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Uso y abuso de anti-inflamatorios no esteroides en deporte humano y equino : Establecimiento de un

amplio screening en sangre y orina con análisis y detección por GC-MSD

821mm

Los anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs)son muy usados por los atletas para reducir la

Inflamacióny el dolor. Si bien estas drogas no forman parte de la lista de substancias prohibidas por el

Comité OlímpicoInternacional (COI).la presencia de las mismas en las muestras de sangre y Orinade 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 farma abusiva en medicina

veterinaria. principalmente en competencias ecuestres y en este caso los Organismos oficiales han

prohibido su uso. Las metodologías hasta hoy descriptas son costosas y complejas y la falta de

especificidad en la detección es una de las mayores limitaciones en la determinación de estas drogas en las

muestras biológicas.En este trabajo de tesis, se ha desarrollado un screening rápido y especifico para Ia

detección de los NSAIDsy/o de sus metabolitos. Elmétodo consiste en una extracción alquilativa seguida

de Cromatografía Gaseosa con Detector de Masas (GC-MSD).pOrIoque presenta las siguientes ventajas:

pequeño volumende muestra: un único solvente de extracción; el proceso de clean up y derivatizaclón se

produce en un solo paso; alta sensibilidad; obtención rápida de datos y bajo costo. El análisis de los

espectros de masas demostró que la técnica es sensible y específica como para poder identificar a un gran

número de N5AIDs. Un análisis detallado de la fragmentación de las molécula fue de gran utilidad en la

identificación de metabolitos de los cuales no existen los patrones comerciales y de los mismos derivados

metilados de los NSAIDs.Este análisis se presenta en una de las secciones de este trabajo de tesis. Un

standard interno fue incluidopara evaluar la recuperación luegode la extracción y para calcular los tiempos

de retención relativos. El valor promedio de la recuperación fue de un 637. lo que indican’a una buena

extracción. EI límite de detección es de 50 ng/ml y se observó una buena linear-¡dadhasta un valor de 10

ug/ml. La Electroforesís Capilar se presenta también como técnica de screening alternativa, sin embargo

como no se disponía de detectar de masas no se la pudo desarrollar como screening confirmaton‘o. La

extracción metilativa (EM) acoplada a GC- MSD resultó ser una técnica específica. eficiente y sensible

para Ia detección de NSAIDs.El presente trabajo es sin duda una herramienta de gran utilidad para los

laboratorios de control del doping.

Palabras clave:doping,N5Ale, screening,cromatografía gaseosa, detector de masas, electroforesis

capilar.



Use and abuse of non-eteroidal anti-Inflammatory drugs In human and equinoaporte: Eetabllehment of

a comprehensive screening procedure In blood and urine samples with

GC-MSDanalyses.

¿mmm
Non -steroida| anti-inflammatmy drugs (N5AIDs) are wldely used by athletes to reduce pain and

inflammation. Alth0ugh they are not included in the list of banned substances of the International Olympic

Comitee (lOC).the presence of N5A|Ds in blood and urine samples of sportsmen may result In undesired

interference during screening for drug abuse. in addition. N5AIDs are frequently mísused in racehOrses

competitions. and banned by International Federations that regulate equestrían sports. Current

procedures far N5AIDsdetermination are tedIOusand expensive.and lack of specific tests constitutes a

maj0r limitatíon for determining N5AIDs in biological samples. In the present study. a comprehensive

screening was developedinorder to obtain a rapid and specific method far the detection of NSAle and/or

their metabolites. This method, consisting of an allqlative extraction coupled to Gas Chromatography

-Mass 5pectrometry (GC-MSD),offers the followingadvantages over current methodologies: little sample

volume.onlyone extraction solvent. clean up and derivatization in one step. high sensitivity, rapidity and low

costs. Analysis of mass spectrum indícates that high resolution, and therefore improvedselectivity was

achieved with most N5AIDs. A deep study of mass fragmentatlon was useful to character-¡se non­

commercial metabolites and methyi NSAIDsderivatives. These results are discussed ¡n brief.

An inter-nalstandard was included to evaluate post-extraction recovery and to define relative retention

times. Mean recovery values of 857. were obtained indicating that a high yíeld was achieved during

extraction procedures. Threshold values for most NSAIDswere around 50 ng/ml,and linearity was observed

up to 10 ug/ml. Although Capillary Electrophoresis (CE) may potentially represent as an alternative

screening method far NSAIDs,lack of availabilityof a suitable Mass Spectrometry Detectar at the time

the study was done prevented us from performingsuch a technique as a confirmatory procedure. ln sum.

Extractive Methylation coupled to GC-MSD.proves to be an efficient. rapid and reliable approach far high

sensitivity detection of this group of substances. Methodologydeveloped ín the present study may

constitute an useful tool for the evaluation of drug abuse duringspert competitions.

Keywords:doplng, NSAiDe,screening, gas ohromatography. maso detector. CE
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Introducción

En el presente trabajo de tesis se ha desarrollado una técnica para la detección de anti­

inflamatorios no esteroides; esta técnica resulta de gran utilidad en el área de control del doping,

en toxicología y en clínica 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 daños deportivos. El uso de los mismos es muy común en la práctica de la

medicina veterinaria principalmente para disminuir inflamaciones del músculo 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 inflamación y el dolor.

Los NSAIDSconstituyen un grupo heterogéneo de substancias, que poseen en común

solamente su característica anti-inflamatoria.

Se los puede clasificar en:

DERIVADOS DEL ACIDO OXICANES

ACE'I'ILSALICÍLICO Tenoxicam, Isoxicam, Píroxicam...

Acetylsalicylic Acid, Diflunisal, Salsalat...

PIRAZOLES DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANILICO

Phenylbutazone, Oxyphenbutazone... Mefenamic Acid, Meclofenamic Acid, Flufenamic

Acid, Flunixin...

DERIVADOS DEL ACIDO FENILACÉ‘I'ICO INDOLES

Alclafenac, Diclofenac, Fenclofenac... lndomethacin, Sulindac, Tolmetin...

lntroduca'án -3­



DERIVADOS DEL ÁCIDO DERIVADOS DEL ACIDO

PROPIÓNICO BENZOlCOlCO

Flurbiprofen, Ibuprofen, Naproxen, Fenoprofen, Tolfenmm'cAcid

Ketaprofen...

La Tepoxalinees un nuevo anti-inflamatorio que estaba en etapa de desarrollo en el

momento en que se realizara este trabajo. Como requerimiento de todo nuevo fármaco antes de

salir al mercado, se debió realizar un completo estudio de biodisponibilidad; para ello se

desarrolló una técnica de análisis por cromatografía con un sistema de detección de alta

especificidad y sensibilidad. El buen resultado obtenido por Cromatografía Gaseosa con detector

de masas (GC-MSD)con esta nueva y compleja moléCula fue el trampolín para extender la técnica

desarrollada a un gran número de NSAIDsde uso habitual.

Un screeningpuede definirse como una metodología que nos permite detectar un amplio

número de substancias a la vez. Si el screeningen cuestión se realiza con los controles de calidad

pertinentes y con la metodología de trabajo que imponen estos controles, se obtendrán resultados

con alto porcentaje de confiabilidad. Este aspecto en el análisis del dopingy drogas de abuso, es de

vital importancia fueran los resultados hallados negativos o positivos. Las técnicas utilizadas en

los diferentes screeningspara el control del dopingen humanos y equinos son:

DTécnicas de inmunoensayo

DCromatografía en Capa delgada. (CCD ó TLC)

DCromatografía Líquida de Alta Presión. (CLAR ó HPLC)

DCromatografía en fase gaseosa con detector de Nitrógeno Fósforo. (GC-NPD)

DCromatografía en fase gaseosa con detector de masas. (GC-MSD)
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La técnica de screening puesta a punto en el presente trabajo de tesis, se basa en una

extracción metilativa y en el análisis por GC-MSD del extracto obtenido por la misma. La

extracción metilativa se desarrolla a un pH alcalino extremo (pH>12), por lo tanto las substancias

acídicas se encuentran, al haber perdido un protón, ionizadas. La extracción de las mismas la

realiza el "reactivo" utilizado, siendo en este trabajo el sulfato ácido de tetrahexilamonio, el que

formará pares iónicos con las substancias acídicas las que pasarán así hacia la fase orgánica. El

reactivo deberá luego ser eliminado a través de un rápido cleanup (purificación) con columnas de

intercambio iónico. La metilación se produce en la fase orgánica (tolueno), y el extracto de esta

forma obtenido contiene los productos metilados. Las drogas de abuso neutras no metilables

pasan simplemente al solvente orgánico pero pueden de todos modos ser detectadas por GC­

MSD.

La Extracción Metilativa se ensayó en diferentes matrices biológicas (sangre, suero y

orina); ya que tales son los requerimiento para los controles del doping.Las muestras se obtuvieron

de los estudios de excreción que se realizaron en voluntarios humanos sanos y en el caso de los

equinos, fueron ejemplares no competitivos.

Las condiciones cromatográficas se definieron teniendo en cuenta el compromiso entre el

punto de ebullición del solvente de inyección, el número de substancias a analizar, y el tiempo

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

Los NSAle detectados en el screeningdesarrollado en este trabajo son:

4- Acetamidophenol. Aspin'ne. Diclofenac. Fenoprofen. Fluníxin, ibuprofen, Indomethacin,

Ketaprofen. Meclofenamic. Mefenamíc. Nabumetone, Naproxen. Oxyphenbutazone,

Phenylbutazone, Phenylsalicylate. Piroxicam. Sulindac. Suxi'buzone,Tenoxicam.

Tiaprofenic Acid y Tolfmamic Acid.



