BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Uso y abuso de anti-inflamatorios
no esteroides en deporte humanoy
equino : Establecimiento de un
amplio screening en sangre y orina
con analisis y deteccion por GC-
MSD

Montes, Claudia

1998

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Quimicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Montes, Claudia. (1998). Uso y abuso de anti-inflamatorios no esteroides en deporte humanoy
equino : Establecimiento de un amplio screening en sangre y orina con andlisis y deteccion por
GC-MSD. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3071_Montes.pdf

Cita tipo Chicago:

Montes, Claudia. "Uso y abuso de anti-inflamatorios no esteroides en deporte humano y equino :
Establecimiento de un amplio screening en sangre y orina con analisis y deteccién por GC-MSD".
Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1998.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3071_Montes.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA
Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3071_Montes.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_3071_Montes.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar




SWISS
LABORATORY
FOR ANALYSIS
OF DOPING

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencios Exactas y Nolurales




Uso y al)uso c]e anfi-in”amal‘orios no esfepoic]es
en depopfe l\umano y equino: Esfal)lecimienfo cle

un omp|io scpeeninq en sangre y orina con

anélisis y deteccién por GC-MSD

Auiop
Claudia Monies

Di rectores

Laurenf Diviep - Dosa EPPO-Balse"s

Luqones de Tmbajo

Loboratoire Suisse d'Analyse du Dopage
Institut Universitaire de Medecine Légale
Lausanne - Suizo

Deparlamento de Quimica Orgénica
Facullad de Ciencias Exactas y Naturoles
Universidad de Buenos Aires

Buenos Aires - Argenlina

Tesis presenfacla para opicw al iiiulo cle Docior de |a Universidacl cle Buenos Aires

1998



I\wm‘m icmenls

Jlaimerais vemercier infinimenl a:
M. Laurent Rivier pour m ‘avoie lail confiance c]epuis le débul...

M. le Pecf. H.R. Gujen pour nous avoir permis de réaliser ce Iravail 'lnstitul
M. Maetial Sauqgy pour avoir loujours élé peel o répondre & feules mes queslions
Prof. P. Manqin
/\ leutes el 3 fous mes u»”iqm s du "(l(';lnlv.;v", de |y Tox" ¢l di I‘.l "Serol"
Aux laborantines qui onl loujours élé Lien disposées 3 m'aider
Aux |H'('-’¢£S\il"nll(3|5 el au personnel (I«Jmini.\|mli[ de ||'ns|i|u| I MC«_Icgimz l.f‘l]:llli

. 5 . I
A i()llS IE\ TS ('IE I(l -SUISSG (Illl m (')ll' fJ(Cﬁln[,YlC,né PCII(IUHI I(;‘(Ill_‘\ ces années

Un remerciement spéciol a:
Mme Nalhalie Giulliani du Fonds Cantonale pour la famille
Mme. V. Moine-Cretlon de la Fondation Edwin Annaheim pour avoir écoulé allentivement mon projel
La Fondation Edwin Annaheim pour m'avoir assislé avec le maléviel d'infer malique gréice ouquel ce travail

a élé réalisé

Rl Il

Aqmc/ecim ienfos

Agradezco inlinilamente a:
la Dra. Rosa Eera- Ii?f,llse”s, por haberme transmitido en cada elapa la dosis precisa y exacha de con[ianza,
humor, conocimientos y afecto
De. Enrfique Marcelo Doc]viquez, mi consejero de estudios
les Dres. E. Lazarowski y A. Lozariowslxi, porque desde el examen de ingreso hasta IlOl] esluvieron cerca
Ramén Grunauer por acompanarme y parlicipar en el |r>a|)ojo de campo vealizado en De'luajé
Pedre Geunauer por qumn volcar mi imaginacién en el diseiio de lapa

Avq. Daniel Dielm por |o impresién

Agradecimientos afecluosos a:
mis podpes
mi familia

mis amigas

I3 50 e

A Gusli ...

A Olivia et Clémenlina si jamais elles lisent celle these une fois...

IORPB AD




FPRRIR OR F ¥ POF > AR AR R SEH R ¢
DO"O |Cl al:»ue'a MO

FVR AHPHEE IR OV RIR 20w Fe @O § Qg e PIE FIHPFI FI3e
AP



CONTENIDOS

Resumen

Summary

Introduccibn

CAPITULO I Doping

11

13

Doping

Generalidades

13

Métodos de doping

14

Libros consultados

CAPITULO Il Anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs)

Anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs)

Bases Teéricas

Clasificacién

Resefa histérica

Las prostaglandinas

Las prostaglandinas en el proceso inflamatorio

Las prostaglandinas, los NSAIDs y el dolor

Las prostaglandinas, los NSAIDs y el proceso febril

Las prostaglandinas y los NSAIDe efectos terapéuticos y colaterales. ..

29

29

37

42

43

47

NSAIDs uso, abuso ¢ Importancla de su deteccién

Libros consultados

49



CAPITULO Ill Puesta a punto de un Screening 51
Historia ¢ importancia de los mismos en el &rea del control analitico del doping ......cvuuuvecsssen. 53
Objetivo del presente trabajo 57
Libros consultados 56
CAPITULO IV Materiales y Métodos 59
Introduccién 61
Un nuevo NSAIDs, la Tepoxaline 62
Primeros ensayos 64
Seleccién de una técnica 72
Optimizacién de la técnica de extraccién metilativa 79
Standard interno. Definiclén 79
Célculo de resultados 80
Optimizacién del tiempo de extraccién 82

Estabilidad de la Tepoxaline y del etandard intemo en la
extraccién con o sin luz. &5
Optimizaclén de la temperatura &6
Linearidad y Sensibilidad del método &7
Precislén y Reproducibllidad 96
Recuperacién 100
Exactitud 100
CAPfTULO ¥ Screening de NSAIDs 101
Procedimlento . 103

Identificacién por GC-MSD de los NSAIDs, estructura quimica y posibles
fragmentaciones 105
4- Acetamidophenol 105
Aepirina 109



Substancias de dificil detecclén

Indomethacin

Oxicanes, Piroxicam y Tenoxicam

Andlisis por GC-MSD de la mezcla de NSAIDs.

Linearidad y senslbilidad

Recuperacién

"Macro" para la obtencién de los datos en trabajo de rutina.

Libros consultados

Diclofenac... 12
Fenoprofen 116
Flunixin 19
Ibuprofen 122
Indomethacin 125
Ketoprofen 128
Meclofenamic 131
Mefenamic 124
Nabumetone 1386
Naproxen 141
Oxyphenbutazone 144
Phenylbutazone 147
Phenylsalicylate 150
Piroxicam 153
Sulindac 156
Suxibuzone 159
Tenoxicam 162
Tiaprofenic Acid 165
Tolfenamic Acid 167
7

171

172

173

175

178

1860

186




CAPITULO VI Cinética de los medicamentos en el organismo 187
Cinética de los medicamentos en el organismo 189
Materiales y Métodos 192

Trabajo de campo (TC) realizado con equinos 192

Trabajo con voluntarios humanos 193

Substancias estudiadas 194

Phenylbutazone 194

Diclofenac 212

Flunixin 236

Naproxen 256

Libros consultados 264
CAPITULO VIl ENSAY0S ADICIONALES 265
Ensayos Adicionales 267

La Electroforesis Capilar aplicada a la deteccién de NSAIDs 2686

Libros consultados 278
ANEXO correspondiente al capitulo | 279
Sistema nervioso y hormonal 281
Sistema nervioso 281

Breve descripcién de la anatomia y fislologia del sistema nervioso ULENOMO w.nuneuussumsissusrinns 283

Breve descripcién de \a fisiologia hormonal 285

Libros consultados 294
ANEXO correspondiente al capitulo V 295
Seguimiento del procedimiento analftico 295
Protocolos 295

interpretacién de los espectros de masas 298




Método de ionizacién: Impacto electrénico 296
Fragmentaciones y reordenamientos tipicos de compuestos

arométicos 300

lon tropilio 300

Alquilbencenos 301

Bifenilos o polifenilos 301

Hidrocarburos policiclicos Arométicos 302

Difeniimetanos y compuestos relacionados ... 302

Fenoles 303

Bencilalcoholes 304

Bencilalcoholes alquilsustituidos 305

Hidroxibencilalcoholes (hidroximetiifenoles) .......usmmsunne. 305

Aldehidos Arométicos 306

Ciclaciones y reordenamientos moleculares ... 2506

Interpretacién de los espectros de masas de los NSAIDs 308

Método de ionizacién

impacto electrénico (70 ev) 308

4- Acetamidophenol 308

Derivados del Acido Acetllealicilico 31

Acetylsalicylic Acld M

Phenylealicylate 3

Derivados del Acido Fenilacético 314

Diclofenac 314

Derivados del Acido Antranflico 315

Meclofenamic 315

Mefenamic 317

Flunixin 319

Derivados del Acido Propiénico 321




Fenoprofen 321
Ibuprofen 322
Naproxen 324
Ketoprofen 325
Tiaprofenic Acid 327
Indoles. 329
Indomethacin 329
Sulindac 331
Pirazoles 333
Oxyphenbutazone 333
Phenylbutazone 335
Suxibuzone 337
Oxicanes 339
Tenoxicam 339
Piroxicam 341
Derivados del Acido Benzolco 343
Tolfenamic Acld 343
Otros NSAIDs 344
Nabumetone 344
Libros consultados 346
BIBLIOGRAFIA GENERAL 347
RESUMEN Y CONCLUSIONES GENERALES 369




Uso y abueo de antl-Inflamatorios no esteroldes en deporte humano y equino : Establecimiento de un

amplio screening en sangre y orina con anillisis y deteccién por GC-MSD

Resumen

Los anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs) son muy usados por los atletas para reducir la
Inflamacién y el dolor. Si bien estas drogas no forman parte de la lista de substancias prohibidas por el
Comité Olimpico Internacional (COI), la presencia de lae mismas en las muestras de sangre y orina de los
deportistas, puede en muchos casos resultar una interferencia en los screening para detectar el uso
indebido de drogas. Por otro lado, estas drogas son también utilizadas en forma abusiva en medicina
veterinaria, principalmente en competencias ecuestres y en este caso los organismos oficiales han
prohibido su uso. Las metodologias hasta hoy descriptas son costosas y complejas y la falta de
especificidad en la deteccién es una de las mayores limitaciones en la determinacién de estas drogas en las
muestras biolégicas. En este trabajo de tesis, se ha desarroliado un screening répido y especffico para la
deteccibn de los NSAIDs y/o de sus metabolitos. El método consiste en una extraccién alquilativa seguida
de Cromatografia Gaseosa con Detector de Masas (GC-MSD), por lo que presenta las siguientes ventajas:
pequefio volumen de muestra; un dnico solvente de extraccién; el proceso de clean up y derivatizaclén ee
produce en un solo paso; alta sensibilidad; obtencién répida de datos y bajo costo. El andlisis de los
eepectros de masas demostré que la técnica es sensible y especifica como para poder identificar a un gran
ndmero de NSAIDs. Un andlisis detallado de la fragmentacién de las molécula fue de gran utilidad en la
identificacion de metabolitos de los cuales no existen los patrones comerciales y de los miemos derivados
metilados de los NSAIDs. Este andlisis se presenta en una de las secciones de este trabajo de tesis. Un
standard interno fue incluido para evaluar la recuperacién luego de la extraccién y para calcular los tlempos
de retencién relativos. El valor promedio de |a recuperacién fue de un 83% lo que indicaria una buena
extraccién. El limite de deteccién es de 50 ng/ml y se observé una buena linearidad hasta un valor de 10
Ha/ml. La Electroforesis Capilar se presenta también como técnica de screening alternativa, sin embargo
como no se disponia de detector de masas no se¢ la pudo desarrollar como screening confirmatorio. La
extraccién metilativa (EM) acoplada a GC- MSD resultd ser una técnica especifica, eficiente y sensible
para la deteccién de NSAIDs. El presente trabajo es sin duda una herramienta de gran utilidad para los

laboratorios de control del doping.

Palabras clave: doping, NSAIDs, screening, cromatografia gaseosa, detector de masas, electroforesis
capllar.



Use and abuse of non-steroldal anti-inflammatory drugs In human and equine sporte: Establishment of
a comprehensive screening procedure In blood and urine samples with

GC-MSD analyses.

Summary
Non -steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used by athletes to reduce paln and

inflammation. Although they are not included in the list of banned eubstances of the International Olymplc
Comitee (10C), the presence of NSAIDs In blood and urine eamples of eportemen may result in undesired
interference during screening for drug abuse. In addition, NSAIDs are frequently misused in racehorees
competitions, and banned by International Federations that regulate equestrian sports. Current
procedures for NSAIDs determination are tedious and expensive, and lack of epecific tests constitutes a
major limitation for determining NSAIDs in blological samples. in the present study, a comprehensive
screening was developed in order to obtain a rapid and specific method for the detection of NSAIDs and/or
their metabolites. This method, consisting of an alkylative extraction coupled to Gas Chromatography
-Mass Spectrometry (GC-MSD), offers the following advantages over current methodologies: littie eample
volume, only one extraction solvent, clean up and derivatization in one step, high sensitivity, rapidity and low
costs. Analysis of mase spectrum indicates that high resolution, and therefore improved selectivity was
achleved with most NSAIDs. A deep study of mase fragmentation was useful to characterise non-
commercial metabolites and methyl NSAIDs derivatives. These results are discussed in brief.

An internal standard was included to evaluate post-extraction recovery and to define relative retention
times. Mean recovery values of 3% were obtained indicating that a high yield was achieved during
extraction procedures. Threshold values for most NSAIDs were around 50 ng/ml, and linearity was observed
up to 10 pg/ml. Although Capillary Electrophoresis (CE) may potentially represent as an alternative
screening method for NSAIDs, lack of availabllity of a sultable Mags Spectrometry Detector at the time
the study was done prevented us from performing such a technique as a confirmatory procedure. In sum,
Extractive Methylation coupled to GC-MSD, proves to be an efficient, rapid and reliable approach for high
sensitivity detection of thie group of substances. Methodology developed in the present study may
constitute an useful tool for the evaluation of drug abuse during eport competitions.

Keywords: doping, NSAIDs, screening, gas chromatography, mass detector, CE
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Introduccién

En el presente trabajo de tesis se ha desarrollado una técnica para la deteccién de anti-
inflamatorios no esteroides; esta técnica resulta de gran utilidad en el 4rea de control del doping,
en toxicologia y en clinica veterinaria entre otras ramas relacionadas con la salud humana y
animal.

Los anti-inflamatorios no esteroides son utilizados frecuentemente por los atletas para
disminuir los dolores y molestias causados por una gran variedad de procesos inflamatorios tales
como la artritis y los danos deportivos. El uso de los mismos es muy comun en la préctica de la
medicina veterinaria principalmente para disminuir inflamaciones del miisculo esquelético. En el
caso de los deportes ecuestres, son considerados substancias de abuso cuando se los aplica antes o
durante una competencia con el fin de enmascarar la inflamacion y el dolor.

Los NSAIDs constituyen un grupo heterogéneo de substancias, que poseen en comin
solamente su caracteristica anti-inflamatoria.

Se los puede clasificar en:

DERIVADOS DEL ACIDO | OXICANES
ACETILSALICILICO Tenoxicam, Isoxicam, Piroxicam...

Acetylsalicylic Acid, Diflunisal, Salsalat...

PIRAZOLES DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO
Phenylbutazone, Oxyphenbutazone... Mefenamic Acid, Meclofenamic Acid, Flufenamic
Acid, Flunixin...

DERIVADOS DEL ACIDO FENILACETICO INDOLES

Alclofenac, Diclofenac, Fenclofenac... Indomethacin, Sulindac, Tolmetin...

Introduccién -3-



DERIVADOS DEL ACIDO DERIVADOS DEL ACIDO
PROPIONICO BENZOICOICO

Flurbiprofen, Ibuprofen, Naproxen, Fenoprofen, | Tolfenamic Acid

Ketoprofen...

La Tepoxaline es un nuevo anti-inflamatorio que estaba en etapa de desarrollo en el
momento en que se realizara este trabajo. Como requerimiento de todo nuevo fdrmaco antes de
salir al mercado, se debi6 realizar un completo estudio de biodisponibilidad; para ello se
desarroll6 una técnica de andlisis por cromatografia con un sistema de deteccion de alta
especificidad y sensibilidad. El buen resultado obtenido por Cromatografia Gaseosa con detector
de masas (GC-MSD) con esta nueva y compleja molécula fue el rampolin para extender la técnica
desarrollada a un gran niimero de NSAIDs de uso habitual.

Un screening puede definirse como una metodologia que nos permite detectar un amplio
nimero de substancias a la vez. Si el screening en cuestién se realiza con los controles de calidad
pertinentes y con la metodologia de trabajo que imponen estos controles, se obtendrén resultados
con alto porcentaje de confiabilidad. Este aspecto en el anélisis del doping y drogas de abuso, es de
vital importancia fueran los resultados hallados negativos o positivos. Las técnicas utilizadas en

los diferentes screenings para el control del doping en humanos y equinos son:

o Técnicas de inmunoensayo

o Cromatografia en Capa delgada. (CCD 6 TLC)

o Cromatografia Liquida de Alta Presién. (CLAR 6 HPLC)

o Cromatografia en fase gaseosa con detector de Nitr6geno Fésforo. (GC-NPD)

o Cromatografia en fase gaseosa con detector de masas. (GC-MSD)



Claudia Montes - 1998

La técnica de screening puesta a punto en el presente trabajo de tesis, se basa en una
extracciébn metilativa y en el anélisis por GC-MSD del extracto obtenido por la misma. La
extraccion metilativa se desarrolla a un pH alcalino extremo (pH>12), por lo tanto las substancias
acidicas se encuentran, al haber perdido un protén, ionizadas. La extraccién de las mismas la
realiza el "reactivo” utilizado, siendo en este trabajo el sulfato dcido de tetrahexilamonio, el que
formar4 pares i6nicos con las substancias acidicas las que pasarén asi hacia la fase orgénica. El
reactivo deberé4 luego ser eliminado a través de un rapido clean up (purificacién) con columnas de
intercambio i6nico. La metilacién se produce en la fase orgénica (tolueno), y el extracto de esta
forma obtenido contiene los productos metilados. Las drogas de abuso neutras no metilables
pasan simplemente al solvente organico pero pueden de todos modos ser detectadas por GC-
MSD.

La Extraccion Metilativa se ensay6 en diferentes matrices biol6gicas (sangre, suero y
orina); ya que tales son los requerimiento para los controles del doping. Las muestras se obtuvieron
de los estudios de excrecién que se realizaron en voluntarios humanos sanos y en el caso de los
equinos, fueron ejemplares no competitivos.

Las condiciones cromatogréficas se definieron teniendo en cuenta el compromiso entre el
punto de ebullicién del solvente de inyeccién, el nimero de substancias a analizar, y el tiempo

preferentemente corto que se busca para realizar este tipo de control.

Los NSAIDs detectados en el screening desarrollado en este trabajo son:

4 Acetamidophenol, Aspirine, Diclofenac, Fenoprofen, Flunixin, Ibuprofen, Indomethacin,
Ketoprofen, Meclofenamic, Mefenamic, Nabumetone, Naproxen, Oxyphenbutazone,
Phenylbutazone, Phenylsalicylate, Piroxicam, Sulindac, Suxibuzone, Tenoxicam,

Tiaprofenic Acid y Tolfenamic Acid.



Con la introduccién de esta técnica se logra hacer un importante aporte, no sé6lo al estudio
del doping con los NSAIDs, sino también a la rutina analitica en toxicologia, en clinica médica y en
clinica veterinaria relacionada con la detecci6n y dosaje de estos compuestos. Cabe mencionar que
pocos autores se han dedicado a desarrollar un screening completo de los NSAIDs por GC-MSD y
que los resultados obtenidos con la validacién del método presentado en este trabajo de tesis han
permitido ponerlo en prictica en el Laboratorio Suizo de Control del Doping e incluirlo en la
rutina del mismo.

La posibilidad de realizar los estudios de excreci6n sirvi6, no sélo para crear un stock de
orinas positivas, sino que ademds nos permitié interiorizarnos en el metabolismo de cada
substancia Io cual es un elemento primordial cuando se informa un resultado positivo. La
presencia de metabolitos en dichos informes es un complemento de gran importancia para
descartar supuestas contaminaciones internas o externas al laboratorio durante el manipuleo de
las muestras.

Con la técnica aqui presentada se aprobaron los controles anuales de acreditacién de la
Association Of Races Chemists, de la Féderation Equestre Internationale, y del Comité Olimpico

Internacional.

El material que se presenta en este trabajo de tesis contiene a) siete capitulos y b) dos
anexos:
a) Capitulos I al VII
En los Capitulos I y Il se describe de manera general el término
doping y su problemitica, los anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs) de uso frecuente y
su relacién con el doping.
En el Capitulo Il se define el término screening y se explica su
importancia en el laboratorio analitico.
En los capitulos IV, V y VI los resultados obtenidos en el presente trabajo se

exponen y discuten detalladamente.

6 Introduccién
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En el Capitulo IV se describen los pasos seguidos para optimizar
la técnica y validarla y los resultados obtenidos en este proceso, para luego en el Capitulo
V validar la misma ya como método de screening de los NSAIDs. En este capitulo y en su
anexo se analizan especialmente los resultados obtenidos a partir del espectrémetro de
masa. Se describen en detalle las posibles fragmentaciones y reordenamientos de las
moléculas estudiadas con los que se explicarian las sefiales obtenidas.

En el Capitulo V los NSAIDs estdn presentados por orden
alfabético; en el anexo correspondiente a este capitulo en cambio, son agrupados por
familias.

En el capitulo V1 se muestran los estudios de excrecién realizados.
En el mismo la atencion se centra en la farmacocinética de los medicamentos y en el
desarrollo de los estudios de excrecién de los NSAIDs mencionados a continuacion:
Phenylbutazone, Diclofenac, Naproxen y Flunixin.

Con las lineas del Capitulo VII se quiso abrir el horizonte hacia
una promisoria metodologia de andlisis y de gran desarrollo en estos iiltimos afios: la
Electroforesis Capilar (EC). Pocos ensayos se han realizado con esta técnica, sin embargo
los resultados obtenidos impulsan a continuar en ese sentido. Queda planteado el desafio

de la EC como tarea para el futuro.



b) Dos anexos
Se presentan luego del Capitulo VII, dos anexos correspondientes al Capitulo I y
Capitulo V. Alli se tratan algunos temas con mayor detalle, se presentan también gréficos y

esquemas adicionales que ayudan a interpretar ciertos pasajes de este trabajo.
"Sistema Nervioso y Hormonal", es el Anexo correspondiente al Capitulo 1.

"Seguimiento del procedimiento analftico" es el Anexo del Capitulo V, este anexo consta de dos
secciones principales que contribuyen en definitiva a la correcta obtencién de resultados. Una de
ellas, trata acerca de los "Protocolos” disenados y utilizados con la técnica descripta con la
importancia que ellos presentan en la validacion analitica de la técnica y su aplicacion en la rutina
para aplicar las normas de "Buenas Précticas de Laboratorio” (Good Laboratory Practice).

La segunda seccion analiza los "Posibles fragmentaciones y reordenamientos” de la
molécula luego del impacto electrénico. La importancia de esta secci6n del anexo se basa en la
correcta interpretacion de los espectros de masas de los compuestos para los cuales no se
obtuvieron patrones de referencia ni compuestos comerciales, ni tampoco sus espectros figuran en
las bibliotecas o bases de datos comerciales. Una interpretacién inequivoca de los espectros de
masas es de fundamental importancia y de gran utilidad en el laboratorio de anélisis de rutina por
GC-MSD. Como menciondramos anteriormente, en esta seccién se presentan los NSAIDs
agrupados en familias, ya que en muchos casos las posibles fragmentaciones y reordenamientos

de los compuestos tienen patrones de comportamiento en comiin dentro de una familia.
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Las familias y los compuestos que las representan estdn ordenadas tal como se hiciera en

el anexo del capitulo V, el cual se repite a continuacién:

ANALGESICO GENERAL (no NSAIDs) 4-Acetamidophenol
DERIVADOS DEL ACIDO Acetylsalicylic Acid,
ACETILSALICILICO Phenyisalicilate
DERIVADOS DEL ACIDO FENILACETICO | Diclofenac

DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO

Meclofenamic Acid, Mefenamic Acid,

Flunixin

DERIVADOS DEL ACIDO PROPIONICO

Ibuprofen, Naproxen, Ketoprofen,

Fenoprofen, Tiaprofenic Acid
INDOLES Indomethacin,
Sulindac
PYRAZOLES Oxyphenbutazone, Phenylbutazone,
Suxibuzone
OXICANES Tenoxicam,
Piroxicam
DERIVADOS DEL ACIDO BENZOICO Tolfenamic Acid
Otros NSAIDs Nabumetone

Esta presentacion facilitaré la lectura y comprensién de la seccion.

¢ Bibliografia
Cada capitulo va acompafado de la bibliografia especifica
consultada para su redaccion (libros y manuales). Las citas bibliogréficas correspondientes a
publicaciones peri6dicas se mencionan puntualmente en el texto y estdn agrupadas en la seccién

final de la tesis denominada "Bibliografia General".

Introduccitn -9-
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CAPITULO1
Doping

GENERALIDADES

El uso de substancias exdgenas para aumentar artificialmente el rendimiento en una
competicion perjudica claramente la ética deportiva y puede poner en riesgo la integridad fi-
sica o psiquica del atleta y se lo denomina actualmente doping.

El término "doping" puede deber su origen a la palabra "dop", con la que se denomina
a una bebida sudafricana compuesta por extractos de nuez, alcohol y xantinas. El diccionario
britdnico de Oxford le encuentra el origen a la palabra "dope" en el alemdn "dop", que
significa "Bautismo Cristiano”, en una manera un poco "particular” el fervor religioso y la
euforia causada por ciertas drogas estdn nombradas con la misma palabra.

La palabra dope no aparece relacionada al abuso de drogas en deporte si no a partir
de principios del siglo XX, si bien la practica de la administracién de drogas a caballos y a
atletas era ya conocida.

Varios autores griegos como Phylostratos y Galen (siglo III antes de Cristo), hablaban
de las preparaciones que ingerian los deportistas Olimpicos para aumentar su rendimiento.
Los gladiadores eran frecuentemente drogados para que sus luchas fueran més sangrientas,
que era por otro lado, lo esperado por el publico.

En 1666 se utilizaba el término "dope" para describir el uso de substancias excitantes
en las carreras de caballos.

Es probable que el uso corriente de la palabra dope desde principios de este siglo

vaya asociado al desarrollo de la industria farmacéutica.
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Los diccionarios categorizan el término y es normalmente utilizado en publicaciones
formales. En Europa se define doping como: "La administracién o el uso de substancias en
cierta forma, extrafias al organismo" o, "substancias fisiolégicas pero en concentraciones
anormales dadas a personas sanas con el nico objetivo de llegar de manera artificial a alcan-

zar un aumento del rendimiento en las competiciones”.

El "Comité Olimpico Internacional” (COI) define como doping a la ad-
ministracion o a la utilizaci6én de métodos y /o clases de drogas prohibi-
das. En 1965 se promulga una legislacién prohibiendo el doping y fijando

las modalidades de su deteccion y las penalidades a aplicar, no solo al

consumidor sino al proveedor.

METODOS DE DOPING

Esqueméticamente se pueden distinguir dos métodos de doping:

a- Doping sanguineo b- Manipulacién farmacolégica, quimica y fisica

a- Doping sanguineo

En los vertebrados, los glébulos rojos cumplen la importante funcién de transportar y
distribuir en los tejidos el oxigeno proveniente de la respiracién, captado en los pulmones
por la hemoglobina. Son ellos por lo tanto la fuente de energia para las funciones vitales. El
esfuerzo muscular va acompanado de un gran gasto de oxigeno, por lo tanto cuanto mayor

sea la concentracién de oxigeno mayor seré el rendimiento.



Anti-inflamatorios no esleroides

El objetivo médico de una transfusion es de reponer la sangre perdida luego de una
gran hemorragia o, en casos de anemia severa no hemorrégica, o en enfermedades termi-
nales. El doping sanguineo en cambio tiene por objetivo crear una sobrecarga de gi6bulos ro-
jos y por lo tanto partir con una carga de oxigeno més elevada en el organismo. Este doping
consiste en inyectar al deportista por via intravenosa, antes de una competicién, glébulos ro-
jos u otros componentes sanguineos conteniendo gl6bulos rojos. Se denomina
autotransfusién a la inyeccion de sangre del propio atleta y heterotransfusion al uso de
sangre proveniente de otro individuo.

Esta técnica aparentemente no presenta grandes ventajas a quienes la utilizan y por el
contrario, es sumamente peligrosa. Este procedimiento cambia la viscosidad de la sangre,
aumenta la tendencia de las plaquetas sanguineas a agregarse y por lo tanto aumenta el
riesgo de una trombosis vascular. Ademés la heterotransfusién incrementa el desarrollo de
reacciones alérgicas o reacciones hemoliticas agudas con dafio renal. Una forma nueva de
doping sanguineo seria la utilizacion de la eritropoyetina, a la cual nos referiremos mas ade-
lante. E1 COI prohibe el uso de doping sanguineo, en todas sus formas.

b- Manipulacién farmacolégica, quimica y fisica.

La comisi6én médica del COI prohibe el uso de:

¢ Substancias que modifiquen el rendimiento del atleta de manera artificial.

* Los métodos que pudieran modificar la integridad o validez de las muestras de

orinas seleccionadas para el control.

¢ La cateterizacién y la inhibicién de la excrecion renal.

Entre las substancias que modifican el rendimiento del atleta podemos distinguir seis

grupos de substancias dopantes (A-F).
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A- ESTIMULANTES

Los estimulantes dan como resultado un aumento en la actividad del sistema ner-
vioso. Varias de las drogas que estimulan el sistema nervioso central (SNC) son conocidas
desde hace mas de 2000 afios y basdndose en los efectos producidos no es sencillo realizar
una clasificacion de las mismas . Ademas muchos estimulantes del SNC ejercen también su

accion sobre el sistema cardiovascular y el sistema nervioso simpético.

Podemos, sin embargo dividir los estimulantes en cuatro clases principales:

I Estimulantes analépticos: strychnine, picrotoxine y phentylenetetrazol.

II Estimulantes psicomotores: las drogas estimulantes psicomotoras son, quimicamente, las
derivadas de la amphetamine. Tienen semejanza no solo en su estructura sino en su accién
farmacolégica. Este grupo estd formado por las anfetaminas, sus derivados y otros
agentes como metilphenidate y pipradol.

Il Metilxantinas: caffeine, theophyilline, theobromine.

IV Aminas simpaticomiméticas: este grupo esté representado por la ephedrine y sus deriva-
dos.

El aumento de la actividad del SNC se logra ya sea bloqueando los caminos que inhi-
ben naturalmente su actividad o bien aumentando la excitacién del mismo. La excitabilidad
va aumentando en relacién directa con el aumento de la dosis, variando desde una suave hi-
perexcitabilidad hasta llegar a severas convulsiones. La utilizacién de dichas substancias
puede también provocar la pérdida de juicio y hasta la muerte. Las anfetaminas dadas a
concentraciones farmacol6gicas, pero en condiciones de fatiga fisica extrema, pueden tener

los mismos efectos nocivos que a altas concentraciones.
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De manera general, los estimulantes pasan de la circulacion a través de la barrera
hemato- encefélica a los espacios intracerebrales y una vez en el cerebro pueden actuar de las
siguientes maneras: (a) Aumentar la liberacién de neurotransmisores sobre otros receptores
(amphetamine y ephedrine); (b) estimular directamente los receptores post- sindpticos (ephedrine
y caffeine); (c) inhibir la reabsorcién del neurotransmisor (re-uptake) (amphetamine y cocalna).

Los estimulantes del SNC actdan también principalmente en los sistemas de neuro-
transmisores de la dopamina, noradrenalina y 5-hidroxitriptamina (serotonina). Las aminas
simpaticomiméticas son drogas que actian de la misma manera que la adrenalina y noradre-
nalina que son los agonistas naturales del SN simpiético.

Si bien para los problemas de asma y de las vias respiratorias la ephedrine y familiares
eran prescritas, éstas no son actualmente autorizadas ya que se trata de aminas
simpaticomiméticas. Para dichos casos solo la utilizacién de salbutamol y terbutaline (82-
agonistas) es permitida en aerosol.

Las aminas simpaticomiméticas como la phenmetrazine, alcanzan los mismos efectos
farmacolégicos y toxicos que las anfetaminas.

Como efectos secundarios negativos de este grupo, podemos mencionar: dolor de ca-
beza, alta presién, palpitaciones, ansiedad y temblores. En dosis bajas la ephedrine, pseudoe-
phedrine, norpseudoephedrine y phenylpropanolamina son utilizadas en medicamentos contra el

resfrio, medicamentos para los cuales no se necesita receta médica.

Los siguientes estimulantes se encuentran actualmente prohibidos por el COI:
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amfepramone

amfetaminil

amiphenazole

amphetamine

benzphetamine

caffeine*

cathine

chlorphentermine

clobenzorex

clorprenaline

cocaine

cropropamide(componente de«Micoréne»)
crothetamide(componente de«Micoréne»)
dimetamphetamine

ephedrine

etaphedrine

ethamivan

ethylamphetamine

fencamfamine

fenproporex

fenetylline
furfenorex
mnefenorex
methamphetamine
methoxyphenamnine
methylephedrine
methylphenidato
morazona
nikethamnide
pemoline
pentetrazol
phendimetrazine
phenmetrazine
phentermine
phenylpropanolamine
pipradol

prolintano
propylhexedrine
pyrovalerona
strychnine

y substancias relacionadas.

*La caffeine es considerada substancia de abuso cuando su concentracién en orina supera los

12 pg/ml.

Podemos también incluir dentro del grupo de los estimulantes a los "alcaloides esti-

mulantes"” los que se limitan a especialidades a base de estricnina, al heptaminol y la coraminae,

los que son considerados como ténicos cardiacos y estimulantes vasculares.

-18-
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B- ANALGESICOS NARCOTICOS

Este grupo posee un elevado poder analgésico, lo que hace que el atleta se exponga a
situaciones de gran riesgo. Bajo el efecto de estas substancias podrian entrenarse y competir
en malas condiciones fisicas (heridas graves) y asi a largo plazo provocar dafos irreparables

en los tejidos lesionados.

Los siguientes analgésicos narc6ticos se encuentran actualmente prohibidos por el

COI:
-alphaprodine -etoeptazine
-anileridine -ethylmorphine
-buprenorphine -levorphanol
-codeine -tnetadone
-dextromoramida -nalbuphine
-dextropropoxiphene -pentazocine
-heroine(diamorphine) -petidine
-dihidrocodeine -phenazocine
-dipipanona -trimeperidine

y substancias relacionadas.
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C- ESTEROIDES ANABOLISANTES

Los esteroides anabolisantes son substancias que se relacionan a la testosterona,
porque tienen una estructura quimica o una actividad semejante.

Estas substancias pueden aumentar la masa muscular, la fuerza y la potencia cuando
se combinan con una alimentacién aumentada. A dosis pequefias y con una alimentacién
normal, se los utiliza para lograr incrementar la competitividad.

