordan esas diferencias menores entre las drogas peptidicas

naturales y recombinantes que permiten la revelacion del abuso de drogas.

De acuerdo con la investigacion de Semenistaya et al., (2015), los péptidos liberadores
de la hormona del crecimiento (GHRP) estimulan la secrecién de la hormona del crecimiento
enddgena; para desarrollar un método eficaz para el control antidopaje de GHRP, investigaron
los metabolitos de GHRP-1, GHRP-2, GHRP-6, Hexarelin e Ipamorelin en orina después de la

administracion nasal. Cada compuesto fue administrado a un voluntario.

Las muestras se recogieron durante 2 dias después de la administracién, se procesaron
mediante extraccion en fase solida en cartuchos de intercambio cationico débiles y se analizaron
mediante cromatografia de nano-liquido - espectrometria de masas de alta resolucion. Se
identificaron seis metabolitos de GHRP-1. No se detectdé GHRP-1 en la forma primaria. El 4cido

libre GHRP-1. (Semenistaya et al.,2015). (2-4) se detectd en la orina hasta 27 h. GHRP-2, acido
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libre GHRP-2 y &cido libre GHRP-2 (1-3) se detectaron en la orina hasta 47 h después de la
administracion. GHRP-6 se excreto principalmente sin cambios y se detectd en la orina 23 h

después de la administracion, sus metabolitos fueron detectables solo durante 12 h

Hexarelin e Ipamorelin se metabolizaron intensamente y se excretaron como un conjunto
de compuestos parentales con metabolitos. El acido libre de hexarelin (1-3) y el acido libre de
ipamorelina (1-4) se detectaron en muestras de orina después de la extraccion completa de las
sustancias parentales. Los GHRP y sus metabolitos mas prominentes se incluyeron en el
procedimiento de rutina de cromatografia liquida de ultrapresidn y espectrometria de masas en
tandem. EI método fue completamente validado, se obtuvieron curvas de calibracién de analitos
especificos y se trazaron curvas de excrecion de GHRP y sus metabolitos. Los resultados
confirman que la ventana de deteccion después de la administracion de GHRP depende del
metabolismo individual, la forma de preparacién del farmaco y la forma de administracion.

(Semenistaya et al.,, 2015).

Por su parte, Thomas, Walpurgis, Krug, Schanzer y Thevis, (2016), desarrollaron un
ensayo de deteccion que comprendid 11 péptidos prohibidos que estan suficientemente
purificados de la orina utilizando un intercambio de cationes débil con la determinacion
posterior de todas las sustancias por medio de separacion nanoUHPLC acoplada a
espectrometria de masas en tdndem de alta resolucion. Estos péptidos incluyeron Gonadorelina
(LH-RH), Desmopresina y 9 péptidos liberadores de hormona de crecimiento (GHRP-1, -2, -4, -
5, -6, Hexarelin, Alexamorelin, Ipamorelin y un metabolito GHRP-2). EI método fue validado
con un enfoque principal en la interpretacion de resultados cualitativos considerando la

especificidad de los parametros, linealidad, recuperacion, precision, limites de deteccion,



robustez y supresion de iones. La prueba de principio se demostré analizando muestras de orina

de estudio de excrecion para LHRH, Desmopresina y GHRP-2.

A su vez, Judak, Grainger, Goebel, Van Eenoo y Deventer (2017), reportan que el
aditivo de fase movil (DMSO) se ha descrito como una herramienta Util para mejorar la
ionizacion por electropulverizacion (ESI) de péptidos y proteinas. Hasta ahora, esta técnica se ha
utilizado principalmente en la investigacion proteémica / peptidica, y ain no se ha descrito su
aplicabilidad en un entorno de laboratorio clinico de rutina, es decir, analisis de control de
dopaje. La investigacion de esos autores proporciona un metodo de deteccion simple y facil de
implementar para la deteccion de péptidos pequefios relevantes para dopaje (GHRP, GnRH,
GHS y analogos de vasopresina) con un peso molecular inferior a 2 kDa aplicando DMSO en la

fase movil.

La ganancia en sensibilidad fue suficiente para inyectar las muestras de orina después de
un paso de dilucidn de dos veces, omitiendo una preparacion de muestra que consume mucho
tiempo. El procedimiento analitico empleado fue validado para la determinacion cualitativa de
36 compuestos, incluidos 13 metabolitos. Los limites de deteccion oscilaron entre 50 y 1000 pg.
/ ml'y cumplian con el nivel de deteccion minimo de 2 ng / ml requerido por la Agencia Mundial
Antidopaje (AMA) para todos los péptidos objetivos. Para demostrar la viabilidad del trabajo, se
analizaron muestras de orina obtenidas de pacientes que han sido tratados con desmopresina o

leuprolida y muestras de orina declaradas como hallazgos analiticos adversos.

Judék, Grainger, Goebel, Van Eenoo y Deventer (2017), concluyeron que la adicién del
reactivo DMSO a la fase movil mejora la ionizacion de péptidos y permite aplicar una estrategia

de diluir y disparar. Los principales beneficios de la estrategia de diluir y disparar radican en el
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ahorro de tiempo y costos por la omision del paso de preparacién de la muestra. Teniendo en
cuenta el aumento progresivo de la sensibilidad de los espectrometros de masas recientes, se
espera alcanzar limites de deteccion ain mas bajos en el futuro cercano utilizando una estrategia

LC-MS de diluir y disparar.