Con la introducción de esta técnica se logra hacer un importante aporte, no sólo al estudio

del dopingcon los NSAIDs, sino también a la rutina analítica en toxicología, en clínica médica y en

clínica veterinaria relacionada con la detección y dosaje de estos compuestos. Cabe mencionar que

pocos autores se han dedicado a desarrollar un screeningcompleto de los NSAle por GC-MSDy

que los resultados obtenidos con la validación del método presentado en este trabajo de tesis han

permitido ponerlo en práctica en el Laboratorio Suizo de Control del Dopíng e incluirlo en la

rutina del mismo.

La posibilidad de realizar los estudios de excreción sirvió, no sólo para crear un stockde

orinas positivas, sino que además nos permitió interiorizarnos en el metabolismo de cada

substancia lo 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 aquí presentada se aprobaron los controles anuales de acreditación de la

Association Of Races Chemists, de la Federation Equestre Internationale, y del Comité Olímpico

Internacional.

El material que se presenta en este trabajo de tesis contiene a) siete capítulos y b) dos

anexos:

a) Capítulos l al Vll

En los Capitulos l y Il se describe de manera general el término

dapingy su problemática, los anti-inflamatorios no esteroides (NSAle) de uso frecuente y

Su relación con el doping.

En el Capítulo lll se define el término screening y se explica su

importancia en el laboratorio analítico.

En los capítulos IV, V y VI los resultados obtenidos en el presente trabajo se

exponen y discuten detalladamente.

-6- Inundación
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En el Capítulo IV se describen los pasos seguidos para optimizar

la técnica y validarla y los resultados obtenidos en este proceso, para luego en el Capítulo

V validar la misma ya como método de screeningde los NSAle. En este capítulo y en su

anexo se analizan especialmente los resultados obtenidos a partir del espectrómetro de

masa. Se describen en detalle las posibles fragmentaciones y reordenamientos de las

moléculas estudiadas con los que se explicarían las señales obtenidas.

En el Capítulo V los NSAIDs están presentados por orden

alfabético; en el anexo correspondiente a este capítulo en cambio, son agrupados por

familias.

En el capítulo Vl se muestran los estudios de excreción realizados.

En el mismo la atención se centra en la farmacocinética de los medicamentos y en el

desarrollo de los estudios de excreciónde los NSAle mencionados a continuación:

Phenylbutazone, Diclofenac, Naproxen y Flunixin.

Con las líneas del Capítulo VII se quiso abrir el horizonte hacia

una promisoria metodología de análisis y de gran desarrollo en estos últimos años: 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 desafío

de la EC como tarea para el futuro.



b) Dos anexos

Se presentan luego del Capítulo Vll, dos anexos correspondientes al Capítulo l y

Capítulo V. Allí se tratan algunos temas con mayor detalle, se presentan también gráficos y

esquemas adicionales que ayudan a interpretar ciertos pasajes de este trabajo.

"Sistema Nervioso y Hormonal", es el Anexo correspondiente al Capítulo l.

"Seguimiento del procedimiento analítico" es el Anexo del Capítulo V, este anexo consta de dos

secciones principales que contribuyen en definitiva a la correcta obtención de reSultados. Una de

ellas, trata acerca de los "Protocolos" diseñados y utilizados con la técnica descripta con la

importancia que ellos presentan en la validación analítica de la técnica y su aplicación en la rutina

para aplicar las normas de "Buenas Prácticas de Laboratorio" (Good Laboratory Practice).

La segunda sección analiza los "Posibles fragmentaciones y reordenamientos" de la

molécula luego del impacto electrónico. La importancia de esta sección del anexo se basa en la

correcta interpretación 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 interpretación inequívoca de los espectros de

masas es de fundamental importancia y de gran utilidad en el laboratorio de análisis de rutina por

GC-MSD. Como mencionáramos anteriormente, en esta sección 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 común dmtro de una familia.
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Las familias y los compuestos que las representan están ordenadas tal como se hiciera en

el anexo del capítulo V, el cual se repite a continuación:

ANALGESICO GENERAL (no NSAle) 4-Acetamidophenol

DERIVADOS DEL ACIDO AcetylsalicylicAcid,

ACETILSALICÍLICO Phenylsalicilate

DERIVADOSDELACIDOFENlLACÉTlCO 01'nd

DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANÍLICO MeclofenamícAcid, Mq'enamic Acid,

Flunixin

DERIVADOS DEL ACIDO PROPIÓNICO lbuprofen, Naproxen, Ketaprofen,

Penaprofen, Tiaprofenic Acid

INDOLES lndomethacin,

Sulindac

PYRAZOLES Oxyphenbutazone, Phenylbutazone,

Su_xibuzone

OXICANES Tenoxicam,

Firm
DERIVADOS DEL ACIDO BENZOICO TolfenamicAcid

Otros NSAle Nabu_metone

Esta presentación facilitará la lectura y comprensión de la sección.

o Bibliografía

Cada capítqu va acompañado de la bibliografía específica

consultada para su redacción (libros y manuales). Las citas bibliográficas correspondientes a

publicaciones periódicas se mencionan puntualmente en el texto y están agrupadas en la sección

final de la tesis denominada "BibliografíaGeneral".
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QAPÍTI n ,Q I

Doping

QENEBALIQAQES

El uso de substancias exógenas para aumentar artificialmente el rendimiento en una

competición perjudica claramente la ética deportiva y puede poner en riesgo la integridad fí­

sica o psíquica del atleta y se lo denomina actualmente daping.

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

británico de Oxford le encuentra el origen a la palabra "dope" en el alemán "dop", que

significa "Bautismo Cristiano", en una manera un poco "particular" el fervor religioso y la

euforia causada por ciertas drogas están 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 práctica de Ia administración 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 ingerían los deportistas Olímpicos para aumentar su rendimiento.

Los gladiadores eran frecuentemente drogados para que SUSluchas fueran más sangrientas,

que era por otro lado, lo esperado por el público.

En 1666se 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 administración o el uso de substancias en

cierta forma, extrañas al organismo" o, "substancias fisiológicas pero en concentraciones

anormales dadas a personas sanas con el único obietivo de llegar de manera artificial a alcan­

zar un aumento del rendimiento en las competiciones".

El "Comité Olímpico Internacional" (COI) define como dopinga la ad­

ministración o a la utilización de métodos y/o clases de drogas prohibi­

das. En 1965se promulga una legislación prohibiendo el dapingy fijando

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

consumidor sino al proveedor.

MEIQDQS DE QQEINQ

Esquemáücamente se pueden distinguir dos métodos de daping:

a- Dopíng sanguíneo b- Manipulación farmacológica, química y física

a- Doping sanguíneo

En los vertebrados, los glóbulos rojos Cumplen la importante función de transportar y

distribuir en los tejidos el oxígeno proveniente de la respiración, captado en los pulmones

por la hemoglobina. Son ellos por lo tanto la fuente de energía para las funciones vitales. El

esfuerzo muscular va acompañado de un gran gasto de oxígeno, por lo tanto cuanto mayor

sea la concentración de oxígeno mayor será el rendimiento.
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El objetivo médico de una transfusión es de reponer la sangre perdida luego de una

gran hemorragia o, en casos de anemia severa no hemorrágica, o en enfermedades termi­

nales. El dopingsanguíneo en cambio tiene por objetivo crear una sobrecarga de glóbulos ro­

jos y por lo tanto partir con una carga de oxígeno más elevada en el organismo. Este doping

consiste en inyectar al deportista por vía intravenosa, antes de una competición, glóbulos ro­

jos u otros componentes sanguíneos conteniendo glóbulos rojos. Se denomina

autotransfusión a la inyección de sangre del propio atleta y heterotransfusión 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 sanguíneas a agregarse y por lo tanto aumenta el

riesgo de una trombosis vascular. Además la heterotransfusión incrementa el desarrollo de

reacciones alérgicas o reacciones hemolíticas agudas con daño renal. Una forma nueva de

dapíngsanguíneo sería la utilización de la eritropoyetina, a la cual nos referiremos mas ade­

lante. El COI prohibe el uso de daping sanguíneo, en todas sus formas.

b- Manipulación farmacológica, química y física.

La comisión médica del COI prohibe el uso de:

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

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

orinas seleccionadas para el control.

0 La cateterización y la inhibición dela excreción renal.

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

grupos de substancias dopantes (A-F).
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ALW
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 más de 2000años y basándose en los efectos producidos no es sencillo realizar

una clasificación de las mismas . Además muchos estimulantes del SNC ejercen también su

acción sobre el sistema cardiovascular y el sistema nervioso simpático.

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

I Estimulantes analépticos: slrychnine, pícrotoxiney phentylenetetrazol.

II Estimulantes psicomotores: las drogas estimulantes psicomotoras son, químicamente, las

derivadas de la amphetamíne.Tienen semejanza no solo en su estructura sino en su acción

farmacológica. Este grupo está formado por las anfetarninas, sus derivados y otros

agentes como metilphenidatey pipradol.

III Mefilxantinas: cafleíne, theaphyilline, theobromine.

IV Aminas simpaticomiméticas: este grupo está representado por la ephedriney 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 excitación del mismo. La excitabilidad

va aumentando en relación directa con el aumento de la dosis, variando desde una suave hi­

perexcitabilidad hasta llegar a severas convulsiones. La utilización de dichas substancias

puede también provocar la pérdida de juicio y hasta la muerte. Las anfetaminas dadas a

concentraciones farmacológicas, pero en condiciones de fatiga física extrema, pueden tener

los mismos efectos nocivos que a altas concentraciones.
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De manera general, los estimulantes pasan de la circulación a través de la barrera

hemato- encefálica a los espacios intracerebrales y una vez en el cerebro pueden actuar de las

siguientes maneras: (a) Aumentar la liberación de neurotransmisores sobre otros receptores

(amphetaminey ephedrine);(b) estimular directamente los receptores post- sinápticos (ephcdrine

y cafi'eíne);(c) inhibir la reabsorción del neu rotransmisor (re-aptake) (amphetaminey cocaina).