Como efectos secundarios podemos mencionar un mal desarrollo fisico en los adoles-
centes ya que ataca la zona de crecimiento de las extremidades de los huesos largos.

El uso de los esteroides anabolisantes puede provocar como efectos secundarios a
largo plazo desequilibrio psiquico, lesiones de higado y muerte anticipada a causa de pro-
blemas del sistema cardiovascular. En el hombre afecta el desarrollo normal de los testiculos
y puede reducir la espermatogénesis. En la mujer aparecen caracteres secundarios masculi-
nos, se inhibe la ovulacién y la menstruacién y el riesgo mayor seria el de causar problemas

fetales en caso de un posible embarazo.

Los siguientes esteroides anabolisantes se encuentran actualmente prohibidos por el

COl:
-bolasterone -metyltestosterone
-boldenone -nandrolone
-clostebol -noretandrolone
-dehydrochlortestosterone -oxandrolone
-fluoxymesterone -oxymesterone
-mesterolone -oxymetolone
-methandienone -stanozolol
-metenolone -testosterone *

y substancias relacionadas
* para la testosterona, una muestra es considerada positiva cuando, ya sea por administracién
de testosterona o por alguna otra manipulaci6n, la relacién testosterona/epitestosterona, es

mayor que 6.
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D- B-BLOCANTES

Los - blocantes se recetaban para las arritmias cardiacas, la hipertension y las ja-
quecas. Hoy en dia hay otras preparaciones tan eficaces como éstos. Su modo de accién es la
de bloquear los receptores $-adrenérgicos, por lo tanto, impiden que la adrenalina y nor-
adrenalina ejerzan su acci6n en todas la reacciones mediadas por dichos receptores. Los re-
ceptores £ estan distribuidos en todo los tejidos y 6rganos del cuerpo, por ejemplo, corazén,
vasos sanguineos, bronquios, ojos, higado, pancreas, tejido adiposo, misculo esquelético y
cerebro. Se los utiliza normalmente en deportes en los cuales no se necesita un gran esfuerzo
fisico pero si una gran calma como es el caso del tiro al blanco y la arqueria. Se observ6 tam-
bién un aumento del rendimiento en deportes como ski de salto y carreras de autos. Entre los
efectos indeseados podemos mencionar somnolencia y enfriamiento de las manos entre otros.

Viendo el uso abusivo de éstos, el COI, considera que en deportes donde la actividad
fisica no sea importante, se hardn controles cuando este organismo lo considere apropiado.

Los siguientes 8- blocantes se encuentran actualmente en la categoria de substancias

sometidas a ciertas restricciones por el COL:

-acebutolol -nadolol
-alprenolol -oxprenolol
-atenolol -propanolol
-labetalol -sotalol
-metoprolol

y substancias relacionadas

E- DIURETICOS

Son substancias que actiian directamente sobre los rifiones, inhibiendo la reabsorcién
de H20O y NaCl y provocan de esta manera un aumento de la diuresis. El uso habitual de los
diuréticos tiene por finalidad eliminar liquidos de los tejidos en ciertas condiciones patol6gi-

cas. Este uso debe ser estrictamente controlado por un profesional médico.

Doping 221-
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Los deportistas abusan de estas substancias, por dos razones; 1) para bajar rapida-
mente de peso en los deportes donde existen distintas categorias, y/o 2) para reducir en
orina, por un aumento del volumen de la misma, la concentracién de otras substancias que
podrian revelar un eventual doping.

El abuso de estas substancias es de un gran riesgo para la salud dado que tienen efec-

tos secundarios muy peligrosos, principalmente en el desequilibrio hidrico.

Los siguientes diuréticos se encuentran actualmente prohibidos por el COI:

-acetazolamide - ethacrinic Acid
-amiloride ~furosemide
-bendroflumethiazide -hydrochlortiazide
-benzthiazide -mersalyl
-bumetanide -spironolactona
-canrenone -triampterene
-chlormnerodrine ~chlortalidone
-dichlophenamide

y otras substancias relacionadas.

F- HORMONAS PEPTIDICAS Y ANALOGQS

- Gonadotrofina coriénica (H.C.G. gonadotrofina coriénica humana): La administracién de
esta hormona, o de substancias similares, aumenta la produccién de esteroides andrégenos
naturales y es considerada como la administracién externa de testosterona.

- Corticotrofina (ACTH): El abuso de corticotrofina aumenta la concentracion de corticoste-
roides end6genos en la sangre, produciendo principalmente un efecto euforisante. La admi-
nistracion de esta hormona es considerada equivalente a la administracién intravenosa, oral o
intramuscular, de corticosteroides.

(Ver anexo Capitulo 1)
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- Hormona de crecimiento (hGH, SOMATOTROFINA), la utilizacién de esta hormona es
considerada como amoral y muy peligrosa dado los efectos secundarios de la misma. Tales
efectos pueden ser: reacciones alérgicas, efectos diabetogénicos y acromegalia en caso de do-
sis elevadas. (Ver anexo Capitulo I)

- Eritropoyetina (EPO). Hormona glicoproteica, segregada por el rifi6n, que aumenta la velo-

cidad de sintesis de los eritrocitos. (Ver anexo Capitulo I).

Todos los factores de liberacion de las substancias mencionadas estdn también

prohibidos.

Alcohol

No esta prohibido, sin embargo su nivel en sangre u aliento puede ser medido a pe-

dido de una Federacion Internacional.

Marihuana
No estd prohibida, sin embargo su control puede ser realizado a pedido de una

Federaci6n internacional.
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Anestésicos locales

La inyecci6n de anestésicos locales esta autorizada bajo las siguientes condiciones:
- Si se utiliza: procaine, xylocaine, carbocaine (pero no cocalne).
- 5i no se practican inyecciones intra- articulares.

- Si la aplicacion es justificada por el médico.

Corticosteroid

Los corticosteroides, sintéticos o artificiales, son utilizados ante todo como substan-
cias antiinflamatorias y que calman también el dolor. Sin embargo éstos influencian las
concentraciones de corticosteroides naturales en circulacién en el organismo y provocan una
cierta euforia y traen aparejados tantos efectos secundarios que salvo en aplicacién local,
exige un serio control médico. Desde 1975 el COI se ha esforzado por restringir su utilizacién
durante los Juegos Olimpicos (J.O.). En ciertas disciplinas los corticosteroides son utilizados
con fines no terapéuticos tanto por via oral como intramuscular e intravenosa. Su utilizacion
estd prohibida salvo en aplicacién local (oido, ojos, piel), en inhalaciones (asma, rinitis alér-

gica) y en inyecciones locales o intra- articulares.
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CAPITULO I

ANTI-INFLAMATORI ESTER NSAI

BASES TEORICAS

La repuesta de los tejidos vivos ante la presencia de un antigeno o al daito tisular, es la in-
flamaci6n de los mismos. Esta respuesta involucra una serie de reacciones enzimiticas, la partici-
pacién de mediadores, la liberacién de fluidos, la migracion celular y la reparacién de tejidos. La
reaccion inflamatoria va acompafada ademés de sintomas tipicos como fiebre y dolor.

Los anti-inflamatorios no esteroides constituyen un grupo de substancias que, como su
nombre lo indica, tienen efecto anti-inflamatorio , ademés de analgésico y antipirético. Forman un
grupo heterogéneo y no estdn relacionados quimicamente entre si, excepto porque muchos de el-
los poseen un grupo carboxilo en su estructura y porque son capaces de producir practicamente
los mismos efectos terapéuticos y los mismos efectos secundarios. El prototipo es la aspirina y por

eso también se los denomina drogas de la familia de la aspirina.

CLASIFICACION

Debido a la gran diversidad la clasificacién depende un poco de cada autor. La clasifica-
ci6n adoptada para el desarrolio de las tareas del laboratorio durante la puesta a punto de las
técnicas analiticas en el presente trabajo de tesis es la presentada por P.N.C. Elliott (DRUGS IN
SPORT). A continuacién se presenta dicha clasificacién, incluyéndose ademés ejemplos de las

estructuras tipicas de los compuestos de cada grupo:

NSAIDs -29-
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DERIVADOS DEL ACIDO ACETILSALICILICO
Acetylsalicylic Acid
Diflunisal
Salsalat

ACETYLSALICYLIC ACID

9
C—OH 9
O—C—CH,

PYRAZOLES
Phenylbutazone
Oxyphenbutazone
Suxibuzone

PHENYLBUTAZONE

O CH2'CH2-CH2_CH3
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DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO
Mefenamic Acid
Meclofenamic Acid
Flufenamic Acid

Flunixin

MECLOFENAMIC ACID

o)

C—OH

NH

CH,

DERIVADOS DEL ACIDO FENILACETICO
Alclofenac
Diclofenac
Fenclofenac

DICLOFENAC

CH,-C—OH

NH

NSAIDs
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INDOLES

Indomethacin

Sulindac
Tolmetin
INDOMETHACIN
"
,C—OH
CH30, CH,
CHj3
)
C Cl
]
0]

DERIVADOS DEL ACIDO PROPIONICO
Flurbiprofen
Tbuprofen
Naproxen
Fenoprofen
Ketoprofen
Tiaprofenic Acid

IBUPROFEN

CHj3 o
|

CH—C—OH

CHz_ (l:H - CH3
CHs
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OXICANES
Tenoxicam
Isoxicam
Piroxicam
Sudoxicam

Meloxicam

TENOXICAM

DERIVADOS DEL ACIDO BENZOICO
Tolfenamic Acid

TOLFENAMIC ACID
PM: 261

COOH

5

NSAIDs
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El efecto medicinal del "BARK of WILLOW" (Sauce) y otras plantas fue conocido por algu-
nas culturas durante centenios. Los extractos de diversas plantas en general y del sauce en particu-
lar eran usados ya en la época de Hip6crates para el tratamiento de fiebres infecciosas y palidicas,
para dolores diversos y para enfermedades inflamatorias tales como la gota.

Observando los herbarios farmacéuticos de la edad media y del renacimiento, vemos que
estas mismas plantas eran usadas pudiéndose comprobar a posteriori que en su mayoria contenian
derivados salicilados (Salix alba, Salix babylonia, Salix purpurea, Populus alba, Spirea ulmaria,
Gaultheria procumbens)

A mediados del siglo XVIII, en Inglaterra, el reverendo Edmund Stone le describia en una
carta al presidente de la Royal Society el éxito de esta planta en la cura de estados febriles. Como
el sauce crece en zonas bajas y himedas, donde habia muchos casos de fiebre, Stone pensaba que
dicha planta tendria ciertas propiedades curativas para las enfermedades frecuentes en estas re-
giones.

Stone demuestra que los extractos de la corteza del sauce (Salix alba) eran tan eficaces para
el tratamiento de la fiebre como los extractos de quinquina (Quinquina amarilla, &rbol tipico de los
Andes, del cual se extrae la quinina).

Por otro lado, su propuesta debia principalmente convenir econémicamente ya que la
quinquina al ser un arbol ex6tico hacia que el precio de la quinina fuera elevado. Por el contrario,
el sauce crecia sin problemas en las zonas himedas y pantanosas de Europa y esto permitiria ob-
tener remedios con igual eficacia a un precio mucho més bajo.

El elemento activo del BARK of WILLOW era un glic6sido llamado "salicin”, aislado por
primera vez por Leroux en 1829, quien también demostr6 el efecto antipirético del mismo.

Por hidrélisis este glic6sido produce glucosa y alcohol salicflico, el que puede ser trans-

formado en 4cido salicilico.
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En 1875 el salicilato de sodio fue el primero en usarse en casos de reumatismo y de fiebre

y al descubrirse su acci6n uricostirica se lo comenz6 a utilizar en el tratamiento contra la gota.

Hoffman, un quimico perteneciente a la empresa farmacéutica Bayer sintetiz6 entonces el
cido acetilsalicilico. Después de demostrar su efecto anti-inflamatorio, este compuesto fue intro-
ducido en medicina en 1899 por Dreser, bajo el nombre de Aspirina. El nombre deriva de Spirecea,
nombre de la especie de planta de la cual se extrajo en un primer momento el 4cido salicilico. Los
acidos salicilicos sintéticos desplazaron rdpidamente a los compuestos obtenidos de fuentes natu-
rales que eran mucho més costosos.

Luego del descubrimiento de Hench (EE.UU. 1950) comunicando los graves efectos colate-
rales de los anti-inflamatorios esteroides, la industria farmacéutica se lanz6 al descubrimiento de
otros anti-inflamatorios, de ahi la designacién de NSAIDs que corresponde a las iniciales de Non
Steroid Anti-Inflammatory Drugs. De inmediato se increment6 la sintesis de otros nuevos produc-
tos de accién anti-inflamatoria muy poderosos, tales como los derivados de la pyrozalona y otros
compuestos generalmente de naturaleza &cida, como los acetatos, los propionatos, los antranilatos
y mds recientemente los oxicanes.

Se puede afirmar en este momento que se ha avanzado mucho en dilucidar el mecanismo
de accién de estas drogas pero que recién ahora se comprende como agentes tan diferentes

pueden causar basicamente la misma respuesta.

L.AS PROSTAGLANDINAS

Las lineas transcriptas a continuacién, del prefacio del libro Dr. John Vane describen con

suma claridad el mecanismo de accién de las prostaglandinas.
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Improved non-steroid anti-inflammatory drugs. COX~2 enzyme inhibitors

Edited by: John Vane, Jack Botting, Regina Botting

Preface

In 1971, Vane proposed that the mechanism of action of the aspirin-like drugs was through their inhibition of prostaglan-
din biosynthesis. Since then, there has been intense interest in the interaction between this diverse group of inhibitors and
the enzyme known as cyclooxygenase (COX). It exists in two isoforms, COX-1 and COX-2 (discovered some 5 years ago).
Over the last two decades several new drugs have reached the market based on COX-1 enzyme screens. Elucidation of the
three dimensional structure of COX-1 has provided a new understanding for the actions of COX inhibitors. The constitu-
tive isoform of COX, COX-1 has clear physiological functions. Its activation leads, for instance, to the production of prosta-
cyclin which when released by the endothelium is andthrombogenic and anti-atherosclerotic, and in the gastric mucosa is
cytoprotective. COX-1 also generates prostaglandins in the kidney, where they help to maintain blood flow and promote
natriuresis. The inducible isoform, COX-2, was discovered through its activity being increased in a number of cells by pro-
inflammatory stimuli. A year or so later, COX-2 was identified as a distinct isoform encoded by a different gene from
COX-1. COX-2 is induced by inflammatory stimuli and by cytokines in migratory and other cells. Thus the and-
inflammatory actions of non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) may be due to the inhibition of COX-2, whereas
the unwanted side effects such as irritation of the stomach lining and toxic effects on the kidney are due to inhibition of the
constitutive enzyme, COX-1. This hypothesis has led to intense research to establish, inter alia, the relative activities of the
currently used NSAIDs against COX-1 and COX-2, the sites of expression of COX-2 and the therapeutic activity and
toxicity profile of new, highly selective COX-2 inhibitors. The following chapters, written by leaders in the field, review

the current status of this research. In the next few years, we can expect improved therapy of inflammatory disease, arising

from further knowledge of the pathophysiological significance of the COX enzymes.

Tal descubrimiento le vali6 al autor el Premio Nobel de Medicina en el afo 1982.°

L]

JOHN R. VANE
Autobiography
http:/ /www.almaz.com/nobel / medicine/1982¢.htm!
1 was born in Tardebigg, Worcestershire, on the 29th March 1927, one of three children, with an elder sister and brother. My father, Maurice
Vane, was a son of lmml%mnts from Russia and my mother, Frances Vane, came from a Worcestershire farming family.
We lived in a suburb of Birmingham where I attended the local state school from the age of five. ] then went on to King Edward VI High
School in Edgbaston, Birmingham. However, the war was beginning and the whole school was evacuated into the countryside, alongside
Repton School in Derbyshire. The expected bombings did not take place, and early in 1940 the school moved back to Birmingham. The air
raids then started, and for the next four years my school and home life were coloured by the trappings of war. With my family, 1 spent
nights in the air-raid shelter at the bottom of the garden and at school we firewatched and trained as (or pretended to be) young soldiers.
At the age of 12, my parents gave me a chemistry set for Christmas and experimentation soon became a consuming passion in my life. At
first, | was able to use a Bunsen burner attached to my mother's gas stove, but the use of the kitchen as a laboratory came to an abrupt end
when a minor explosion involving hydrogen suiphide spattered the newly painted decor and changed the colour from blue to dirty green!.
Shortly afterwards, my father, who ran a smail company making portable buildings, erected a wooden shed for me in the garden, fitted
with bench, gas and water. This became my first real laboratory, and my chemical experimentation rapidly expanded Into new fields.
At High School | progressed through the pure sciences, and in 1944 it seemed natural to move to the University of Birmingham (which was
just across the road from the school) to study Chemistry. However, the enthusiasm with which | had approached experimentation in
Chemistry in the garden shed was soon dampened, for at university experimentation was non existent The only unknown In the practical
class was the percentage yield in the chemical synthesis involved. [t was, | suppose, at this stage that [ began to realise that my interest lay
not in chemistry but more in experimentation. Thus, when Maurice Stacey, the Professor of Chemistry, asked me what I wanted to do when
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LAS PROSTAGLANDINAS EN EL PROCESO INFLAMATORIO

El proceso de inflamacién involucra una serie de eventos que pueden desencadenarse a

partir de varios estimulos (agentes infecciosos, reacciones antigeno- anticuerpo, dafos tisulares o

| graduated, [ said "anything but chemistry”. Stacey then told me that he had received a letter that morning from Professor Harold Burn in
Oxford asking whether he could recommend another young chernist (he had sent one the previous year) to go to Oxford to be trained in
pharmacology. Without hesitation | grasped the opportunity and immediately went to the library to find out what pharmacology was all
about! That brief exchange with Stacey reshaped my whole career. I went to Burn's department in 1946. I had no biological training of any
sort and very little motivation. | found Inspiration in working with him and caught his enthusiasm for pharmacology. If anyone can be said
to have moulded the subject of pharmacology around the world, it is he. He did this through his particular style of research, through the
lucidity of his writings, but most of all through the school which he founded. Young, impressionable scientists from various disciplines and
older, less impressionable pharmacologists all came to work with him. His laboratory gradually became the most active and important
centre for pharmacological research in the U.K. and the main school for training of young pharmacologists. It was his energy and
inspiration that set my career into one of adventure In the fields of bioassay and pharmacology. It was Bumn who reinforced for me the
essence of experimentation and that is, never to ignore the unusual.

After qualifying for a BSc. in pharmacology, [ spent a few months in Sheffield University as a research worker in the pharmacology
department but then went back to Oxford to the Nuffield Institute for Medical Research in order to study for a D. Phil. with Dr. Geoffrey
Dawes. In 1951 | was awarded the Stothert Research Fellowship of The Royal Society and this enabled me to complete my doctorate in
1953. Oxford was also an important milestone for it was there that my wife and I made our first home, and it was there that my daughters
Nicola and Miranda were born.

In 1953, we all went to Newhaven, Connecticut where, at the invitatlon of Dr. Amold Welch, who was then Chairman, | joined the
Department of Pharmacology at Yale Unlversity as Assistant Professor in Pharmacology. That was a lively and bustling department, but
after 2 years we returned to the U.K, where | started work with Professor W. D. M. Paton at the Institute of Basic Medical Sclences of the
University of London in the Royal College of Surgeons of England. This was an unusual department, for the teaching was only for
graduates, and was not time consuming, thus offering plenty of time for research. | stayed there for 18 years, progressing from Senior
Lecturer to Reader to Professor of Experimental Pharmacology. From 1961 to 1973, Professor G. V. R. Born, a close friend from my Oxford
days, was the Chairman of the Department and we enjoyed a strong symbiotic relationship, each maintaining an active group of graduate
students and research workers. Interestingly, our fields of research endeavour (platelets and prostaglandins) only coalesced in a significant
way after we had both moved on. [t was here that | developed, together with my group, the cascade superfusion bioassay technique for
measurement of, dynamically and instantaneously, the release and fate of vasoactive hormones in the drculation or in the perfusion fluid of
isolated organs. In the mid-1960's, our attention was focused on prostaglandins, leading in 1971 to the forging of the link between aspirin
and the prostaglandins.

In 1973, | was offered the position of Group Research and Development Director for The Wellcome Foundation. In making my decision, |
was conscious that Henry Wellcome, seventy years before, had recruited Henry Dale to work in (and eoon to direct) the Wellcome
Physiological Research Laboratories, the forerunners of the present Research and Development Directorate. When Henry Dale, then at
Cambridge, first received the offer from Wellcome, he hesitated over accepting it "Friends to whom I mentioned this approach” he said,
“were almost unanimous in advising me to have nothing to do with it. 1 should be selling my scientific soul for a mess of commercial
mg;helem, he accepted and had no regrets. | also found amongst a few of my friends a resistance to the idea of me entering Into
industrial science. It was as if to say that good science can only be promulgated in academia. Those friends were wrong; like Dale |
accepted and had no regrets. I took with me from the Royal College of Surgeons a nucleus of colleagues, and this has expanded over the
last few years into a Prostaglandin Research department under the leadership of Dr. Salvador Moncada. It was in this department that
prostacyclin was discovered and its pharmacology developed.

Fellowships

1973 Honorary Member of the Polish Pharmacological Societ.

1973 Fellow of the Institute of Biology.

1974 Fellow of the Royal Society.

1977 Walter C. McKenzie Visiting Professorship, University of Alberta, Edmonton, Canada. D. Med. (Hon. Causa) Copernicus Academy of
Medicine, Cracow. Albert Lasker Basic Medical Research Award. Baly Medallist of the Royal College of Physicians.

1978 Honorary Fellowship of the American College of Physicians. Member of the Royal Academy of Medicine of Belglum. Doctor Hon
Causa René Descartes University, Paris.

1979 Foreign Member of the Royal Netherlands Academy of Arts & Sciences. Visiting Professor, Harvard University, Cambridge, Mass.,
US.A. Joseph ]. Bunim Medal of the American Rheumatism Association.

1980 Foreign Member of the Polish Academy of Sciences. Doctor of Science (Hon. Causa) Mount Sinai Medical School, City University of
New York, US.A. Peter Debye Prize, University of Maastricht, Holland. Feldberg Foundation Prize. Clba Geigy Drew Award, Drew
University, U.S.A. Nuffield Lecture & Gold Medal, Royal Society of Medicine, England.

1981 Dale Medallist, Soclety for Endocrinology.

1982 Foreign Honorary Member of the American Academy of Arts and Sciences, U.S.A., Honorary Fellowship of the Swedish Soclety of
Medical Sciences.

1982 Nobel Price of Medicine.

1983 Foreign Associate of the National Academy of Sciences, US.A. Honorary degrees. Doctor of Science, Aberdeen University Medals,
prizes and awards.
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de otro tipo). En un plano general la respuesta va siempre acompanada por signos clinicos

conocidos tales como eritema, edema, hyperalgesia y dolor.

La respuesta inflamatoria se presenta en tres etapas diferentes, cada una aparentemente

mediada por distintos mecanismos:

- una fase aguda con vasodilatacién y un marcado aumento de la permeabilidad capilar.
- una fase subaguda caracterizada por una infiltracién de leucocitos y células fagociticas.

- una fase crénica o degenerativa en la cual el tejido degenera y hay una fibrosis.

Describiendo el mecanismo de liberacién y accién de las prostaglandinas (PGL), veremos
como actiian los NSAIDs. Veamos entonces un poco la historia y el mecanismo de acci6n de las
PGL.

En 1930 dos ginec6logos americanos Kurzrok y Liebe, observaron que cuando se ponian
porciones de ttero en contacto con semen humano, éstas se contraian. Anos mds tarde Goldblatt
en Inglaterra e independientemente Euler en Suecia, descubrieron que habia una substancia en el
fluido seminal y gldndulas anexas que producia vasodepresién y contraccién del misculo liso.

Euler identificé esta substancia como un 4cido liposoluble y lo llamé prostaglandina.
Mas de 20 anos Ilevé descubrir que las prostaglandinas constituyen una familia dnica de
compuestos. En 1962 la estructura de dos prostaglandinas, E (PGE1) y PGFla ya habia sido
dilucidada. Radpidamente otras PGL fueron identificadas y al igual que las anteriores todas
posefan un 4cido graso de 20 carbonos instaurados con un ciclo de 5 carbonos. Con dicha
estructura su relacién con los dcidos grasos esenciales fue puesta en evidencia y en 1964
Bergstrom y van Dorp, usando homogenatos de vesicula seminal de oveja, descubrieron la

sintesis de PGE2 a partir de 4cido araquidénico.
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Griéfico II- a. Esquema de caminos biosintéticos de las prostaglandinas y leucotrienos en el

proceso inflamatorio.

Adaptado del libro DRUGS IN SPORT. D.R. Mottram Editor. Londres. UK, 1991. CHAPTER 3
"DRUG TREATMENT OF INFLAMMATION IN SPORT INJURIES". Pagina 87
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Al inyectar bajas concentraciones de PGL se obtiene una reaccibn muy semejante a una
inflamacién. La prostaglandina E2 (PGE") y la prostaciclina (PGI") causan eritema y aumentan
el flujo sanguineo local. El efecto de la PGE2 puede durar hasta 10 horas y ademés contraatacar
el efecto vasoconstrictor de substancias tales como la norepinefrina y angiotensina. Estas
propiedades no estdn compartidas con otros mediadores; se observa que en vesiculas cuténeas y
en venas superficiales las PGL producen vasodilatacién en unos pocos minutos. Si bien la PGE1
y PGE2 producen edema cuando se las inyecta en pata trasera de rata, no estd claro si pueden
producir un aumento en la permeabilidad capilar sin la participacién de otros mediadores tales
como los leucotrienos, la histamina y la bradiquinina. Ademds hay un claro sinergismo entre la
bradiquinina y la PG1 cuando se las administra juntas. Aparentemente las PGL no parecen estar
involucradas en los procesos quimiostéticos a pesar de ser las responsables de producir una
migracion de leucocitos hacia la zona inflamada como consecuencia del aumento de flujo
sanguineo. Un producto quimiostéatico importante es el leucotrieno B4 que se sintetiza a partir
de 4cido araquidénico por accién de la lipoxigenasa y si bien una alta concentracién de NSAIDs
puede inhibir la migracién de células, no parece intervenir en la inhibicién de dicha enzima.

En 1971, Willis junto con Vane y Smith descubrieron que la Aspirina y la Indomnethacine a
bajas concentraciones inhibian la produccién enzimitica de prostaglandinas. Hasta ese
momento no se encontraba ninguna relacién con su conocido poder anti-inflamatorio,
antipirético y analgésico ya que las experiencias realizadas entonces eran exclusivamente in
vitro.

Este descubrimiento permiti6 un gran avance en el conocimiento del mecanismo de
accién de estas drogas y proveyod las llaves necesarias para la investigacion del rol de las PGL.

En 1983 Higgs y col. pusieron en evidencia la participacién de las prostaglandinas en los
procesos de inflamacién, dolor y fiebre y por lo tanto, la inhibicién de la sintesis de las PGL por
los NSAIDs podria estar explicando la accién terapéutica producida por los mismos.

La sintesis de PGL y tromboxano es inhibida por los NSAIDs cuando éstos bloquean la

ciclooxigenasa de los dcidos grasos.
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Se ha demostrado que existe liberacion de PGL cuando las células son danadas y que
también aparece en exudados de inflamaciones y se comprob6 que los NSAIDs inhiben la
biosintesis y la liberacion de las PGL en todas las células estudiadas. Por lo tanto la acci6n
terapéutica de los NSAIDs estaria directamente relacionada con la disminucién de la
concentracion de las PGL al inhibir su sintesis.

El modo de inhibicién de los NSAIDs es impedir que el dcido araquidénico se
transforme en un endoper6xido intermedio inestable , PGG2, siendo esta reaccién catalizada
por la ciclooxigenasa. Cada agente tiene maneras distintas de actuar y como inhibidores
competitivos hay algunos que ejercen efectos que desaparecen lentamente y otros pueden
bloquear la enzima en un medio que es pobre en per6xido, tal es el caso del acetaminophen en
hipotalamo. Es por esta razén que el acetaminophen tiene poca accién en los tejidos inflamados y
que en estos sitios hay una alta concentracién de per6xidos producidos por los leucocitos. A
dosis terapéuticas los NSAIDs reducen la produccién de PGL en las plaquetas en semen, en
orina y en liquido sinovial. Las plaquetas son particularmente sensibles a la inhibicién
irreversible causada por la aspirina ya que tienen escasa posibilidad de sintesis de proteinas y
por lo tanto no pueden regenerar la enzima. En términos précticos esto significa que una simple
dosis de aspirina puede inhibir la cilooxigenasa de la plaqueta durante la vida de ésta (8-11
dias). En humanos una simple dosis de 40 mg diaria es suficiente para producir este efecto.

Existen dos isoformas de la ciclooxigenasa (COX), codificadas por dos genes diferentes,
la COX-1 y la COX-2. Picot, Loll y Gabbarito determinaron la estructura tridimensional de la
COX-1 (Picot, 1994). Estos autores describieron el sitio activo como un largo canal hidrofébico y
postularon que algunos NSAIDs inhibirian la COX-1 al excluir al 4cido araquidénico (AA) de la
porcién superior de este canal. Los aminoécidos tirosina y serina estarian en la cumbre del sitio
activo. La aspirina acetila la serina del sitio activo e inhibe de manera irreversible la COX-1
porque en su forma acetilada el ingreso del AA es imposible. Hay otros subsitios en el canal
donde se unirian otros anti-inflamatorios y competirian por el sitio del AA. Si bien la aspirina
presenta mayor afinidad por la COX-1, altas concentraciones de aspirina pueden también

acetilar la COX-2. Sin embargo la enzima acetilada puede todavia metabolizar el AA ya que la
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serina acetilada se ubicaria de manera tal en el espacio que permitiria la unién del mismo al sitio
activo. Esto indicaria que el canal en la COX-2 es ligeramente més ancho que en la COX-1.

La COX-1 se expresa en la mayoria de los tejidos y lleva a cabo la funci6n de sintetizar
las PGL, las que regularén las funciones normales de la actividad celular. Las PGL producidas
son " protectoras del organismo". La concentracién de la enzima COX-1 es estable pero puede

aumentar ligeramente en respuesta a una estimulacién hormonal o de factores de crecimiento.

L Al

Las prostaglandinas estdn generalmente asociadas al dolor que acompana una in-
flamaci6n. Al inyectar altas dosis de PGE2 6 PGF2a sea por via endovenosa o intramuscular, se
provoca un gran dolor local. La PGL perfundida puede producir dolor vascular y cefalea. En
general los NSAIDs no afectan la hiperalgesia o el dolor causado por la PGL sino que
disminuyen el dolor al disminuir la sintesis de las mismas. Respecto al dolor, a los NSAIDs se
los clasifica como calmantes suaves, sin embargo en algunos casos los NSAIDs suelen ser méis

analgésicos que los opioides.
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LAS PROSTAGLANDINAS, LOS NSAIDS Y EL PROCESO
EEBRIL

La regulacién de la temperatura del cuerpo es un proceso que requiere un delicado
balance entre la produccién y la pérdida de calor. El hipotidlamo es el que regula el
mantenimiento de un determinado valor de temperatura. En los procesos febriles, este valor se
ve alterado y los NSAIDs lo vuelven a su valor normal. Estas drogas no ejercen efecto alguno
cuando la temperatura del cuerpo aumenta como consecuencia del ejercicio fisico o de un
aumento en la temperatura ambiente.

La fiebre es el resultado de una infeccién o de la secuela de un dano tisular, inflamacién
u otros estados anormales. En estas condiciones es normal que aumente la concentracién de
citoquinas (tales como la IL- 1), el factor de necrosis de los neutréfilos y otras células. Como
consecuencia, este proceso induce la produccién de PGE2. La PGL actiia con el hipotdlamo para
producir este aumento de temperatura por accién de un proceso que parece estar mediado por
el AMPc. Los NSAIDs, inhibiendo esta produccién de PGE2, inhibirian el aumento de

temperatura.

Estos hechos se fundamentan en ciertas experiencias, ya que cuando se perfunde PGE2
en ventriculo cerebral o cuando se lo inyecta en hipotdlamo hay un aumento de temperatura. En
mujeres tratadas con PGL para provocar aborto, uno de los efectos secundarios es la fiebre. La
fiebre producida al aumentar la sintesis de IL- 1 u otras citoquinas puede ser reducida por los
NSAIDs pero no la fiebre al inyectar PGL. Por lo tanto se comprueba que éstos actian a nivel de
la sintesis de las mismas. En contraste con la aspirina, el 4cido salicilico no puede acetilar la en-
zima ciclooxigenasa y su accién terapéutica estaria dada por la unién a un segundo sitio activo

que se encontraria por debajo del primero.



Gréfico II- b. Esquema representativo del modo de accion de la aspirina (4cido acetilsalicilico)
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L AID
TERAPEUTICOS Y COLATERALES

A modo de conclusién y tal cual hemos venido explicando, la inhibici6n en la sintesis de
PGL explicaria la accién de los NSAIDs; éstos estarian conteniendo la accién patolégica de un
exceso de PGL por la COX-2, por lo tanto disminuirian la respuesta inflamatoria. Al mismo
tiempo estarian inhibiendo la sintesis de eicosanoides por la COX-1 (efectos colaterales). Por
ejemplo la prostaciclina tiene una funcién citoprotectiva en la mucosa gastrica . Al inhibir la
produccién de las prostaciclinas se inhibe la accién benéfica de las mismas y de alli el efecto
ulcerogénico de la aspirina. La mayoria de los NSAIDs son inhibidores mucho més potentes de
la COX-1 que de la COX-2, y los que inhiben preferencialmente la COX-2 tienen menores efectos

secundarios.
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Grifico II- ¢. Esquema de la relacién entre los distintos caminos que llevan a la generacién de PGL por la COX-1y la

COX-2. La activacién de la COX-1 promueve la liberacién de eicosanos que participan en procesos fisiolégicos

(tromboxano A2, prostaciclinas, prostaglandina E2). Al inhibir la COX-1 se producen todos los efectos colaterales, sin

embargo el beneficio de la aspirina en la prevencién de infartos se debe a la inhibicién de la COX-1 en plaquetas. La

inhibicién de la COX-2 reduce la inflamacién.
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NSAIDS UsQ, ABUSQ E IMPORTANCIA DE SU DETECCION

El uso de los anti-inflamatorios no esteroides durante el siglo XIX en el tratamiento de
inflamaciones y en el alivio al dolor producido por la artritis reumatoidea, fue uno de los
acontecimientos mas importantes en el campo de la medicina. ** ***

A principios de siglo se introducen en el mercado dos nuevos anti-inflamatorios no
esteroides: la Phenylbutazone y el Indomethacin, originando asi un amplio grupo de drogas que a
mediados del 1900 se denominarian NSAIDs. A partir de ese momento se produjo una
verdadera explosi6n en la industria farmacéutica lanzdndola en vertiginosa carrera al desarrollo
de los futuros NSAIDs, conociéndose en la actualidad més de cuarenta productos distintos para
el tratamiento de la gota, de la artritis y de las lesiones musculares los que ademds, por sus
condiciones analgésicas, se utilizan para el alivio del dolor.