En los curcuminoides, la HPLC se ha utilizado como un método rapido y sencillo para la
separacion y cuantificacion simultanea de curcumina y piperina. Para este método se utiliz6 una
columna C18 (250 X 4,6 mm) mediante elucion isocratica con 50 mM de ortofosfato de
dihidrogeno potasico (pH 3,5): acetonitrilo (40:60) y deteccion a 424 nm y 340 nm utilizando un
detector de matriz de fotodiodos para curcumina y piperina respectivamente. La grafica de
calibracion fue lineal sobre el rango estudiado (Curcumina: 100 - 3200ng / mL; Piperina: 200 -
7000ng / mL) con una correlacion de 0.999. El método también fue validado por la precision y

recuperacion (Nagappan, 2009).

Otros autores reportan un método Unico de cromatografia liquida / espectrometria de
masas en tandem (LC-MS / MS) para cuantificar curcumina, DMC, BDMC, COG, COSy THC
simultaneamente en plasma humano. Estos compuestos se extrajeron con acetato de etilo de
plasma humano, se separaron en una columna BetaBasic-8 y se controlaron en un espectrémetro
de masas triple cuadruple acoplado con electropulverizacion APl en modo de iones negativos.
La linealidad de estos respectivos curcuminoides y metabolitos de la curcumina se mostro en el
rango de 2 a 1000 ng / ml con una precision de 85 a 115% y una precision de <20% en plasma
humano. Este método fue validado de acuerdo con los criterios analiticos GLP de la FDA de EE.
UU. Y se aplico para caracterizar la farmacocinética de la curcumina, COG y COS en plasma

humano después de una dosis oral de curcumina biodisponible (Cao, 2014).



Aunque los métodos de cromatografia acoplados a espectrometria de masas son bastante
sensibles para la deteccion de curcumina y curcuminoides su costo es elevado, por este motivo
diversos investigadores se han dedicado a evaluar técnicas cromatograficas que permitan su
separacion y deteccion con menor costo, asi, Antuness, 2020 reporta un método analitico por
HPLC-FLD para la evaluacién de curcumina en plasma de deportistas suplementados
empleando una columna Luna (C18; 150 x 4 mm; 3 um), acetonitrilo: acido acético pH 3.2
(45:55 a 60:40) como fase movil, caudal de 1 mL min — 1, excitacion a 429/285 nm y emision a

529 nm e inyeccion de 10 pl fueron las condiciones cromatogréaficas utilizadas.

Por su parte, Amanolahi et al., (2017), reportan un metodo simple, sensible y rapido para
la determinacion de curcumina en muestras farmaceuticas y tenia suficiente sensibilidad para
detectar el producto de degradacién de la curcumina producido bajo condiciones de estrés por
fotolisis e hidrolisis. Los investigadores optimizaron el método con elucion isocratica con
acetonitrilo: acetato de amonio (45:55, v /v, pH 3,5), columna C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um
de tamafio de particula) y un caudal de 1 ml / min en condiciones ambientales y tiempo de
retencion total de 17 min. EIl volumen de inyeccion se fijo en 20 pl y la deteccion se registré a
425 nm. La solidez del método se examind cambiando la composicion de la fase mavil, el pH de

la fase movil y el caudal.
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Conclusiones

Las actividades deportivas individuales y colectivas cumplen un papel crucial en el
desarrollo de una sociedad, hoy en dia, despiertan pasiones de grandes grupos humanos. Con
ello, los deportistas han ido incrementando el desarrollo de sus capacidades fisicas, lo que les
permite imponer nuevas marcas en diferentes deportes, en parte gracias a la evolucion de los
equipos basados en nuevos materiales quimicos, mas flexibles, méas ligeros y mas fuertes que
permiten llegar mas lejos, mas alto y con mayor velocidad. Sin embargo, ha traido consigo con
mayor recurrencia el uso de sustancias o0 métodos prohibidos en el deporte con la finalidad de

obtener mejor rendimiento, fenémeno denominado dopaje.

Una de las moléculas empleadas como método de dopaje es el péptido liberador de la
hormona de crecimiento 6 (GHRP-6), el mejoramiento de las técnicas cromatogréaficas que se
emplean en la separacion de la hormona GHRP-6 y posterior deteccion por técnicas acopladas
es un desafio para la quimica nacional relacionada con el deporte. Ante esta situacion, se buscé
ampliar el conocimiento disponible sobre las técnicas requeridas para la separacion del péptido
GHRP-6. Sin embargo, lo que se observa es que, en los reportes literarios, poco se hace
referencia a las condiciones cromatograficas especificas para la separacion de péptidos como la
GHRP-6, centrdndose principalmente en la literatura en las técnicas de deteccion a través de
espectrometria de masas. De esta manera, continla abierta la investigacion sobre las condiciones
Optimas para la separacion cromatografica de muestras bioldgicas teniendo en cuenta que la

separacion adecuada en este tipo de péptidos podria mejorar la deteccion de estas.

La curcumina, sustancia derivada del rizoma de la planta Curcuma longa (circuma) con

efecto antioxidante 8 veces mayor que la vitamina E, ha llamado la atencion de los cientificos



por su potente accidn antioxidante, ya que, en deportistas sometidos a ejercicio intenso, los
mecanismos endogenos de neutralizacion de especies reactivas estan saturados. Sin embargo, las
caracteristicas farmacocinéticas de la curcumina no favorecen su uso medicinal debido a su baja
absorcién, metabolismo acelerado y rapida eliminacion sistémica. Por tanto, la determinacién de
los niveles plasmaticos en pacientes suplementados es un paso crucial en su evaluacién

farmacodinamica.

Finalmente, el reto en la separacion cromatografica de moléculas como la GHRP-6 y
posterior deteccion, son la corta vida media en plasma de estos compuestos y su rapida
eliminacién del organismo. En este sentido la busqueda continua de la mejora y especificad en
los métodos analiticos es un area de gran importancia en la lucha antidopaje en todas las

disciplinas deportivas.
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