Los estimulantes del SNC actúan también principalmente en los sistemas de neuro­

transmisores de la dopamina, noradrenalina y 5-hidroxitriptamina (serotonina). Las aminas

simpaticomiméticas son drogas que actúan de la misma manera que la adrenalina y noradre­

nalina que son los agonistas naturales del SN simpático.

Si bien para los problemas de asma y de las vías respiratorias la ephedn'ney familiares

eran prescritas, éstas no son actualmente autorizadas ya que se trata de aminas

simpaticomiméticas. Para dichos casos solo la utilización de salbutamol y terbutalíne (82­

agonistas) es permitida en aerosol.

Las aminas simpaticomiméticas como la phenmetrazine,alcanzan los mismos efectos

farmacológicos y tóxicos que las anfetaminas.

Como efectos secundarios negativos de este grupo, podemos mencionar: dolor de ca­

beza, alta presión, palpitaciones, ansiedad y temblores. En dosis bajas la ephedrine,pseudoe­

phedrine, norpseudoephedriney phenylprapanolaminason utilizadas en medicamentos contra el

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

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

amfetaminü

amiphenazole

amphetamine

benzphetamine

cafi'eine"

cathine

chlorphentennine

clobenzorex

clarprenaline

cocaine

r r r

croihetamidflcomponente decMicoréne»)

dimetamphetamine

ephedrine

etaphedrine

ethamivan

ethylamphetamine

fencamfamíne

f mapa”!

fenetyilíne

furfenarex

mqfenorex

methamphetamine

methoxyphenamine

methylephedrine

methylphenidato

morazona

nikethamide

pemoline

pentetmzol

phendimetrazine

phenmetrazine

phentmnine

phenylpropanolamíne

pipradol

prolintano

propylhexedrine

pyrovalerona

strychnine

y substancias relacionadas.

'La cajfeinees considerada substancia de abuso cuando su concentración en orina supera los

12 ¡ig/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 heptaminoly la caraminae,

los que son considerados como tónicos cardíacos y estimulantes vasculares.
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Anti-inflamatorios no esteroides

Este grupo posee un elevado poder analgésico, lo que hace que el atleta se exponga a

situaciones de gran riesgo. Bajoel efecto de estas substancias podrían entrenarse y competir

en malas condiciones físicas (heridas graves) y así a largo plazo provocar daños irreparables

en los tejidos lesionados.

Los siguientes analgésicos narcóticos se encuentran actualmente prohibidos por el

COI:

alphaprodine

-anilen'dine

-buprenorphine

-codeine

-dextromoramida

-dextropropoxiphene

-heroine(diamorphine)

-dihidrocodeíne

-dipipanona

y substancias relacionadas.

{toeptazine

{thyltnarphine

-levorphanol

-metadone

-nalbuphíne

-pentazocíne

-petidíne

-phenazocine

-trimepeniiine
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Los esteroides anabolisantes son substancias que se relacionan a la testosterona,

porque tienen una estructura química o una actividad semejante.

Estas substancias pueden aumentar la masa muscular, la fuerza y la potencia cuando

se combinan con una alimentación aumentada. A dosis pequeñas y con una alimentación

normal, se los utiliza para lograr incrementar la competitividad.

Como efectos secundarios podemos mencionar un mal desarrollo físico 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 psíquico, lesiones de hígado y muerte anticipada a causa de pro­

blemas del sistema cardiovascular. En el hombre afecta el desarrollo normal de los testículos

y puede reducir la espermatogénesis. En la mujer aparecen caracteres secundarios maSCuü­

nos, se inhibe la ovulación y la menstruación y el riesgo mayor sería el de causar problemas

fetales en caso de un posible embarazo.

Los siguientes esteroides anabolisantes se encuentran actualmente prohibidos por el

COI:

-bolasterone -metyltestasterone

-boldenone -nandrolone

-clostebol -naretandralone

-dehydrochlortestosterone -oxandrolone

fluoxymesterone -oxymesterone

-mesterolone -oxymetolone

-methandienane -stanozolol

-metenolone -testosterane '

y substancias relacionadas

' para la testosterona, una muestra es considerada positiva Cuando,ya sea por administración

de testosterona o por alguna otra manipulación, la relación testosterona/epitestosterona, es

mayor que 6.
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Los f3-blocantes se recetaban para las arritmias cardíacas, la hipertensión y las ja­

quecas. l-loy en día hay otras preparaciones tan eficaces como éstos. Su modo de acción es la

de bloquear los receptores B-adrenérgicos, por lo tanto, impiden que la adrenalina y nor­

adrenalina ejerzan su acción en todas la reacciones mediadas por dichos receptores. Los re­

ceptores Bestán distribuidos en todo los tejidos y órganos del cuerpo, por ejemplo, corazón,

vasos sanguíneos, bronquios, ojos, hígado, páncreas, tejido adiposo, músculo esquelético y

cerebro. Se los utiliza normalmente en deportes en los cuales no se necesita un gran esfuerzo

físico pero sí una gran calma como es el caso del tiro al blanco y la arquería. Se observó 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 CO], considera que en deportes donde la actividad

físicano sea importante, se harán controles cuando este organismo lo considere apropiado.

Los siguientes B-blocantes se encuentran actualmente en la categoría de substancias

sometidas a ciertas restricciones por el COI:

-acebutolol -nadolol

-alprenolol -oxprenolol

-atenolol -propanolol

-labetalol -sotalol

-metaprolol

y substancias relacionadas

EW
Son substancias que actúan directamente sobre los riñones, inhibiendo la reabsorción

de HZOy NaCl y provocan de esta manera un aumento dela diuresis. El uso habitual de los

diuréticos tiene por finalidad eliminar líquidos de los tejidos en ciertas condiciones patológi­

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

During -21­
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Los deportistas abusan de estas substancias, por dos razones; 1) para bajar rápida­

mente de peso en los deportes donde existen distintas categorías, y/o 2) para reducir en

orina, por un aumento del volumen de la misma, la concentración de otras Substancias que

podrían 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 hídrico.

Los siguientes diuréticos se encuentran actualmente prohibidos por el COI:

-acetazolamide - ethacrinic Acid

-amiloride fitrosemide

-bendroflumeth1hzide -hydrachlortiazide

-benzthiazide -mersalyl

-bumetanide -spironolactona

-canrenone -trimnpterene

-chlonnerodn'ne -chlartalidone

Jichlaphenamide

y otras substancias relacionadas.WW
- Gonadotrofina corlónica (H.C.G. gonadotrofina coriónica humana): La administración de

esta hormona, o de substancias similares, aumenta la producción de esteroides andrógenos

naturales y es considerada como la administración externa de testosterona.

- Corticotrofina (ACI'l-l):El abuso de corticotrofina aumenta la concentración de corticoste­

roides endógenos en la sangre, produciendo principalmente un efecto euforisante. La admi­

nistración de esta hormona es considerada equivalente a la administración intravenosa, oral o

intramuscular, de corticosteroides.

(Ver anexo Capítulo I)
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- Hormona de crecimiento (hGH, SOMATOTROFINA), la utilización 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 Capítulo I)

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

cidad de síntesis de los eritrocitos. (Ver anexo Capítulo I).

Todos los factores de liberación de las substancias mencionadas están también

prohibidos.

Alcohol

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

dido de una Federación Internacional.

Marihuana

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

Federación internacional.



Claudia Montes - 1998

¿Mmmm
La inyección de anestésicos locales está autorizada bajo las siguientes condiciones:

- Si se utiliza: promine, xylocaine, carbocaine (pero no cocalne).

- Sino se practican inyecciones intra- articulares.

- Si la aplicación es justificada por el médico.

C . . l

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 circulación en el organismo y provocan una

cierta euforia y traen aparejados tantos efectos secundarios que salvo en aplicación local,

exige un serio control médico. Desde 1975el COI se ha esforzado por restringir su utilización

durante los Juegos Olímpicos 0.0.). En ciertas disciplinas los corticosteroides son utilizados

con fines no terapéuticos tanto por vía oral como intramuscular e intravenosa. Su utilización

está prohibida salvo en aplicación local (oído, ojos, piel), en inhalaciones (asma, rinitis alér­

gica) y en inyecciones locales o intra- articulares.
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A I-I LAMAT RI E R NSAI

B_A.S_E.S_T_.E_Ó_RJ_C_A_S_

La repuesta de los tejidos vivos ante la presencia de un antígeno o al daño tisular, es la in­

flamación de los mismos. Esta respuesta involucra una serie de reacciones enzimáticas, la partici­

pación de mediadores, la liberación de fluidos, la migración celular y la reparación de tejidos. La

reacción inflamatoria va acompañada además de síntomas típicos como fiebre y dolor.

Los anti-inflamatorios no esteroides constituyen un grupo de substancias que, como su

nombre lo indica, tienen efecto anti-inflamatorio , además de analgésico y antipirético. Forman un

grupo heterogéneo y no están relacionados químicamente entre sí, excepto porque muchos de el­

los poseen un grupo carboxilo en su estructura y porque son capaces de producir prácticamente

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.

QLA_S_LE_LC_A_C_LÓ_N_

Debido a la gran diversidad la clasificación depende un poco de cada autor. La clasifica­

ción adoptada para el desarrollo de las tareas del laboratorio durante la puesta a punto de las

técnicas analíticas en el presente trabajo de tesis es la presentada por P.N.C. Elliott (DRUGS lN

SPORT).A continuación se presenta dicha clasificación, incluyéndose además ejemplos de las

estructuras típicas de los compuestos de cada grupo:

NSAle -29­
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DERIVADOS DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO

Acetylsalicylic Acid

Diflunisal

Salsala!