Puede decirse que los NSAIDs constituyen uno de los grupos de drogas més utilizadas

a lo largo de toda la historia de la medicina.

** MEDICAL TOXICOLOGY DIAGNOSIS AND TREATMENT IN HUMAIN POISONING. Ellenhorn M., Barceloux D., Editorlal Elsevier,
Amsterdam, The Netherlands, 1985.

Més de 200 productos conteniendo “aspirina * (4cido acetilsalicflico = ASA) y 20 billones de tabletas son consumidas anualmente
en EEUU. El nimero de muertes por aho de nif\os menores de 5 afios disminuy6 notablemente a partir de 1962 a 1980 en parte gracias a las
mejoras en el embalaje de las mismas y por otro lado a la disminucién en el uso cotidiano gracias a las campafas de prevencién. Sin
embargo las intoxicaciones crénicas con salicilatos ocurren frecuentemente debido a la saturacién de las enzimas que lo metabolizan.
Cuando las enzimas se saturan una préxima dosis por més pequefia que sea dar& como resultado un gran aumento en la concentracién de
la droga en sangre . Por o tanto con un mal uso de esta droga se pueden dejar secuelas muy graves. Un envenenamiento crénico en nifios
se pone de manifiesto con sintomas mucho més marcados que en un envenenamiento agudo, mayor hiperventilacién, deshidratacién,
acidosis sistémica y severas manifestaciones en el sistema nervioso central. La mortalidad es de menos de un 2% después de una
Intoxicacién aguda, pero alcanza el 25 % después de una intoxicacién crénica severa.

DOSIS

Nifios: de 10 a 20 mg/kg cada 6 horas, con un limite méximo de 60 mg/kg cada 24 horas. Para tratamientos crénicos la dosis se
va aumentando hasta llegar a los 100 mg/kg/dia

Adultos: la dosis inicial puede ser de 1000 mg/kg y luego de 650 mg/kg cada 4 horas
TOXICIDAD

Ingestiones de 120 mg/kg no produce sintomas de intoxicaci6n, 160 mg /kg producen una intoxicacién leve. Una intoxicacién
moderada resulta de la ingestién de 240 mg/kg, y una intoxicacién potencialmente letal se considera a partir de 480 mg/kg.

*™ Streete, P.J. (1989), Journal of Chromatography Biomedical Applications, 495: 179-193.

En el afo 1986 se estimaron 19,99 millones de prescripciones médicas para los NSAIDs en Gran Bretaha. El 74% de estas recetas eran
indicadas para el diflunisal, indomethacin, fenoprofen, ketoprofen, naproxen, mefenamic y piroxican. Durante el mismo perfodo, The Natlonal
Poisons Information service of London, recibié 1187 llamadas relacionadas con intoxicaciones por estas drogas. Este porcentaje es solo el
2,3% de el total de llamadas anuales recibidas en este organismo.

Si bien los casos de sobredosis por NSAIDs son pocos y siempre han sido descritos en la bibliografla, en los casos especificos de las drogas
mencionadas anteriormente, nunca se mencionaron las concentraciones halladas.

NSAIDs -47-
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Este grupo resulta de alto consumo en el &mbito deportivo, especialmente en la natacion
femenina, siendo utilizados para mejorar el rendimiento durante las competiciones, o para
evitar la utilizacién de otros analgésicos prohibidos por el Comité Olimpico Internacional
(COI).

Los NSAIDs no estan incluidos dentro de la lista de substancias prohibidas por el COI,
sin embargo la incorporacién de un método para su deteccién serviria tanto para ratificar las
declaraciones de los atletas y entrenadores, como para prevenir abusos en su utilizacion.

El problema se agrava para la medicina veterinaria pues los anti-inflamatorios son
utilizados, en el caso de las diferentes competencias ecuestres, con el solo objetivo de lograr un
mayor rendimiento del animal, aiin cuando éste no se hallare en el estado de salud adecuado
para participar del evento. Las drogas més detectadas en el control del doping equino fueron
desde siempre Phenylbutazone y Aspirine. El uso de ellas puede motivar entre otras
consecuencias cambios erréticos en el galope o bien encubrir malformaciones congénitas de la
respiracion o disimular una cojera por accidente.

La federaci6n ecuestre internacional permite el uso de Phenylbutazone en dosis menores
a 4 pg/ml en plasma por lo que resulta imprescindible realizar un screening (ver Capitulo III) de
deteccion y cuantificacion para evaluar si tal uso resulta aceptable o no.

El desarrollo de un método eficaz que integre la deteccién de un gran nimero de
NSAIDs, revestiria suma importancia no s6lo en el contexto del doping sino que también seria de
importancia y de gran utilidad en el 4rea de la bioquimica clinica, de la farmacologia y de la
toxicologia analitica. De contar con la sensibilidad y especificidad de un cromatégrafo gaseoso
acoplado a un detector de masas, el aporte de datos en estas dreas seria invalorable para los
controles cualitativos y cuantitativos de todos los componentes de este grupo, ya que en la

actualidad generalmente se los detecta de manera individual.
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CAPITULO 111

PUESTA A PUNTO DE UN SCREENING

HISTORIA E IMPORTANCIA DE LOS MISMOS EN EL AREA
DEL CONTROL ANALITICO DEL DOPING

Un screening debe poseer como caracteristicas principales, entre otras, simpleza en cuanto
al procedimiento de obtenci6n de la muestra a analizar, debe ser relativamente rdpido y sencillo
como para poder realizar varias muestras al mismo tiempo y debe estar adaptado a un equipa-
miento tal que permita su casi completa automatizacion. En este dltimo aspecto todo ha evolu-
cionado a grandes pasos en la ultima década de manera tal de disminuir el riesgo de error del
operador, aumentando la automatizaci6n.

En el control analitico del doping el primer ejemplo de puesta a punto de un screening para
la deteccion de substancias que poseen nitrégeno en su estructura lo llev6 a cabo Donike en 1970.
Esta técnica es una simple extraccién liquido- liquido a pH alcalino, utilizando tert- butilmetileter
como solvente de extraccion y siendo orina el fluido a analizar. Se agrega un standard interno para
control cualitativo y cuantitativo de la extraccion y el extracto, sin concentrar ni derivatizar, se
inyecta en un GC-NPD (Cromat6grafo Gaseoso acoplado a detector de nitr6geno f6sforo).

El control analitico del doping se fue estructurando con el correr de los anos y con el
avance de la farmacoterapia.

El COl estableci6 finalmente en los requisitos para la acreditacién de los laboratorios de la
especialidad, metodologias que utilizan separaciones cromatogréficas de alta resolucién y un de-
tector selectivo (Mass Selective Detector 6 MSD, NPD) ya que resultan ser las més efectivas para
la deteccion y cuantificacién de substancias y metabolitos en bajas concentraciones.

Para cada uno de los cinco grupos de substancias prohibidas se ha desarrollado un scree-

ning especifico que analiza dichas substancias en orina.
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Los estimulantes son controlados por GC-NPD (Donike, 1970); (Lho, 1990), siendo éstas
metodologias muy sensibles y relativamente especificas ya que involucran la deteccién de sub-
stancias que contienen nitrégeno.

Los analgésicos narcéticos, asi como los 8- blocantes y los anabolisantes son detectados
por GC-MS (Donike, 1990); (Kraft, 1990); (Masse, 1989); (Park , 1990).

Los diuréticos, dado que son el grupo de substancias més polares, son generalmente de-
tectados por HPLC- con un detector de arreglo de diodos 6 DAD (Park , 1990). Lisi en 1991
desarroll6 una técnica para la deteccion de los mismos por GC-MS. Este método posee varias
ventajas ya que se trata de una extraccion metilativa con posterior anélisis por GC y deteccién
especifica con MSD (Lisi, 1991).

En los controles del doping en humanos solo la orina es recolectada y analizada; en equi-
nos en cambio la matriz biol6gica a analizar fue en una primera época la saliva, actualmente se
utiliza sangre u orina. En toxicologia clinica se utiliza generalmente orina como fluido de anélisis
ya que en ella se encuentran las substancias madres y los metabolitos en mayores concentraciones
que en plasma, ademé4s de ser mayor su tiempo de eliminacién. Obtener solo muestras de plasma
podria ser por lo tanto no muy significativo. Maurer y Pfleger trabajaron en este aspecto po-
niendo a punto diferentes técnicas para la deteccién de diversas substancias tales como: benzo-
diazepinas (Maurer, 1981), (Maurer, 1987); neurolépticos (Maurer, 1983 (a)), anti-inflamatorios
(Maurer, 1983 (b)); fenotiazinas (Maurer, 1984 (a)); opioides (Maurer, 1984 (b)); drogas antipar-
quinsonianas (Maurer, 1985); 8- blocantes(Maurer, 1986); antihistaminicos (Maurer, 1988(a), (b),
(¢) y (d)); antiarritmicos, barbitiricos y sedantes hipnéticos (Maurer, 1990 (a), (b)).

Todos estos métodos que permiten la deteccién e identificacién simulténea de varios
compuestos por GC-MSD, requieren la acetilacién del extracto proveniente de una orina hidroli-
zada. Los trabajos de estos autores constituyen uno de los pilares més fuertes y completos en la
puesta a punto de screenings para la deteccién de grupos de substancias. Muchas de las técnicas
del control del doping vigentes en la actualidad, se han desarrollado como modificacién de dichos

métodos.
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Anti-inflamatorios no esteroides

Vemos entonces la clara tendencia a desarrollar metodologias con las cuales se puedan
detectar la mayor cantidad de substancias, pertenecientes (0 no) a una misma familia.

En el caso de los controles del doping la importancia de detectar un gran nimero de dro-
gas con la misma técnica es atin mayor ya que entonces un mismo screening serviria como andlisis
de rutina de un determinado grupo de substancias y a su vez como método confirmatorio de
otras.

En el caso de los atletas los NSAIDs son frecuentemente utilizados cuando se tratan le-
siones agudas o crénicas (Calabresse, 1986). Los mismos junto con los tratamientos tradicionales
como ser hielo, reposo y sobre-elevacion de la zona inflamada acortan el periodo de convalecen-
cia y permiten retomar rdpidamente el entrenamiento ya que reducen los sintomas de dolor e in-
flamaci6n (Santelli, 1980); (Krishan, 1977). Se observ6 también que en casos de Ienta mejoria el
uso de NSAIDs era més efectivo que la disminucién del entrenamiento ya que aceleraba el pro-
ceso de recuperacion (Noble, 1981).

En 1979, Hunt, describe un método para detectar NSAIDs en orina de equinos por croma-
tografia gaseosa acoplada a un detector FID (detector por ionizacién de llama)/MSD (Hunt,
1979). En 1983 Maurer, como se mencion6 anteriormente, pone a punto una técnica para la
deteccion de NSAIDs y algunos metabolitos (Maurer, 1983(b)). En 1985 Donike y colaboradores
presentan un trabajo para la deteccion de NSAIDs en plasma equino utilizando una extraccién en
fase etérea. Esta extraccion presenta el inconveniente de tener bajos niveles de recuperacion para
los compuestos pirazélicos (Donike, 1985). Estos autores resumen en dicha presentacion las

diversas técnicas para la deteccion de los NSAIDs, sus ventajas y desventajas.
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Tabla III- a. Breve comparacién de las ventajas y desventajas de los métodos analiticos
actualmente utilizados en el control del doping. ( Tabla adaptada de Donike y col. 1985).

METODO

VENTAJAS/DESVENTAJAS

Cromatografia en capa delgada: CCD 6
TLC

rapido, econ6mico, poca interferencia en
los compuestos acidicos. Poco especifico,

dificil cuantificacion.

Cromatografia Liquida de Alta Presi6n

CLAR 6 HPLC

alta sensibilidad, no se necesita

derivatizar, compleja interfase de

electrospray para acoplar a un MSD

Cromatografia en fase gaseosa con
detector de Nitr6geno Fésforo

GC-NPD

alta sensibilidad, especificidad relativa, los
compuestos deben contener nitrégeno o

fésforo en su estructura

Cromatografia en fase gaseosa con

detector de masas GC-MSD

alta sensibilidad, especificidad,

selectividad

Electroforesis capilar con detector de

sensible, especifica, selectiva, no necesita

masas EC-MSD

preparacién previa de la muestra

Entre los ultimos trabajos de screenings, desarrollados para la deteccién de NSAIDs puede
mencionarse el de De Jong en 1989, en el cual utilizan como técnicas analiticas extraccién en fase
s6lida y deteccion MSD- MSD en tandem, con lo que se llega a limites de sensibilidad mayores
que cuando se usa como detector simplemente MSD (De Jong 1989), y el descripto por Segura ]. (
Segura 1996) en el cual propone un pretratamiento casi totalmente automatizado con anélisis GC-
MSD o el screening para 17 NSAIDs presentado por Ventura R. (Ventura 1996) . En el caso de uso
de deteccion MSD- MSD cabe sefalar que aiin en la actualidad se trata de equipamiento de costo

sumamente elevado.
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OBIETIVO DEL PRESENTE TRABAJO

Actualmente s6lo la orina es analizada para el control del doping en atletas humanos. Sin
embargo las muestras de sangre son utilizada en el control del doping de equinos y caninos.

El COI esté4 evaluando seriamente la posibilidad de incorporar el andlisis de plasma y
orina a la rutina del doping. La Federaci6n Ciclista Internacional, estd ya tomando muestras de
sangre a fin de controlar el valor del hematocrito de los atletas antes de una competicion.

El objeto de este trabajo fue el de desarrollar un método analitico completo para la detec-
cién de NSAIDs y de sus metabolitos en sangre y orina, tanto en equinos como en humanos. A tal
fin se ensayaron varias técnicas de extraccion y derivatizacion con posterior analisis por GC-MSD
para lograr asi validar una técnica rdpida, eficiente y especifica.

Se obtuvieron muestras reales sobre las cuales se ensay6 la efectividad del método. Con
este proposito se trabajé por lo tanto con voluntarios humanos y con equinos a los que se trat6
con anti-inflamatorios no esteroides, a dosis terapéuticas. El protocolo resultante para humanos
fue aprobado por el Comité de ética médica del Hospital Universitario de Lausanne (Suiza); el
protocolo correspondiente para equinos fue aceptado por la comision de veterinarios del Haras

de Avenches (Avenches, Suiza).
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

INTRODUCCION

El estudio de los diversos efectos de un medicamento en los organismos vivos, es sin
duda un problema que implica un trabajo interdisciplinario entre la farmacologia, la medicina y
la bioquimica. Sin embargo el primer escollo a sortear es el del anélisis técnico- quimico: separa-
cion, identificacion y andlisis cuantitativo de la o de las substancias en cuestion.

Cuando una droga es introducida en el organismo sigue diversos pasos, se transporta en
plasma, se disuelve en los distintos fluidos del organismo, se une a ciertos tejidos, es metaboli-
zada y excretada. Descubrir las concentraciones de esta droga y de sus metabolitos en las distin-
tas matrices biol6gicas forma parte de los estudios de biodisponibilidad y farmacocinética que se
le realiza a todo medicamento antes de aprobar su uso.

En la actualidad existe la ventaja de poder contar con un equipamiento poderoso en
cuanto a que el mismo permite separar mezclas complejas, identificar cada uno de los compo-
nentes y cuantificarlos. La cromatografia liquida de alta presi6n es el método més frecuentemente
utilizado para la validacién de métodos en farmacocinética y metabolismo de las drogas, sin em-
bargo en la década del 70 la cromatografia gaseosa la ha ido remplazando y a partir de los afos
80 su incorporacion fue atin méds importante al desarrollarse las columnas capilares y la posibili-
dad de acoplar el GC a un detector de masas. El desarrollo de técnicas por GC-MSD va més alld
de ser un simple andlisis de GC y una identificacién especifica del compuesto, es todo un nuevo
modo de anélisis en el que se involucra el GC, el MSD y todo un sistema computarizado de pro-
cesamiento y archivo de resultados, ademés de la posibilidad de automatizacion en cuanto a la

introduccién de la muestra en el equipo.
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Hemos ya mencionado algunas ventajas del andlisis GC-MSD (ver tabla capitulo Il ), sin
embargo cabe destacar que la mayor ventaja de realizar estos andlisis por GC-MSD es la de poder
distinguir compuestos con estructuras moleculares muy semejantes y que difieren sélo en su
masa. Es ideal con esta metodologia, entonces, usar un standard interno que seria el mismo com-
puesto marcado con un isétopo estable.

La sensibilidad del anélisis es un pardmetro muy importante a tener en cuenta ya que las
substancias se administran a dosis minimas. En el caso de doping es claro que se busca obtener un
determinado efecto con la menor cantidad de sustancia posible. Es importante también establecer
métodos que permitan detectar concentracién de droga total sobre todo cuando la concentracién
de droga libre es tan baja resultando dificil su deteccién y cuantificacion.

Otro aspecto de suma importancia es la precision y exactitud del método. La precision se
calcula facilmente con un andlisis estadistico de los resultados obtenidos a partir de procesar una
misma muestra un cierto nimero de veces. La exactitud se controlar4 utilizando patrones estan-
darizados y de procedencia tal que los haré confiables en cuanto a su pureza y por lo tanto su
concentraciéon (Hirtzz, 1986).

Ademas de la sensibilidad, la precision y la exactitud, hay otro aspecto importante en la
analitica moderna y es la simpleza y el costo de la metodologia a desarrollar. La tendencia de los
laboratorios en la actualidad consiste en tratar de validar técnicas que seran luego de aplicacién

de rutina en la detecci6n y dosaje del medicamento en cuestion.

UN NUEVO NSAIDS, LA TEPOXALINE

Un nuevo anti- inflamatorio producido por un laboratorio americano con sede en Suiza
estaba siendo estudiado por sus fabricantes antes de sacarlo a la venta. Los an4lisis farmacocinéti-
cos se habian realizado por HPLC con detecci6n por fluorescencia en el laboratorio analitico de la

misma empresa.
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La inquietud de realizar nuevamente los estudios con otra metodologia surge por parte
de los médicos y farmacéuticos a cargo del estudio de biodisponibilidad, porque los resultados
encontrados no tenian l6gica alguna. Dudando entonces de los dosajes efectuados en sus propios
laboratorios se nos envian los patrones de Tepoxaline , su metabolito y los estudios de excrecién

(Excretion Study = ES) en diversas matrices biol6gicas para su andlisis por GC-MSD.

Figura IV- a. TEPOXALINE

H4C-O

Cl
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PRIMEROS ENSAYOQS

Se prepar6 una solucién patrén de 1 mg/ml en diclorometano (DCM) el cual era el
solvente sugerido para tal fin. Dada la baja solubilidad de la Tepoxaline en el mismo ( luego de 5
minutos de sonicacion se visualizaban particulas en suspensi6n y en el fondo del tubo) se prepar6
una soluci6n en acetonitrilo (ACN) siendo completamente soluble en este solvente. Se pasan am-
bas soluciones directamente por el GC-MSD obteniéndose mejor respuesta con la solucién en ace-
tonitrilo. Sin embargo la respuesta fue débil, probablemente por ser esta substancia poco volatil 6
tal vez por descomponerse con la alta temperatura del detector. Por consiguiente se buscé un mé-
todo de derivatizacion para solucionar las posibles causantes de la mala deteccion y asi lograr ob-
tener un buen espectro de masas y posteriormente poder cuantificar bajas concentraciones de la

misma.

Para su derivatizacion se decidi6 a la muestra sililarla de distintas maneras:
De la solucién de 1 mg/ml en DCM vy de la solucién en ACN, se tomaron 100 pul y se co-
locaron en tubos diferentes (Tubo 1, 1', 1" = DCM; Tubo 2, 2, 2"= ACN) evapordndose el solvente

con corriente de N, a temperatura ambiente.

Tabla I'V- a. Métodos de sililacién de la Tepoxaline

Condiciones de derivatizacién DCM ACN
15 min. a 80 °C con 100 pl MSTFA (N- mnethyl-N- Tubo 1 Tubo 2
trimethylsyliltrifluoroacetamide )
30 min. a 60 °C con 50 pl BSTFA ( N,O-Bis Tubo 1' Tubo 2'
trimethylsylil trifluoro acetamnide ) + 50 pl piridina
20 min. a 60 °C 100 pl MSTFA/TMS imnidazole Tubo 1" Tubo 2"
(trimethylsylil imidazole) (1000: 20)

Anilisis por GC-MSD: Volumen de inyecci6n 1pl
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La sililacion no fue efectiva en ninguno de éstos procedimientos tal vez debido a:

*  razones estructurales de la molécula

* la posible descomposicién de la substancia a la temperatura de derivatizacién 6 por el
contrario que a las temperaturas ensayadas la sililacién de la Tepoxaline no fuera
eficiente

* alos cortos tiempos de reaccién utilizados

Se ensay6 entonces una metilacién directa sin extraccion. Se evaporaron 100 pl de solu-

cién 1 mg/ml de Tepoxaline en ACN y se procedi6 de la siguiente forma:

Tabla IV- b. Condiciones de metilacién de la Tepoxaline

Condicién de derivatizacién ACN

3 horas a 60 °C con 50 mg carbonato de potasio, 180 pul de acetoni- Tubo 1

trilo, 20 pl de iodometano

RESULTADOS.

En este caso hay una mejor respuesta con respecto a los resultados obtenidos cuando se

inyecta la substancia directamente sin derivatizar.
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FORMULAS Y METILACION

Figura IV- b. Molécula de Tepoxaline antes y después de la Extraccién Metilativa (EM).
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Anli-inflamatorios no esleroides

Figura IV- c. Molécula del metabolito de la Tepoxaline antes y después de la EM.
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Figura IV- d. Molécula del standard interno de la Tepoxaline antes y después de la EM.
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POSIBLE RUPTURA Y FORMACION DE IONES DE LA MOLECULA DE TEPOXALINE , DE

SU METABOLITO Y DEL STD. INT.

Figura IV- e. Posible ruptura de la molécula.

TEPOXALINE METILADA (C21 H22 N303Cl) PM: 399

HaC'o

Cl

ESPECTRO DE MASAS

Sean 4R (V21 min) of CORECIOAS SUSTRACTED

Materiales y métodos -69-



Claudia Montes - 1998

Figura IV- {. Posible ruptura de la molécula.
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Figura I'V- g. Posible ruptura de la molécula.
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SELECCION DE UNA TECNICA

Eligiendo entonces el tipo de derivado més conveniente a preparar se seleccionaron y

compararon 3 técnicas de extraccién y metilacion:

Tabla IV- ¢. Derivatizacién de Tepoxaline. Extraccién- metilativa (EM)

Lisi 1992

1 ml de orina
30pul de NaOH 6 N
150 ul de THAHS (tetrahiexylamonniumhydrogensulfate) 0,2 M
5 ml de solucién ICH3 /tolueno (30 pul/ ml)
agitar 20 minutos a temperatura ambiente
centrifugar a 2500 r.p
pasar la fase orgénica por las columnas bio-beads
evaporar
agregar 50 pl de tolueno

inyectar 1 pl en GC-MSD
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Tabla I'V- d. Derivatizacién de Tepoxaline. Técnica de extraccion y posterior derivatizacion.

Australian Government analytical laboratory Sydney- Prof Lisi

3 ml orina
hidrolizar a pH 12 / 100°C/ 30 min.
llevar a pH 3 con HCl conc

ml de hexano: DCM: acetato de etilo

vortex 5 seg.
centrifugar
tomar la fase orgénica y evaporarla bajo nitrégeno
retomar en 4 ml de DCM
agregar 2mlde NaOH (0,1 N
agregar 100 ul de TBAHS 0, 3 M ( sulfato 4cido de tetrabutilamonio)
agregar 100 pl de ICH3
agitar 15 min. a temperatura ambiente
centrifugar
aspirar la fase acuosa (superior)
secar bajo N2 o aire a 70°C
retomar en 500 pl de diisopropileter

inyectar 1 pl en GC-MSD

Maleriales y m#odos -73-



Claudia Montes - 1998

Tabla IV- e. Derivatizacién de Tepoxaline. Técnica de extraccion y posterior derivatizacion.

Institut of biochemistry in Cologne- Prof. Donike

extraccion acida extraccion bésica
2,5 ml de orina ml de orina
agregar 0, 5 gr. de buffer solido agregar 0.5 gr. de buffer solido
(fosfato didcido de potasio W:W) (carbonato monosédico: carbonato
vortex de potasio 32 W:W)
agregar 4 m| acetato de etilo vortex
vortex 10 min. agregar 4 ml acetato de etilo
centrifugar 5 min. a 2500r.p vortex 10 min.
separar la fase orgédnica centrifugar 5 min. a 2500r.p
separar la fase orgdnica

agregar standard interno
evaporar al vacio
agregar 50 mg carbonato de potasio anhidro
! acetonitrilo
pl iodometano
calentar a 60°C durante 3 horas

inyectar 1 pl en GC-MS
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YENTAJAS DE 1A EXTRACCION METILATIVA (EM) CON
RESPECTO A LAS OTRAS 2 TECNICAS DE EXTRACCION Y

POSTERIOR METILACION:

* pequeio volumen de material biol6gico necesario para la extraccion

¢ 1 solo solvente de extraccion

* extraccion y metilacion en un solo paso.

* no hay posibilidad de degradacion de substancias por derivatizacion a alta tem-

peratura

* répida.

PATRONES, REACTIVOS Y SOLUCIONES

Tabla IV- {. Lista de reactivos utilizados en la técnica de la EM y su preparacion.

Tepoxaline, metabolito y Standard interno | Provistos por: The RW Johnson
para la Tepoxaline Pharmaceurical Research Institute
4-Acetamidophenol Sigma:

Acetylsalicylic Acid Sigma

Al e B Vontone G
Diclofenac Sigma

Fenoprofen Sigma

Flunixin ll;:r‘:;sm por: Hospital veterinario de
Ibuprofen Sigma

Indomnethacin Sigma

Ketoprofen Sigma

Meclofenamic Acid Sigma

Maleriales y méodos
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Mefenamic Acid Sigma

MEFRUSIDE INT STD CHUV

Nabumetone Sigma

Naproxen Sigma

Phenylbutazone Sigma

Phenylsalicylate Sigma

Suxibuzone Sigma

Sulindac lé.:lracoerlz:)t:ario del Control del Doping
Tolfenamic Acid lé-:?coerli(l)t:;io del Control del Doping
Tiaprofenic Acid Ié:mz;tg;io del Control del Doping
NaOH 6N Pesar 120 gr. de NaOH pellets

Llevar a 500 ml con agua bidestilada

Reactivo THAHS (0, 2 M tetrahexylamonio-
hydrogensulfato en NaOH 1N)

Pesar 20g de NaOH pellets

Llevar a 500 ml con agua bidestilada para
obtener una solucién 1N

Pesar 0,9 gr. de THAHS

Agregar 10 ml de agua bi destilada (abd)

Preparacion de la columnas Bio-beads

Enjuagar la resina bio-beads 3 veces con
metanol

En el fondo de una columna de vidrio Bio-
Rads (30 cm. de largo por 1 cm. didmetro)
colocar un poco de lana de vidrio y luego
la resina SMM?7 de Bio Rad previamente
enjuagada ( aprox 2 cm. de resina)

Enjuagar 3 veces con tolueno, la columna
estd lista para usarse

Luego de usarlas enjuagar 3 veces con me-
tanol para remover impurezas, dejarlas en
metanol

CAPITULO IV
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REFERENCIAS DE SOLVENTES Y REACTIVOS

Tabla IV- g. Listado de material utilizado en la EM, marca y N° de articulo

NaOH Merck 6495.250
THAHS Fluka 87303
Tolueno GR., Merck 8325.2500
Bio-Beads resin Bio-Rad SM7 100-200 mesh 152-4334
Glass wool Supelco 2-0411
Acetato de etilo Merck, GR. 9623
ACN Merck, HPLC 14291
ANALISIS EN GC- MSD
Tabla I'V- h. Descripcién del equipo y condiciones de trabajo
Instrumento: Cromatografo Gaseoso Hewlett- Packard 5890 con inyector automai-
tico 7673, detector de masa 5971
Data system: HP 59970C Chemstation. Software con base Pascal, acoplado a un HP
9000 Series 300 Model 310 computer
Columna: 25m x 0, 2 i.d fused silica capillary column, WCOT crosslinked 5%
phenylmethylsilicone, 0.33 pm film thickness (HP ultra 2)
Condiciones Gas Carrier : helio
del GC: Presion en la cabeza de la columna: 12 psi
Temperatura del inyector: 300°C
Modo de inyeccion: Splitless 0, 75 min

Materiales y métodos
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Tabla I'V-h.(continuacién)

Temperatura del detector: 280°C
Programa de temperatura del horno:
Temp. inicial =190°C durante 1 minuto
Temp. final = 320°C durante 5 minutos
Rampa =25°C/min

Selected lon Monitoring (SIM), para los dos iones més abundante de

Modo:
cada substancia
Para el Std. Interno: Iones m/z=298, 283
Para la Tepoxaline : lones m/z= 339, 399
Para el metabolito: lones m/z= 311, 370
RESULTADOS

Para la deteccién de la Tepoxaline se realiz6 una extraccién metilativa (Lisi 1992), la cual
no resultd util como se esperaba pese a los resultado obtenidos en la metilacién directa (Tabla IV-
a) y a su estructura que parecia de facil metilacion.

El limite de sensibilidad encontrado fue de 0, 5 pg/ml; resultando muy mala la

resolucion.

CONCLUSION

Se modificaria la técnica de extraccién conservando Ia metilacion como método de

derivatizaci6n, hasta obtener una técnica que ofreciera una mejor respuesta.
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OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE EXTRACCION
METILATIVA

Para lograr una sensibilidad mayor, se hace una modificacién de la extraccion metilativa.
Las variables que pudieran ejercer cierta influencia en la extraccién podrian ser: 1) tiempo de

extraccion- metilacion, 2) luz y 3) temperatura (este factor no ha sido modificado).

Definiremos aqui el término standard interno, ya que en la descripcion de los pasos de

optimizacion se recurrird con frecuencia a su uso.

STANDARD INTERNO. DEFINICION

El standard interno (Std. int.) es un componente agregado, en una concentracién conocida,
a la matriz biol6gica a analizar antes de realizar la extraccion y que actda como factor normaliza-
dor del procedimiento. Una concentracién constante del mismo es agregado a las muestras a
cuantificar y a las muestras que conformaran la curva de calibracién. Debe ademé4s cumplir con
ciertas condiciones tales como:
- ser quimicamente semejante a la substancia a analizar
- preferentemente pertenecer a la misma clase de substancias de la substancia a analizar
Ventajas del método del Std. int.
- las variaciones del equipo son equilibradas por el Std. int.
- los errores de manipulaci6n son igualmente equilibrados
- los efectos adversos de la preparacién de la muestra son minimos si el Std. int. y la muestra son

semejantes
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En el andlisis por MSD el Std. int. ideal es la misma substancia a analizar "marcada" gene-
ralmente con H deuterados o tritiados, se obtiene entonces una diferencia en la masa de la molé-
cula y se asegura un comportamiento précticamente idéntico a la substancia a detectar durante el
procesamiento de la muestra.

Como desventaja debemos mencionar que el Std. int. deber4 ser agregado a cada muestra

con excelente repetitibilidad.

CALCULO DE RESULTADOS

En el procedimiento del Std. int. la concentracién del compuesto a cuantificar y la del Std.
int. se relacionan entre si a través de los factores tales como "superficie relativa del compuesto
desconocido” y "concentracién relativa del compuesto desconocido” los cuales son calculados de

la siguiente manera:

superficie del compuesto (mm 2)
superficie del Std. interno (mm2)

Sup* rel = superficie relativa del compuesto =
P pe P

* se puede utilizar la altura del pico

concentracién del compuesto
concentracién del Std. interno**

Conc rel = concentraci6n relativa del compuesto desconocido =

** Por convenci6n se le asigna un valor igual a 1

-80- CAPITULO IV
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La curva de calibracion se realiza con los valores de dichos cocientes

sup rel
y std 2
y(?)
y stdl
>
conc rel
superficie relativa

a (pendiente de la recta) =

concentracién relativa

De la ecuaci6n de la recta surgen los valores calculados para las substancias a cuantificar
y = ax+b, como la recta pasa por cero => y=a x
Entonces,
Si x (?) es igual a la concentraci6n relativa de un compuesto desconocido, y (?) es iéual a la super-
ficie relativa del compuesto desconocido; y a es igual al cociente de la conc rel y la sup rel del Std.

conocido

HSid.) e x(?) de donde se obtiene:  x(?)= M

=) Y(5td.)

Como a la concentracion del standard interno se le asign6 la unidad, la concentracion re-

lativa coincide con la concentracién buscada.
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OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION

En la técnica descripta por Lisi (1992), el tiempo de agitacion para la extraccién es de 20

minutos. Se ensayaron tiempos més largos: 3, 6 y 24 horas. Se realizaron 2 extracciones sucesivas

para comprobar que toda la Tepoxaline fuera extraida en un dnico paso de extraccion.

ESTABILIDAD DEL STANDARD INTERNO A LA VARIACION DEL TIEMPO DE EXTRACCION:

Se procesaron 12 muestras con igual concentracion de Std. int. y se analizaron los valores

de las 4rea del Std Int. Los resultados obtenidos muestran que el 4rea del mismo varia ligera-

mente al aumentar el tiempo de extraccion. Se podria considerar tal variacién como no significa-

tiva y se lo puede entonces utilizar como Std. int. de la técnica con el objetivo de procesar los da-

tos con el método de célculo de 4reas relativas .