ACETYLSALICYL/CACID

o
u

C-OH 9
o-c—CH3

PYRAZOLES

Phenylbutazone

Oxyphenbutazone

Suxíbuzone

PHENYLBUTAZONE

o CH2'CH2-CH2- CH3

CAPITULO ll
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NSMDs

DERIVADOS DEL ACIDO ANTRANÍLICO

Mcfenamic Acid

Mcclofenamic Acid

Flufenamic Acid

Flunixin

MECLOFENAMIC ACID

o
llCOH

DERIVADOS DEL ACIDO FENILACÉTICO

Alclofenac

Diclofenac

Fenclofenac

DICLOFENAC

0

CHz-C—OH
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INDOLES

lndomethacin

Sulíndac

Tolmetín

INDOMETHACIN o
ll

, c - OH
CH30 CH2

CH3

'ï
c CI
IIo

DERIVADOS DEL ACIDO PROPIÓNICO

Plurbiprofen

Ibuprofen

Naproxen

Penoprofen

Ketoprofen

Tiaprofen ic Acid

IBUPROFEN

CH3 o

CH-C-OH

CH2— (|3H_ CH3
CH3

CAPITULO ll



NSAIDs

OXICANES

Tenoxicam

Isoxícam

Piroxícam

Sudoxicam

Meloxicam

TENOXICAM

CH3

DERIVADOS DEL ACIDO BENZOICO

Tolfenamic Acid

TOLFENAMIC ACID
PM: 261

COOH(m
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El efecto medicinal del "BARKof WILLOW"(Sauce) y otras plantas fue conocido por algu­

nas Culturasdurante centenios. Los extractos de diversas plantas en general y del sauce en particu­

lar eran usados ya en la época de Hipócrates para el tratamiento de fiebres infecciosas y palúdicas,

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 posteriorique en su mayoría contenían

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 describía 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 húmedas, donde había muchos casos de fiebre, Stone pensaba que

dicha planta tendría ciertas propiedades curativas para las enfermedades frecuentes en estas re­

giones.

Stone demuestra que los extractos de la corteza del sauce (Salixalba)eran tan eficaces para

el tratamiento de la fiebre como los extractos de quinquina (Quinquina amarilla, árbol típico de los

Andes, del cual se extrae la quinina).

Por otro lado, su propuesta debía principalmente convenir económicamente ya que la

quinquina al ser un árbol exótico hacía que el precio de la quinina fuera elevado. Por el contrario,

el sauce crecía sin problemas en las zonas húmedas y pantanosas de Europa y esto permitiría ob­

tener remedios con igual eficacia a un precio mucho más bajo.

El elemento activo del BARKof WILLOWera un glicósido llamado "salicin", aislado por

primera vez por Leroux en 1829,quien también demostró el efecto antipirético del mismo.

Por hidrólisis este glicósido produce glucosa y alcohol salicílico, el que puede ser trans­

formado en ácido salicílico.
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En 1875el salicilato de sodio fue el primero en usarse en casos de reumatismo y de fiebre

y al descubrirse Suacción uricosúrica se lo comenzó a utilizar en el tratamiento contra la gota.

Hoffman, un químico perteneciente a la empresa farmacéutica Bayer sintetizó entonces el

ácido acetilsalicílico. Después de demostrar su efecto anti-inflamatorio, este compuesto fue intro­

ducido en medicina en 1899por 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 ácido salicílico. Los

ácidos salicílicossintéticos desplazaron rápidamente a los compuestos obtenidos de fuentes natu­

rales que eran mucho más costosos.

Luego del descubrimiento de Hench (EEUU. 1950)comunicando los graves efectos colate­

rales de los anti-inflamatorios esteroides, la industria farmacéutica se lanzó al descubrimiento de

otros anti-inflamatorios, de ahí la designación de NSAle que corresponde a las inicialesde Non

Steroid Anti-Inflammatory Drugs. De inmediato se incrementó la síntesis de otros nuevos produc­

tos de acción anti-inflamatoria muy poderosos, tales como los derivados de la pyrozalona y otros

compuestos generalmente de naturaleza ácida, como los acetatos, los propionatos, los antranilatos

y más recientemente los oxicanes.

Se puede afirmar en este momento que se ha avanzado mucho en dilucidar el mecanismo

de acción de estas drogas pero que recién ahora se comprende como agentes tan diferentes

pueden causar básicamente la misma respuesta.

LAs PRQSTAQLANDINAS

Las líneas transcriptas a continuación, del prefacio del libro Dr. John Vane describen con

suma claridad el mecanismo de acción de las prostaglandinas.
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lmproved non-steroid anti-¡nflammatory drugs. COX-2 enzyme ¡nhlbltors

Edited by: John Vane,]ack Betting, Regina Betting

Preface

In 1971,Vane proposed that the mechanism of action of the aspirin-like drugs was through their inhibítion 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). lt exists in two isoforms, COX-l and COX-2 (discovered some 5 years ago).

Over the last two decades several new dmgs have reached the market based on COX-l enzyme screem. Elucidation of the

three dimensional structure of COX-1has provided a new understanding for the actiorts of COX inhibitors. 'lhe constitu­

tive isoforrn of COX,COX-1has clear physiological functions. lts 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

cytoprotectíve. COX-1also generates prostaglandins in the kidney, where they help to maintain blood flow and promote

natriuresis. The inducible isofon-n,COX-2,was discovered through its activity being increased in a number of cells by pro­

inflarnmatory stimuli. A year or so later, COX-2was identified as a distinct isofonn encoded by a different gene from

COX-1.COX-2 is induced by inflammatory stimuii and by cytokines in migratory and other cells. Thus the and­

inflammatory actiors of non-steroid antí-inflammatory drugs (NSAle) may be due to the inhibition of COX-2,whereas

the unwanted side effectssuch as irritation of the stomach lining and toxiceffectson the kidney are due to inhibition of the

corstitutive enzyme, COX-1.This hypothesis has led to interse research to establish, inter alía, the relative activities of the

currently used NSAle against COX-1and COX-2, the sites of expression of COX-2and the therapeutic activity and

toxicity profile of new, highly selective COX-2inhibitors. The following chapters, written by leaders in the field, review

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

from further knowledE of the EthophEiolggical significanceof the COXenzmes.
r

Tal descubrimiento le valió al autor el Premio Nobel de Medicina en el ano 1982..

O

JOHN R. VANE
Autobiosmphy
http://www.almaz.com/rnbeI/medlcine/ 1982c.html
l was born in Tarddaigg, Worcatershire, on the 29th March 1927,one of three children, with an elder sister and brother. My father, Maurice
Vane, was a son of imml ants from Rusia and my mother, Frances Vane, came from a Worcestershire farmlng family.
We lived in a suburb of irmingham where l attended the lomi state school from the age of flve. i then went on to King Fdward VI High
Schoolln Edgbaston, Birmingham However, the war was beginning and the whole scth was evacuated into the countryside, alongslde
Repton School in Derbyshire. The expected bombinp did not take place, and early in 1940the school matred 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, l spent
nights in the air-raid sheiter ‘ L ‘ L o -" " n "|er 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 I “‘- ' v t ' in my life. At
first. lwu able to use a Bunsenburne-rattached to my mother's gas stove, but the use of the kitchen a a laboratory ame to an abrupt end
when a minor explosion imuiviug L, " U “IL“ r ‘ the newly painted dear and chan the colour from blue to dirty green!.
Shortly aiterwards, my father, who ran a small 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 " ' ' I ' "', “paridad into new fields.
At High School l progrased through the pure sciences,and in 1944it seemed natural to move to the Ünlversity of Birmingham (which was
just seras the road from the school) to study Chemistry. However, the enthusiasm with which l had approached experimentation in
Chemistry in the garden shed was soon dampened, for at university experimentation was non existent. The only unknown in the practial
class was the percentage yield in the chemical synthesis involved. lt was, l suppose, at this stage that l began to realise that my interest lay
not ‘ ' , but ‘ ' ' Thus, when MauriceStacey, the Professor ofChemistry, mitad mewhat l wanted to do whenr
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El proceso de inflamación involucra una serie de eventos que pueden desencadenarse a

partir de varios estímulos (agentes infecciosos,reaccionesantígeno- anticuerpo, daños tisulares o

l graduated, l said 'anything but chemistry'. Stacey then told me that he had received a letter that morning from Profesor Harold Burn in
Oxford asking whether he could recommend another young cheinist (he had sent one the previous year) to go to Oxford to be trained in
pharmacology. Without heitation l grasped the opportunity and lmmediately went to the library to find out what pharmxology was all

about! That brief exchange with Stacey rehaped my whole career. l went to Burn's department in 1946.l had no biological training of anysort and very little motivation. l found lnsplration in working with him and aught his enthusiasm for harmacology. l anyone en be said
to have moulded the subjectof pharmacoiogyaround the world, it ls he. He did this through his particular styleof m through the
lucidity of his writings, but most of all through the schoolwhich he founded. Ynnng,‘ Í ' “ -' ' ' ' "cd " "-4
older, les impresionable pharmacoiogistsall eme to work with him. His laboratory gradually beeme the most active and important
centre for pharmacologiml research in the U.K. and the main school for training of young pharmacologists. lt was his energy and
inspiracion that set my creer into one of adventure ln the fields of bioaeay and pharmamlogy. lt was Bum who relnforced for me the
esence of ex mentation and that is, never to ignore the unusual.
After quallfying for a B.Sc.in pharmacology, l spent a few months in Sheffield University as a reearch worker ln the pharmacology
department but then went back to Oxford to the Nuffield lnstitute for Mediml Research ln order to study for a D. Phil. with Dr. Geoffrey
Dawe. ln i951 l was awarded the Stothert Research Fellowship of The Royal hiery and this enabled me to complete my doctorate ln
1953.01ford was also an important miletone for it was there that my wife and i made our first home. and it wn there that my daughters
Nicola and Miranda were born.
ln 1953,we all went to Newhaven, Connecticut where, at the invitatlon of Dr. Arnold Welch, who was then Chairman, l joined the
Department of Pharmacology at YaleUniversity as Assistant Profesor in Pharmacology. That was a liver and bustling department. but
after 2 years we returned to the U.K,where l started work with Profesor W. D. M. Paton at the lnstitute of BasicMahal Science of the
University of London in the Royal College of Surgeons of England. This was an unusual department, for the teaching was only for
graduate, and was not time consuming, thus offering pienty of time for reearch. l stayed there for 18 years, progresing from Senior
Lecturer to Reader to Professor of Experimental Pharmacology. From 1961to 1973,Profesor G. V. R. Born. a close friend from my Oxford
days, we the Chairman of the Department and we enioyed a strong symbiotic relationship, each malntaining an active group of graduate
students and research workers. lnteretingly, our fields of research endesvour (plateletsand prostaglandins) only coaiescedin a signiflent
way after we had both moved on. lt was here that l developed, together with my group, the ceutde superfusion bioasaay technique for
mesurement of, dynamlcally and instantaneously, the releaseand fateof vasoactive hormone in the circulation or in the perfusion fluid of
isolated organs. ln the mid-i960’s,our attention was fomsed on prostaglandins, leading in i971 to the forging of the link between epirin
and the prostaglandins.
ln 1973,l was offered the position of Group Researchand Develoth Director for The Wellcome Foundation. ln making my decision, l
was conscious that Henry Wellcome, seventy years before, had recruited Henry Dale to work in (and soon to direct) the Wellcome
Physiologitzl Reearch laboratorie, the forerunners of the preent Researchand Development Directorate. When Henry Dale. then at
Cambridge, first received the offer from Wellcome, he hesitated over accepting it. 'Friends to whom l mentioned this approach' he said,
'were almost unanimous in advising me to have nothing to do with it. l should be selling my scientific soul for a mes of commercial

ge .
evertheles, he accepted and had no regrets. l also found smongst a few of my friends a resistance to the idea of me enterln into

industrial science. lt was u if to say that good science can only be promulgated in aedemia. Those friends were wrong; lllre e l
accepted and had no regrets. l took with me from the Royal College of Surgeons a nucieus of colieague, and this has expanded over the
last few years into a Prostaglandin Research department under the leadership of Dr. Salvador Moncada. lt was in this department that
prostacyclin was discovered and its pharmacology developed.

Fellowship

1973Honorary Member of the Polish Pharrnacological Societ.
1973Pellow of the lnstitute of Biology.
1974Fellow of the Royal Society.
19WWalter C. McKenzie Visiting Profesorship, University of Alberta, Edmonton. Canada. D. Med. ('Hon.Causa) Copernicus Aademy of
Medicine, Craoow. Albert Lasker BasicMediel Research Award. BalyMedallist of the Royal Collegeof Physicians
1978Honorary Fellowship of the Amerian College of Physicians Member of the Royal Atzdemy of Medicine of Belgium. Doctor Hon
Causa RenéDearte University,Paris.
1979Foreign Member of the Royal Netherlands Academy of Arts & Sciences Visiting Profesor, Harvard University, Cambridge, Mass,
USA. Jeeph J. Bunim Medal of the American Rheumatism Association.
1980Foreign Member of the Polish Amdemy of Sciences. Doctor of Science (l-lon. Causa) Mount Sinai Medical School, City University of
New York, USA. Peter Debye Prize, University of Maastricht, Holland. Feldberg Foundation Prize. Clba Gelgy Drew Award, Drew
University, U.S.A.Nuffield Lecture a Gold Medal, Royal Society of Medicine, England.
19st Dale Medallist. Society for Endocrinology.
1982Foreign Honorary Member of the American Aademy of Arts and Science, U.S.A.,Honorary Fellowship of the Swedish Sodety of
Madiel Sciences
1932Nobel Price'of Medicine.
1983Foreign Associate of the National Aademy of Science, U.S.A.Honorary degree Doctor of Science,Aberdeen University Medals,
prize and awards.
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de otro tipo). En un plano general la respuesta va siempre acompañada por signos clínicos

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 vasodilatación y un marcado aumento dela permeabilidad capilar.

- una fase subaguda caracterizada por una infiltración de leucocitos y células fagocíticas.

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

Describiendo el mecanismo de liberación y acción de las prostaglandinas (PCL), veremos

como actúan los NSAIDs. Veamos entonces un poco la historia y el mecanismo de acción de las

PCL.

En 1930dos ginecólogos americanos Kurzrok y Liebe, observaron que cuando se ponían

porciones de útero en contacto con semen humano, éstas se contraían. Años más tarde Goldblatt

en Inglaterra e independientemente Euler en Suecia,descubrieron que había una substancia en el

fluído seminal y glándulas anexas que producía vasodepresión y contracción del músculo liso.

Euler identificó esta Substancia como un ácido Iiposoluble y lo llamó prostaglandina.

Más de 20 años llevó descubrir que las prostaglandinas constituyen una familia única de

compuestos. En 1962 la estructura de dos prostaglandinas, E (PGEI) y PGFla ya había sido

dilucidada. Rápidamente otras PCL fueron identificadas y al igual que las anteriores todas

poseían un ácido graso de 20 carbonos instaurados con un ciclo de 5 carbonos. Con dicha

estructura su relación con los ácidos grasos esenciales fue puesta en evidencia y en 1964

Bergst-rómy van Dorp, usando homogenatos de vesícula seminal de oveja, descubrieron la

síntesis de PGEZa partir de ácido araquidónico.
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Gráfico II- a. Esquema de caminos biosintéticos de las prostaglandinas y leucotrienos en el
proceso inflamatorio.

Adaptado del libro DRUCS IN SPORT. D.R. Mottram Editor. Londres. UK, 1991. CHAPTER 3

"DRUG TREATMENT OF INFLAMMATION lN SPORT INIURIES". Página 87
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Al inyectar bajas concentraciones de PCL se obtiene una reacción muy semejante a una

inflamación. La prostaglandina E2 (PCT-J")y la prostaciclina (PCI") causan eritema y aumentan

el flujo sanguíneo local. El efecto de la PCEZpuede durar hasta 10horas y además contraatacar

el efecto vasoconstrictor de substancias tales como la norepinefrína y angiotensina. Estas

propiedades no están compartidas con otros mediadores; se observa que en vesíCulascutáneas y

en venas superficiales las PCL producen vasodilatación en unos pocos minutos. Si bien la PGE]

y PGE2 producen edema cuando se las inyecta en pata trasera de rata, no está claro si pueden

producir un aumento en la permeabilidad capilar sin la participación de otros mediadores tales

como los leucotrienos, la histamina y la bradiquinina. Además hay un claro sinergismo entre la

bradiquinina y la PCI cuando se las administra juntas. Aparentemente las PCL no parecen estar

involucradas en los procesos quimiostáticos a pesar de ser las responsables de producir una

migración de leucocitos hacia la zona inflamada como consecuencia del aumento de flujo

sanguíneo. Un producto quimiostático importante es el leucotrieno B4que se sintetiza a partir

de ácido araquidónico por acción de la lipoxigenasa y si bien una alta concentración de NSAIDs

puede inhibir la migración de células, no parece intervenir en la inhibición de dicha enzima.

En 1971,Willis junto con Vane y Smith descubrieron que la Aspirina y la Indomethacínea

bajas concentraciones inhibían la producción enzimática de prostaglandinas. Hasta ese

momento no se encontraba ninguna relación con su conocido poder anti-inflamatorio,

antipirético y analgésico ya que las experiencias realizadas entonces eran exclusivamente in

vitro.

Este descubrimiento permitió un gran avance en el conocimiento del mecanismo de

acción de estas drogas y proveyó las llaves necesarias para la investigación del rol de las PCL.

En 1986Higgs y col. pusieron en evidencia la participación de las prostaglandinas en los

procesos de inflamación, dolor y fiebre y por lo tanto, la inhibición de la síntesis de las PCL por

los NSAIDs podría estar explicando la acción terapéutica producida por los mismos.

La síntesis de PCL y tromboxano es inhibida por los NSAIDs cuando éstos bloquean la

ciclooxigenasa de los ácidos grasos.
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Se ha demostrado que existe liberación de PCL cuando las células son dañadas y que

también aparece en exudados de inflamaciones y se comprobó que los NSAle inhiben la

biosíntesis y la liberación de las PCL en todas las células estudiadas. Por lo tanto la acción

terapéutica de los NSAIDs estaría directamente relacionada con la disminución de la

concentración de las PCL al inhibir su síntesis.