Tabla I'V- i. Variacién de las superficies de las sefiales con el aumento del tiempo de extraccién

muestra Std. int. superficie Std. int. (4 muestras por ensayo)
EM 3hs 51878 ;: 5329425
54966 Coef.Var.: 2.589
52503
n:4
53830
EM 6hs 54631 x: 603765
Coef. Var.: 6394
61618 n:4
62695
62562
EM 24hs 62148 x: 6471525
Coef. Var.: 2.827
65408 n:4
64874
66431
-82- CAPITULO IV
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE TEPOXALINE CON EL TIEMPO

Tabla IV- j. Resultados obtenidos para la Tepoxaline , realizando una EM y reextracci6n, variando

el tiempo de agitacion

muestra super } superficie | cociente concen- { cociente tepox/St 339 final.
orina fortifi- ficie tepox/Std. | tracién Int. reextraccién
cada con Std. ion 339= | Int. pg/mi Suma de las dreas
Int. Tepoxaline obtenidas en las 2
TEPOXALINL extracciones
EM 3hs | 51878 |0 0 0 0 0
BLANCO
EM 3hs Std. | 54966 | 837 0,015 1 0,021 0,036
1.0
EM 3hs Std. | 52503 | 5888 0,112 5 0,232 0,344
5.0
EM 3hs Std. | 53830 | 22216 0,413 10 0,331 0,744
10.0
EM 6hs | 54631 |0 0 0 . o
BLANCO
EM 6hs Std. | 61618 | 1809 0,029 1 o .
1.0
EM 6hs Std. | 62695 | 12997 0,207 5 . o
50
EM 6hs Std. | 62562 | 34231 0,547 10 . .
10.0
EM  24hs 62148 |0 0 0 . o
BLANCO
EM 24hs Std. | 65408 | 3334 0,051 1 o o
1.0
EM 24hs Std. | 64874 | 24557 0,379 5 . o
5.0
EM 24hs Std. | 66431 | 51884 0,781 10 . o

10.0

Materiales y métodos
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE LA SENAL DEL METABOLITO CON EL TIEMPO

Tabla I'V- k. Resultados obtenidos para el metabolito (mtb), realizando una EM y reextraccién,

variando el tiempo de agitacién

muestra orina fortifi- | superficie | superficie | cociente concentra- | superficie
cada con metabolito | Std.Int.  |ion 311 | met/Std. cién ug/ml | metabolito
metabo- | int. reextraccion
lito
EM 3hs BLANCO 59568 0 . 0 0
EM 3hs mtb 1 pg/ml 55315 119 0,184 0
EM 3hs mtb 10 pg/ml 59126 50214 (,84Y 5 0
EM 3hs mtb 5 pg/ml 55128 74239 1,347 10 0
EM 6hs BLANCO 65463 314 0,005 0 0
EM 6hs mtb 1 pg/ml 54187 8346 0,154 0
EM 6hs mtb 5 pg/ml 60210 46012 0,764 5 0
EM 6hs mtb 10 ug/ml 54307 66241 1,22 10 0
EM 24hs BLANCO 57885 0 0 0 0
EM 24hs mtb 1 pg/ml 62997 14409 0,229 0
EM 24hs mtb 5 ug/ml 70643 60012 0,850 5 0
EM 24hs mtb 10 pg/ml 70856 92547 1,306 10 0
RESULTADOS
Se observa que:
. a mayor tiempo de extraccién, mayor es la recuperacion de la Tepoxaline

en la reextraccion durante 3 horas se encuentra Tepoxaline en cantidades cuantificables
. la suma de las superficies de las 2 extracciones a 3hs, y la superficie encontrada a 24 horas
de extraccion son equiparables.
. para el metabolito no existe una gran variacion en la superficie de las sefales del mismo
segun el tiempo de extraccion. Al realizar una segunda extraccién no se encontré ni siquiera tra-

zas de metabolito, lo que nos indicaria que es més facil de extraer que la Tepoxaline .

CONCLUSION

Podemos considerar la extraccion a 24hs como la indicada para obtener el mayor porcen-

taje de recuperacién de Tepoxaline y de su metabolito.
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ESTABILIDAD DE LA TEPOXALINE Y DEL STANDARD
INTERNO EN LA EXTRACCION CON O SIN LUZ.

Se utilizo la solucion de Tepoxaline de 1 mg/ml en ACN. A 1 ml de orina y a 2 ml de
plasma ( ya diluido al 1/2 con soluci6n fisiolégica), se le agreg6 10 ul de dicha solucién y 10 pl de
Std. int. (1 mg/ml) y se procedié segtin se describe en la tabla IV- ¢, pero con un tiempo de agita-
ci6én de 24 horas y en la oscuridad.

A 1 ml de orina se le agreg6 una concentracion constante de Std. int. Se prepararon de
esta manera 10 muestras de las cuales 5 se procesaron a la luz y 5 se protegieron de la luz ( se en-
volvieron las gradillas en papel de aluminio) y se procesaron segun la técnica de la extraccién
metilativa descrita en la tabla IV- ¢ con la modificacién del tiempo de extraccién que se mencion6

en el punto anterior, elijiéndose la extraccion de 24 horas.

RESULTADOS
Tabla IV- 1. Variaci6n de la superficie del Std. int. en condiciones de luz y oscuridad
muestra orina fortifi- | superficie Std. Int. | muestra orina fortificada super ficie
cada con Std. int. con Std. Int. Std. Int.
EM 24 horas luz 108891177 EM 24 horas oscuridad 101298000
EM 24 horas luz 120582734 EM 24 horas oscuridad 104442773
EM 24 horas luz 115722779 EM 24 horas oscuridad 118211547
EM 24 horas luz 119861900 EM 24 horas oscuridad 118330520
EM 24 horas luz 105314632 EM 24 horas oscuridad 115727203

CONCLUSION

Podemos considerar que el Std. int. a utilizar no es mayormente afectado al exponérselo a

la luz durante las 24 horas de extraccion.
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE L A SENAL DEL METABOLITO EN CONDICIONES DE
LUZ Y OSCURIDAD
Dos muestras de orina y dos de plasma fueron procesadas de la misma forma que el

Std. int. tal como se describiera en el parrafo anterior (EM durante 24 horas).

RESULTADOS

Tabla IV- m. Variacion de la superficie relativa de la Tepoxaline segun las condiciones de luz u
oscuridad

muestra luz oscuridad
sup tepox/sup Std. int. sup tepox/sup Std. int.
orina 1 0, 565 0,356
orina 2 0, 685 0,490
plasma 1 0, 581 0,386
plasma 2 0, 624 0,549
CONCLUSION

Dadas las variaciones obtenidas, se decidi6 trabajar en la oscuridad para establecer idén-

ticas condiciones entre las diferentes extracciones.

OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA

Este pardmetro no se modificé. Las extracciones se realizaron en todos los casos a tempe-
ratura ambiente, la cual se mantuvo siempre entre los 23- 26 °C por el sistema de climatizacién

que posee el laboratorio.
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LINEARIDAD Y SENSIBILIDAD DEL METODO

EXTRACCION METILATIVA EN PLASMA

Se utiliz6 la solucién de Tepoxaline y su metabolito (1 mg/ml ACN). Los ensayos se reali-

zaron en plasma, considerando que era conveniente trabajar en primer lugar sobre esta matriz ya

que es mds compleja que la orina.

Plasma fortificado (spiked): A 1 ml de plasma se le agregaron, segun indica la siguiente

tabla, diversas concentraciones de Tepoxaline y de su metabolito. De esta manera se determin6

una curva de calibracién para asegurar que Ios resultados obtenidos fueran satisfactorios.

Tabla IV- n. Concentraciones de Tepoxaline y de su metabolito agregadas a plasma blanco

(negativo a esas substancias)

muestra Std. agregado muestra Std. agregado
- plasma blanco - - plasma blanco -

- plasma spiked 0, 01ug TEPOXALINE - plasma spiked 0, 01pg | metabolito

- plasma spiked 0, 05pg | TEPOXALINE - plasma spiked 0, 05ug | metabolito

- plasma spiked 0, 1ug TEPOXALINE - plasma spiked 0, 1ug metabolito

- plasma spiked 0, 5 pug TEPOXALINE - plasma spiked 0, 5 pg metabolito

- plasma spiked 1, 0 pg TEPOXALINE - plasma spiked 1,0 ug | metabolito

- plasma spiked 5, 0ug | TEPOXALINE - plasma spiked 5,0 ug | metabolito

- plasma spiked 10,0 ug | TEPOXALINE - plasma spiked 10, 0 pg | metabolito

En base a los resultados que se obtuvieron luego de optimizar el método, las muestras de

plasma se procesaron como se describe a continuacién:

Materiales y m#todos
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Tabla I'V- i. Esquema de la EM para la Tepoxaline en plasma

A 1 ml de plasma + 1 ml de soluci6n fisiolégica
agregar 30 ul de NaOH 6 N, vortex 5 seg.
agregar 150 pl de THAHS 0.2 M, vortex 5 seg.
agregar 5 ml de solucién ICH3/tolueno (30 pl/ ml)
agitar 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad
centrifugar a 2500 r.pdurante 10 min.
pasar la fase orgéanica por las columnas bio-beads (previamente acondicionadas. Ver
Tabla IV-f)
evaporar a seco bajo nitrégeno
retomar en 50 p! de tolueno
traspasar a los microviales

inyectar
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RESULTADOS

El primer paso realizado en el andlisis de resultados fue determinar los espectros de ma-
sas de cada compuesto, Tepoxaline , metabolito y Std. int. Luego se integraron las seiales de los

iones correspondientes a la Tepoxaline , al metabolito y al Std. int.

Tabla IV- o. Areas y dreas relativas correspondientes a la Tepoxaline y al metabolito para

diferentes concentraciones de los mismos

muestra superficie | superficie |superficie | (ug/ml) superficie | superficie
ion 298 ion 339 ion 311 concentracién | relativa relativa
Std. in- Tepoxaline metabolito Tepoxaline y Tepoxalin | metabo-
terno metabolito e lito
plasma 73542342 |0 0 0 0 0
blanco
Std. 0,01 72432930 | no detectable | 11730 0,01 0 0, 0002
5td.0,05 | 73145776 | 26700 37690 0,05 3,650E4 |0,001
Std. 0, 1 71628002 | 52120 31750 0,1 0,001 0.0004
Std. 0,5 69850775 292590 86620 0,5 0, 004 0,001
Std. 1,0 69096255 792550 122140 1,0 0,011 0,002
Std. 5,0 68500477 | 8043173 468980 50 0,117 0, 007
Std. 10,0 | 80134482 19156155 | 1132980 10,0 0,239 0,014

Se elabor6 una curva de calibracion representando los valores de las superficies relativas

vs. la concentracion. (ver Anexo Capitulo 4: "Célculo de resultados")
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RESULTADOS

Los gréficos presentados a continuacién son el resultado del andlisis de los datos (de las

tablas anteriores), con el programa StatView SE + Graph, en su version inglesa.

Gréfico IV- a. Curva de calibraci6n para la Tepoxaline , obtenida con todos los valores de la Tabla
1V-o0.-

y = 0,024x - 0,004, r2 = 0,897
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Gréfico IV- b. Curva de calibracion de la Tepoxaline , obtenida con los valores de la Tabla IV- o
tomando solo los standards 0,01, 0,05y 0, 10

y = 0,008x - 3,205E-5, r2 = 0,991
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Grifico IV- c. Curva de calibracion para el metabolito, obtenida con todos los valores de la Tabla
IV-o.

y =0,001x + 2,852E-4, 12 = 0,998
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Grifico IV- d. Curva de calibracién para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla IV- o
para los standards 0,01; 0,05 y 0,10 ug/ml

y = 0,004x + 1,235E-4, r2 = 0,642
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Grifico IV- e. Curva de calibracion para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla IV- o0
para los standards 00, 01; 0, 05 y 0, 50 pg/ml

y = 0,002x + 1,882E-4, r2 = 0,805
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Griéfico IV- f. Curva de calibracién para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla IV- o

para los standards 0,5;1,0; 5,0y 10, 0 ug/ml

y =0,001x + 2,852E-4, r2 = 0,998
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CONCLUSIONES

Los standards Tepoxaline presentan una respuesta lineal con la extraccion metilativa. Para
el metabolito en cambio se observa que a igual concentracion que la Tepoxaline la respuesta es
menor, por lo tanto los standards de 0,01 a 0,05 y 0,1 pg/ml no presentan muy buena respuesta.
Dado que la senal de los mismos se mezcla con el ruido de fondo del cromatograma, podemos
definir que los mismos son detectables, como trazas, pero no cuantificables. Para los standards de
mayor concentracion la respuesta es lineal. Para la validacion de la técnica se elegiran patrones

del metabolito cuya concentracion minima sea 100 ng/ml.

PRECISION O REPRODUCIBILIDAD

Como se definiera en la introduccién de esta capitulo la precision del método se
chequear4 procesando la misma muestra un determinado nimero de veces. Para que este este
ensayo fuese completo se incluyeron dos determinaciones:

La variacién diaria (Intraday Variation)

La variacion "entre dias” (Interday Variation)

Variacién Intraday

Se prepar6 plasma spiked en una concentracién de 0,75 pg/ml de Tepoxaline, otra muestra
de plasma se prepar6 spiked con 1,0 pg/ml del metabolito.

A tres alicuotas de cada uno se les realiz6 la EM.

Cada extracto se inyect6 dos veces (6 valores).

La variacién intraday estd entonces representada por 6 valores los que se analizan a

continuacién:

-96- CAPITULO IV
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Tepoxaline/ Concentracién de
std. interno Tepoxaline

Tepoxaline/ std.
interno

Concentracion de
Tepoxaline

INTRADAY TEPOXALINE
Mean: Std. Dev.: Std. Error:
749 021 009

Tepoxaline/ Concentracion de
metabolito Tepoxaline
std. interno metabolito

Variance: Coef. Var.:
4.353E4 2.787

Tepoxaline
metabolito/
std. interno

Count:
6

Concentracion de
Tepoxaline
metabolito

INTRADAY TEPOXALINE METABOLITE
Mean: Std. Dev.: Std. Error:
1.034 .034 014

Variacién Interday

Variance: Coef. Var.:

001

3.2244

Count:
6

Se prepar6 plasma spiked en una concentracién de 0,4 pg/ml de Tepoxaline, otra muesta de

plasma se prepar6 spiked con 0,9 pg/ml del metabolito.

A cuatro alicuotas de cada uno se les realiz6 la EM.

Cada extracto se inyect6 dos veces (8 valores).

Esta operacion se repiti6 tres veces con tres curvas de calibracién diferentes.

Maleriales y mélodos

97-
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La variacion interday estd entonces representada por 24 valores los que se analizan a

continuacion:

Tepoxaline / Concentracién de Tepoxaline/std. Concentracion de
std. interno Tepoxaline interno Tepoxaline
/ml

INTERDAY TEPOXALINE
Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:
406 .035 007 001 8.525 24



Anti-inflamatorios no esteroides

Tepoxaline/ Concentracién de Tepoxaline Concentracion de
metabolito Tepoxaline metabolito/ Tepoxaline
std. interno metabolito std. interno metabolito

- i

04115
0,402
0,401
0,406
0,412
0,416
', 3996

INTERDAY TEPOXALINE METABOLITE

Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:
921 .068 015 005 7.409 22
CONCLUSION

Para la validacion de una técnica,se establece que el el coeficiente de variacion de los
valores determinados para establecer la precisién del método, no debe ser mayor al 15% -20%.
Dado que los valores encontrados por esta metodologia no superan el 10%, queda validada la

precisién del método en extraccién metilativa.

Maleriales y mélodos -99-
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RECUPERACION

Una vez realizados los distintos ensayos para la optimizacion del tiempo de extraccion, se
comprueba que en una segunda extraccion metilativa ( habiendo sido la primera EM overnight )
no se detecta substancia . Es por este motivo que no se considro necesario realizar un célculo de
recuperacion, considerando que los resultados encontrados son los 6ptimos. (Ver Tabla 1V- ]). En
esta misma tabla, si observamos los resultados con 3 horas de EM, se encuentra Tepoxalina en una
segunda extraccién, por lo tanto para el resto de los NSAIDs se realiz6 un célculo de la
recuperacion, ya que la EM se realiz6 con un tiempo de extraccién de 20' .

La metodologia utilizada asi como los célculos y los resultados obtenidos de los NSAIDs

son presentados en el Capitulo V.

EXACTITUD

Para la validacién de todos los pardmetros presentados en este capitulo, se utilizaron los
patrones estandarizados y de referencia comercial exigidos. Considerando por lo tanto a los
mismos como patrones puros y observando los resultados obtenidos en los andlisis de precisién y
de recuperacion, se considera que los resultados obtenidos en esta validacion son precisos y
exactos. Se asegura de esta manera la misma precision y exactitud de resultados en la

cuantificacion de las muestras a analizar.
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Anti-inflamatorios no esteroides

CAPITULOV

SCREENING DENSAIDs

Una vez validada la extraccion metilativa con la Tepoxaline, se comenz6 a trabajar usando
la misma técnica analitica individualmente con cada uno de los NSAIDs vy, finaimente con una
mezcla de los mismos.

A los efectos de incluir este screening en la rutina del laboratorio, se aplic6 la extraccion
metilativa tal como se la describiera en la Tabla IV-c, donde el tiempo de agitaci6n (vortex) es de
20 minutos lo cual facilita y agiliza el andlisis con respecto a una extracciénovernight.

Para los NSAIDs, los reactivos y los solventes utilizados, ver referencias comerciales en
Capitulo IV.

El objetivo principal es, como ya se ha mencionado anteriormente, detectar el mayor

nimero posible de anti-inflamatorios en un mismo anélisis el que conformar4 el screening.

PROCEDIMIENTO

Orina spiked:" a 1 ml de orina negativa se le agreg6 una concentracion lo suficientemente

elevada (100ug) de cada uno de los NSAIDs que se listan m4s adelante.

Mezcla spiked: a 1 ml de orina se le agreg6 una mezcla de los mismos NSAIDs.

* Spiked: palabra de origen inglés que significa agregar alcohol a una bebida no alcohélica. Por extensién se utiliza entonces este término
cuando a una matriz libre de una substancia, se le agrega dicha substancia, transforméndola en una matriz artificialmente positiva.

Screening -103-
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Se utiliz6 en ambos ensayos una alta concentracion para poder obtener un espectro de
masas predominante y al menos de intensidad dos veces mayor que la sefial del ruido de fondo

(se toma el ion 107 como senal del ruido de fondo).

1- Acetylsalicylic 7- Nabumetone

2- Ibuprofen 8- Mefenamic Acid

3- (4)- Acetamidophenol™ 9- Diclofenac

4- Phenylsalicylate 10- Meclofenamic Acid
5- Fenoprofen 11- Phenylbutazone

6- Naproxen 12- Indomethacin

13- Suxibuzone

Con los NSAIDs aqui enumerados se obtuvo el cromatograma de la Figura V-w. Este lis-
tado fue sufriendo modificaciones con el paso del tiempo ya que se han ido agregando otros

compuestos tales como los que mencionamos a continuacién:

Flunixin Tiaprofenique
Ketoprofen Oxyphenbutazone
Sulindac Tenoxicam
Tolfenamic Piroxicamn

De todos estos compuestos presentaremos en este capitulo su estructura quimica, su
espectro de masas y las posibles fragmentaciones de la molécula, se confeccion6 también un
anexo para complementar las "posibles fragmentaciones" con los posibles reordenamientos de las
moléculas luego de sufrir el impacto electrénico.

En la tabla V-a se agruparon todos los NSAIDs analizados con los tiempos de retencién

absolutos y sus iones principales.

"B+ acetamidophenol. fambién llamado acetaminophen, N-acetyl-p-aminophenol, o comiinmente llamado paracetamol, es un analgésico
que no pertenece al grupo de los NSAIDs, sin embargo dado su uso masivo tanto en equincs como en humanos nos parecié importante
Incluirlo en el screening.
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- Al

CsH9gNO2=151,2

ESTRUCTURA QUIMICA DEL PARACETAMOL Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

OH OCHj
EM
>
" (3
NH =C —CHs NH —C —CHj
4-ACETAMIDOFENOL 4-ACETAMIDOPHENOL METILADO
PM: 151 PM: 165
™
o)
]
N—=C —CH
CHa

4-ACETAMIDOPHENOL DIMETILADO
PM: 179
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

Hs
108-14=94

o)
108 ]
NH =C %CH;;
123
151

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE PARACETAMOL

METILADO
Figura V-a
= 10050 amu fram BB1GA0AL
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CONCLUSION

Si se considerara la doble metilaci6n, alguno de los iones detallados en el esquema
siguiente deberia encontrarse en el espectro. La ausencia de los mismos, especialmente del que
aparece a 136 (analogo al 123 de la estructura mono metilada), permite descartar la formacion del

derivado dimetilado.

CH3
o)
107 9
N ={C A —ChHs
CHa
164
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C9HgO4=180,2

ESTRUCTURA QUIMICA DEL ACETYLSALICYLIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA

EM

o] o
] o []]
C -OH i EM C —=0-=CHj, ﬁ
0—C-CHy ——» @-o—C-CHa
ACETYLSALICYLIC ACID ACETYLSALICYLIC ACID METILADO

PM: 180 PM: 194
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS.

Cabe sefialar que en este Capitulo se indican las fragmentaciones probables de las
moléculas. La discrepancia en una unidad de masa entre los fragmentos propuestos y las sefiales
obtenidas se debe a que éstos se originan en realidad a través de reordenamientos y no de

simples fragmentaciones.

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE ASPIRINE METILADA

Figura V- b
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A1533; Run at 03:50 AM MEZ on Mon Nov 29, 1333
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C 14H11C12N02=295,2

ESTRUCTURA QUIMICA DEL DICLOFENAC Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

0
I

CH,-C— OH
[ :[ H
N/

cl i Cl
DICLOFENAC

PM: 295

-112-

EM

Y

I
CH,-C—O—CHj

H
N/

Cl

DICLOFENAC METILADO
PM: 309

CH2:C—0O—CHjs

CH3

Cl

DICLOFENAC DIMETILADO

PM: 323

CAPITULO V
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE DICLOFENAC

METILADO
Figura V- ¢
fon 214.00 amu from BB1GADBA.
A1539; Run a1 03:50 AM MEZ on Mon Nov 29, 1933
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Podriamos también considerar la doble metilacién de la molécula, entonces se buscaron
los picos correspondientes al ion molecular (323), y los iones que pudieran caracterizar la metila-
cion del grupo amino. Ni la sefial del ion 323, ni las de los iones 175/178 fueron hallados;
tampoco la senal 256, correspondiente al producto ciclado anélogo al fragmento 242 en la
molécula monometilada (ver anexo correspondiente al Capitulo V),lo que nos permite concluir
que la molécula de Diclofenac se metilaria unicamente en el grupo carboxilo. Esta conclusion se
extiende para todos los compuestos que posean una estructura del tipo de la difenilamina, dado

que en las condiciones experimentales de trabajo estos grupos no se metilarian.
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Ci15H1403=242,3

ESTRUCTURA QUIMICA DEL FENOPROFEN ANTES Y DEPUES DE LA EM

CHa CHa O
CH —C—oH CH—C —=0-CHj,
FENOPROFEN FENOPROFEN METILADO

PM: 242 PM: 256



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUECO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH —0-CH;,

197

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE FENOPROFEN

METILADO
Figura V- d
lon 256.90 s from BB16A0BAD
A1599; Run ot 09:380 AM MEZ on Mon Nov 29, 1993
Abundance ion 197.80 s from BB1GADGA.d
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C14H11F3N202= 296,2

ESTRUCTURA QUIMICA DEL FLUNIXIN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

COOH
FLUNIXIN (\/(
PM: 296 Z
N" N CF,
b Hs

l

, Hs
FLUNIXIN MONOMETILADO
PM: 310
EM
O ,CHa

FLUNIXIN DIMETILADO (\/(
PM:325 7

l
Hs

Screening

-119-



Claudia Montes - 1998

POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA DIMETILADA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRONICO EN EL DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE FLUNIXIN METILADO

Figura V-e
lon 255.00 amw from BB1GAOBAS
AI1599; Rum ot 83:50 AM MEZ en Mon Nov 29, 1933

Aundance fon 253.00 amw from BB1GADBAL
100000 3
3
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295

23 3 418 402
\li7 _=® /7

Se plantea en este caso la posibilidad de una doble metilacién. Aunque con escasa
abundancia,se observa el ion 325 correspondiendo al ion molecular de la Flunixin dimetilada. El
ion 151 incluiria en su estructura al N del anillo piridinico metilado. En el espectro de masas
presentado por Ventura (1996) obtenido por metilacion de un extracto acidico, no se evidencia la
doble metilacién. Cabe ademas sefalar que los cationes provenientes de moléculas orgénicas

pueden detectarse por cromatografia gaseosa y espectrometria de masa como tales.

Screening -121-
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IBUPROFEN,
2-(4-]SOBUTYLPHENYL)PROPIONIC ACID

Ci13H1802=206,3

ESTRUCTURA QUIMICA DEL IBUPROFEN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

I |
CH—C—OH CH—C—0—CHj
EM
_»
CHz-ClH-CHa CH2-CH-CH3,
i
CHj CH,
IBUPROFEN IBUPROFEN METILADO

PM: 206 PM: 220
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

17

176

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE IBUPROFEN METILADO

Figura V- f
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C19H16CINOy4= 357,8

ESTRUCTURA QUIMICA DEL INDOMETHACIN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

0
|
CH30, CH;C —OH ey Ot CHz—g —0-CH,
| — I
T‘ CH3 F CH3
il 1l
o 0
INDOMETHACIN INDOMETHACIN METILADO

PM:357 PM:371
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

=0

CH30 CHs —O0—CHs

CH; 232

112

Ver "posibles reordenamientos de la molécula " en el Anexo correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE INDOMETHACIN

METILADO
Figura V- g
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KETOPROFEN,
2-(3-BENZOYLPHENYL)PROPIONIC ACID

Ci16H1403=254,3

ESTRUCTURA QUIMICA DEL KETOPROFEN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

1
HsC—— CH —C—OH Hi3C CH C—O0—CHj,
EM
D
I I
C C
\CsHs \CsHs

KETOPROFEN KETOPROFEN METILADO

PM: 254 PM: 268
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

HsC—/< CH J—o—cu-l3
195
r

\_ 181 J

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE KETOPROFEN

METILADO
Figura V-h
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C14H11CI2NO2= 295,2

ESTRUCTURA QUIMICA DEL MECLOFENAMIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

O

C OH C—O —CH3 Cl
MECLOFENAMIC ACID MECLOFENAMIC ACID METILADO
PM: 295 PM: 309

El grupo amino de la difenilamina del Meclofenamic, al igual que en el Diclofenac no logra
ser metilada con la metodologia de trabajo utilizada. Por esta razén se presenta y discute

solamente la molécula monometilada.



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

215

Ver los “posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.

-132- CAPITULOV



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE MECLOFENAMIC ACID

Figura V-1i
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ESTRUCTURA QUIMICA DEL MEFENAMIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

B 3
C—OH CHj3 =0—CH; CHj
n CHj, EM n CHs
—
MEFENAMIC ACID MEFENAMIC ACID METILADO
PM: 241 PM: 255

El grupo amino de la difenilamina del Mefenamic, al igual que en el Diclofenac y el
Meclofenamic ya presentados, no logra ser metilada con la metodologia de trabajo utilizada. Por

esta raz6n se presenta solamente la molécula monometilada.



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

196

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE MEFENAMIC ACID

METILADO
Figura V- k
lon 25500 sma from BB1GADBA.0
A1599; Fam st 09:50 AM MEZ on Mon Nov 29, 139
$mmndance lon 223.00 s frem BBIGADBA.d
00'n N 4
mefenamic acid om
mi
-t
400001 3
mmi
' re
‘[‘I L v v v v L{ v [ ¥ ¥ L4 L4 1 | § L v
10.50 1050 10.70 10.00
Tme (min.)
Scan 348 (10.554 min) of BBIGADBA.d SUBTRACTED
#iwndance
800000 223 o8
700000 {
£00000
S000N0 208
400010 180
00000 \
90 97
200000 / 9% 457
100010 205 47 400 \ 430
L4 7’ L4 ”
o r 1 ] L T L | ] v | \J v T LA |
100 200 300 400 $00




CONCLUSION

Los posibles iones especificos de la molécula dimetilada no se encuentran en el espectro
que corresponderia a la molécula de Mcfenamic, por lo tanto se ve avalada nuevamente la
conclusion a la que se lleg6 con el Diclofenac, donde la metilacion se da solo en el grupo carboxilo

ya que en las condiciones utilizadas, la unidad difenilamina no se metila.

[ 134

|
N CHgj

163
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Ci15H1602= 228,29

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA NABUMETONE Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

o)
CHp—CH,—C —CH3

0
HsC™

EM
NABUMETONE
PM: 228

\

no se produce ninguna modificacion
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS
Ho %
_c=—\c-\C—CH,
2
o 171
-
HsC 185
L 128 -

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE NABUMETONE

Figura V-j
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C14H1403=230,3

ESTRUCTURA QUIMICA DEL NAPROXEN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

CHg ﬁ

]
0 O CH=——C~—0OH
(0]

HaC”

NAPROXEN
PM: 230 EM

CHg 0

Il &
O Q CH-C~—0-CHjs

NAPROXEN METILADO
PM: 244

0
HsC”

Screening
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CHs

=0

O

CH—} C—0—CH,3

\ 7.

HaC” |
185

- 14 -

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE NAPROXEN

ra V-k
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OXYPHENBUTAZONE,
HYDROXYPHENYLBUTAZONE,

4-BUTYL-1-(4-HYDROXYPHENYL)-2-

PHENYLPYRAZOLIDINE-3, 5-DIONE MONOHYDRATE

Ci19H79N2035=342,4

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA OXYPHENBUTAZONE Y SU VARIACION LUEGO DE LA

EM

OXYPHENBUTAZONE
PM: 324

CHy-CHo-CH2-CHa

OH

EM

OXYPHENBUTAZONE DIMETILADA

PM: 352
ot CHy-CHo-CH,-CHj CH,-CH,-CH,-CHg
o) 0]
NN 0\\0 ] ,0—CHs
\ + \
(0] (o)
/
HaC HeC”
CAPITULOV
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE OXYPHENBUTAZONE
METILADA

Figura V-1
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CONCLUSION;
En este caso se observa una abundante sefal del ion 352, correspondiente al derivado

dimetilado de la molécula , lo que manifiesta una alta estabilidad del catién radical

correspondiente al ion molecular de la Oxyphenbutazone.
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DIONE

C19H20N202=308,4

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA PHENYLBUTAZONE Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

CH-CHp-CH,-CHy HG, ~ CHarCHa-CHx-CHg
o) (0] (o] 0O
\§ /
Xy L
/
N—n N—n
S————
PHENYLBUTAZONE PHENYLBUTAZONE METILADA



POSIBLE_RUPTURA DE LA MOLECULA DIMETILADA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRONICO EN EL DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula " en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE PHENYLBUTAZONE

Figura V- m
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La clara metilacién de la Phenylbutazone y las sefales observadas en su espectro de masas,

ones propuestas para el derivado dimetilado de su

confirman el tipo de estructura y fragmentact

metabolito principal, la Oxyphenbutazone.
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PHENYLSALICYLATE

C1303H10=214

ESTRUCTURA QUIMICA DEL PHENYLSALICYLATE Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

o)
0"
C—0
PHENYLSALICYLATE
OH

PM: 214
EM
®
Q—c -0 —@ PHENYLSALICYLATE METILADO
O PM: 228

CH,
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUECO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

214

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE PHENYLSALICYLATE

METILADO
Figura V-n
Jon 121.00 amu from RTB20A8
MEL STDS NSAIDS 0.1 MGAML SECD; Aun at 00:40 AM MESZ en Thu Asg 13, 1852
Abundance lon 214.00 amu fremm RTOB20AS
4080000
3000000
phenyisalicylste
2000080
1600080
.|ll|llllivv|||l||ll|lll|-uu[ull||l
12 T4 18 70 0 82 [ J ] 0
Time (min.)
Scan 617 (8.764 min) of RTASEZEAS 5uts § HACTED
Ansxiance
21
300000
2000000
1000800
3‘ 8 214
J_ [ 138 168 198 { 242 282 n
0 |h' T T 1 7 v’u T T'v T "| v v v l" v -y T T I’
50 100 150 200 250 %0




Anti-inflamatorios no esteroides

PIROXICAM

Ci15H13N304S= 331,3

UIMICA DEL PIROXICAM Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

PIROXICAM O

PM: 331
Z C—N N
EM
N //
O \“ 0
CH3
PIROXICAM PIROXICAM
MONOMETILADO: 345 DIMETILADO: 359

Screening -153-



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE_PIROXICAM

DIMETILADO
Figura V- fi
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A pH alcalino (>12) al cual se realiza la EM, el grupo amida es facilmente metilable. Se
obtiene como resultado luego de la EM del Piroxicam, su derivado dimetilado. Aunque no se
detecte el ion molecular, los iones derivados, 107, 135 y 176, confirman la metilacién del grupo

amida y del grupo fenol y por lo tanto la doble metilacién de la molécula.
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SULINDAC

C20H17FO3S5= 356,4

ESTRUCTURA QUIMICA DEL SULINDAC Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

Hac—g ] HaC- %
| l

O

CHa EM |
A o
0 A
F G--OH Q
Ha G-C—O0—CHs
H>
SULINDAC SULINDAC METILADO

PM: 356 PM: 370



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGOQ DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE SULINDAC METILADO

Figura V-r
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SUXIBUZONE

C24N20OgH24= 438

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA SUXIBLUIZONE Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

|
/O—C—CHz-CHz——C—OH

o CH,

@”\N O (CHp)s-CHs

SUXIBUZONE
PM: 438

EM
|
/O—C— CHy-CHpo—C——0——CH34

CH
o 2

@N\N O (CHa)sCH,

SUXIBUZONE METILADA
PM: 452
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

115

|
C—CHp;—CH;—C—0——CH;

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE SUXIBUZONE

METILADA
Figura V-s
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TENOXICAM

C13N304S2H 1= 337

ESTRUCTURA QUIMICA DEL TENOXICAM SU VARIACION LUEGO DE LA EM

TENOXICAM o. ©

PM: 337 N7 CHs
S Z
N
? N
EM
Q
"N
N
TENOXICAM MONOMETILADO TENOXICAM DIMETILADO

PM: 351 PM: 365



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH;,

107

365-CHja= 350

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE TENOXICAM

METILADO

Figura V-t
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CONCLUSION:

Al igual que en el Piroxicam , en las condiciones de trabajo empleadas, en esta molécula se
metila el grupo amida. En este caso el ion molecular es claramente detectable asi como el ion
molecular que pierde una unidad metilado (M-15 ), mostrando asi una alta sefial a 350. La falta
del ion 107 nos podria indicar la facil desmetilacién del grupo amida. Un resultado similar se

puede observar en el espectro del Piroxicam.
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TIAPROFENIC ACID

C1403H12S= 260,3

ESTRUCTURA QUIMICA DEL TIAPROFENIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

o)
1] (0]
? G~OH | o—cn,
c CH—CH; ? S
TIAPROFENIC ACID TIAPROFENIC ACID METILADO
PM: 260 PM: 274
P
0] CH
I o\ R
G CH—.C—0—CH;,

Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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TOLFENAMIC ACID

C14H12CINO2= 261,7

ESTRUCTURA QUIMICA DEL TOLFENAMIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

CH3
i 7
co n CHs co n CHj
cl Cl
EM
——
TOLFENAMIC ACID TOLFENAMIC ACID METILADO
PM: 261 PM: 275

Como ya se explicara anteriormente, dada la imposibilidad de metilar la unidad

difenilamina con la técnica utilizada en este trabajo, no se plantea el compuesto dimetilado
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Ver los "posibles reordenamientos y fragmentaciones de la molécula” en el anexo

correspondiente al Capitulo V.
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CONCLUSION:

Se confirma una vez més la ausencia del compuesto dimetilado por no hallarse los iones
representativos del derivado di metil tolfenainic., ya sea el ion molecular, 289, y los fragmentos 164

y 154.

GHs
? 164
co EH3 CHs
cl
154
TOLFENAMIC ACID DIMETILADO

PM: 289



REENIN AIDS

De los resultados aqui presentados hubo tres casos en los cuales la obtencién de buenos
espectros no result6 sencilla. Fué necesaria la modificacién de las condiciones de la extraccién
metilativa y fue necesario analizar y modificar otros factores que podrian influir en la calidad de

los resultados.

Las substancias en cuestion son: Indomethacin, Tenoxicam, y Piroxicam.