El modo de inhibición de los NSAle es impedir que el ácido araquidónico se

transforme en un endoperóxido intermedio inestable , PCGZ, siendo esta reacción 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 peróxido, tal es el caso del acetaminaphenen

hipotálamo. Es por esta razón que el acefamínophentiene poca acción en los tejidos inflarnados y

que en estos sitios hay una alta concentración de peróxidos producidos por los leucocitos. A

dosis terapéuticas los NSAIDs reducen la producción de PGL en las plaquetas en semen, en

orina y en líquido sinovial. Las plaquetas son particularmente sensibles a la inhibición

irreversible causada por la aspirina ya que tienen escasa posibilidad de síntesis de proteínas y

por lo tanto no pueden regenerar la enzima. En términos prácticos esto significa que una simple

dosis de aspirina puede inhibir la cilooxigenasa de la plaqueta durante la vida de ésta (8-11

días). 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-1y la COX-2. Picot, Loll y Cabbarito determinaron la estructura tridimensional de la

COX-1(Picot, 1994).Estos autores describieron el sitio activo como un largo canal hidrofóbico y

postularon que algunos NSAIDs inhibirían la COX-1al excluir al ácido araquidónico (AA) de la

porción superior de este canal. Los aminoácidos tirosina y serina estarían 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 unirían otros anti-inflamatorios y competirían 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 todavía metabolizar el AA ya que la
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serina acetilada se ubicaría de manera tal en el espacio que permitiría la unión del mismo al sitio

activo. Esto indicaría que el canal en la COX-2es ligeramente más ancho que en la COX-1.

La COX-l se expresa en la mayoría de los tejidos y lleva a cabo la función de sintetizar

las PGL, las que regularán las funciones normales de la actividad celular. Las PCL producidas

son " protectoras del organismo". La concentración de la enzima COX-1es estable pero puede

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

L AI

Las prostaglandinas están generalmente asociadas al dolor que acompaña una in­

flamación. Al inyectar altas dosis de PGEZó PGF2a sea por vía endovenosa o intramuscular, se

provoca un gran dolor local. La PCL perfundida puede producir dolor vascular y cefalea. En

general los NSAIDs no afectan la hiperalgesia o el dolor causado por la PCL sino que

disminuyen el dolor al disminuir la síntesis de las mismas. Respecto al dolor, a los NSAIDs se

los clasifica como calmantes suaves, sin embargo en algunos casos los NSAIDs suelen ser más

analgésicos que los opioides.
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La regulación de la temperatura del cuerpo es un proceso que requiere un delicado

balance entre la producción y la pérdida de calor. El hipotálamo es el que regula el

mantenimiento de un determinado valor de temperatura. En los procesos febriles, este valor se

ve alterado y los NSAle lo vuelven a su valor normal. Estas drogas no ejercen efecto alguno

cuando la temperatura del cuerpo aumenta como consecuencia del ejercicio físico o de un

aumento en la temperatura ambiente.

La fiebre es el resultado de una infección o de la secuela de un daño tisular, inflamación

u otros estados anormales. En estas condiciones es normal que aumente la concentración de

citoquinas (tales como la IL- 1), el factor de necrosis de los neutrófilos y otras células. Como

consecuencia, este proceso induce Ia producción de PCE2. La PCL actúa con el hipotálamo para

producir este aumento de temperatura por acción de un proceso que parece estar mediado por

el AMPc. Los NSAle, inhibiendo esta producción de PCEZ, inhibirían el aumento de

temperatura.

Estos hechos se fundamentan en ciertas experiencias, ya que Cuando se perfunde PCE2

en ventrículo cerebral o cuando se lo inyecta en hipotálamo hay un aumento de temperatura. En

mujeres tratadas con PCL para provocar aborto, uno de los efectos seCundarios es la fiebre. La

fiebre producida al aumentar la síntesis de lL- 1 u otras citoquinas puede ser reducida por los

NSAle pero no la fiebre al inyectar PCL. Por lo tanto se comprueba que éstos actúan a nivel de

la síntesis de las mismas. En contraste con la aspirina, el ácido salicílico no puede acetilar la en­

zima ciclooxigenasa y su acción terapéutica estaría dada por la unión a un segundo sitio activo

que se encontraría por debajo del primero.



Gráfico II- b. Esquema representativo del modo de acción de la aspirina (ácido acetilsalicílico)
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L AID

W
A modo de conclusión y tal cual hemos venido explicando, la inhibición en la síntesis de

PCL explicaría la acción de los NSAle; éstos estarían conteniendo la acción patológica de un

exceso de PCL por la COX-2, por lo tanto disminuirían la respuesta inflamatoria. Al mismo

tiempo estarían inhibiendo la síntesis de eicosanoides por la COX-l (efectos colaterales). Por

ejemplo la prostaciclina tiene una función citoprotectiva en la mucosa gástrica . Al inhibir la

producción de las prostaciclinas se inhibe Ia acción benéfica de las mismas y de allí el efecto

ulcerogénico de la aspirina. La mayoría de los NSAIDs son inhibidores mucho más potentes de

la COX-l que de la COX-2,y los que inhiben preferencialmente la COX-2 tienen menores efectos

secundarios.
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Gráfico H- c. Esquema de la relación entre los distintos caminos que llevan a la generación de PCL por la COX-1y la

COX-2. La activación de la COX-1 promueve la liberación de eicosanos que participan en procesos fisiológicos

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

embargo el beneficio de la aspirina en la prevención de infartos se debe a la inhibición de la COX-l en plaquetas. La

inhibición de la COX-2reduce la inflamación.

estímulo
fisiológico

stímulo
inflamatorio

.,¿,. .. .- . .c .¿q‘ ,. ¡,9 . W..- .,s y “mg? .. ..

. . macrófagos y otras
COX-1 constitutiva Células

COX-2
V inducida v
TXA2 mediadores

plaquetas inflamatorios
P012 PGE2
endotelio. riñón prmeasas
mucosa

gástrica PGS
etc.

funciones . .
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NSAIDs uso. ABI159 E IMPQRTANQIADE 511DETEQQIQN

El uso de los anti-inflamatorios no esteroides durante el siglo XIXen el tratamiento de

inflamaciones y en el alivio al dolor producido por la artritis reumatoidea, fue uno de los

acontecimientos más importantes en el campo dela medicina. "I m

A principios de siglo se introducen en el mercado dos nuevos anti-inflamatorios no

esteroides: la Phenylbuiazoney el lndomcthacin,originando así un amplio grupo de drogas que a

mediados del 1900 se denominarían NSAle. A partir de ese momento se produjo una

verdadera explosión en la industria farmacéutica lanzándola en vertiginosa carrera al desarrollo

de los futuros NSAIDs,conociéndose en la actualidad más de cuarenta productos distintos para

el tratamiento de la gota, de la artritis y de las lesiones musculares los que además, por sus

condiciones analgésicas, se utilizan para el alivio del dolor.

Puede decirse que los NSAle constituyen uno de los grupos de drogas más utilizadas

a lo largo de toda la historia dela medicina.

u MEDICAL TOXlCOl.OCY DIAGNOSIS AND TREATMENT IN HUMAlN l’OlSONlNG. Ellenhorn M., Barceloux D., Editorial Elsevier,
Amsterdam. The Netherlands, 1985.

Más de 200productos conteniendo 'ttspírinn' (ácido acetilsalicllico= ASA)y 20 billones de tabletas son consumida anualmente
enEEUU.El...1u.ewde r al'lode "‘ ‘ E " "' ' ,‘ L' tirdel962a‘l980enparte ' alas
mejoras en el embalaje de las mismas y por otro lado a la disminución en el uso cotidiano gracias a las campanas de prevención. Sin
emlnrgo las intoxicacionescrónicas con salicilatos ocurren frecuentemente debido a la saturación de las enzima que lo metaboliun.
Cuandolasenzimasse saturan una próximadosis por más r 1 -‘ 1 " ‘ “wind- an la mmtración de
la drop en sangre. Por lo tanto con un mal " ‘ " T ¡e pueden " ;_ ' muy graves. Un envenenamiento crónico en ninos
se ne de manifiesto con sintomas mucho más marcados que en un envenenamiento agudo, mayor hiperventilación, dahidratación,
acidosis sistémica y severas manifestaciones en el sistema nervioso central. La mortalidad es de menoa de un 2% después de una
intoxicaciónaguda, pero alcanza el 25 % después de una lntoximción crónica severa.
DOSIS

Ninos: de 10a 20 tng/kg cada 6 horas, con un limite máximo de 60 mg/kg ada 24 horas. Para tratamientos crónicos la dosis se
va aumentando hasta llegar a los 100mg/ltg/día.

Adultos: la dosis inicialpuede ser de iooo mg/kg y luego de 650mg/kg ada 4 horas
TOX‘lClDAD

lngestlones de 120mg/ltg no produce sintomas de Intoxicación,160mg /kg producen una lntoxlmclón leve. Una lntotu'mclón
moderada resulta de la ingestión de 240mg/kg, y una intoxicaciónpotencialmente letal se considera a partir de 480mg/kg.

"' 5mm, PJ. (1989),Joumal of Chromatography BiomedicalAppliations, 49s: 179-193.
En el alto 1986se estimaron 19,99millones de pracripciones medias para los NSAle en Gran Bretaña. El 74% de estas recetas eran
indiatdas para el diflum'sal,índomethacin,fenopm , ketapnfin, mproxm, mq’mmic y pímn'atn. Durante el mismo periodo, The National
Poisons Information service of London, recibió 1187llamadas relacionadascon intoxide por estas drogas. Este porcentajees solo el
2,3%de el total de llamada anuales recibidas en este organismo.
Si bien los esos de sobredosis por NSAllk son pocos y siempre han sido descritos en la bibliografia, en los caos especificosde las drogas
mencionadas anteriormente, nunca se mencionaron las concentraciones halladas.
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Este grupo resulta de alto consumo en el ámbito deportivo, especialmente en la natación

femenina, siendo utilizados para mejorar el rendimiento durante las competiciones, o para

evitar la utilización de otros analgésicos prohibidos por el Comité Olímpico Internacional

(COI).

Los NSAIDs no están incluidos dentro de la lista de substancias prohibidas por el COI,

sin embargo la incorporación de un método para su detección serviría tanto para ratificar las

declaraciones de los atletas y entrenadores, como para prevenir abusos en su utilización.

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, aún cuando éste no se hallare en el estado de salud adecuado

para participar del evento. Las drogas más detectadas en el control del doping equino fueron

desde siempre Phenylbutazoney Aspirine. El uso de ellas puede motivar entre otras

consecuencias cambios erráticos en el galope o bien encubrir malformaciones congénitas de la

respiración o disimular una cojera por accidente.

La federación ecuestre internacional permite el uso de Phenylbutazoneen dosis menores

a 4 ug/ ml en plasma por lo que resulta imprescindible realizar un screening(ver Capítulo lll) de

detección y cuantificación para evaluar si tal uso resulta aceptable o no.

El desarrollo de un método eficaz que integre la detección de un gran número de

NSAIDs, revestiría suma importancia no sólo en el contexto del dopingsino que también sería de

importancia y de gran utilidad en el área de la bioquímica clínica, de la farmacología y de la

toxicología analítica. De contar con la sensibilidad y especificidad de un cromatógrafo gaseoso

acoplado a un detector de masas, el aporte de datos en estas áreas sería 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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Un screeningdebe poseer como características principales, entre otras, simpleza en cuanto

al procedimiento de obtención de la muestra a analizar, debe ser relativamente rápido 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 automatización. En este último aspecto todo ha evolu­

cionado a grandes pasos en la última década de manera tal de disminuir el riesgo de error del

operador, aumentando la automatización.

En el control analítico del dopingel primer ejemplo de puesta a punto de un screeningpara

la detección de substancias que poseen nitrógeno en Suestructura lo llevó a cabo Donike en 1970.

Esta técnica es una simple extracción liquido- líquido a pH alcalino, utilizando tert- butilmetileter

como solvente de extracción y siendo orina el fluido a analizar. Se agrega un standard interno para

control cualitativo y cuantitativo de la extracción y el extracto, sin concentrar ni derivatizar, se

inyecta en un CC-NPD (Cromatógrafo Gaseoso acoplado a detector de nitrógeno fósforo).

El control analítico del doping se fue estructurando con el correr de los años y con el

avance de la farmacoterapia.

El COI estableció finalmente en los requisitos para la acreditación de los laboratorios de la

especialidad, metodologías que utilizan separaciones cromatográiicas de alta resolución y un de­

tector selectivo (Mass Selective Detector ó MSD, NPD) ya que resultan ser las más efectivas para

la detección y cuantificación de substancias y metabolitos en bajas concentraciones.

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

ning específico que analiza dichas substancias en orina.

Push a punto -53­
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Los estimulantes son controlados por GC-NPD (Donike, 1970);(Lho, 1990),siendo éstas

metodologías muy sensibles y relativamente específicas ya que involucran la detección de Sub­

stancias que contienen nitrógeno.

Los analgésicos narcóticos, así como los B-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 más polares, son generalmente de­

tectados por HPLC- con un detector de arreglo de diodos ó DAD (Park , 1990). Lisi en 1991

desarrolló una técnica para la detección de los mismos por GC-MS. Este método posee varias

ventajas ya que se trata de una extracción metilativa con posterior análisis por GC y detección

específica con MSD (Lisi, 1991).

En los controles del dopíngen humanos solo la orina es recolectada y analizada; en equi­

nos en cambio la matriz biológica a analizar fue en una primera época la saliva, actualmente se

utiliza sangre u orina. En toxicología clínica se utiliza generalmente orina como fluido de análisis

ya que en ella se encuentran las substancias madres y los metabolitos en mayores concentraciones

que en plasma, además de ser mayor Su tiempo de eliminación. Obtener solo muestras de plasma

podría ser por lo tanto no muy significativo. Maurer y Pfleger trabajaron en este aspecto po­

niendo a punto diferentes técnicas para la detección 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);antihistamínicos (Maurer, 1988(a), (b),

(c) y (d)); antiarrítmicos, barbitúricos y sedantes hipnóticos (Maurer, 1990(a), (b)).

Todos estos métodos que permiten la detección e identificación simultánea de varios

compuestos por GC-MSD,requieren la acetilación del extracto proveniente de una orina hidroli­

zada. Los trabajos de estos autores constituyen uno de los pilares más fuertes y completos en la

puesta a punto de screeningspara la detección de grupos de substancias. Muchas de las técnicas

del control del dapingvigentes en la actualidad, se han desarrollado como modificación de dichos

métodos.
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Vemos entonces la clara tendencia a desarrollar metodologías con las cuales se puedan

detectar la mayor cantidad de substancias, pertenecientes (o no) a una misma familia.

En el caso de los controles del daping Ia importancia de detectar un gran número de dro­

gas con la misma técnica es aún mayor ya que entonces un mismo screeningserviría como análisis

de rutina de un determinado grupo de substancias y a Su vez como método confirmatorio de

otras.

En el caso de los atletas los NSAle son frecuentemente utilizados cuando se tratan le­

siones agudas o crónicas (Calabresse, 1986).Los mismos junto con los tratamientos tradicionales

como ser hielo, reposo y sobre-elevación de la zona inflamada acortan el período de convalecen­

cia y permiten retomar rápidamente el entrenamiento ya que reducen los síntomas de dolor e in­

flamación (Santelli, 1980);(Krishan, 1977).Se observó también que en casos de lenta mejoría el

uso de NSAIDs era más efectivo que la disminución del entrenamiento ya que aceleraba el pro­

ceso de recuperación (Noble, 1981).

En 1979,Hunt, describe un método para detectar NSAIDsen orina de equinos por croma­

tografía gaseosa acoplada a un detector FID (detector por ionización de llama)/ MSD (Hunt,

1979). En 1983 Maurer, como se mencionó anteriormente, pone a punto una técnica para la

detección de NSAle y algunos metabolitos (Maurer, l983(b)). En 1985Donike y colaboradores

presentan un trabajo para la detección de NSAle en plasma equino utilizando una extracción en

fase etérea. Esta extracción presenta el inconveniente de tener bajos niveles de recuperación para

los compuestos pirazólicos (Donike, 1985). Estos autores resumen en dicha presentación las

diversas técnicas para la detección de los NSAle, sus ventajas y desventajas.



Claudia Montes -199F

Tabla III- a. Breve comparación de las ventajas y desventajas de los métodos analíticos
actualmente utilizados en el control del dapífig. ( Tabla adaptada de Donikey col.1985).

MÉTODO VENTAJASÍDESVENTAJAS

Cromatografía en capa delgada: CCD ó

TLC

rápido, económico, poca interferencia en

los compuestos acídicos. Poco específico,

difícil cuantificación.

Cromatografía Líquida de Alta Presión

CLAR ó HPLC

alta sensibilidad, no se necesita

derivatizar, compleja interfase de

electrospray para acoplar a un MSD

Cromatografía en fase gaseosa con

detector de Nitrógeno Fósforo

GC-NPD

alta sensibilidad, especificidad relativa, los

compuestos deben contener nitrógeno o

fósforo en su estructura

Cromatografía en fase gaseosa con

detector de masas CC-MSD

alta sensibilidad, especificidad,

selectividad

Electroforesis capilar con detector de sensible, específica, selectiva, no necesita

masas EC-MSD prefiración previadela muestra

Entre los últimos trabajos de screenings,desarrollados para la detección de NSAIDs puede

mencionarse el de De long en 1989,en el cual utilizan como técnicas analíticas extracción en fase

sólida y detección MSD- MSD en tandem, con lo que se llega a límites de sensibilidad mayores

que cuando se usa como detector simplemente MSD (De long 1989),y el descripto por Segura J. (

Segura 1996)en el cual propone un pretratamiento casi totalmente automatizado con análisis GC­

MSD o el screeningpara 17 NSAIDs presentado por Ventura R. (Ventura 1996) . En el caso de uso

de detección MSD- MSDcabe señalar que aún en la actualidad se trata de equipamiento de costo

sumamente elevado.
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Actualmente sólo la orina es analizada para el control del dopng en atletas humanos. Sin

embargo las muestras de sangre son utilizada en el control del dapingde equinos y caninos.

El COI está evaluando seriamente la posibilidad de incorporar el análisis de plasma y

orina a la rutina del doping. La Federación Ciclista lntemacional, está ya tomando muestras de

sangre a fin de controlar el valor del hematocrito de los atletas antes de una competición.

El objeto de este trabajo fue el de desarrollar un método analítico completo para la detec­

ción de NSAIDs y de sus metabolitos en sangre y orina, tanto en equinos como en humanos. A tal

fin se ensayaron varias técnicas de extracción y derivatización con posterior análisis por CC-MSD

para lograr así validar una técnica rápida, eficiente y específica.

Se obtuvieron muestras reales sobre las cuales se ensayó la efectividad del método. Con

este propósito se trabajó por lo tanto con voluntarios humanos y con equinos a los que se trató

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 comisión de veterinarios del Haras

de Avenches (Avenches, Suiza).
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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 farmacología, la medicina y

la bioquímica. Sin embargo el primer escollo a sortear es el del análisis técnico- químico: separa­

ción, identificación y análisis cuantitativo de la o de las substancias en cuestión.

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 biológicas forma parte de los estudios de biodisponibilidad y fannacocinética 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 cromatografía líquida de alta presión es el método más frecuentemente

utilizado para la validación de métodos en farmacocinética y metabolismo de las drogas, sin em­

bargo en la década del 70 la cromatografía gaseosa la ha ido remplazando y a partir de los años

80 su incorporación fue aún más importante al desarrollarse las columnas capilares y la posibili­

dad de acoplar el CC a un detector de masas. El desarrollo de técnicas por GC-MSDva más allá

de ser un simple análisis de GC y una identificación específica del compuesto, es todo un nuevo

modo de análisis en el que se involucra el GC, el MSDy todo un sistema computarizado de pro­

cesamiento y archivo de resultados, además de la posibilidad de automatización en cuanto a la

introducción de la muestra en el equipo.