Indomethacin,

Se observé que en diferentes extracciones la substancia se "perdia

obteniéndose entonces
“falsos” resultados negativos. Se observ6 también que esto siempre sucedia cuando la orina
positiva a la Indomethacin, se hallaba entre los tltimos tubos de la serie. Esto indicaba un
problema de estabilidad de la substancia a analizar. Se ensay6 entonces disminuyendo el tiempo
transcurrido entre los pasos de preparaci6n de la orina spiked , la extraccion y la inyecci6n. De este
modo se obtuvieron los resultados anteriormente presentados. No se logré obtener valores
estadisticamente aceptables para la reproducibilidad de la EM en este caso. La presencia en su
estructura de un anillo ind6lico con su doble enlace facilmente oxidable explicaria su

inestabilidad y facil descomposicién por oxidaci6n.

Screening -171-
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OXICANES: Piroxi Tenoxi

La situacién de los oxicanes fue diferente respecto a la de la Indomethacine,. En primer
lugar, no se han descriptos métodos de deteccién de los mismos por GC. Los métodos
desarrollados se basan en HPLC. Sin embargo se aplic6 la misma metodologia utilizada para la
Tepoxaline, la cual como ya se discuti6 en el capitulo correspondiente se trata de una substancia
de dificil deteccion. Se repitié exactamente la técnica descripta y se obtuvieron los espectros que
se muestran en este Capitulo. Sin embargo no se lograron buenos resultados con respecto a la

reproducibilidad de los espectros de masas obtenidos.

La presencia de la unidad SO7 en su estructura tornaria més sensible estos compuestos a
variaciones de temperatura en la cdmara de ionizacién del detector y en las zonas de la interface
entre el cromatégrafo gaseoso y el detector. Ademas, las pequefias variaciones en el voltaje de
aceleracion del haz de electrones. producirdn modificaciones en los modos de fragmentacién de

la molécula.
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AID

I

REE

Del andlisis por GC-MSD de las muestras de orinas estudiadas se obtuvo como ejemplo

de cromatograma general el presentado en la figura V-w.

Total lon Chromatogram (TIC) de una mezcla de NSAIDs

Ww.
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Tabla V-a. Tiempo de retencién y

rincipales iones MSD de los NSAIDs, luego de la EM.

SUBSTANCIA Tiempos de retencién Iones obtenidos por MSD
(absolutos =>minutos)

4-Acetamidophenol 851 108, 123, 165
Acetylsalicylic Acid 4,979 194, 180, 120
Acetylsalicylic Metab 2 9,522 135, 90
Diclofenac 11,100 214, 242, 309
Fenoprofen 9,710 197, 256
Flunixin 10,705 295, 263
Tbuprofen 7363 220, 161,177,119,
Indomethacin 15,192 139, 111, 312, 371
Ketoprofen 10,798 209, 268
Meclofenamic Acid 11,854 242,309
Mefenamic Acid 10,795 223, 255, 208, 180
MEFRUSIDE INT STD 14,150 85, 86
Nabumetone 10,680 228,171,128
Naproxen 10,404 185, 244
Phenylbutazone 11,905 183, 322, 266
Phenylsalicylate 8,875 121,214, 93
Piroxicam 13,125 344,135,176
Suxibuzone 16,047 452, 264, 183
Sulindac 17,264 370,233
Tenoxicam 13,594 350, 176, 135, 221
Tolfenamic Acid 11,654 243, 2275, 180
Tiaprofenic Acid 11.323 215, 274
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LINEARIDAD Y SENSIBILIDAD

La linearidau y >uiaiwnidad de este método se control6 segiin el siguiente procedimiento:

se tomo6 al menos 1 integrante de cada grupo

se prepararon orinas con el agregado de cada droga a diferentes concentraciones, (10 ng;
50 ng; 100 ng; 1,0 pug; 10,0 pug)

cada muestra fue preparada por duplicado e inyectada por duplicado cada uno de ellas
con lo que se obtuvieron cuatro valores para cada concentracion.

los datos se procesaron de la misma forma que se hizo con la Tepoxaline .

no se incluy6 la Aspirine en este ensayo de linearidad ya que la misma en el organismo se
metaboliza rdpidamente a 4cido salicilico, y no se encuentra la substancia madre en las orinas
del estudio de excrecion.

no se incluveron tampoco en este ensayo ni al grupo de los indoles (Indomethacin) ni de
los oxicanes, dado que como se detall6 anteriormente la EM no pudo validarse para estos

grupos dada la falta de reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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RESULTADOS

Se hall6 una respuesta lineal en los siguientes casos:

Derivados del Ac. Antranilico: Meclofenamic Acid

y =.064x + .002, r 2 - 999 y = .088x - .007, 12 = .995
™ a a o a a 2 a . ‘

® Meclo/std int

i

c2R88888%

sup meclo/sup std int
sup meclo/sup std int

012345678911.% ¥ 0 2 4 6 8 10 1
Concentracién pg/ml Concentracién pg/mi

Derivados del Ac. Fenilacético: Diclofenac

y = .047x +.001, 2 = 999

O L

y = 057x - 002, 12 = 999 /

» o

o w >

sup. diclo/sup std int

3 @ Diclo/Std. int
0
0+ ——r———————r -1 R
012345 8.789111 2 0 2 4 6 8 10 12
Concentracion pg/ml Concentracion pg/mi
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Derivados del Ac. Propiénico: Naproxen

y = .151x - .003, r2 = 998

y =.136x + .002, r2 = .98

16 e A6 . e

1.4 S} A4 '
;12' B §_12- 3
BN 2 1 |
a .81 ;'
§ 6 b Q'oe'
o 4- s b.w" E
% o ® Napro/Std. int | 5.\-04* ® Napro/Std. int [
g‘ 0 §.02- !

‘.2 v v ad ¥ v c ¥ v v ™ Al + v v T az

- 0 2 4 6 8 10 12 04 .23 456789 11
Concentracion pg/ml Concentracién pg/mi
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En la concentracién de 10 ng/ml no se detecté sefial alguna para las substancias

estudiadas, salvo para la Phenylbutazone donde la sefial se diferenciaba del ruido de fondo

claramente.
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CONCLUSION

Se hall6 una respuesta directamente proporcional a la concentracion de la droga para cada
droga de los grupos testeados. No fue posible realizar buenas curvas de calibracién ni con los
grupos de los oxicanes ni con los indoles. Como se describiera anteriormente, probablemente
debido a su estructura quimica estos compuestos no sean estables ya sea a temperatura ambiente
como en el caso de la Indomethacin o a la temperatura del inyector como los oxicanes. El limite
inferior de cuantificacién se fij6 en 50 ng/ml ya que en este valor la seftal de cada substancia en
cuestién fue dos veces mayor a la senal producida por el ruido de fondo, lo que por definicién

valida este resultado para la cuantificaci6n.

Con el mismo criterio con el que se eligieron las substancias para las curvas de
calibracion, se ide6 un ensayo para calcular la recuperacién luego de la EM. El mismo se llevé a

cabo con el siguiente criterio:
. Se compararon los patrones en las orinas spiked luego de la EM con patrones a los

que se les realiz6 una "metilacion directa” es decir no hubo extraccién.

La superficie obtenida de estos patrones sin extraccién se la consider6 como el
100%, y en base a esa superficie se calcul6 el porcentaje de recuperacién en los patrones

extraidos.

superficie del patrén no extraido
sup del patrén luego de la EM

% recuperacién =
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RESULTADOS

Meclofenamic Acid: 91%
Mefenamic Acid: 91%
Ibuprofen: 30%
Phenylbutazone: 89.5%
Diclofenac: 99%

Naproxen: 99%

CONCLUSION

Se obtuvieron muy buenos valores de recuperacién. El Ibuprofen di6 un resultado
relativamente bajo, sin embargo para nuestro objetivo este valor es aceptable ya que en los ensayos
de sensibilidad, se obtuvieron valores por debajo de los limites requeridos (1pug/ml). En caso de
querer aumentar la sensibilidad de deteccion se podria ain modificar la adquisicion del MSD y
realizarla en el modo SIM (Selected lon Monitoring), también se podria programar la inyeccién de
la muestra con programacién de presion en la cabeza de columna, lo que permite inyectar un

volumen de hasta 3 pl.
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REENI AID

"MACRO" PARA LA OBTENCION DE LOS DATOS EN
TRABAJO DE RUTINA,

A fin de establecer una rutina en la obtencion de resultados por GC-MSD se prepar6 la
macro correspondiente.

Una macro es simplemente una lista de comandos (6rdenes) escritas en un orden especi-
fico. Cuando se ejecuta (se utiliza también el termino "correr una macro”, que proviene de la
traduccion literal del inglés "“to run a macro”) una macro se van ejecutando cada uno de ésos
“comandos"” secuencialmente en el orden indicado. El objetivo de disefarla y aplicarla en la rutina
de estos analisis es el de agilizar la lectura e interpretaci6n de resultados.

En el caso del presente trabajo la macro se escribié en lenguaje UNIX, que era el sistema
de los ordenadores acoplados a los GC-MSD.

Podemos observar en la misma que se crearon espacios destinados a exponer : el Total
Ion Chromatogram (TIC), el Std. interno, y 2 iones representativos de cada substancia. A estos
espacios se los denomina "ventanas". Esta es una macro para obtener resultados cualitativos. Es
importante que en la misma figure el nombre del screening, de la muestra inyectada, la fecha de
inyeccion de la muestra, asi como el nombre del operador.

Es importante destacar que la macro es simplemente un agilizador de la obtencién de
resultados, y que en caso de obtener una sefial significativa en una ventana, se debera proceder a
observar y estudiar el espectro total correspondiente a fin de determinar la presencia de los iones
indicativos de la identidad de la substancia. Por lo tanto, el informe final no puede basarse,

tinicamente, en lo obtenido en Ia macro.
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Figura V- x- Macro disefada para el anélisis de resultados del screening extraccion metilativa para

NSAIDs

[ CNIIL TAGACUISE DU TUrSGr
SCHEENNG F bSAIlS

CCHANTILLON: MEL.SSDE0.1 ML/ML
OFLRRTCUR: [d ]

ORTC: 19 Rug 32 12:23 ge
INFORMRTIONS :

. OE*7
.0C+e
- 3CvE€ T
«JE~6
. CE~B 5

m ") W W -

TIC of DATA:MNSA9A0IA.D

- N v & W

J

. QC+6 [
. Q€ +6 '
.QC+6 9
.D€~a 1
.QE~& 9 nJ
. S e
3 a

Time (min. )

12 13 14 18

Nburidance

3.0E-3

90.60 soe 0o SUTA.AQMMBD:.

«BC*3 4
.@8Ce3 1
QE+3 9
Ae:-:}

.QOE*3 9
. OE+S 4

2.a@
Teima (min_ )

ETvLeALIOvLIC, ..., erenes e IBUPRGFIN, ...,

. +4ACETARIDZPHENQL

100 130 3D ase  leap NIl abMESS. D

4.2854957

2.0E+57

U

Y 8.9E+8-

00 IV0. 30 ane. Jroa ORIL-MLISALA. O

1.0E+<+
2.0E+S 9
1.0€+5 4
0.0E4+87:
o.Y

Time {min.)

Teo 161 B8 ans. frem DATS BEJNMGLD GII fos 108 08 aun irpn 0OTR- A ULIE

1.0E+6 1
S.0E+5 ]
8.8€+0"

00 170.00 oan irem DOTR-NCOBDND

6.0E+<
4 . BE+E
2.CE+45
p.0c:8

3.0E4S
2.0€+S
1.0E4S
0.0E+49 —

o0 210.08 eoe. Irens BAIA-BLMINOID ©

Rbundance

800001

400035
208081
2 -2

7.8
Time tmin,)

S e al]

Abundance

.3
Tiae (min.)

NOPROFEN. ....ccvvuveeee.  NAPROXEN.......... NABUMETONE

Ioe (32.08 amn. dose ORTR.NPIRND. O

2.5E+67 I
0.0c+0Q-
)

30 6b asn  Sree OATA-aLMAMIR. L

|.0E+6 7
S.DE+S]
0.0E+0-

10.90

Tim2a {min.)

Hounaance
-

Tee 100.00 san. Ires IRTH EMRIR. 0
3.0505]
Z.C[*Bl

1.0E+69
o.ogse bl

o0 34000 aas. iree BATD ELMMMIAN. D

1.0E464

Abundance

5.0E4S

0.0E+D
18.0

Time (oin.)

oo 110.08 amm. Sese CHTR.WREARMIA.

2.2E469
4

Rbundance

0.CE+R—

o0 030 Bb oo fres DAMR-AT AN

9.92+91

D.0E+0-

11.8
Tire (mair.)

Screening

-181-



Claudia Montes - 1998

ﬂﬁura V- y. Macro disenada para el andlisis de resultados del screening extraccion metilativa

IFile exme.mac: recherche substances apres extraction
methylative

|Path: /chem/toxmacros/exme..mac

ILie auu fichier: /chem/toxmacros/meti

l /chem/toxmacros/nsai

l /chem/toxmacros/reste

|Ecrite le 13.02.6***M.Ausburger et C. Grunauer*+*+
|Entete et information de l'echantillon

l

!

!

!

NAME entete

open "/ chem/toxmacro/meti" for output as #1

print #1

print #1 122 2222222222222 2R dadsdd g Al Rl )
print #1 o

print #1 ** Laboratoire de Toxicologie analytique
print #1 *

print #1 (2222 X222 222222222222 X2 XX X222 2
print #1

print #1

print #1 "Methods: nsaids(02

print i#1

closeitl

return
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! Temps de retention, definition des variables textes
|Premiere partie: TIC & fenetres du std interme

NAME variable

ITV =0.75 | DEMI-INTERVALLE
RTMEF = mefruside
1AINS

! Deuxieme partie: screening des xenobiotiQques presentes par
fen

window 3,0.034::0.65,0.65,0.70:1.00

window 4,0.034::0.65,0.65,0.70:1.00

window 5,0.034::0.65,0.65,0.70:1.00

window 6,0.034::0.65,0.65,0.70:1.00
graphics init

ch RTAAS-ITV:RTAAS+ITV, 194
graphics xaxis,, acetylsal. ion 194
integrate, RTAAS-ITV:RTAAS+ITV

ch RTibu-ITV:RTIBU+ITV, 180
graphics xaxis,, ibuprofen. ion 161
integrate, RTIB-ITV:RTIB+ITV

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

ch RTAAP-ITV:RTAAP+ITV, 108
graphics xaxis,, acetamidophen. ion 108
integrate, RTIB-ITV:RTIB+ITV

® 6 6 06 6 060 0 0 0 0 6O OO OO OO OO OSSO OO SO OO OO OO O OO O OO OO SO O OGO

ch RTindo-ITV:RTINDO+ITV, 180
graphics xaxis,, indomethacin. ion 139
integrate, RTIB-ITV:RTIB+ITV
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® .0 00 00 00 00O O L OO O OO0 00O OO OO OGS L SO OO G 00000000

ch RTRKETO-ITV:RTKET+ITV, 209
graphics xaxis,, ketoprofen. ion 209
integrate, RTKET-ITV:RTKET+ITV
graphics init

ch RTMEF-ITV:RTMEF+ITV, 223

graphics xaxis,, mefenamic. ion 223
integrate, RTmeF-ITV:RTmeF+ITV

® 0 0 0606 9 0 60 606 606060060 06060606 06060606000 0606000000606 00600 690 06000 060 00 990 00

ch RTnabu-ITV:RTNAB+ITV, 171
graphics xaxis,, nabumetone. ion 171
integrate, RTnabu-ITV:RTnabu+ITV

® ® ® 00 0606006006060 060 0600606000606 06060060606 06060 0060006000000 06000 00 090 090 00

® ® 0 6 6 0 00 ® 000 0 00

ch RTAAP-ITV:RTNAP+ITV, 185
graphics xaxis,, naproxen. ion 185
integrate, RTNAP-ITV:RTIB+ITV

ch RTindo-ITV:RTOXY+ITV, 352
graphics xaxis,, oxyphenbutazone. ion 352
integrate, RTOX-ITV:RTOX+ITV

ch RTibu-ITV:RTAAS+ITV, 180
graphics xaxis,, ibuprofen. ion 180
integrate, RTIB-ITV:RTIB+ITV
return
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NAME global
cpstop on
entete
variable
sitic
antinfl

autres

imp
printfile "/chem/toxmacros/meti","/chem/toxmacros
cpstop off

return

| THE END

CONCLUSION

Con los ensayos de linearidad y de recuperaci6n; con los espectros de identificacién de
cada substancia correctamente interpretados (teniendo en cuenta fragmentaciones y
reordenamientos propios de la estructura en cuestién) y con la macro escrita y funcionando en las
computadoras de los equipos GC-MSD se valido la técnica para este grupo de NSAIDs.

De esta manera este screening fue incluido en la rutina del laboratorio para el control del
doping, se lo utiliz6 para los anélisis especiales solicitados por los veterinarios y se lo incluy6é
también como técnica de gran utilidad en el laboratorio de toxicologia legal del mismo centro de

investigacion.
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CAPITULQ VI

CINETICA DE LOS MEDICAMENTOS EN EL ORGANISMO

Los medicamentos son administrados por diferentes vias (oral, intravenosa, intramuscu-
lar y subcuténea entre otras). La velocidad de ingreso al organismo dependera de la via elegida.
Una vez dentro del organismo la substancia en cuestion pasa a la corriente sanguinea, sera distri-
buida por todo el organismo y alcanzaré asi el blanco de accién. Pueden asociarse a las proteinas
plasmaéticas presentes en la sangre y formar "complejos de transporte”. Hay varias proteinas im-
plicadas en este proceso. La principal es la albimina, en menor escala le siguen las 8-globulinas y
las glicoproteinas 4cidas. Hay otras proteinas que intervienen también en el transporte de sub-
stancias especificas teniendo una capacidad selectiva para realizar un transporte determinado
(transferrina, Globulina de la tirosina etc.). Una vez que la substancia penetr6 en el caudal san-
guineo, no solo alcanzara su tejido u 6rgano blanco, sino que a través de la vena porta, la sangre
la hara pasar por el higado, que es el principal 6rgano donde se metabolizan los medicamentos.
Las células hepéticas, denominadas "hepatocitos”, contienen en los Reticulos Endoplasmaticos,
Liso y Rugoso (REL y REG) de sus mitocondrias, un gran nimero de enzimas que participan en
el proceso de metabolizacion de las drogas. Las enzimas del REL utilizando oxigeno molecular,
realizan reacciones de 6xido- reduccion y pueden catalizar también hidroxilaciones o pueden
causar rupturas oxidativas de uniones N-C u O-C. Estas enzimas son las llamadas hidroxilasas u
oxidasas. Hay también en el REL reductasas y transferilglucuronidasas, las que realizan el aco-
plamiento de las drogas al 4cido glucurénico. Entonces, las drogas lipofilicas pasan rdpidamente
de la sangre a la célula hepética y se ponen en contacto con las hidroxilasas y/o oxidasas de la
membrana del reticulo endoplasmético, podran por ejemplo adquirir un grupo -OH, y tendran
por lo tanto caracter hidrofilico. A este tipo de reaccién se lo denomina reaccion de FASE 1 del
metabolismo. Ahora, en presencia de NAD las reductasas y transferilglucuronidasas catalizaran

1a reaccién de conjugacion con el 4cido glucurénico llamandose a ésta la FASE Il del metabo-
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lismo. Los productos del metabolismo podrdn pasar nuevamente a la sangre o podra"n;:s'er secr;e-
tados en la bilis, dado su caracter hidrofilico podran ser facilmente eliminados por orina.

En la figura VI- a se muestra el camino que sigue la substancia incorporada por el orga-
nismo, la cual es transportada en el flujo sanguineo e ingresada al interior del hepatocito. La

misma es luego volcada en el canal biliar o devuelta al torrente sanguineo como metabolito.

Figura VI- a. Ruta metabélica de la substancia en un hepatocito.

METABOUTO

O-gluc uré nido

Una vez que la droga es asimilada por el organismo se la eliminard por diferentes vias. La
concentracion de una droga en un momento determinado en el organismo dependera del flujo de
ingreso al organismo y de la velocidad de eliminacién. La cinética plasmatica es entonces la com-
binacién de tres procesos: entrada, distribucién y eliminacién; superponiéndose estos procesos en

el tiempo.
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Segtin el modo de administracién de la droga, observaremos distintos tipos de curvas de
eliminacién. La Figura VI- b muestra distintas curvas segtin la administracién de la medicacién.
Vale destacar que la superficie por debajo de las curvas es la misma para dosis equivalentes ad-
ministradas por diferentes vias. (lo que se conoce en farmacologia como ley de las superficies

equivalentes).

Figura VI- b. Cinética plasmatica y modos de aplicaciéon de una substancia.

INTRAVENOSA

INTRAMUSCULAR

' "“\g\UBCUTANEA

.

tiempo

Una vez introducida la substancia en el organismo aumenta su concentracién en sangre.
A medida que la droga es transportada por la sangre y llega a los 6rganos y/o tejidos, es captu-
rada por lo mismos, y por lo tanto la concentraciéon en sangre disminuye. El flujo de entrada de
los medicamentos en el higado y en los rifiones representa una entrada de la substancia en los

6rganos de eliminacion, a través de los cuales sera posteriormente eliminada.

A continuacién explicaremos el trabajo de administracién de medicamentos y coleccién

de muestras. Genéricamente a estos estudios los denominaremos estudios de excrecion

(Excretion Studies= ES).
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MATERIALES Y METODOS

TRABAJO DE CAMPO (TC) REALIZADO CON EQUINOS

Se medicaron distintos ejemplares de caballos (Equus Caballus ) del campo “La Armonia”
en la localidad de Pehuaj6 (Provincia de Buenos Aires). Por otro lado, en un trabajo conjunto con
el Haras Federal de Avenches (Cant6n de Vaud, Suiza), y con el Hospital Universitario de
Ciencias Veterinarias de la ciudad de Berna, Suiza se medicaron también otros ejemplares con
una dosis tnica de un sélo anti-inflamatorio no esteroide. Las vias de introduccién fueron diver -
sas: via intramuscular (IM), intravenosa (IV), y/u oral (O). (ver protocolos para cada caso).

Las inyecciones y las dosis aplicadas fueron realizadas por el veterinario a cargo de cada

establecimiento.

Estudios de Excrecién

En el caso de los caballos de Pehuajo, las extracciones se realizaron cada 6 horas y durante
36 hs aproximadamente, con el objetivo de ver el tiempo maximo de presencia del medicamento
en la sangre y su posible detecci6n.

La Universidad de Berna asi como del Haras Federal, se tomaron muestras de sangre
completa, suero y orina a distintos intervalos de tiempo (ver protocolo correspondiente) con el

objetivo de obtener las respectivas curvas de concentracion.

. Las muestras de sangre completa se obtuvieron utilizando tubos con heparina. Los sueros
fueron separados del codgulo luego de una centrifugacién de 10 minutos a 2500 r.p. Las muestras
fueron luego fraccionadas en volimenes de 2, 5 ml e inmediatamente congeladas hasta su
posterior andlisis.

. Las muestras de orina se tomaron mediante una sonda urinaria conservando condiciones
méximas de esterilidad e impidiendo de este modo la infeccion del ejemplar. Hay que remarcar

que de este modo se extrae un volumen determinado de orina y no el volumen total, lo que nos
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impediréd el calculo de la concentracion total de substancia excretada. Las orinas fueron

fraccionadas en volimenes de 2, 5 ml e inmediatamente congeladas hasta su posterior andlisis.

TRABA N VOLUNTARIOS

Una sola dosis oral, terapéutica de distintos NSAIDs fue administrada a un grupo de
voluntarios (una droga por voluntario). El protocolo para dichos ensayos fue aprobado por el

Comité Etico del Hospital Universitario de Lausanne.

Estudios de excreciéon

Se tomaron las muestras de orina de la siguiente forma:

El voluntario debi6 colectar la Gltima orina antes de 1a toma del medicamento (orina
negativa).

A partir de la ingesta del mismo todas las orinas fueron guardadas.

Los volimenes de cada miccién fueron cuidadosamente medidos. Cada orina
corresponde entonces a un tiempo de excrecion preciso (horas).

Las muestras fueron fraccionadas en volimenes de 2,5 ml e inmediatamente congeladas

hasta su posterior andlisis.
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SUBSTANCIAS ESTUDIADAS

PHENYLBUTAZQONE

De esta substancia, ya que es la de mayor uso veterinario consideramos importante des -
cribir en forma detallada su metabolismo ademds de describir posibles metabolitos encontrados;
de los otros NSAIDs estudiados s6lo expondremos los resultados (curvas de excrecién y concen -
traciones halladas). Dentro del grupo de los anti-inflamatorios no esteroides, el miembro funda -
dor fue la aspirina; el segundo més antiguo es la  Phenylbutazone también llamada butazolidine o
butadione introducida inmediatamente después en la medicina veterinaria. Estructuralmente se

asemeja a la antipyrine (Figura VI- a.) un analgésico poco usado en medicina clinica.

Figura VI- c. Estructura de la Phenylbutazone y de la antypirine

Phenylbutazone Antipyrine = Phenazone=Analgesine
o) (CHz2)3~CHs CHa
N

N CH 0
o TN
\N

N
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Propiedades:

Es un polvo blanco, con un punto de fusi6én entre 104- 107 °C.

Practicamente insoluble en agua, soluble 1:28 en etanol; 1:15 en éter.

Su pKaesded,da20°C

La Phenylbutazone provoca anemia apléstica y agranulocitosis pudiendo producir la
muerte es por esta razon que su uso estd actualmente muy restringido.

Sus efectos secundarios en humanos, incluyen: ulceraci6n gastrointestinal, hepatitis, der -
matitis exfoliativa y agranulocitosis

Varios casos de intoxicacién y muerte han sido descriptos (Bruck, 1954), (Mauer, 1955).
Adn en los afos 70 se describen casos fatales relacionados con dosis terapéuticas de
Phenylbutazone (Inman, 1977) .

La Phenylbutazone ha sido una medicacién permitida en la mayoria de las jurisdicciones
de carreras de los EE.UU. en los Gltimos anos de la década del 50. En los ltimos tres afios en el
archivo de la Association of Racist Chemists, mads de 2000 anélisis revelan la existencia de
Phenylbutazone (Hyde, 1992)

La Phenylbutazone es todavia utilizada en gran escala como agente anti-inflamatorio en
caballos pese a sus serios efectos secundarios. Para el diagnéstico de sangrado gastrointestinal la
determinacién de la concentracion de la Phenylbutazone es importante para esclarecer su uso re -
ciente (Gupta, 1990)

Su uso es también amplio en bovinos por lo cual la deteccién de la  Phenylbutazone en los

productos alimenticios derivados esté siendo estudiada (De Veaux, 1996)
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En humanos se transforma por para-hidroxilacion de uno de los grupos fenilos en  oxy-
phenbutazone que tiene un efecto farmacol6gico equivalente al de la Phenylbutazone, la vida media
es de 72 horas y va en un 99% unido a proteinas plasmaticas, al igual que la  Phenylbutazone. Un
segundo metabolito surge de la oxidacién de la cadena lateral de la Phenylbutazone dando la
3'OH-phenylbutazone, (Figura VI- b) aparentemente no tiene accién farmacolégica y su vida media
en plasma es de 12 horas, a partir de la cual se origina la  dihydroxyphenylbutazone. Una dosis de
Phenylbutazone se elimina lentamente en orina (aproximadamente 61%). En un periodo de 2 dias
la excrecion urinaria muestra las siguientes cifras:

1% de la dosis se excreta como  Phenylbutazone sin cambios; 9 % como Oxyphenbutazone,
3’OH-phenylbutazone y dihydroxyfenylbutazona ; 40% son 4C-glucurénidos de Phenylbutazone ; 12%
son de 3'OH-phenylbutazone (Clarke's 1986).

En heces se excreta un 27% por un periodo de varios dias.
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Figura VI- d. Vias metabélicas de la Phenylbutazone en humanos.
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El metabolismo y la farmacocinética de la Phenylbutazone han sido estudiados en
diversos animales, (Alexander, 1985), (Tobin, 1986), (Lees, 1985; 1987; 1988), (Eltom, 1993). Sin
embargo es en los caballos donde cobra importancia su estudio desde el punto de vista del
control del doping (Soma, 1983), (Brotherton 1984), (Houston, 1985).

En humanos luego de 25 aitos de la introduccion de la Phenylbutazone en el mercado, se
continia acumulando conocimientos basicos en cuanto a la farmacocinética de la misma en el ser
humano (Aarbakke, 1978), (Midha, 1974), (Midha, 1978).

Los datos de estos estudios muestran que al administrar una dnica dosis de 400 mg de
Phenylbutazone a un voluntario sano de sexo masculino, la misma es eliminada lentamente y se
obtuvieron los siguientes resultados de recuperacion de la substancia: 88% es la cantidad total de
la droga recuperada luego de 21 dias de su administracion. El 61% se encontr6 en orina y el 27%
en heces.

La estructura de los conjugados fue también analizada, y se observa que solo la
oxyphenbutazone se conjuga como O-glucurénido y el resto se conjuga a través de uniones C-C,
C(4)- glucurénidos, lo que marcaria una nueva categoria de metabolitos (Dieterle, 1976)

Un aflo més tarde se confirma que para la Oxyphenbutazone la eliminacién es
principalmente como O-glucurénidos pero en bajas concentraciones (Aarbakke 1977).

En caballos 1a Oxyphenbutazone y la hydroxyphenbutazone han sido descriptos como los dos
metabolitos principales. Sin embargo en los andlisis por GC aparece siempre otro pico pequefio y
menos importante, este compuesto en baja concentracién es el diazobenceno, que ha sido
identificado por GC-MSD (Jouany, 1983). Hyde W., en 1988 estudia la presencia de Phenylbutazone
y sus metabolitos en caninos comparando los resultados obtenidos luego de administrarseles una

dosis tnica y dosis miltiples durante 24 hs.

Hasta el dia de hoy la Phenylbutazone ha sido detectada por diferentes métodos. Burns en
1953 desarroll6 y mejor6 las técnicas para la deteccién en fluidos y tejidos por espectrofotometria
UV y junto con Wallace, quien describe su método de deteccion en 1968, han sido los precursores

de dicha metodologia.
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Mc Gilveray en 1974 determina Phenylbutazone en plasma humano por GC-FID y MSD.

En 1978 se describe un método por GC con deteccién por ECD (Electron Capture Detector o
detector de captura de electrones) llegando a cuantificar en plasma 10 ng/ml (Siufi, 1978). En
1982 Budd R., describe una técnica también por GC para la deteccién de Phenylbutazone en
plasma, bilis, sangre y orina. Por HPLC varios han sido los métodos descriptos con un limite de
deteccién del orden de los ng/ml de plasma u orina (Marunaka, 1980), (Aarons, 1980). En 1988
Hyde W., describe un método para deteccién de Phenylbutazone y sus metabolitos (Hyde, 1988)
usando extraccién de par i6nico y andlisis por HPLC con detector UV-DAD (Diode Arrange

Detector o detector de arreglo de diodos).

Determinacién de Phenylbutazone en plasma y orina.

Previamente al trabajo de campo se preparar6, para facilitar y agilizar esta tarea, un
protocolo que se completaria con los datos necesarios a medida que se iba realizando la

experiencia (Figura VI- e).

Figura VI- e. Protocolos para la coleccion de muestra positiva

Medicacién: Phenylbutazone
Nombre del ejemplar: Urania
Peso: 660 kg.

Edad: 4 afios

Sexo: f

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

10.01 8h05 20g

Modo de administracién: oral "Equipalazone”, 2 g
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RECOLECCION DE ORINA POSITIVA:

Tiempo (fecha y hora) Volumen (ml) pHy?d
TO0: 07.01 15h30 100 ml pH: 8,09 & 1,029
T1: 10.01 11h15 100 mi pH:7,69 &: 1,044
T2:11.01 09h10 100 ml pH: 8,34 §: 1,038
T3: 12.01 8h30 100 ml pH: 8,01 & 1,041
T4: 13.01 9h00 100 m! pH:7,94 &: 1,041

Recoleccién de sangre positiva:

Tiempo 0 15' 30 lhora |3hs 7hs |24hs |48hs ]|72hs |9dias

Medicacién: Phenylbutazone
Nombre del ejemplar Giirilo
Peso: 590 kg.

Edad: 10 afios

Sexo: m

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

23.03 15h25 40g

Modo de administracién: Inyeccion Intravenosa 20 ml

Recoleccién de sangre positiva:

Tiempo 0 6hs 12 hs 18 hs 24 hs 48 hs

Se conservé 1 tubo con sangre y anticoagulante (heparina) en heladera hasta ser
congelados 48 hs més tarde.

Otra serie de tubos se dej6 a temperatura ambiente lo que facilita la formacién del
coagulo y se centrifug6 y se separ6 el suero en tubos de vidrio, los que fueron congelados 48 hs

mas tarde.
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Andlisis realizados:

Utilizando la extraccién metilativa, se detect6 y cuantificé la Phenylbutazone en los
distintos fluidos biol6gicos. De los metabolitos de la Phenylbutazone, existe s6lo como producto
comercial la Oxyphenbutazone, y se lo adquiri6 para poder utilizarlo de patr6n de referencia, para
comparar su espectro de masas con el obtenido en la muestra y ademas en caso de cuantificarlo
poder realizar una curva de calibracion. Otros metabolitos de la Phenylbutazone, fueron solamente

detectados e identificados.

RESULTADOS

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Phenylbutazone se obtuvieron los
espectros ya presentados en el CAPITULO V. (ver figura V- 0). Estos mismos espectros se
obtuvieron en los animales inyectados.

Para evaluar los resultados de los anélisis realizados a todas las muestras obtenidas se
cre6, modificando la macro” descripta en el capitulo V, otra macro més sencilla, con el objetivo de

detectar facilmente la Phenylbutazone y la Oxyphenbutazone.

* Macro: es un programa creado en la computadora que va acoplada al equipo y que permite automatizar la obtencién de resultados. En el
caso del presente trabajo la macro fue escrita en lenguaje Pascal y UNIX segiin el equipo.
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ura VI- f. Metilacién de la Phenylbutazone y sus metabolitos principales durante la EM
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Dado que no se obtuvo el standard comercial de dihydroxyphenylbutazone (metabolito de la

Phenylbutazone), no se pudo comparar la muestra auténtica con el espectro encontrado en el T1

del suero. Sin embargo este espectro puede considerarse proveniente de la fragmentacion de la

molécula de dicho metabolito.

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE Y SU VARIACION

LUEGO DE LA EM

DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE PIAYDROXY PHENYLBUTAZONE
PM: 340 PM: 382
OH OCHg
HqC- Cha- G CHy HaC CHy- = CHy
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA DE DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE LUEGO DEL

IMPACTO ELECTRONICO EN EL DETECTOR DE MASAS

HyC

283

Los iones significativos en el espectro de masa son los iones a m/z =382, que corresponde al ion
molecular, y los iones a m/z= 339 y a m/z= 283. El ion molecular es el de la sefial de base, su
abundancia elevada se explicaria por la estabilidad que adquiere la molécula al ciclarse. (Ver
ecuaciones 11, 12 y 13 del anexo correspondiente al capitulo V). Los iones m/z= 339 y a m/z= 283
son el resultado de la fragmentacién y el reordenamiento molecular luego del impacto electrénico
de 70 eV. Los reordenamientos de estas fracciones formarian estructuras de tipo tropilio y
estructuras policiclicas de alta estabilidad, tal como lo describiéramos para la Phenylbutazone y

Oxyphenbutazone en el anexo correspondiente al capitulo V
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE

DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE METILADA
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En cuanto a la 3’hydroxiphenylbutazone, ya sea por cuestiones de concentraciones o de vida

media muy corta, no fue posible detectar dicho metabolito en ninguna muestra.

3'HYDROXYPHENYLBUTAZONE 3'HYDROXYPHENYLBUTAZONE
PM: 324 di-Metilada
PM: 352 CH,
OH 0
HzC CHz g CHa H2C—CH2—8 CHs
O\ o\
C-O_CHg

So— aRe

Normalmente en las técnicas de control del doping en equinos, se utiliza sangre completa
como matriz a analizar. Nos pareci6 interesante comparar resultados de los anélisis realizados en

sangre completa y en suero para poder en el futuro determinar sobre que fluido es conveniente

trabajar.

Concentracién de Phenylbutazone en suero y sangre

Para la cuantificacién se obtuvo una buena curva de calibracion con las superficies

absolutas del ion 322 de la Phenylbutazone. metilada (ion molecular).
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SANGRE Y SUERO

muestra Phenylbutazone presencia de Phenylbutazone | presencia de
concentracion oxyphenbutazo- | concentracién oxyphenbutazo-
pg/ml SANGRE | neSANGRE pg/mi SUERO | neSUERO
t) ) .
=15 0,087 0,073
t2= 30 0,713 1,611 si
t3= 60’ 0, 654 2,48 si
t4=3 hs 0,536 1,797 si
t5=7 hs 0, 495 si 1,793 si
t6= 24 hs 0,853 si 2,759 si
t7= 48 hs 0,109 1,893 si
t8=72 hs 0, 064 0, 052
t9=9 dias 0, 064 0
ORINA
muestra T’henylbumzone presencia de
pg/mi Oxyphenbutazone
t0 0, 002
t1=90" 1,691 si
t2=25 hs 2,209 si
t3=48 hs 0,143 si
td=72 0,019 si
t5=9 dias 0, 002
R TA E PLAR "GU 1 "
SUERO
muestra Phenylbutazone concentracion | presencia de
pg/mi Oxyphenbutazone
t0 0
t1= 6hs 5,6 si
t2= 12hs L8 si
t3= 18hs 1,15 si
t4=24hs 1,04 si
t5= 42hs 0,16
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Figura VI- g. Concentracion de  Phenylbutazone en suero, sangre completa y orina (¢jemplar

"Urania")

Urania, 3 mg/kg oral, sangre

3 -
-_ 2 -
£,
=8
0 ,
1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo
Urania, 3 mg/kg oral, orina
3
E° A 4
£,
0 + + + Ak
1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo




Anti-inflamatorios no ¢steroides

Figura VI- g'. Concentracion de Phenylbutazone en suero (ejemplar "Giiirilo")

6 T GUIRILO,0.0067 mg/kg intravenosa
5
_ 4
S
o 3
2
1
0
Ohs 6hs 12hs 18hs 24hs 42hs

Las serales utilizadas para la cuantificacion, fue la de m/z= 322 para la Phenylbutazone y
la de m/z= 352 para la Oxyphenbutazone, que son los iones moleculares de cada substancia.

En la comparaci6én de las concentraciones halladas en sangre completa y suero, se ve una
neta diferencia entre los resultados. Podria deberse segun lo publicado por Hyde (1992) quien
comprob6 que Ia Phenylbutazone en contacto con los gl6bulos rojos se veia afectada en los ciclos de
congelar y descongelar, pudiendo la concentracién de la misma disminuir hasta un 40% con cada
ciclo. La diferencia de concentraciones entre la sangre completa y el suero podria explicarse por
un simple efecto de concentracién de la substancia en el suero, ya que inicialmente para un
determinado de sangre se obtiene practicamente la mitad de suero.

Vsangre
Vsuero = rsangre

Lo apropiado seria: sacar 2 tubos con idéntico volumen, uno de ellos con anticoagulante y
el otro sin él. Extraer el suero y diluirlo con solucién fisiolégica hasta obtener el mismo volumen

inicial. Otra proposici6n interesante seria la de trabajar siempre con suero como matriz biolégica,
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ya que en primer lugar es una matriz mas limpia que la sangre entera, y, por otro lado ya
partiriamos con una mayor concentracién de las substancias lo que facilitaria su deteccién.
En humanos hay publicados valores de referencia, tales como los hallados por Mc

Gilveray (1974). Con una dosis tnica de 200 mg (oral) hallaron las siguientes concentraciones

plasmaticas:
muestra Phen ylbutazone concentracion
ug/ml
3hs 16,0
48 hs 10,0
144 h 4,0

En el mismo afio, Midha, determina para una dosis tnica de 400 mg (oral), que la
concentracion plasmética en humano de Phenylbutazone se eleva a 60 pg/ml inmediatamente
luego de la ingestion, y que se la puede detectar durante los 16 dias siguientes a la ingestién en
un rango de 1-3 ug/ml. La Oxyphenbutazone en cambio, tiene una concentracién de 10 pg/ml
luego de las 72 hs y se mantiene también en un rango de 1-3 pg/ml luego de 16 dias.

Piperno (1968) cuantifica en plasma equino, determinando las siguientes concentraciones:

Phenylbutazone: 2gr/500 kg. (4 mg/kg.)

muestra Phenylbutazone png/ml
0-1hs 18,0
1-3 hs 16,0
4-5 hs 8,0
67 hs 6,0
9 hs 3,0
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Comparacion de resultados:

muestra (4 mg/kg.) (3 mg/kg.) 6,7 mg/kg.)
Phenylbutazone Phenylbutazone Phenylbutazone pg/ml
pg/mil ng/ml Suero Suero
Plasma Urania Giiirilo
Piperno 1968

0-1hs 18,0 2,48 -

1-3hs 16, O 1,797 -

4-5 hs 8,0 1,797 -

6-7 hs 6,0 1,793 5, 6

9hs 3,0 2,759 1,8

Los resultados hallados en suero, y procesados con la misma metodologia podrian acep-
tarse como equivalentes, ya que si estimdramos con un muy simple célculo la concentracién que
hallariamos en Urania si se le hubiese duplicado la dosis, los niveles se acercarian mucho a los
encontrados en Giiirilo con dicha dosis. Sin embargo estos resultados estdn muy alejados del des-
cripto por Piperno. Podriamos justificar esta diferencia simplemente por un problema de concen-
tracion diferente de droga en plasma y suero, o por la falta de valor estadistico de estos estudios

ya que s6lo se realizaron con un solo ejemplar y por tnica vez.

CONCLUSION

A los fines del andlisis de control del doping, o de estudios para diagn6stico veterinario,
basta detectar la presencia de Phenylbutazone y Oxyphenbutazone para diagnosticar la muestra
como positiva a dicha substancia. Por lo tanto no se insistird para tal fin en la biasqueda de otros
metabolitos.

La Phenylbutazone es detectable hasta 72 horas luego de la toma de la misma. En orina se
encuentra aun 9 dias después de la ingesta.

En cuanto a los estudios de excrecién, podriamos concluir que las cantidades detectadas
son particulares para cada individuo, ya que la excrecién de la substancia varia de uno a otro

seguin el metabolismo, entre otras caracteristicas de cada ejemplar.
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DICLOFENAC

También llamado Diclophenac , es el (2-(2, 6-dichloroanilino) phenyl)acetic acid. (Nombre co-
mercial: Voltaren). Es un inhibidor de la prostaglandina sintetasa, tiene por lo tanto acciones an-
tipiréticas, analgésicas y anti-inflamatorias’. Es muy usado en deportistas humanos y en atletas
equinos. Se utiliza también en el tratamiento de enfermedades reuméticas y en el tratamiento
contra el dolor. Tiene una gran actividad anti-inflamatoria en animales, atn en las formas expe-
rimentales de inflamacién crénica inducida, y tiene un indice terapéutico més elevado que el del

Indomethacin y la Phenylbutazone, (Stierling, 1979).

Indice terapéutico =IT= es la relacién entre la dosis efectiva 50 (DES0) y la dosis letal
50 (DLS50). Indica los rangos en los que producir4 los efectos deseados y expresa la

selecticviddel farmaco.

T = DL
DESso

Por encima de los valores del indice terapéutico el medicamento podria tener

efectos téxicos, y por debajo, ser inefectivo.

Figura VI h. Estructura del Diclofenac

Cl Cl

-

El Diclofenac es uno de los inhibidores mds potentes de la ciclooxigenasa, la enzima "pivotal® en la transformacién del dcido
araquidénico en prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), y prostaciclinas.

Diclofenac tiene doble efecto regulatorio sobre la produccién de leucotrienos y prostaglandinas. Parte de estos efectos estin
mediados por la concentracién del &cido araquidénico libre intracelular (mecanismo semejante al ejercido por todos los anti-inflamatorios
esteroides). Este efecto modulador del diclofenac en monocitos humanos le dan un rol principal en el tratamiento de inflamaciones crénicas.
(Ku, W. Lee, H.V. Kothari, E.F Kimble, L. Liauw, And |. Tjan. 1985).
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Es un polvo blanco, con un punto de fusi6én entre 152-158°C

Soluble en agua (>9 mg/ml) y en metanol (>24 mg/ml)

SupKaesded4,0a25°C

Posee un cociente de particion de 13, 4 en n-octanil y buffer acuoso a pH 7, 4

La droga es facilmente absorbida y la maxima concentracion plasmética se encuentra
entre las 0, 5 y 2, 0 horas posteriores a su administracion. El tiempo de méixima concentracion se

reduce cuando la toma se hace con la comida.

Brogden en 1979 y més tarde en 1984, actualiz6 y resumi6 los datos publicados hasta en-
tonces. Los mismos indican que las dosis diarias de Diclofenac de 75-150 mg (suministrado 25-50
mg 3 veces por dia), son comparables en eficacia a las dosis diarias de aspirina de 3,0-5, 0 gr. y al

Indomethacin de 75-100 mg diarios en la artritis reumatoidea.

Se absorbe bien por via oral, experimentando luego reacciones de Fase I del metabolismo,
y finalmente pasan la Fase Il para dar metabolitos conjugados. Se excreta principalmente como
metabolito (60%). El 99 % de la droga se une a proteinas plasméticas para ser transportada. El
Diclofenac es ampliamente distribuido en el organismo y su excrecién ocurre en bilis y orina.

Posee una vida media de 3 horas (las mayores concentraciones se encuentran en higado,
pulmones y sangre), tiene muy buena penetracién en liquido sinovial y se excreta aproximada-
mente 60 % en orina y 30 % en materia fecal.

Los arreglos estearicos de los anillos influencian su accién con el receptor, mientras que el
coeficiente de particion es el responsable del comportamiento cinético, absorcion, excrecién y la

unién a proteinas y a otros sitios (Martel 1976).
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John en 1979 describi6 que una sola dosis de Diclofenac es absorbida rédpidamente en ayu-
nas, y el primer pico de concentracion en plasma se encuentra 2 6 3 horas més tarde; en las 2, 5
horas siguientes la concentracion baja el tamano del pico en GC a un 10 % y 8 hs més tarde ya es
practicamente indetectable.

En 1979 Stierling aisla e identifica los principales metabolitos urinarios del Diclofenac en
rata, perro, baboon y en hombre; también identifican los metabolitos biliares de rata y perro. La
substancia madre y 4 metabolitos fueron detectados en humanos, 3° hydroxidiclofenac, 4" hydroxi-
diclofenac, 5 hydroxi diclofenac y 4'-5 dihydroxi diclofenac. El 4' y 3' hydroxi diclo tienen practica-
mente el mismo perfil farmacocinético que el Diclofenac pero tienen menor actividad (Tabla VI- a).

La concentracion en liquido sinovial y plasma de este anti-inflamatorio fue estudiada por
Fowler en 1983 quien sefiala los siguientes puntos:

-La dosis en plasma alcanza su pico méaximo (Tmax) 2 hs después de la administracién
oral de tabletas de 50 0 75 mg.

-El Diclofenac en liquido sinovial tiene mayores concentraciones que en plasma a 4,8 y 12
horas después de una simple dosis oral, también a 0; 4; 8; 12 horas en el dia 8. Lo que indica la
persistencia del Diclofenac en liquido sinovial sin acumulacion en plasma.

-El Diclofenac se une a la albtimina, a proteinas séricas y a proteinas del liquido sinovial.

Tabla VI- a. Metabolismo del Diclofenac en distintas especies.

DOSIS Via de ad- Material biolégico % de la dosis ex-
RATA ministracién cretada

5 mg/kg. oral orina 0-48 hs 40%

10 mg/kg. V. (intravenosa) | orina 0-48 hs 40%

2X30 mg/kg. LV. bilis 0-4hs 85%

Metabolitos identificados

4’ hydroxi diclo sulfato 50%

5 hydroxi diclo conjugado(no identificado) 20%
Diclofenac 1%

Diclofenac éster glucurénido 50%
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Tabla VI- a. (cont). Metabolismo del Diclofenac en distintas especies.

DOSIS Viade Material biolégico % de la dosis ex-
PERRO administracién cretada
5mg/kg. I.V., oral orina 0-96hs 49%

5 mg/kg. LV. bilis 0-8 hs 90%
Metabolitos identificados

Diclofenac taurina conjugado 50%

Diclofenac conjugado( no identificado) 15%

4' hydroxi diclofenac 5%

Diclofenac ester glucurénido 80%

DOSIS Viade Material biolégico % de la dosis ex-
BABOON administracién cretada

5 mg/kg. I.V., oral orina 0-72 hs 70%
1mg/kg. [(intramuscular) orina 0-48 hs 70%
Metabolitos identificados

Diclofenac conjugado 20%

4" hydroxt diclo conjugado 20%

5 hydroxi diclo conjugado 20%

3" hydroxi diclo conjugado 10%

DOSIS Viade Material biolégico % de la dosis
HOMBRE administracién excretada
150 mg oral orina 0-72 hs 60%

Metabolitos identificados

4' hydroxi diclofenac conjugado
4'5 dihydroxidiclofenac conjugado
Diclofenac conjugado

5 hydroxi diclofenac conjugado
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ESTRUCTURA QUIMICA DEL DICLOFENAC Y SUS METABOLITOS LUEGO DE LA EM

En 1988, Faigle identifica un nuevo metabolito de Diclofenac en plasma humano. Hasta ese
momento se conocian los metabolitos hidroxilados en diferentes posiciones de los anillos
fenélicos, los derivados conjugados y las indolinas derivadas de los mismos. Este metabolito es el
3" hydroxi 4' methoxy Diclofenac.

Figura VI- i. Diclofenac y Metabolitos metilados

3' OH DICLOFENAC METILADO 4' OH DICLOFENAC METILADO
PM: 339 PM: 339
o ?
C[ CH,~C— OCH, C[criz‘c- OCHj,
H
N, N~
OCHj,4 OCHj,
DICLOFENAC METILADO 3'0H 4' METHOXY
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DETERMINACION DE DICLOFENAC EN PLASMA Y ORINA.

Previamente al trabajo de campo se preparard, como ya hemos descripto para la

Phenylbutazone, un protocolo que se completaria con los datos necesarios a medida que se iba

realizando la experiencia (Figura VI- j). Se trabaj6 con un equino al cual se le hicieron sucesivas

tomas de sangre, y con un voluntario humano.

Figura VI-j. Protocolos para la coleccién de muestra positiva

Medicacién: Voltaren
Nombre del voluntario: MS
Sexo: m

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

15.01 13h30 50 mg

Modo de administracién: oral 1 comprimido

Medicacién: Diclofenac
Nombre del ejemplar: Polera
Peso: 480 kg.

Edad: 12 afios

Sexo: f

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

23.03 15h45 3,5 gr.

Modo de administracién: inyeccion intravenosa (dioxaflex) 15 ml

Recoleccién de sangre positiva:

Tiempo 0 6hs 12 hs 18 hs 24 hs

48 hs

Cinética de los medicamentos
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Se conservoé en heladera una serie de tubos con sangre y anticoagulante (heparina) hasta
ser congelados 48 hs mds tarde.
Otra serie se dejo a temperatura ambiente lo que facilita la formacién del coagulo y se
centrifugd y se separ6 el suero en tubos de vidrio, los que fueron congelados 48 hs mas tarde.
Las orinas del voluntario se juntaron de la siguiente forma:
Se colect6 una orina antes de la toma del medicamento (T0) que se usard como
orina blanco o libre de compuesto.
Se midi6 el volumen de cada miccién.

La duracion del estudio fue de 48 horas.

Analisis realizados:

Utilizando la extraccién metilativa, se detect6 y cuantificé Diclofenac en los distintos

fluidos biol6gicos.

Hidrélisis (H!)

Como ya menciondramos, los primeros datos de la biotransformacién del Diclofenac en
animales y humanos fueron informados por Riess (1976). En 1978 los mismos autores realizan
andlisis en orina y bilis de rata, perro, mono y humanos. Como ya menciondramos, el
metabolismo del Diclofenac en humanos implica no solo la hidroxilacién del mismo sino su

conjugacion a grupos glucurénidos y sulfatos.



Anti-inflamatorios no esteroides

En 1981 Schneider cuantifica 4 metabolitos del Diclofenac en orina, con una extraccion

metilativa y deteccién por ECD.

Técnica:
3miNaOHS5N
75°C
30 minutos
extraccion alquilativa
Resultados: 4’ OHdiclofenac > 4°-5 dihydroxidiclofenac >

>5hydroxidiclofenac >3' hydroxidiclofenac > diclofenac

Avgerinos (1993) analiza por HPLC, orina y plasma de voluntarios medicados con
Voltaren. Las muestras de orina son hidrolizadas con HCI 4 M (100 pl para 1 ml de orina) y luego
inyectadas al HPLC.

Stierling, pone a punto dos nuevas técnicas para la deteccion y cuantificacion.

Stierling, 1979 (a)

Técnica:
Hidrélisis con KOH 40%
100°C
2 horas
Resultados: En orina humana: 4' hydroxi diclofenac> 5 hydroxi diclofenac> diclofenac
En todas las especies estudiadas se encontraron pequenias cantidades de metabolitos sin
conjugar, probablemente los ésteres glucuré6nicos sean hidrolizados en el organismo
(conductos urinarios) ya que se descompones a pH levemente alcalinos.

Resultados: En humanos pequeias cantidades de Diclofenac sin conjugar fueron detec-

tadas.

Cinéticn de los medicamenios -219-
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Stierling, 1979 (b)

Técnica
Dado que se produce una hidroélisis "espontanea” en el pH urinario, y a temperatura
ambiente, la toma de muestra se realiza en hielo y se le agrega inmediatamente buffer
acetato de pH 4-5.
Orina humana, pH 14 NaOH 6 hs a temp ambiente, extraccién con 1, 2 dicloroetano a
pH 5 (buffer acetato). Resultados: compuestos Ver tabla VI- a.

La fase acuosa se hidroliza a pH= 0 con HCl a temperatura ambiente durante 6 horas.

Presencia de indolina

Consideramos entonces necesario realizar un ensayo de hidroélisis del Diclofenac y analizar

los resultados para determinar si se debiera o no realizar una modificacion de la EM.

Ensayos Realizados:

La extraccién metilativa se realiza a un pH alcalino (pH: 12). Basdndonos en la literatura

descrita anteriormente, preparamos entonces la siguiente experiencia.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NaOH 6N 30pl 200 pl 100 pl 200 ul 100 pl 200 pl 100 pl 200 pl 2.5ml
Tiempo de |0 0 1 hora 1 hora 3hs 3hs overnight | over- 30
H! night
Temperatur | ambiente | ambiente | ambiente | ambiente | ambiente | ambiente | ambiente | am- 75°C
a bicente

extraccién metilativa en orina humana ( Ver tabla VI- b. tiempo de excrecion T3, voluntario "MS")

Tubo 1 2 3
NaOH 6N 30 ul 200 pi 2,5ml
Tiempo de H! * 0 3 horas 1/2 hora
Temperatura ambiente ambiente 75°C

extraccion metilativa en plasma equino (tiempo de excrecion T3, ejemplar "Polera”)

* Hidrélisis
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Se buscaron por MSD los iones correspondientes al Diclofenac y a algunos de sus

metabolitos principales. Se obtuvieron los siguientes resultados:

muestra : orina Superficie absoluta Superficie absoluta
ion 242 Diclofenac ion 339 metabolito del diclo
sin H! 30 ul EM 13817 19853
sin H! 200 ul EM 15766 19060
100 uL 1 hora H*! EM 13635 14867
200 uL 1 hora H! EM 12994 12623
100 pL 3 horas H! EM 16495 19884
200 pL 3 horas H! EM 16631 19908
100 uL 24 horas H! EM 14136 15997
200 pL 24 horas H! EM 15077 16937
* H!= hidrolisis
X1: surface diclo 242
Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:
14818.875 1376.261 486.582 1894095.268 |9.287 8
Minimum: Maximum: Range: Sum: Sumof Sqr.: __ # Missing:
12994 16631 3637 118551 1770051117 0
X3: 50H diclo 338
Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:
17391.125 2742.551 969.638 7521584.982 18.77 8
Minimum: Maximum: Range: Sum: Sum of Sqr.: # Missing:
12623 19908 7285 139129 2472260925 0

muestra: plasma suprficie ion 214 | superficie mefru | sup rel 214/mefru
Diclofenac

sin H! 41584 2960 14.049

H! 200 pul NaOH temp. amb. 3hs | 38071 2150 17.707

H! 2.5 ml NaOH 30'75°C 20609 1261 16.343

El std interno fue agregado luego de la hidrolisis, es por lo tanto s6lo un control de la

extraccion es por eso que se compararon las superficies absolutas.

Cinética de los medicamentos
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CONCLUSION:

El Diclofenac detectado en orina, es Diclofenac total, la hidr6lisis se produce entonces es-
pontaneamente probablemente a causa del pH alcalino de la extraccion metilativa. En plasma el
dnico producto detectado es el Diclofenac, (no se encontraron metabolitos) el cual aparentemente
se hidroliza también durante la extraccion metilativa ya que las diferencias no nos muestran una
gran diferencia entre total y libre. Fowler en 1983, describe un método en el cual hidroliza antes
de realizar la extraccion. No realiza ninguna comparacion entre Diclofenac libre y conjugado ya
que lo que buscan es el diclo total. En nuestro caso en plasma la superficie absoluta disminuye
con una hidrélisis a 75°C, pero no diminuye mucho a temperatura ambiente. En caso de querer
asegurar la detecci6n de Diclofenac total la metodologia de hidrélisis a implementar seria a tempe-

ratura ambiente.

TUD DE EXCRECI

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Diclofenac se obtuvieron los espectros ya
presentados en el CAPITULO V. Estos mismos espectros se obtuvieron en las muestras analiza-
das.

Para evaluar los resultados de los anélisis se cred, tal como se mencionara para la
Phenylbutazone, una macro mas sencilla, con el objetivo de detectar facilmente la substancia

buscada.
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Figura VI- k. Variacién de la concentracion sérica de Diclofenac en el tiempo”

Estudio de excrecién, caballo
(Polera)
1.2 T T T T
1.0 F
€ 0.8 —@— concentracién pg/mi H! 04.08.95
=)
a2
&
2 0.6
o
€
Q
2 0.4
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0.0 —@
_0.2 1 L 1 L
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* Grafico realizado con el prograna Cricket Graph para Macintosh, en su versién inglesa.
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RE TAD M VoL TARI H A

Se detectaron y cuantificaron los iones especificos provenientes de la fragmentacion de la
molécula de Diclofenac. Los metabolitos principales solo se detectaron e identificaron pero no han

sido cuantificados ya que no se poseian los patrones comerciables disponibles.

Tabla VI- b. Estudio de excrecion en orina humana

orina tiempo (horas) [ml  de |diclo diclo pg to- | ug totales de di-
orina pg/mi tales clo

TO 0 200 0 0 0

T1 3,5 210 0 0 0

T2 6,5 180 2,89 521,28 521,28

T3 9,0 170 5,91 1004, 7 1525, 98

T4 13,0 400 1,718 68, 72 2213, 18

T5 17,0 140 0,84 117,6 2330, 78

T6 22,5 340 0,311 105, 74 2436, 52

T7 27,0 250 0, 259 64,75 2501, 27

T8 31,5 200 0,222 4,40 2545, 67

T9 37,5 250 0,218 54, 50 2600, 17

T10 44,0 130 0,207 26,91 2627,0




Figura VI- |. Variacién de la concentracion de Diclofenac (diclo) en orina (ml)’

diclo ug/ml

Estudio de excrecion, humano.
(MS)

—@— diclo ug/m!

J I I | 1 1

1 1 1 1 1 1 1
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* Gréfico realizado con el programa Cricket Graph para Macintosh, en su versién inglesa.
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Figura VI- m. Variacion de la concentracion de Diclofenac (diclo) en orina (vol total)"

Estudio de excreciéon, humano.
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* Gréfico realizado con el programa Cricket Graph para Macintosh, en su versién inglesa.
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Figura VI- n. Concentracion de Diclofenac (diclo) en orina (curva acumulativa)’

Estudio de excrecién, humano
(MS)

3000 T T T T

2000

excrecion total ug diclo

total ug diclo excretados

1000

0 | 1 1
0 10 20 30 40 50
tiempo (horas)

Concentracién final de Diclofenac encontrada: 2, 6 mg.

* Gréfico realizado con el programa Cricket Graph para Macintosh, en su versién inglesa.
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Schneider 1981, dosan en orina una tnica toma de 50 mg de Diclofenac, en humanos, y en-
cuentran un 5, 2% de la dosis absorbida, lo que daria un valor de 2, 6 mg. El valor encontrado en
el estudio de excreciOn realizado es de 2, 627 my totales de Diclofenac

En equinos la primera toma de sangre fue a las 6 horas, lo que no nos permite estudiar los
primeros valores inmediatamente después de la inyeccion. Siguiendo entonces lo descripto por
Fowler (1983) el Diclofenac a las 2 hs de absorcion presenta su pico méximo, y 3 hs después este
pico desciende a un 10% del valor maximo. El equino tratado a las 6 horas presenta 0, 958 ug/ml,
entonces 3 horas antes estaria en su maxima concentracion la que tedricamente la calculariamos
en 9, 58 ug/ml. Siguiendo con esta comparacion podriamos inducir, que si la méxima concentra-
cién con una dosis de 25 mg fue de 0, 7 ug/ml, entonces en la dosis aplicada en nuestro caso (350
mg), podriamos esperar un valor tedrico de 1, 5 pug/ml el cual no dista de los 9, 58 ug/ml espera-

dos encontrar a las 3 horas de su inyeccién.



ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS METABOLITOS 3'HYDROXI; 4'HYDROXI Y_5'HYDROXI

DICLOFENAC LUEGO DE LA EM Y FORMACION DE LA INDOLINA RESPECTIVA

3 OH DICLOFENAC .
4'OH DICLOFENAC 3' OH DICLOFENAC METILADO
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POSIBLE RUPTURA Y REORDENAMIENTO DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRONICO EN EL ESPECTROMETRO DE MASA

3 OH DICLOFENAC METILADO
PM: 339 o .
Esta molécula al igual que el Diclofenac cuyas
202 308
%7}y, posibles fragmentaciones y reordenamientos son
C—Gg/0—CH,
presentadas en el en anexo correspondiente al
N/H
c capitulo V, originaria fragmentos de alta estabilidad
| Cl
responsables de las sefiales de mayor abundancia en
R | espectro de m
CI CH, el espectro de masas.

Presentamos a continuacion algunas de las

estructuras propuestas para dichos fragmentos; para

mas detalles ver anexo correspondiente al capitulo V.

- CHan +
O

S A

m/z=272 m/z=244

Esta fragmentacién aplicada a los metabolitos 3', 4' y 5' hydroxidiclofenac da como resul-
tado exactamente los mismos iones y las mismas abundancias relativas entre iones. Pese a tener
tiempos de retencién distintos entre si, no podemos con este método distinguir e identificar a cuél

metabolito corresponde cada espectro.
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ESPECTRO ASIGNADO A LOS MONO HYDROXI METABOLITOS
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Se hallaron tres picos a diferentes tiempos de retencién (Tr) con idéntico espectro de ma-

sas pero con diferentes abundancias. No habiendo entonces patrones comerciales a disposicién

no se pudo identificar segun el tiempo de retencién cada uno de los metabolitos. Los tiempos

hallados para estos espectros son: Tr = 11, 469; 11, 544; 11, 625 siendo el orden de mayor a menor

abundancia de los mismos en la mezcla de Tr = 11, 544 >11, 469 > 11, 625.
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CONCLUSION

Segtin los datos de la literatura el metabolito méas abundante es el 4'hydroxidiclofenac,
luego seguiria en orden decreciente el 4'5 dihydroxidiclofenac, el 5'hydroxidiclofenac y el
3'hydroxidiclofenac, con lo cual concluiriamos que en nuestras experiencias el pico de Tr = 11, 544
corresponderia al 4'hydroxidiclofenac; el pico de Tr = 11, 469 al 5'hydroxidiclofenac y el pico a Tr =

11, 625 al 3'hydroxidiclofenac.



Anli-inflamatorios no ¢steroides

ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS METABOLITOS 3'HYDROXI 4'METHOXY Y 4' 5 DI

HYDROXI DICLOFENAC LUEGO DE LA EM

3'OH 4' METHOXY DICLOFENAC 3'OH 4' METHOXY DICLOFENAC METILADO
PM: 341 PM: 369
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"
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o] (o]
o\
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|
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FORMACION DE LA DIMETIL INDOLINA (DIMETILADA)
PM: 365
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4'5 DIHYDROXIDICLOFENAC
PM: 327

Ho CH,—COOH
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c cl
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EM
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CHs

PM: 365

4'5 DIHYDROXIDICLOFENAC METILADO
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EM
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3’hydroxi 4" methoxydiclofenac (metilado)

4’, 5 di hydroxidiclofenac

PM: 369 (metilado) PM: 369
[ cH I

CH2C _O_CH3 3\0 CHz—C_O—CHa

H H
N/ N/

Cl Cl Cl Cl
O-CHj,

9 7
CH3 CH3

Los iones encontrados para estos metabolitos en el espectro de masas, son como ya hemos

mencionado en el capitulo V y en su anexo, el resultado de la fragmentaciéon y del

reordenamiento de la molécula constituyendo estructuras de alta estabilidad. Los posibles

reordenamientos, son anilogos presentados en el Anexo correspondiente al Capitulo V.

Cinélica de los medicamentos
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ESPECTRO ASIGNADO A LOS METABOLITOS: 3'HYDROXI- 4° METOXY Y 4', 5’ DI

HYDROXI DICLOFENAC METILADOS
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RESULTADOS

Ambas sefales presentan espectros de masas practicamente idénticos, y no se distingue
ningun ion especifico de cada molécula en particular. Nos encontramos ante la imposibilidad de
aseverar a que metabolito corresponde cada uno de los espectros a menos que se disponga de

patrones para su asignacion inequivoca.

CONCLUSION

El 4'5 dihydroxidiclofenac seria segun la bibliografia uno de los metabolitos més abun-
dantes (Tr 13, 017) con lo cual podriamos afirmar que el pico mayor corresponderia al 4°5 dihy-

droxidiclofenac y el pico menor de Tr = 13, 168 corresponderia al 3"'hydroxi 4'methoxydiclofenac.
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ELUNIXIN

(N- METHYLGLUCAMINE SALT OF 2-(2'-METHYL-3"-
TRIFLUOROMETHYLAMINO) NICOTINIC ACID.

La meglumina de Flunixin (C7H17NOs5, C14H11F3N2) es un potente NSAIDs, muy
utilizado en la practica veterinaria no solo por su efecto anti-inflamatorio sino por sus
propiedades analgésicas’. Su acci6n ha sido estudiada y descripta por Vane junto con la de otros
anti-inflamatorios no esteroides en 1971.

Este anti-inflamatorio es més potente que otros ya que en dosis de 1 mg/kg produce
excelentes resultados clinicos. Es eficaz en el tratamiento contra los célicos ya que alivia
rapidamente el dolor. El hecho de ser mucho més potente que la Phenylbutazone y sus metabolitos,
hace que los niveles necesarios para producir el mismo efecto sean mucho més bajos, lo que
implica para el estudio analitico del doping, la necesidad de llegar a limites de sensibilidad muy
bajos.

El uso clinico de Flunixin en caballos ha aumentado enormemente en los tltimos 5 aftos.
Diversos casos de intoxicacion por ingesta de anti-inflammatorios no esteroides han sido descrip-
tos en personas y animales. Dado que la Flunixin podria enmascarar los signos endotoxicos
ademds de tener su propia toxicidad potencial fue necesario investigar la respuesta de las
prostaglandinas a bajas concentraciones de la meglumina de Flunixin. Este estudio fue realizado
por Semrad en 1985 quien aplicé diferentes dosis (1, 1 mg/kg.; 0, 25 mg/kg.; 0, 1 mg/kg.) de
Flunixin via L.V.. Este autor encontr6 que existia una diferencia significativa en la inhibicion del
tromboxane en los tres grupos durante las primeras horas después de la inyeccién, pero entre las
8-12 horas no hay diferencia significativa entre los dos tltimos grupos. El 100% de inhibicién del

tromboxano se encuentra con valores de Flunixin de aproximadamente 1 pg/ml en plasma.

*Esun potente inhibidor de la enzima cicloxygenasa, y ejerce su accién inhibiendo la accién de los eicosanoides. Es un potente inhibidor de
la conversi6n del 4cido araquidénico a endoper6xidos PGG2y PGH2 y suprime la liberacién de substancias quimicas ( incluyendo las
prostaglandinas) de los tejidos y células migratorias (VANE 1987)
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Es por lo tanto fundamental desarrollar métodos que logren esta sensibilidad.
Varios trabajos han sido publicados al respecto. En 1988 Johansson desarrolla una extraccion
metilativa con deteccién en GC-NPD lo que nos lleva obligatoriamente a analizar los supuestos
casos positivos por un GC-MSD para su confirmacién.

Singh (1991) cuantifica 1,16 pg/ml de plasma, y para detectar concentraciones menores
parten de un mayor volumen inicial de plasma u orina.

En HPLC Hardee (1982) aplica un muy buen método para dosage, pero estamos como

siempre ante la necesidad de utilizar el GC-MSD para la confirmacién de la presencia de Flunixin.

Figura VI - fi. Estructura del Flunixin

COOH

CF3
CH3

I—-2Z2

Propiedades
Se presenta en forma de cristales incoloros de punto de fusion 226-228°C
Soluble en agua y en metanol

Su pKa es de 5,82

M B I

Mucho se ha estudiado con respecto a la accién del Flunixin y sus efectos colaterales, sin
embargo no es abundante la bibliografia con respecto al metabolismo del mismo. Los primeros
trabajos donde se describe la accién del Flunixin y se identifica un metabolito del mismo son los
de Jaussaud (1986), (1987). Su farmacocinética fue estudiada en equinos por Soma (1988) (1992).

En los ultimos tres afios trabajos especializados han sido publicados, tales como el de
Crisman (1996) y el publicado por Wasfi (1998) donde identifica por GC-MSD-MSD, un

metabolito del Flunixin en camellos.
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DETERMINACION DE FLUNIXIN EN PLASMA Y ORINA

Previamente al trabajo de campo se preparard, como ya hemos descripto para la
Phenylbutazone, un protocolo que se completaria con los datos necesarios a medida que se iba
realizando la experiencia (Fig VI- 0). Se trabajé con un equino al cual se le hicieron sucesivas
tomas de sangre, y con un voluntario humano.

Figura VI- o. Protocolos para la coleccién de muestra positiva

Medicacién: Banamine (Meglumine de Flunixin)
Nombre del ejemplar: Masita

Peso: 560 kg.

Edad: 13 afios

Sexo: f

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

23.03 15h35 0, 6 gr.

Modo de administracién: inyeccion intravenosa (Banamine) 12 ml (50 mg/ml)

Recoleccién de sangre positiva:

Tiempo 0 6hs 12 hs 18 hs 24 hs 48 hs

-240-
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Figura VI- p. Protocolos para la coleccién de muestra positiva

Medicacién: Finadine (Meglumine de Flunixin)
Nombre del ejemplar: Isadora

Peso: 630 kg.

Edad: 8 aftos

Sexo: f

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

10.01 08h10 0,5gr.

Modo de administracién: inyeccion intravenosa (Finadine) 10 ml (50 mg/ml)

RECOLECCION DE ORINA POSITIVA:

Tiempo (fecha y hora) Volumen (ml) pHyd
T0: 10.01 08h00 100 ml pH: 8.09 d: 1.029
T1: 10.01 11h30 100 ml pH:7.69 d: 1.044
T2: 11.01 10h20 100 ml pH: 8.34 d: 1.038
T3: 12.01 10h45 100 ml pH: 8.01 d: 1.041
T4:13.01 8h45 100 mli pH:7.94 d: 1.041
T5: 19.01 8h30 100 ml pH: 8.229 d: 1.030

Recoleccién de sangre positiva:

Tiempo |0 15' 30 lhora |3hs |7hs |24hs |48hs |72hs |9 dias

Anailisis realizados:
Utilizando la extraccién metilativa, se detecté y cuantific6 la Flunixin en los distintos

fluidos biol6gicos.

Cinética de los medicamentos -241-



Claudia Montes - 1998

Hidré6lisis (H!)

Se realiz6 una hidrélisis en medio alcalino a temperatura ambiente durante 3 horas, en
plasma y orina. En plasma se encuentra diferencia significativa entre la concentracion de Flunixin
en la muestra con y sin hidr6lisis. En la orina en cambio no se encuentra diferencia en la concen-

tracion de Flunixin entre la muestra hidrolizada y 1a no hidrolizada.

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Flunixin se obtuvieron los espectros de
masas ya presentados en el CAPITULO V. Estos mismos espectros se obtuvieron en los animales
inyectados.

Para evaluar los resultados de los andlisis realizados a todas las muestras obtenidas se
cre6, modificando la macro” descripta en el capitulo V, otra macro més sencilla, con el objetivo de

detectar facilmente las substancias a estudiar.

* Macro: es un programa creado en la computadora que va acoplada al equipo y que permite automatizar la obtencién de resultados. En el
caso del presente trabajo la macro fue escrita en lenguaje Pascal y UNIX segun el equipo.
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Figura VI- q. Metilacién del Flunixin, y de sus metabolitos principales y formacién de indolinas

al realizar la EM.
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RESULTADOS
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POSIBLE RUPTURA Y REORDENAMIENTO DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRONICO EN EL DETECTOR DE MASAS
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE AL FLUNIXIN MONOMETILADO
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ESTUDIOS DE EXCRECION

En base a los resultados obtenidos comparando las diferentes matrices biolgicas, se

eligi6 el suero para analizar el presente compuesto.

Concentracién de Flunixin en suero y orina

Para la cuantificacion se obtuvo una buena curva de calibracién con las superficies relati-

vas del ion 295 de la Flunixin y del ion 44 del Std. Int.(Naproxen).

Suero

muestra flunixin concentracién pug/ml

t0 0

tl=6hs 0,26

2= 12hs -

t3= 18hs -

td= 24hs -

t5=42hs -

Concentracién encontrada luego de realizar una EM
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Suero
muestra Flunixin concentracién en Presencia de 50OH flunixin

SUERO

ug/mi
t1=15' 7,19 -
t2=30' 8,853 si
t3=1hs 5,124 si
t4=3 hs 3,23 si
t5=7 hs 0,537 -
t6= 24 hs 0,084 -
t7=48 hs 0,021 -
t8=72 hs 0,0 -
t9= 216 hs 0,0 -

Orina
muestra Flunixin concentracién en Presencia de 50H flunixin

ORINA

pg/ml
t0 0,0 -
t1= 3h30 18,477 si
t2= 26h20 2,448 si
t3= 31h00 0,566 -
t4=53h00 0,246 -
t5= 9 dias 0,0 -

Cinélica de los medicamentos

-249-



superficles relativas de flunixin y metabolito
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Estudio de excrecion

Caballo: Isadora

Flunixin: 500 mg 1.V. (0.8 mg/kg)
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FLUNIXIN. Isadora.
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Diversos autores realizaron dosages encontrando los siguientes resultados:
Semrad (1985). Luego de haber realizado una inyeccion de Flunixin 1.V., con una concentracion de
1,1 mg/kg, encuentra en suero las siguientes concentraciones en suero : 17'=10,0;2hs =2,0; 6 hs

=05 pug/ml

Soma (1992). Luego de haber realizado una inyeccién de Flunixin 1.V., con una

concentracién determina en suero las siguientes concentraciones: 1 hs ==4,0;6 hs = 0,7 ug/ml.

Welsh (1993) Con una inyeccién IV y una dosis de 2,0 mg/kg. encuentra: 2' = 35,0; 25' =

20,0yalas6hs=1,0pug/ml

Flunixin concentracién en SUERO (inyeccién LV.)
muestra ug/ml
Isadora Semrad Soma Welsh
(1985) (1992) (1993)

0,8 mg/kg. 1,1 mg/kg. 1,1 mg/kg. 2,0 mg/kg.
t1=2" 35,0 |
tl=15' 7,19 10,0
t2= 30' 8,853 10,0
t3=1hs 5,124 4,0
t4= 3 hs 3,23 2,0
t5= 7 hs 0,537 0,5 0,7 1,00
t6= 24 hs 0,084
t7=48 hs 0,021
t8= 72 hs 0,0 |
t9= 216 hs 0,0 I |

Los resultados aqui hallados son comparables a los ya descriptos en la literatura. Las

diferencias entre los distintos estudios es comprensible y aceptable ya que se tratan de ejemplares

metodologias y hasta concentraciones inyectadas diferentes. Pese a todas estas diferencias

metodolégicas, se observa una cierta regularidad en las concentraciones detectadas.

CAPITULO VI
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CONCLUSION

Tanto en suero como en orina la Flunixin es detectada como méximo 22 dias después de
su aplicacién cuando la via es intravenosa. Lo cual da un buen margen de tiempo para el anélisis
de la misma en el control del doping. La presencia del metabolito es de suma importancia para

evacuar dudas acerca de la presencia de la sustancia.
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NAPROXEN

Es un potente anti-inflamatorio con gran efecto analgésico. Los efectos anti-inflamatorios
lo logran inhibiendo la accion de la ciclooxigenasa y por lo tanto bajando la concentracion de las
prostaglandinas en varios tejidos y fluidos.

La inhibicion de la prostaglandina trae como consecuencia el micro sangrado
gastrointestinal y una disminucion del funcionamiento del higado. En humanos el Naproxen es
metabolizado al 6-O-desmetylnaproxen en FASE |, y se conjuga en FASE 11 con 4cido glucur6nico.

La concentracion aconsejada para pacientes con artritis reumatoidea es de 50pug/ml en
plasma como minimo. Como efectos secundarios produce trastornos gastrointestinales como

vOmitos nduseas, y trastomos en el SNC como fatiga, dolor de cabeza, depresi6n etc.

Figura VI- r. Estructura del Naproxen

CH; O
]
CH -C -OH

CH30

Propiedades:
Es un polvo blanco o ligeramente cremoso.
Se presenta como cristales sélidos.
Posee un pKa de 2 (25C°)

La sal de sodio de Naproxen es soluble en agua

METABOLISMO Y EXCRECION

Es una droga de carécter acidico que se une en gran proporcion a la albimina. Luego de
una toma oral de la misma se absorbe facil y completamente. El inico metabolito detectado en

humanos es el 6-desinetil Naproxen. El Naproxen y su metabolito son excretados principalmente en
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orina en forma libre y como conjugados primarios. La cinética del Naproxen unido a las albiminas
plasmaticas tienden a disminuir los niveles plasméticos esperados. Estos niveles aumentan al
aumentar la dosis por encima de 5000 mg en tomas de dos veces por dia. Segre (1975). La vida
media del ani6n en plasma humano es de 13 horas aproximadamente. El cociente de excrecion
coincide con el de la desaparicion de la droga en plasma.

En niftos de 5 a 16 afos de edad con artritis se encontré que los niveles plasméticos luego
de una sola dosis de 5 mg/kg. eran igual a los de los adultos tratados con una dosis de 500
mg/kg.

El fin de la vida media es aparentemente igual en nifos y adultos. No se realizaron
estudios en nifios menores de 5 anos.

La uni6n del Naproxen a la albiimina y su desplazamiento competitivo, podrian ser los
responsables de las interacciones con otras drogas tales como el warfarin o la Aspirine. Sin
embargo ninguna de estas interacciones parecerian ser clinicamente significativas. (Para

caracteristicas generales ver: http/www. Naproxen Sodium- Rx Monograph (1997)).

Fig VI- s. Vias metab6licas del Naproxen

NAPROXEN NAPROXEN metabolito
g-0-desmethylnaproxen
CH
(2P GHs o
CH-C-OH

4
CH-C- OH
——

Cinética de los medicamentos -257-



Claudia Montes - 1998

Determinacién de Naproxen en orina

Figura VI- t. Protocolos para la coleccién de muestra positiva

Medicacién: Apranax
Nombre del voluntario: MS
Sexo: m

Aplicacién del medicamento:

Fecha Hora Dosis

05.01 13h00 550 mg

Modo de administracién: oral 1 comprimido

Analisis realizados:

Utilizando la extraccién metilativa, se detecté y cuantific6 Naproxen + metabolito de

Nayproxen , (6-desinetil Naproxen), en orina.

RE LTA

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Naproxen se obtuvo el espectro ya presen-
tado en el CAPITULO V. El mismo espectro se encontr6 en la orina del voluntario.

Para evaluar los resultados de los andlisis realizados a todas las muestras obtenidas se
creb, modificando la macro descripta en el capitulo V, otra més sencilla, con el objetivo de detec-

tar fAcilmente la sustancia en cuestién.



Anti-inflamatorios no esteroides

Fig VI- u. Metilacién del Naproxen y de su metabolito durante la EM

NAPROXEN NAPROXEN metabolito
¢-0-desmethylnaproxen

7

G
-C-OH
FASE I CH-C
—_—
CH30 HO

NAPROXEN metilado /

NAPROXEN metabolito metilado CH
¢-0-desmethylnaproxen 3 0O

CH30

Hidrélisis (H!)

Se realiz6 un ensayo de hidr6lisis de la misma manera que se describiera para la
Phenylbutazone y Diclofenac,. Dado que la diferencia entre la concentracién de Naproxen en la
muestra hidrolisizada y la muestra sin tratar no fue significativa, se procedi6 entonces a analizar

las orinas con la EM directamente.

Cinélica de los medicamenios -259-



Claudia Montes -

1998

Naproxen
Estudio de excreciéon con y sin H!
6 T T T T T T T T T Y T T T
s | 9 —O— napro/phenylbut
---@-- NAPROHVPHENYLBUT
j=
o 4
(7]
°
o .
g 3
2
1
0 1 1 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39
Tiempo (horas)
ESTUDIO DE EXCRECION
Orina Tiempo Concentracién Volumen | Concentracién | Concentracién
(horas) Napro+met, ug/ml | deorina (mg) acumulativa
(mg)
TO Oe+0 Oe+0 Oe+0 Oe+0 Oe+0
T1 1,1e+0 1,9094e+1 le+2 1,909e+0 1,909e+0
T2 2,05e+0 2,1768e+1 3e+2 6,53e+0 8,43%+0
T3 4,5e+0 4,0153e+1 3e+2 1,2045e+1 2,0484e+1
T4 6,3e+0 2,8285e+1 2e+2 5,657e+0 2,6141e+1
T5 9e+0 1,9%1e+1 2,5e+2 4,985e+0 3,1126e+1
T6 1,5e+1 2,3057e+1 3,8e+2 8,761e+0 3,9887e+1
T7 2,03e+1 1,9995e+1 3e+2 5,998e+0 4,5885e+1
T8 2,3e+1 1,3682e+1 1,8e+2 2,462e+0 48347e+1
T9 2,7e+1 2,0523e+1 2e+2 4,104e+0 5,2451e+1
T10 3e+1 1,5258e+1 2e+2 3,051e+0 55502e+1
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Naproxen. Estudio de Excrecion
(Apranax 550 mg)

45 I { | T 1 ] 1 v ) L] 4

40 r
=—@— Conc Napro+met. pg/mi

Naproxen + metabolito (O-desmethylated)

Concentracion (ug/ml)

0 1 1 1 1 1 1 L 1 1 L

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Tiempo(horas)

CONCLUSION

Diversos trabajos han sido publicados respecto de las reacciones de oxidacion lipidica y
formacion de otros derivados durante la metabolizacion del Naproxen. Yokoyama H (1993),
(1994), (1995), (1998). Muy pocos trabajos en cambio han sido publicados con respecto a la meta-
bolizacién del Naproxen, deteccion e identificacion de sus metabolitos. Segre (1975), Favari (1993);
Marzo (19997). En cuanto a la detecci6n del Naproxen hay literatura que describe las metodologias
clasicas y en los dos ultimos anos, se cuenta para su deteccién con metodologia muy moderna .
[Ver Lo (1997);Albrecht (1997) (1998); Torres-Lopez (1997); Perez-Ruiz (1998)].

En el caso de la técnica utilizada en el presente trabajo, no nos ha permitido detectar di-

ferencialmente Naproxen de su metabolito, a causa de la metilacién utilizada. A los fines de un
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screening esta técnica es perfectamente aplicable; como segundo paso en caso de encontrar un
positivo se puede trabajar con Yoduro de Etileno (en lugar de yoduro de metileno) con el cual
podriamos diferenciar entonces ambos productos Naproxen etilado de Naproxen metabolito

metilado ya que tendrian masas diferentes.

Fig. VI- v. Diferencia entre Naproxen y su metabolito al seguir una Extraccion Etilativa.

NAPROXEN NAPROXEN metabolito
6-o-desmethylnaproxen

CH3
CH c- OH CH3
CH c- OH
CH40

NAPRO i
ROXEN etilado NAPROXEN metabolito etilado

6-o-desmethylnaproxen

CHa
CH- c- 0-CH,-CHg
OO CH c O-CH,-CHj

CH3-CH,-O
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CAPITULO VII

ENSAYOS ADICIONALES

Debido a los problemas de deteccion y de reproducibiliad de resultados en la analitica de
los NSAIDs pertenecientes al grupo de los oxicanes, y de la Indomethacine en particular, se decidi6
disenar un breve ensayo analitico con los mismos, utilizando la Electroforesis Capilar (EC) con
detector de absorcion UV- visible con arreglo de diodos, como método de separacion y
caracterizacion de los mismos. La bibliografia en el campo de la EC ha incrementado
notablemente a partir del ano 1994. Sin embargo pocos trabajos de screening para la deteccién de
NSAIDs han sido descriptos, (Perrett (1995); Perez-Ruiz (1998); Donato (1998)).

Nuestros ensayos se basaron en la publicacién de Plaut (1995) quien trabaj6 en drogas de
abuso y detect6 Diclofenac en un caso forense. Este trabajo destaca la importancia de la
Electroforesis Capilar Micelar (MEKC= micellar electrokinetic chromatography) en la toxicologia.
Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Toxicologia Analitica del Instituto de Medicina
Legal, de Lausanne (Suiza). En el momento de realizar estas pruebas el equipamiento acababa de
ponerse a punto para la deteccién de substancias de abuso en el laboratorio de toxicologia, y se
estaba trabajando segun la técnica y los pardmetros descriptos por Plaut. Por lo tanto por razones
de organizacién para los andlisis de los NSAIDs se utilizaron las mismas condiciones
experimentales. Por otro lado, los primeros ensayos realizados se limitaron exclusivamente a la
deteccion y separacion de tres anti-inflamatorios: Piroxicam, Tenoxicam e Indomethacin. De estos
tres NSAIDs, los oxicanes son moléculas neutras, para las cuales la electroforesis capilar micelar,
(MEKC) es la técnica recomendada. La Indomethacin posee un pKa= 4,5; entonces al pH del
tampon utilizado (8,5) Ia misma estd en su estado ani6nico, y por lo tanto cabria esperar un

comportamiento diferente al de las moléculas neutras.

Ensayos adicionales -267-
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LA ELECTROFORESIS CAPILAR APLICADA A LA

DETECCION DE NSAIDS
M R Y
Equipamiento:

HP G1600 Hewlett- Packard
Chemstation HP. Software version
Detector DAD: 192 nm-600 nm
Capilar de silica 56 cm de largo total
47,5 cm de largo efectivo
75 um de didmetro interno (di)
Condiciones de corrida
Los capilares sin uso se acondicionaron de la siguiente forma:
HCI10,1 N /10 minutos
NaOH 1 M/10 minutos
agua ultradeionizada /5 minutos
buffer de corrida/20 minutos
El acondicionamiento diario se realizé de la siguiente manera:
NaOH 1 M/5 minutos
agua ultradeionizada/5 minutos

buffer de corrida /20 minutos

El acondicionamiento entre muestra y muestra se realiz6 con el buffer de corrida durante

3 minutos

Buffer de corrida:

Buffer fosfato 20 mM: buffer tetraborato 20 mM (1:1) (21,250 ml: 21,250 ml)

SDS (0,577 grs)

7.5 ml Acetonitrilo
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Buffer fosfato: pH= 8,5 para HPCE (20 mM de fosfato de sodio). Fluka 822601, 500 ml.

Buffer tetraborato: pH= 8,5 para HPCE (20 mM de tetraborato de sodio). Fluka 822602,
500 ml.

El buffer final se prepara diariamente por mezcla de sus componentes y se degasifica por
sonicacién antes de cada uso.

Temperatura del capilar 30 °C

Voltaje constante a 20 kv

Inyeccion (introduccién de la muestra en el capilar por presion positiva) 25 mbar * 2
segundos

Deteccién: 214 nm

Preparacién de la muestra para ensayos de separacién, identificacién y curva de calibracién

Se prepar6 una orina con agregado de 10 pg/ml dePiroxicam, Tenoxicam e Indomethacine y
se la proceso de la siguiente manera:

1 ml de orina fortificada

Pasar por las columnas C18 previamente condicionadas con MEOH + H20 (5 ml)

Pasar las orinas

Enjuagar con agua 1 ml x 3

Eluir con metanol 1 ml x 3

Filtrar con filtro 0,45 um

Evaporar

Retomar en 100 ul de ACN

Se realiz6 una curva de calibracién con orina fortificada a las siguientes concentraciones

3,0;6,0; 12,5; 25,0 y 50,0 pg/ml. Las muestras también fueron filtradas antes de ser inyectadas.
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Indomethacin en orina.

s

Tenoxicam : 9,733

Piroxicam: 9,9226

Indomethacin: 11,963
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Figura VII- b- Espectro UV del Tenoxicam presente en orina.

Ensayos adicionales 271-



Figura VII- b'- Espectro UV de referencia, Tenoxicam en solucién metanélica.
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Figura VII- c- Espectro UV del Piroxicam presente en orina.
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Figura VII- ¢'- Espectro UV de Piroxicam en solucién metandlica.
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Figura VII- d- Espectro UV de la Indomethacin, en solucién metanélica (----—--- )
y en la muestra de orina. (__)

Como puede verse los espectros UV obtenidos para las substancias en las muestras de
orina analizadas coinciden con los espectros de referencia para la misma substancia en solucién

metanblica.
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Figura VII- e. Curva de calibraci6n del Piroxicam.
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En ensayos complementarios realizados posteriormente se prepararon soluciones de 10
ng/ml de los NSAIDs presentados en la siguiente lista, con el fin de registrar sus espectros UV

completos y medir tiempos de deteccién.
Diclofenac
Flunixin
Flurbiprofen
Ibuprofen
Ibuproxan
Indomethacin
Ketorolac
Phenylbutazone

Las soluciones fueron filtradas con filtros de nylon de 0,45 um de didmetro de poro y
luego fueron pasadas directamente por el equipo de EC. Se realiz6 una inyeccion de cada
compuesto individualmente con condiciones ligeramente diferentes a las descritas anteriormente

ya que en este caso se utiliz0 el capilar que estaba ya instalado.

Capilar 48,8 cm de largo total; 40 cm de largo efectivo. 50 um de didmetro interno.
Temperatura del capilar 30°C  Voltaje constante 20 kv Inyeccién 250 mbar * segundo
(50 mbar por 5 segundos)
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RESULTADOS

Tabla VII- a. Tiempo de deteccién de los NSAIDs en EC.

NSAIDs Tiempo de deteccion
(minutos)

Phenylbutazone 5,9936
Ketorolac 6,699
Flunixin 7,170
Ibuprofen 7353
Flurbiprofen 7,683
Diclofenac 7,899
Indomethacin 8,981
Ibuproxan 23,409

CONCLUSIONES

Como hemos podido observar a lo largo del presente trabajo, existen muchas maneras de
detectar e identificar los distintos NSAIDs. La EM y la detecci6n por espectrometria de masas de
cada compuesto presenta la enorme ventaja de poder realizar un screening confirmatorio. La
electroforesis capilar cuenta con ventajas adicionales a las de la GC-MSD, tales como:

. presenta tiempos de corrida muy cortos;

podria desarrollarse el método de manera tal donde la orina se inyectase sin
preparacion previa;

compuestos de polaridad y estabilidad térmica muy variada pueden ser
analizados simultdnea o separadamente, pero con la misma técnica.

En la actualidad la EC como técnica de andlisis se est4 desarrollando en cuanto al uso de
sistemas de detecci6én de mayor especificidad que el DAD. Existen varios equipos comerciales
que pueden ser acoplados a detectores MSD o a detectores de fluorescencia de que brinden los
espectros de absorcién y emision, con lo cual se avanzaria en la sensibilidad y especificidad de la
técnica. Estos aspectos en este breve ensayo no pudieron ser profundizados por carecerse en ese
momento de un detector de tipo MSD, pero serdn sin duda los que popularicen e impongan

definitivamente a la EC en el campo de la rutina analitica del laboratorio del control del doping.
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ANEXO CORRESPONDIENTE AL CAPITULO [

Griéfico Al-a.

Las divisiones del sistema nervioso se esquematizan en el siguiente cuadro:

SISTEMA NERVIOSO
|

PERIFERICO CENTRAL
(cerebro y
médula
espinal)

sensorial motor

auténomo somatico (hacia

(hacia los musculos lisos, los musculos

cardiaco y glandulas) esqueléticos)
simpético parasimpético

Gréfico adaptado de:

-BIOLOGIA, Villée C., Ed. Interamericana, Buenos Aires, Argentina, sexta edici6n, 1975.
-BIOLOGIA, Curtis H., Ed. Panamericana, Buenos Aires, Argentina, cuarta edici6n, 1985.
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A nivel neuronal, el "micro” funcionamiento del sistema nervioso central implica la
participacién de receptores y neurotransmisores los que conforman un complejo sistema con
un preciso mecanismo de accién. Con el siguiente esquema se describe sintéticamente el
funcionamiento de las neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC) y el modo de acci6n de

ciertos estimulantes.

Gréfico Al-b.

Representacién del "micro" funcionamiento del SNC

neurotransmisor

terminal nerviosa

c

receptor

Sitio de accion de los estimulantes: A) amphetamine, B) cocaine, C) caffeine
Adaptado de: -PHARMACOLOGIE. DES CONCEPTS FONDAMENTAUX AUX APPLICATIONS

THERAPEUTIQUES. Schorderet M. Frison-Roche, Paris /Slatkine, Geneve, Suiza, 1992.
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BREVE DESCRIPCION DE LA ANATOMfA Y FISIOLOGIA
DEL SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO

El sistema nervioso auténomo se divide en dos partes: sistema nervioso simpético y
parasimpético.

El sistema parasimpatico es el responsable de controlar ciertas funciones corporales
en estado normal o de reposo.

El sistema nervioso simpético tiene bajo su control el funcionamiento cardiaco, la
presién sanguinea y las manifestaciones sométicas de ansiedad. Es el que prepara el cuerpo
para una respuesta de pelea, vuelo o miedo, por ejemplo, aumenta el ritmo cardiaco,
aumenta la glucosa en sangre, disminuye el ritmo digestivo y hace més lerdo el pasaje de
alimentos en el tracto gastrointestinal. Los nervios simpéticos no van directamente desde la
médula espinal hacia las células blanco o efectores (corazén, pulmones etc.). Estos nervios
hacen sinapsis con neuronas de segundo orden en ciertas estructuras denominadas ganglios.
Estos ganglios estdn paralelos y adyacentes a la cuerda espinal y se denomina cadena
paravertebral. Los nervios que estdn entre la cuerda espinal y los ganglios se denominan
preganglionares, los nervios entre los ganglios y los 6rganos efectores se denominan, post-

ganglionares.
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Griéfico Al- c.

Distribucién de adrenoreceptores post y presindpticos

cuerda espinal ganglion adrenoreceptor
noradr enalina
acetilcdina alfaz alfal al
beta2 P2
nervio .
nervio

preganglionar postganglionar

Las uniones entre las neuronas o entre una neurona y un efector se llaman sinapsis.
El transmisor liberado en las sinapsis preganglionares es acetilcolina y el neurotransmisor
liberado en las sinapsis post ganglionares es la noradrenalina. La adrenalina suplementa los
efectos de la noradrenalina pero es liberada en la corteza de las glandulas adrenales. La
adrenalina y noradrenalina actian sobre diferentes receptores en las células, tejidos y
6rganos. Los adrenoreceptores estdn definidos sobre la base de substancias que los estimulan
(agonistas) y substancias que los bloquean (antagonistas). Los receptores o son aquéllos que
muestran una sensibilidad a los agonistas adrenalina> noradrenalina>>isoprenalina (droga
sintética simpatomimética).

Los receptores 8 tienen una sensibilidad distinta: isoprenalina> adrenalina>
noradrenalina. Adem4s los adrenoreceptores se han subdividido en al y a2; y 81 y 82, segin
la sensibilidad a diferentes agonistas especificos.

La funcién de los adrenoreceptores depende de su ubicacién, por ejemplo, la
estimulacién de los receptores al causa vasoconstriccién, mientras que los receptores a2
inhiben la liberacién de noradrenalina de los nervios postgangliénicos simpéticos.

Los receptores 81, aumentan el ritmo y la fuerza de contraccién del misculo
cardiaco; los 82 provocan broncodilatacion.

ADRENALINA: estimula receptores a1, a2, 81, 82.
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Receptor 81: aumenta el ritmo cardiaco, aumenta la contractibilidad del masculo del
miocardio etc.

Receptor al: causa vasoconstriccién, aumenta la presion sist6lica de la sangre arterial.
Receptor 82: en vasos sanguineos y misculo esquelético provoca vasodilatacion, decrece la
resistencia periférica y por lo tanto baja la presion en didstole.

NORADRENALINA: tiene efectos similares a los de la adrenalina sobre los receptores 81 del
corazén, pero es un agonista poco potente sobre los receptores a y tiene poco efecto sobre los
B82. Esta contraindicada para el asma y est4 prohibida por el COl aunque su uso en medicina

no es corriente.

BREVE DESCRIPCION DE LA FISIOLOGIA HORMONAL

HORMONAS HIPOFISIARIAS

Adenohipéfisis o hipé6fisis anterior:

La glandula llamada adenohip6fisis secreta siete hormonas distintas de naturaleza
proteica, cuatro de ellas no tienen efecto directo sobre efectores terminales, es decir que vana
actuar sobre otras gldndulas endocrinas; a éstas se las denomina estimulinas o tropinas:
Corticoestimulina = hormona adrenocorticotropina = ACTH

Las células corticotr6picas de la hip6fisis anterior en todas las especies y las células
melanotrépicas en ciertas especies como rata, sintetizan una molécula glicoproteica que
contiene la secuencia completa de ACTH, de B-lipotropina y un largo glicopéptido en la
region N- terminal. Este precursor comiin, se denomina propiomelanocortina (POMC).

La ACTH estimula la sintesis de esteroides corticales, especiaimente los
glucocorticosteroides y principalmente cortisol en humanos.

Los glucocorticoides tienen una retroalimentacién (feed-back ) negativo sobre la
secrecion de ACTH de la glandula pituitaria y también del factor de liberacion del

hipotalamo, el cual est4 involucrado en la liberacién de ACTH. Este conjunto CRF (corticoid

Sislema Nervioso -285-
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releasing factor) -ACTH-glucocorticoesteroides es uno de los mds importantes sistemas

regulatorios que gobiernan la reaccién del cuerpo al stress y a los cambios metabélicos.

Tiroestimulina = Hormona tiroideoestimulante = TSH
Gonadotropinas
Foliculoestimulante = FSH
Luteoestimulante = LH en las mujeres, en el hombre la LH se

llama hormona estimulante de las células intersticiales (ICSH). La secrecién de hormonas
gonadotrépicas en la circulacion estd controlada por centros hipotaldmicos a través de
factores de liberaci6n (releasing factors: RF) FSH-RF y LH-RF.
Hormona luteotrépica = LTH = prolactina
Las dos hormonas secretadas también por la adenohipéfisis y que ejercen su accion
directamente sobre los tejidos efectores son :
La hormona de crecimiento STH = hormona somatotrépica = hGH = human growth hormone

El efecto mas espectacular de esta hormona, como su nombre lo indica, es el de
estimular el tejido de crecimiento de los huesos largos.
Tiene un peso molecular de 21000 y estd compuesta de 190 amino4cidos en una simple
cadena con 2 puentes disulfuro intracatenarios. Esta hormona regula no sélo el crecimiento
de los huesos largos, sino también el metabolismo de la glucosa, de los 4cidos grasos y de los
aminodcidos. Muchas de las acciones de la hGH, estdn mediadas por otras hormonas
sintetizadas en higado, son las somatomedinas y los factores de crecimiento del tipo de la
insulina (Insulin like growth factors)
La hormona melanotropa = b-MSH, es la que estimula los melanocitos, células responsables

de la pigmentacién de la piel.
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La neurohipéfisis o hipé6fisis posterior:

Secreta dos hormonas que son dos octapéptidos asociados a una proteina transportadora

(neurofisina), estas hormonas son :
La vasopresina = Hormona antidiurética = ADH

La ocitocina.

HORMONAS ESTEROIDES

Tabla I-a. Origen de las horimonas esteroides

HORMONA ORIGEN

CORTISOL corteza suprarrenal
CORTICOSTERONA corteza suprarrenal
ALDOSTERONA corteza suprarrenal

TESTOSTERONA testiculos

ESTRONA ovarios

placenta

ESTRADIOL ovarios

placenta

PROGESTERONA ovarios

placenta

Como puede observase en el cuadro anterior, las substancias esteroides extraidas de
la zona cortical de las suprarrenales tienen una gran semejanza estructural con las hormonas
sexuales. Solo las hormonas sexuales esteroides son actualmente detectadas y cuantificadas
en los andlisis de control y dado que los niveles de las mismas en orina estén tabulados, se

logra de esta manera determinar si hubo doping segin la concentracién encontrada.

BIOSINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES.
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Las hormonas esteroides derivan todas del anillo de ciclopentanoperhidro

fenantreno. Su sintesis puede representarse mediante los siguientes esquemas:

SINTESIS DE GLUCOCORTICOESTEROIDES

Glandulas suprarrenales. Células de la zona fasciculata -—------ > pregnenolona ---——-
------- > cortisol y corticosterona.

La cortisona no es el resultado de una secrecion adrenal sino que es el producto del
metabolismo hepético del cortisol.
SINTESIS DE MINERALOCORTICOIDES (aldosterona y deoxicorticosterona)

Glandulas suprarrenales. Células de la zona glomerulosa—--——- > progesterona-—-—-- >
corticosterona-—------- > aldosterona.
SINTESIS DE ANDROGENOS

Corteza adrenal. Andrégenos adrenales (androstenediona, etc.)

Testiculos. Andrégenos testiculares (testosterona)

SINTESIS DE ESTROGENOS

Ovarios. Androstenediona y testosterona ---> estrégenos = estrona y estradiol

respectivamente.

FUNCION HORMONAL

CORTISOL: (hydrocortisona o compuesto F) lo mismo que la cortisona, interviene en
el metabolismo de los glucidos:
EFECTOS DEL CORTISOL

Efectos sobre el azicar y el metabolismo proteico

Efecto principal --—- Higado --—-- estimula glucogenogénesis

El substrato mds importante en la glucogenogénesis son los metabolitos de los
aminodcidos. El cortisol favorece la desaminacion de aminodcidos y su conversion en

hidratos de carbono; de ahi el nombre de hormona glucocorticoide o proteinoglucidica.
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Actia induciendo la sintesis de una serie de enzimas que intervienen en este proceso
metab6lico. Los aminodcidos metabolizados de esta manera son los derivados del
catabolismo de las proteinas de ciertos 6rganos tales como musculo, hueso, piel etc.
Por el contrario en higado el anabolismo de las proteinas se da en presencia de
glucocorticoesteroides.
Efecto general ----— balance de nitrégeno negativo y aumento en la glucemia.
Otros efectos:
-Aumento en la secrecién dcida géstrica
-Efecto antivitamina D en el tracto digestivo
-Efecto mineralocorticosteroide aunque de manera menos fuerte que la aldosterona.
-Efecto catabélico en el tejido linfatico (disminuci6n de anticuerpos)
-Efecto anti-inflamatorio
-Efecto antialérgico
-Excitador del sistema nervioso central
-Efecto permisivo en particular en la acci6n vasoconstrictora de las catecolaminas
-Actia también en el metabolismo de las grasas, aumenta la lipogénesis y la restauracién de

reservas grasosas.
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Grifico Al-d. Esquema de accion de los glucocorticoesteroides

HIGADO
glucdégeno
glucosa $linfocito
GLUCOCORTICO-
ESTEROIDES ——> 7'
* - Y
P piel y
tejido
sintesis + conectivo
enzimatica Y
A —pcélulas +
adiposas
gluconeo- '
génesis - i
$nisculo
estriado
+
aminodcidos EF————
glicerol <« +
+
energia __ @&cidos

grasos
Adaptado de: BIOLOGY, Curtis H., Worth Publishers, New York, USA, 1983.

El cortisol prepara al organismo para enfrentarse a situaciones de stress. El
entrenamiento fisico es uno de los estimulos que elevan la concentracién de cortisol en
plasma. Bajo un estado de presién psicolégica, los niveles de cortisol, también incrementan.
Por lo tanto muchos atletas utilizarian cortisol en entrenamientos previos a importantes
competencias para ir adecudndose a la verdadera situacién de stress.

ALDOSTERONA: deriva de la cortisona, es el mineralocorticoide més activo en la
reabsorcion de sodio a nivel de los tubos distales del rin6n y secundariamente, participa

también en la reabsorci6n de agua.

-290- ANEXOCAP|



Anli-inflamatorios no esteroides

La secrecién de aldosterona a diferencia del cortisol es mds o menos independiente

dela ACTH.

EFECTOS DE LA ALDOSTERONA

- Provoca la eliminacion de potasio urinario y repercute por lo tanto en el equilibrio 4cido-
base.

- Es la principal responsable de la retencion de sodio y de la excrecion de potasio y de
protones.

- Aumenta la reabsorcion de sodio a nivel digestivo y reduce su excrecién por glindulas
salivales.

- En las células blanco, se une al receptor mineralocorticoide de membrana y estimula la
sintesis de proteinas encargadas del transporte activo de sodio.

EFECTOS DE LOS ANDROGENOS

- Determina los caracteres masculinos secundarios

- Tiene efecto espermatogénico

- Participa en el desarrollo del conducto de Wolff durante el desarrollo embrionario, en la
diferenciaci6n del hipotalamo.

- Estimula la eritropoyesis

- Tiene efecto anab6lico en musculo estriado y huesos.

EFECTOS DE LOS ESTROGENOS
- Determinan los caracteres sexuales femeninos secundarios
- Modifican el comportamiento sexual

- En gldndulas mamarias preparan a la lactogénesis.

Sistema Nervioso 291-
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Resumen :

Los glucocorticoides, especialmente el cortisol, son hormonas asociadas al gasto de
energia (catabolismo). El esfuerzo provoca un aumento de la concentracién de estas
substancias. La reaccién suprarrenal no pareceria agotarse después de un esfuerzo
de tres dias, sin embargo con esfuerzos mas grandes las suprarrenales parecerian
no responder. Ese seria el signo fisiologico para interrumpir el esfuerzo. Al
introducir una hormona corticoide ex6gena se inhibe la secrecion de ACTH de la
adenohipé6fisis, lo que a su vez inhibe la secrecion de corticosteroides. Los
esteroides anabolisantes derivados de las hormonas sexuales masculinas son
utilizados para producir un importante aumento de la masa muscular. El aumento
de masa muscular es acompanado de un aumcnto de rendimiento solo si hay una

dieta proteica y una intensificacion de su entrenamiento.

ERITROPOYETINA

Es un péptido de peso molecular de 30 400, que esta altamente glicosilado (39% de
carbohidratos) y que esta constituido por un polipéptido de 165 amino4cidos. Tiene una vida
media de 6-9 horas.

Esta hormona es secretada por el rifidn. Su funcién es la de aumentar la sintesis de los
reticulocitos, en médula 6sea y por lo tanto aumentar el niimero de glébulos rojos. Se han
postulado varias hip6tesis con respecto al sitio de sintesis de la misma dentro del rin6n pero
por el momento ni los estudios inmunohistoquimicos ni la hibridacién in situ han podido
aclarar esta situacion. Algunos autores incluso avalan el origen peritubular de la misma

pero no hay tampoco evidencia.
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La eritropoyetina es liberada cuando la tensién de oxigeno disminuye en el
organismo, por lo tanto con su liberacién y el consecuente aumento de glébulos rojos, la
captacion de oxigeno de la atmésfera aumenta permitiendo al organismo cumplir con sus
funciones vitales. En el caso de los atletas, un mejor sistema de captura de oxigeno les brinda

una gran ventaja deportiva.
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ANEXO CORRESPONDIENTE AL CAPITULO V

GUIMIENTO D PROCEDIMIE O AN 1C

B ] PROT L TR

El protocolo en el laboratorio tiene el valor de un documento. La hoja del protocolo, luego
de la validacion de la técnica, deberé ser ubicada en la mesada de trabajo, de manera tal que el
operador la tenga a disposicién en su mesada de trabajo. De ser posible deberia estar expuesta y
sobreelevada para evitar inconvenientes en la mesada de trabajo. Preferentemente la hoja del
protocolo tendrd un color determinado de manera de identificarla rapidamente. Una copia seréd
guardada en la computadora y otra copia firmada por el responsable integrard el manual de
técnicas del laboratorio. Toda variaciéon en la misma deberd quedar registrada en un nuevo
protocolo.

Un protocolo de trabajo u hoja de ruta serd también disenado para ser completado por el
operador en el momento de realizar la extraccion. Estas hojas se archivarén con el objetivo de
tener constancia de la manipulacion realizada. Los protocolos presentados a continuacién son los
disefiados para la validacién de la Tepoxaline . En los capitulos precedentes hemos visto otros
protocolos tales como los utilizados en la recoleccién de muestra, o el protocolo resultante de la

macro para el andlisis de resultados.
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" EXTRACCION METILATI=VA EN PLASMA

(_protncolo)

Pipetear 1 ml de plasma

agregar
ml de solucion fisioldgica

agregar
ul de NaOH 6 N, vortex 5 seg.

agregar

ul de THAHS 0,2 M, vortex 5 seg.
agregar
ml de solucién ICH3/tolueno (30 pl/ ml)

agitar 24 horas a temperatura ambiente y en obscuridad

centrifugar a 2500 r.pdurante 10 min.

pasar la fase orgénica por las columnas bio-beads

(previamente acondicionadas como se describiera
anteriormente Ver Capitulo IV
evaporar a seco bajo nitrégeno

retomar en 50 pul de tolueno

traspasar a los microviales

inyectar en GC-MSD 1 pl

Aprobado por: Firma: fecha:
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(hoja de ruta)

EXTRACCION METILATIVA EN PLASMA

Fecha:
Operador:

Muestras N°:

plasma

ml

sn. fisiol.

ml

NaOH 6 N

THAHS

pl

solucién
ICH3/tolueno

ml

agitar

centrifugar

bio-beads

evaporar

retomar

inyectar en GC-MSD 1 pl

COMENTARIOS:

Reordenamientos

P
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INTERPRETACION DE 1OS ESPECTROS DE MASAS

M ] [ : IMP I

Bajo ciertas condiciones y satisfaciendo el principio de Franck-Condon de la cascada de
niveles de mayor a menor energia, los 70 eV del haz de ionizacion (impacto electrénico) del
espectrometro de masa lograrian sustraer un electron labil de alguna parte de la molécula, luego
de lo cual dicha molécula sufrird una ionizacién seguida en general de fragmentaciones y/o de
posibles rearreglos o reordenamientos. El lugar de donde parta el electr6n sera el que presente
mayor posibilidad estabilizacion de la carga positiva residual, siendo en general en la vecindad
de heterodtomos o del sistema 1t arométicos presentes en la molécula. En el caso de una estructura
hidrocarbonada alifética la localizacion seria preferencialmente en carbonos polisustituidos.

A veces el sitio de localizacién de la carga positiva no puede ser determinado
exactamente, porque hay varios "loci” posibles. Entonces para su representacién escrita es mejor
encerrar a la molécula entre corchetes e indicar la carga neta en el exterior. En los casos que se
tratara de un ion radical de acuerdo con la convencién descrita por Shanon,se indicaré con mayor
precision de la siguiente forma (R)*e,

La interpretacién de los espectros de masas, pueden ser tomadas desde dos puntos de

vista:

- aritmética.

Los iones presentes en el espectro de masas representan a la
molécula ionizada como su ion molecular y los otros iones presentes muestran diferentes
fracciones de la molécula que alcanzaron el detector como tal. Por lo tanto la diferencia numérica
entre los iones presentes en un espectro representaria los dtomos o grupos de &tomos
"eliminados” o diferencia” entre el ion molecular y los iones de menor peso detectados. El ion de
mayor abundancia se lo denomina pico o sefal de base, puede ser un ion perteneciente a una

fraccién de la molécula luego del impacto electr6nico, o puede en muchos casos ser el mismo ion
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molecular. La elevada abundancia de un ion implica una gran estabilidad del mismo, en las
condiciones en las que se realiz6 la determinacion.
2- mecénica.

En este caso no s6lo se explica la pérdida de atomos o grupos de
atomos, sino que se analiza la molécula y/o la s fracciones de la misma desde el punto de vista de
los reordenamientos necesarios para dar estructuras” logicas" de alta estabilidad.

En ciertas aplicaciones de la espectrometria de masas, se comparan espectros de
substancias conocidas, patrones o referencias, con los de las substancias incégnitas que se
analizan. Sin embargo muchas veces no existen patrones comerciales. Asi por ejemplo en el caso
de estudios farmacocinéticos, si se estudia una nueva substancia no se conocen de antemano los
metabolitos; o bien en drogas ya conocidas, no todos los metabolitos han sido bien aislados e
identificados, y de haberlo sido, no necesariamente puede que sean productos comerciales y sus
espectros pueden no estar descriptos en ninguna libreria o bases de datos comerciales. En estos
casos, con la correcta interpretacion de los espectros de masas obtenidos utilizando
principalmente conocimiento sobre el comportamiento de substancias parecidas en el
espectrometro de masa se puede dilucidar en muchos casos las estructuras total o parcialmente,

de las substancias analizadas.

Vale destacar que los dos métodos presentados no son excluyentes, por el contrario un

uso racional de la espectrometria de masas requiere el uso de ambos.

Reordenamientos -299-
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ESPECTROS DE MASAS DE COMPUESTOS AROMATICOS
OBTENIDOS POR IMPACTO ELECTRONICO (70 eV)

FRAGMENTACIONES Y REORDENAMIENT TiPI

El patron de comportamiento, fragmentacion y reordenamiento, luego del impacto
electronico de los hidrocarburos arométicos esta bien definido. En primer lugar porque los
nicleos arométicos constituyen un centro de estabilizacion de la carga positiva, los mismos son
centro directriz de una serie de rupturas de uniones y reordenamientos de las estructuras que los
contienen. Se generan a través de estos procesos especies ionizadas muy estables. Describiremos a
continuacién las formas estables resultantes de la fragmentacién y reordenamiento de los

compuestos aromaticos las que serdn luego utilizadas para explicar los espectros de los NSAIDs.

Ion tropilio:

GH;* (1)

Ion Tropilio

Es un ciclo de siete 4tomos de carbono. Es una de las especies de mayor importancia en la
espectrometria de masas de compuestos orgédnicos bencilicos; es el ion de mayor abundancia
formado como producto de la fragmentacion no s6lo de los alquilbencenos, sino que es también
el resultado del reordenamiento de ciertos compuestos de cadena lineal abierta. Los
alquilbencenos, partiendo entonces de un anillo aromaético de seis d&tomos en su estructura y un
grupo alquilo sustituyente se fragmentaria para llegar a una forma de mayor estabilidad cuya
estructura es de siete 4&tomos en su ciclo. Los polialquilbencenos, originarin iones

polialquiltropilio o tropilioalquilsustituido.
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También se han propuesto expansiones en los anillos arométicos, (6 a 7 miembros) en andlogos
heteroaromaéticos, tal es el caso de los tropilios obtenidos a partir de alquil tiofenos y anilinas,

entre otros.

Alquilbencenos:

El benceno presenta, dada la gran estabilidad del anillo aromdtico, muy poca
fragmentaci6n. El ion molecular resulta por lo tanto importante. En el caso de los alquilbencenos,
el porcentaje del ion molecular disminuye en la medida que aumenta el tamario de la cadena de
carbonos. Los alquilbencenos ramificados pierden en primera instancia su sustituyente que mejor
estabiliza el radical resultante. Los bencenos polialquilicos daran iones tropilio polisustituidos. Si
la cadena lateral es de tipo propilo o lineal mds larga se da un reordenamiento de tipo Mc

Lafferty, con fragmentaci6n y reordenamiento de hidrégeno que originara un ion de m/z 92.

o+

He |+ CH2
2HC O\ oh
rdl

O—> CHo=CH> 2)

m/z: 92

Bifenilos o polifenilos:
Presentan muy poca fragmentacion. Si los bifenilos son alquilados originardn iones

tropilio.

Reordenamientos -301-
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Hidrocarburos policiclicos Arométicos:

En caso de poseer cadenas laterales estas se rompen en £ dando estructuras que a su vez

se reordenardn dando estructuras de tipo tropilio.

- 1

2Hc-R

CO =[O | $-|Co) -

“CoHp

m/z: 141 mz: 115

Difenilmetanos y compuestos relacionados:

Reaccionan como alquilbencenos que al perder un H dan anédlogos del ion tropilio. Los
derivados serdn feniltropilio. Si los compuestos son fenilalquilados se formardn
fenilalquiltropilios sustituidos. Esto sucede siempre y cuando los grupos alquilos estén en
posicién relativa m y/o p, si los grupos alquilos estuvieran en posicién 0 rho se produciria un

rearreglo de tipo Mc Lafferty (ecuaci6n 2).



Auli-inflamatorios ne esteroides
: ]+
lon feniltropilio
q+

lon benzotropilio

1 +

@)

J lon tropilio

+

lon fenilalquiltropilio

Fenoles:
Los fenoles muestran un ion molecular estable, muy bajo M-1, y una abundancia elevada

para el M-18. Esto se explicaria de la siguiente forma:

Sl~Blfo

+

(5)
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. Los cresoles forman iones hidroxitropilio.
Los dimetilfenoles pierden facilmente un metilo, por lo tanto el pico de base serd M-CHa.
Los fenoles polisustituidos dardn andlogos del tropilio sustituido y ciclohexanodienona,
compuesto sumamente estable.

Naftol: se pierde CO al igual que en los fenoles.

o+

OH

-1y .

-CO

Bencilalcoholes:
Al igual que todos los compuestos bencénicos presentan un ion molecular abundante.

Presentaréan iones tipicos de m/z= 108 y 106, pero el de mayor abundancia seré el m/z= 105.

O + — (o) +
CH,OH " I“ T
2 CH C
O O o
Ha H
m/z: 108 m/z: 106 m/z: 105
- - | -
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Bencilalcoholes alquilsustituidos:

Tienden a formar la unidad andloga al tropilio.

OH + CH +
° 2 o
Hzco H cH
/
crh Q 2 ®)
H -HO
-R
M-18
siR=H

Hidroxibencilalcoholes (hidroximetilfenoles) :
Pierden facilmente dos 6 tres H, si el compuesto es orthoohidroxi sustituido, se produce

un reordenamiento de forma tal que se origina un ion de m/z=121.

- - +
CH,OH * CH,
R CH,
a2 —%—> 9)
-HO
i l -R
M-18
siR=H
[ CH,OH CHy |+
OH o)
imo
(10)
— -Ho M-18 -
OCE 0] +
OH
m/z= 121

Reordenamientos -305-
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Aldehidos Arom4ticos :
— i e - +
9 ° B 1+
HC —_—
c=0
-H -co | i

La molécula de estilbeno, presenta muy poca fragmentacion ante el impacto de 70 eV. En
esta fragmentacién pierde un radical metilo. En estudios con moléculas marcadas con deuterio, se
comprueba que uno de los metinos, junto a un H en posicién ortho a éste proveniente de

cualquiera de los anillos, son eliminados.
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[Q":—@ ]:—’ -

o4

H H

P
Suwel}

K/ (12)
H2

§
&

OO

Io

Presentan ciclaciones similares otras substancias, tales como:

el difenilmetano

el ion difenilmetilo
el ion 1,2-difeniletilo
el difenilpropeno

el difenilaminas

Reordenaniientos
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MET 1 | T V

En esta seccion postularemos las posibles fragmentaciones y los posibles reordenamientos
de las moléculas de NSAIDs metiladas, en la cdmara de ionizacion del espectrometro de masa,
luego del bombardeo electronico. Dichos procesos originan estructuras cargadas muy estables,
similares a las que se han mostrado en esta breve descripcion de la interpretacion de espectros de
masas de compuestos arométicos. La mejor estabilizacion de la carga residual explica la alta
abundancia de los iones originados en estas fragmentaciones y reordenamientos.

De cada familia de NSAIDs estudiados en el presente trabajo de tesis se discuten algunos

ejemplos representativos

4-acetamidophenol dimetilado
PM: 179

Para el espectro de masas presentado en el Capitulo V propondremos las estructuras

probables de mayor estabilidad para los iones més representativos de la substancia.
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En el paracetamol el pico base es el de m/z= 108, para este ion se propone la siguiente

estructura

CH,

Para el ion m/z= 95 las estructuras probables serian:

OH

m/z= 108

m/z=95

CH,

OH

Ver ecuacion (5)

Ver ecuacion (5)
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El ion m/z= 123 es el que le sigue en intensidad al ion m/z=108. Para el ion 123 se

proponen dos tipos de estructura de gran estabilidad, una de ellas es del tipo de la propuesta

para el ion 108, la otra en cambio podria producirse por un reordenamiento generando un

anélogo del tropilio.

CHg

NH,

m/z=123

CH,

I1

Ver ecuacién (1)
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DERIVADOS DEL ACIDO ACETILSALICILICO
Acetylsalicylic Acid
Phenylsalicylate

R R M1 T D A_A T IC A

ACETYLSALICYLIC ACID METILADO

PM: 194

O
]

C-0—-CHs o

I
O——C=CHj

La senal a m/z= 120 es muy intensa. El aporte a esta senal podria estar dado por

diversos iones con reordenamiento y estructura diferente pero con igual peso molecular.

0O=0
O=0
° 4

0O
I
c

-8

m/z=120

Ver ecuaciénes (1); (7) y (8)
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La sefal a m/z= 152 le sucede en abundancia . La estructura propuesta para éste es

anéloga a la del tropilio. La estructura propuesta para el ion 152, es también anédloga del tropilio.

Ver ecuacion (1)

m/z=152

_O_CH3

°+

Elion m/z= 134 es de poca abundancia, siendo su posible estructura la siguiente:

Il
C—0—CH,

m/z=134

C—O

CH

o+

Para la sefal a m/z= 92 se presenta la siguiente estructura de gran estabilidad. Ver

ecuacion (1)

-312-
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PHENYLSALICYLATE

PHENYLSALICYLATE METILADO
PM: 228

Q_ ~0—_ )

I
CH3

El Phenylsalicylate, posee una estructura semejante a la del Acetylsalicylic Acid, y por lo

tanto los reordenamientos serdn anédlogos a los propuestos anteriormente para la dicho

compuesto.
B %H 1+ H T+
C (0]
O 0]
N[O
J
m/z= 121 miz= 121
B RH T + - - + r q +
o] (0]
l @
-CO (28) -CO (28)

miz=121

Ver ecuaciones (1); (5) y (7).

m/z= 93

m/z=65
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DERIVADOS DEL ACIDO FENILACETICO

Diclofenac

DICLOFENAC
DICLOFENAC METILADO
PM: 309
i
CHy-C—0O—CH3,
H
N 7
Cl Cl

Las estructuras posibles para los iones que generan las sefales a m/z=242, m/z=214 y m/z=179

se presentan a continuacion:

_ - _ -
H, o + H, + Ha :
soNhsesioyoes
.co “NA cl “NA
N cl
a L d
m/z= 242 m/z= 214 m/z=179

Ver ecuaciones (11); (12) y (13)
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DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO
Meclofenamic Acid
Mefenamic Acid

Flunixin

MECLOFENAMIC ACID METILADO
PM:309

T o-CHs
c” Cl

H
N CH3

Cl

Elion a m/z=242 provendria del ciclado de la molécula luego de haber perdido el

fragmento -O-CHB3, y simultanea pérdida de un Cl para poder generar tal ciclo. Una de las
estructuras posibles presentadas es un andlogo del tropilio.

Ver ecuacion 12

i o) OH 17
Il ]
C CH, Cc
N ; N
Cl Cl

m/z= 242
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La posterior pérdida de CO da origen al ion de m/z= 214 y la pérdida de CO y de Cl
origina el ion de m/z= 179. De ambas fracciones se presentan a continuacién las posibles

estructuras de alta estabilidad:

- +
HasC
> O
N H Cl
Cl
| m/z=214 -
— - +
HsC o

o U
N

L m/z=179




MEFENAMIC ACID METILADO
PM: 255
o)
i
C—O—CHg CHs
\ CHa

La senal base aparece a m/z= 223. Se puede proponer que este fragmento se cicla para
dar al menos dos estructuras de alta estabilidad, en forma similar a lo propuesto para el

Meclofenamic. Como puede observarse una de ellas presenta entre sus ciclos un andlogo del

tropilio.

°+

(@]
O=0 x

CHj

m/z=223

Ver ecuaciones (1) y ( 12).

-317-
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La pérdida del grupo metilo originaria al ion m/z= 208 de estructura también muy

estable.
— a4 _ -
CH +
\C_Hz CHa c ® cHd° (g CHa
Ii N
H -CHa | H i
m/z= 223 m/z=208

Por pérdida del grupo CO podria formarse una estructura analoga a las anteriores pero

en este caso correspondiente al ion m/z= 180.

Ver ecuaciones (11)); (12); (13) y (1).
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ELUNIXIN
FLUNIXIN DIMETILADO
PM:325
0 ,CHj
I O

C

7/
N
®
N N CF,
CH, CH,

Por pérdida de uno de los grupos metilo se originaria un ion de m/z= 310. (Ver ecuaci6n 12)

B 0 o -
\ [ +
c-o0 C—-0
N
L CF3 | N CF3
CH3 CH3 cHa | cHa
- m/2=310 -

El ion a m/z= 295 se justificaria a través de estas estructuras ciclicas. (Ver ecuacion 12)
B 1+

o) (@

I ]
C-0 c—0
0 -,
CF3 N CF3
L CH3 H CH3

m/z=295

Reordenamientos -319-
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Estructuras propuestas para los iones a m/z= 278; 263; 235. Ver ecuacién (13) para

explicacion de la pérdida del grupo metilo.

_ g Q .cO -
CO0 = OO —C
N/ P P
. CF3 N© 8 CF3 N N CF3
H CH3 H A CH3

-CH,

m/z=278 m/z= 263 m/z=235

La fracci6n con senal a m/z= 182 al igual que la m/z= 105 pueden representarse con una

estructura andloga a la del tropilio.

- 1+

+ ™
HN@ CF"\ HSC’N\_”

m/z= 182 m/z=105

Ver ecuacion (1)
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DERIVADOS DEL ACIDO PROPIONICO
Fenoprofen
Ibuprofen
Naproxen
Ketoprofen
Tiaprofenic Acid

FENOPROFEN

FENOPROFEN METILADO

PM: 256 Hs @

CH=—C—0-CH,
@O

La seal de base en este caso es el ion molecular. El que sigue en intensidad es el ion a

m/z= 197. Se explicaria su alta estabilidad con una estructura del tipo tropilio substituido.

m/z=197

Ver ecuacién (1).

Para el ion a m/z= 135 se postula la siguiente estructura:
H

o

H Il
3 C— H

m/z=135



IBUPROFIEN METILADO
PM: 220

CH;

l

il

CH,-CH-CH,
CH,

El pico de base a m/z= 161 presenta segn se propone a continuacion una estructura del

tipo alquiltropilio muy estable.

CHa

CHo-CH-CH3

I
CHa

m/z=161

Ver ecuacién (1).
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Se presentan a continuacién para el ion a m/z=177 algunas posibles formas de alta

estabilidad, en todas ellas se observa una estructura andloga al tropilio.

CH;

F CH, 9 ?HS o
CH—C—0-CHs  CH—OG—0-CHj

o B

m/z=177

Para los iones de baja seftal m/z se postulan estructuras que son anélogas a la del tropilio.

Ver ecuacion (1).

Reordenamientos

B CHZ 1 +

CH

m/z=117

+

m/z=91
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NAPROXEN

NAPROXEN METILADO
PM: 244

0
el

0
HaC”

Para el ion de m/z= 141, como para el fragmento de m/z= 115, se postulan estructuras
generadas por el reordenamiento general presentado en la introduccion a este capitulo para los

compuestos policiclicos alquilados. Ver ecuaciones (3) y (4).

CHa

o}
HaC”
CHa
o)

La fragmentacion que originaria los iones de seflal a m/z=141 y 115, esté explicada en la

ecuacion (3) para los hidrocarburos policiclicos arométicos.

— CH +
P2 T
i @ .‘ i
-CH, =C2H,
m/z=155 m/z= 141 m/z=115
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KETOPROFEN METILADO
PM: 268

H
HaC—C—C—0 —CHj,4

0
|

C

El ion mé&s abundante a m/z= 209, presentaria una estructura de tipo tropilio substituido

muy estable.

4

m/z=209

El ion a m/z=105 podria estar representado por las siguientes estructuras:

Ver ecuacion (1) y (7).

m/z= 105

Reordenamienios -325-
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Las estructuras propuestas para los iones a m/z= 181 y a m/z= 195 son estructuras
ciclicas de alta estabilidad.

Ver ecuacion (12)

m/z= 181

Elion a m/z= 195 podria deber su abundancia a la formacién de las dos estructuras presentadas a

smsploas

m/z= 195

Ver ecuaciones (12) y (1).
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TIAPROFENIC ACID
TIAPROFENIC ACID METILADO
PM: 274
O
]
(o) ?_O—CH;.;
i
C C—CH,

Ao g

Elion m/z= 215, es la sefal base. Esta alta estabilidad podria explicarse mediante las

siguientes estructuras.

Ver ecuacién (12).

O

9]

0O —
. -
S Ha
N
P
0
I s CHs

@

m/z=215
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Elion a m/z= 188 seria analogo del fenil tropilio sustituido.

Ver ecuacion (4).

m/z= 188

Elion a m/z= 105 seria andlogo del tropilio sustituido. Ver ecuacion (7).

0 C,/’0
Q-0

m/z=105



INDOLES

Indomethacin

Sulindac
INDOMETHACIN
INDOMETHACIN METILADO
PM:371
o)
fl
CH30, CH;—C —0-CHs
r CH,
C cl
]
o

El ion correspondiente a la sefal base (m/z=139) podria originarse por fragmentacion y
reordenamiento dando una unidad estable de tipo fenil-carbonilo de gran estabilidad. Como
resultado del reordenamiento se forma un ion anélogo al ion tropilio que generan los compuestos

fenilcarbonilicos, (ver discusion en la introducciéon de este anexo, ecuacién (1) ):

k¥y
cl 1+
o—_-c‘Q—CI _Q . o@

m/z=139
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En el fragmento de m/z= 312 la molécula se reordenaria en una estructura ciclicade 6 6 7

atomos y por lo tanto de mayor estabilidad, como las que se muestran a continuacién:

_ S -,
) ——Q—>
N“ CHj
| 1
%O“' c— )
_ ° 0 ]

m/z=312

La seftal a m/z= 111, de abundancia elevada, corresponderia simplemente a una

estructura del tipo cloro benceno:

Ci

m/z=111



Esta molécula luego de fragmentarse seguiria reordenamientos del tipo de los

SULINDAC METILADO
PM: 370

$
HyC-0

CH,

Q
Cc-C—O0—CH,
Ha

presentados por los hidrocarburos policiclicos aroméaticos y de los compuestos relacionados a los

difenilmetanos. Ver ecuaciones (3) y (4).

Elion de m/z= 233 seria un anélogo del benzotropilio.

CHj;

CH,
(L1, o
F

C-C—O—CH,3
Hz

m/z=233

Reordenamientos

H,C—C—O0—CHj

-331-
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Para el ion a m/z= 297, la estructura proveniente de la simple fragmentacion, podria
ciclarse y reordenarse para originar estructuras estables andlogas a las de los hidrocarburos

arométicos policiclicos.

[ S S S
I Il Il
ch-o H30—O H30—O
| —o—

ag O ®
F F F

m/z= 297




PYRAZOLES
Oxyphenbutazone
Phenylbutazone

Suxibuzone

O\\C A ~o—cHs

Hoc'©

OXYPHENBUTAZONE
DIMETILADA
PM: 352

CHy-CHp-CHp-CHg

c

Posible estructura correspondiente al ion a m/z= 296

HaC

Reordenamientos

m/z=296
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Elion 251 es producto de un reordenamiento y de una ciclacion analoga a la presentada en la

ecuacion (12). Este reordenamiento le confiere al fragmento una gran estabilidad.

[ o\\ .C 0] —_ 4
c ]
\ Co
N—NH N— NH
O—O OO
O
4
(0]
H
| © Hoc” _
m/z= 251

Al igual que en la figura anterior, el reordenamiento con ciclacién ya mostrado en la

ecuacién (12), hace que el ion a m/z= 213 se estabilice como ion triciclico.

HoC
m/z=213

Para el ion a m/z= 107 se puede proponer una estructura del tipo tropilio sustituido.

g CH, 7+
Il
o)

L -

m/z=107
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PHENYLBUTAZONE

PHENYLBUTAZONE METILADA
PM: 322

H3C CH 2'CH2-CH2-CH3

4

Las fragmentaciones y reordenamientos de la phenylbutazone son andlogos a los
presentados para la Oxyphenbutazone. El ion a m/z=183 d4 la sefial base y se explica por el
reordenamiento presentado en la ecuacion (12). Para el mismo se puede presentar la siguiente

estructura.

m/z=183

Para el ion de m/z= 266 se puede plantear la siguiente estructura:

o+

m/z= 266

Reordenamientos -335-
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La seital del ion a m/z= 115 presenta una intensidad alta. Esto podria ser resultado de la
generacion de estructuras ciclicas estables de seis miembros, las que son presentadas a

continuacion.

— CH, 1+
+ o)
H“C\ CHz‘CHz O
0] 6]
N\ _~ C// 0
HLC 0
0.

m/z=115
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SUXIRUZONE METILADA
I'M: 452

e

] n
0—C—CH, CH,—CG— 0—CHj
CH,

(CH,);-CH;4

0O

La estructura posible para el ion m/z= 264, seria semejante a la del ion m/z=296 de la

Oxyphenbutazone y del ion a m/z= 266 de la Phenylbutazone.

Ver ecuacion (12).

m/z=264

°+
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En el caso de la Suxibuzone el ion a m/z= 183, si bien no es el ion que da la sefal base
como en la Phenylbutazone , presenta una seiial de elevada abundancia. La estructura probable es

la misma que la del mismo ion para la Phenylbutazone.

+
NN

La senal del ion a m/z= 115 presenta una intensidad alta. Esta podria ser resultado de la
generacion de estructuras ciclicas estables de seis miembro:, las que son presentadas a

continuacion.

_ Hy Hy —
c—¢C

o)

I Q H0=< >=0

C—CHp-CH,—C—O0—CH; — O » o
Ha

LOH

C

Ve _LOH

o

m/z=115



TENOXICAM

La senal correspondiente a m/z= 350 proviene de la desmetilacion del Tenoxicamn

dimetilado, para el cual también podriamos proponer un reordenamiento de manera tal de

OXICANES

Tenoxicam

Piroxicam

TENOXICAM DIMETILADO

PM: 365

Oy 0

S\/

obtener un ciclo més y aportar por lo tanto mayor estabilidad a la molécula.

T+
7 I
N
N
m/z= 350

Reordenamientos

- O ,/o _CHs3

Nso™e
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El ion que origina la sefial a m/z= 270 podria explicarse con las siguientes estructuras

ciclicas originadas en fragmentos provenientes de la molécula original de Tenoxicam.

m/z=270

Ver ecuacion (1); (4); (12).
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Anti-inflamatorios no esteroides

PIROXICAM
PIROXICAM DIMETILADO
PM: 359
%L cn
SN.”
N —
e
|
(0]
I CH,
CH,

Al igual que lo propuesto para el Tenoxicam, se produce la pérdida de un metilo,

originando el ion M-15 que en este caso corresponde a la seial a m/z= 344. En este caso el

reordenamiento propuesto es la misma ciclacién que la presentada para el Tenoxicam.

\\ O\\ ’/O CHj;
\ SO N/
| °
_ N —Op I ~
CH3 CHj
m/z= 344

Elion a m/z= 294 podria representarse mediante la siguiente estructura, la cual por

pérdida de un segundo grupo metilo, originaria el ion de la sefial a m/z= 264.

- q +

_CHj
N N

P 3
C\ Q> ' - N H

an \

CHz  CHs 1&43 O CH,

m/z= 294

Reordenamientos
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Elion a m/z=294 perderia dos grupos metilo y podria también ciclarse originando

diversas estructuras diferentes, todas muy estable.

O o mm.@fg?

o)

Oo=0

O

m/z= 264
Ver ecuaciones (1); (4) y (12).
Los iones a m/z= 176 y a m/z= 135 son comunes a los dos oxicanes presentados en este

trabajo, Tenoxicam y Piroxicam, los reordenamientos presentados explicarian las senales 135 y 176,

comunes a ambos compuestos.

S _@ N *
HaC~N=-cH.c—N— _J|° T> O

N
CHj //C\ N
- H o
CHy H
m/z=177 m/z=176
Para el ion de m/z= 135 la estructura propuesta seria:
z *
O\\C I
s'N \N
H,C
m/z=135
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Anti-inflamatorios ne csteraides

DERIVADOS DEL ACIDO BENZOICO

Tolfenamic Acid
TOLEFENAMIC
TOLFENAMIC ACID METILADO
PM: 275
CHy
o)

|
Cco H CH,3 3

Posibles estructuras de alta estabilidad que pueden proponerse para los iones

responsables de las sefales a m/z=243, m/z= 215y m/z= 181.

CHa
N cl
4@

1+ [ CH, 12

CH,
N o N
@® |

m/z=215 m/z=181

ot

Las mismas pueden explicarse facilmente por la sucesién de fragmentacién (M-CH30)
seguida de reordenamiento y ciclacién (m/z= 243). La posterior pérdida de CO y Cl explican la
formaci6n de los iones a m/z= 215y m/z= 181.

Ver ecuaciones (11); (12) y (13).
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OTROS NSAIDS

NABUMETONE

NABUMETONE
PM: 228

o)
HaC~™

Hyp Q
C—C—C—CHs
Hz

Los reordenamientos propios de los anillos arométicos como ya se explicara para el
Naproxen, conducen a estructuras de gran estabilidad. En el caso de la Nabuinetone, estas
estructuras arométicas , explicarian los iones a m/z=171 (ion base), el ion a m/z=128 (mediana

abundancia ) y también otras senales menores caracteristicas de los compuestos policiclicos

aromaticos (iones a m/z=141y a m/z= 115).

Y

C’0

A continuaciOn se muestran estructuras representativas de las seftalesa m/z= 141, m/z= 128 y

m/z=171

m/z= 115, tipicas de los compuestos policiclicos arométicos.




Anti-inflamatorios no csteroides

Ver ecuacion (3).

COT (GO 1T

m/z= 141 m/z=128 m/z=115

Elion a m/z= 185 muy semejante al ion a m/z= 171, seria un anélogo del benzotropilio

sustituido.

- -+
O™ OO0

Hyc~© -0 N \)

L m/z= 185 i

Ecuacion (4).
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