Materials y métodos .61­
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Hemos ya mencionado algunas ventaias del análisis GC-MSD (ver tabla capítulo Ill ), sin

embargo cabe destacar que la mayor ventaja de realizar estos análisis por GC-MSDes la de poder

distinguir compuestos con estructuras moleculares muy semejantes y que difieren sólo en su

masa. Es ideal con esta metodología, entonces, usar un standard interno que sería el mismo com­

puesto marcado con un isótopo estable.

La sensibilidad del análisis es un parámetro muy importante a tener en cuenta ya que las

substancias se administran a dosis mínimas. En el caso de dapinges claro que se busca obtener un

determinado efecto con la menor cantidad de sustancia posible. Es importante también establecer

métodos que permitan detectar concentración de droga total sobre todo cuando la concentración

de droga libre es tan baja resultando difícil su detección y cuantificación.

Otro aspecto de suma importancia es la precisión y exactitud del método. La precisión se

caICulafácilmente con un análisis estadístico de los resultados obtenidos a partir de procesar una

misma muestra un cierto número de veces. La exactitud se controlará utilizando patrones estan­

darizados y de procedencia tal que los hará confiables en cuanto a Su pureza y por lo tanto su

concentración (Hirtzz, 1986).

Además de la sensibilidad, la precisión y la exactitud, hay otro aspecto importante en la

analítica moderna y es la simpleza y el costo de la metodología a desarrollar. La tendencia de los

laboratorios en la actualidad consiste en tratar de validar técnicas que serán luego de aplicación

de rutina en la detección y dosaje del medicamento en cuestión.WWW
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 análisis farmacocinéti­

cos se habían realizado por HPLC con detección por fluorescencia en el laboratorio analítico de la

misma empresa.
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La inquietud de realizar nuevamente los estudios con otra metodología surge por parte

de los médicos y farmacéuticos a cargo del estudio de biodisponibilidad, porque los resultados

encontrados no tenían lógica alguna. Dudanclo entonces de los dosajes efectuados en sus propios

laboratorios se nos envían los patrones de Tepoxaline, su metabolito y los estudios de excreción

(ExcretíonStudy = ES)en diversas matrices biológicas para su análisis por CC-MSD.

Figura IV- a. TEPOXALINE

H3C-O
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Se preparó una solución patrón de 1 mg/ ml en diclorometano (DCM) el cual era el

solvente sugerido para tal fin. Dada la baja solubilidad de la Tepoxalineen el mismo ( luego de 5

minutos de sonicación se visualizaban partículas en suspensión y en el fondo del tubo) se preparó

una solución en acetonitrilo (ACN) siendo completamente soluble en este solvente. Se pasan am­

bas soluciones directamente por el CC-MSDobteniéndose mejor respuesta con la solución en ace­

tonitrilo. Sin embargo la respuesta fue débil, probablemente por ser esta substancia poco volátil ó

tal vez por descomponerse con la alta temperatura del detector. Por consiguiente se buscó un mé­

todo de derivatización para solucionar las posibles causantes de la mala detección y así lograr ob­

tener un buen espectro de masas y posteriormente poder cuantificar bajas concentraciones de la

misma.

Para su derivatización se decidió a la muestra sililarla de distintas maneras:

De la solución de 1 mg/ml en DCM y de la solución en ACN, se tomaron 100ul y se co­

locaron en tubos diferentes (Tubo 1, 1', 1" = DCM; Tubo 2, 2', 2"= ACN) evaporándose el solvente

con corriente de N2a temperatura ambiente.

Tabla IV- a. Métodos de sililaciónde la Tqualine

Condiciones de derivatización DCM ACN

15 min. a 80 °C con 100 ul MSTFA (N- methyl-N- Tubo 1 Tubo 2

trimeth[Igliltnfluoroacetamide )

30 min. a 60 °C con 50 pl BSTFA ( N,O-Bis Tubo 1' Tubo 2'

tfimethzls'tilil trifluoro acetamide) + 50 El piridina

20 min. a 60 “C 100 pl MSTFA/TMS imidazole Tubo 1" Tubo 2"

(trimeLhylsylil imidazole) (1000: 20)

Análisis por GC-MSD:Volumen de inyección lul
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La sililación no fue efectiva en ninguno de éstos procedimientos tal vez debido a:

0 razones estructurales de la molécula

o la posible descomposición de la Substancia a la temperatura de derivatización ó por el

contrario que a las temperaturas ensayadas la sililación de la Tepoxalineno fuera

eficiente

0 a los cortos tiempos de reacción utilizados

Se ensayó entonces una metilación directa sin extracción. Se evaporaron 100 ul de solu­

ción 1 mg/ ml de Tepoxalineen ACN y se procedió dela siguiente forma:

Tabla IV- b. Condiciones de metilación de la Tepoxaline

Condición de derivatización ACN

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

trilo, 20 pl de iodometanoW
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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FÓRMULAS Y METILACIÓN

Figura IV- b. Molécula de Tqioxalineantes Xdespués de la Extracción Metilativa (EM).

TEPOXALINE (020 Hzo N303Cl)

H3C-OQPM: 385
HN/ 3\

\ \o H

CI’

ICH3

HaC- TEPOXALINE METILADA(021 Haz N303Cl)
PM: 399

o:

\\ N\
O-CH3
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Figura IV- c. Molécula del metabolito de la quïalíne antes y después de la EM.

TEPOXALINE METABOLITO (C19 H17 N2030I)
PM1356

“aC-OQ zN

<—

5I0

Hac'o TEPOXALINE METABOLITO METILADO
(C20 H19N2030')
PM: 370
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Figura IV- d. MoléCuladel standardinterno de la quxnline anteg después de la EM.

TEPOXALINE ESTANDARD INTERNO
C 15H13N20CI
PM: 2OH B4O
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<—
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“3° METlLADO

C17H15N20Cl
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Mia-13\
CI

/

-68- CAPITULOIV



Anti-inflamatorios no tsh'roides

POSIBLE RUPTURA Y FORMACIÓN DE IONES DE LA MOLÉCULA DE TEPOXALINE l DE

SU METABOLITO Y DEL STD. INT.

Figura IV- e. Posible ruptura dela molécula.

TEPOXALINE METILADA (C21 H22 NSOSCI) PM: 399
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Fi a IV- f. Posible ruptura de la molécilla.
TEPOXALINE METABOLITO METILADO
(Cao H19N203C')
PM: 370
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Fi a IV- g. Posible ruptura de la molécula.
TEPOXALINE ESTANDARD INTERNO METILADO
(C17 H14 N2OCI) PM: 298
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Eligiendo entonces el tipo de derivado más conveniente a preparar se seleccionaron y

compara ron 3 técnicas de extracción y metilación:

Tabla IV- c. Derivatización de Tepoxaline.Extracción- metilativa (EM)

Lisi 1992

lmldeorina

BouldeNaOHóN

lSOpldeTHAHS ' ,' ' '_,’ o 'f“0,2M

5 ml de solución ICHg/tolueno (30ul/ ml)

agitar 20 minutos a temperatura ambiente

centrifugar a 2500r.p

pasar la fase orgánica por las columnas bio-beads

evaporar

agregar 50 pl de tolueno

inyectar 1 pl en GC-MSD
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Tabla IV- d. Derivatización de Tepaxaline.Técnica de extracción y posterior derivatización.

Australian Covemment analytical laboratory Sydney- Prof Lisi

3 ml orina

hidrolizar a pH 12 / 100°C/ 30 min.

llevar a pH 3 con HCI conc

ml de hexano: DCM:acetato de etilo

vortex 5 seg.

centrifugar

tomar la fase orgánica y evaporarla bajo nitrógeno

retomar en 4 ml de DCM

agregar 2 ml de NaOH 0, 1 N

agregar 100pl de TBAHS0, 3 M ( sulfato ácido de tetrabutilamonio)

agregar 100 ul de ICH3

agitar 15min. a temperatura ambiente

centrifugar

aspirar la fase acuosa (superior)

secar bajo N2 o aire a 70°C

retomar en 500ul de diisopropileter

inyectar 1 ul en GC-MSD

Materialesy Modas -73­
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Tabla IV- e. Derivatización de Tepoxaline.Técnica de extracción y posterior derivatización.

Institut of biochemistry in Cologne- Prof. Donike

extracción ácida extracción básica

2, 5 ml de orina

agregar 0, 5 gr. de buffer solido

(fosfato diácido de potasio W:W)

vortex

agregar 4 ml acetato de etilo

vortex 10 min.

centrifugar 5 min. a 2500r.p

separar la fase orgánica

ml de orina

agregar 0.5gr. de buffer solido

(carbonato monosódico: carbonato

de potasio 3:2 W:W)

vortex

agregar 4 ml acetato de etilo

vortex 10 min.

centrifugar 5 min. a 2500r.p

separar la fase orgánica

nl acetonitrilo

agregar standard interno

evaporar al vacío

agregar 50 mg carbonato de potasio anhidro

1.1|iodomet-ano

calentar a 60°Cdurante 3 horas

inyectar 1 ul en GC-MS
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WWWWWWLM
0 pequeño volumen de material biológico necesario para la extracción

o 1 solo solvente de extracción

0 extracción y metilación en un solo paso.

o no hay posibilidad de degradación de substancias por derivatización a alta tem­

peratura

0 rápida.

PAZIZBQNES.BLA-CW

Tabla IV- f. Lista de reactivos utilizados en la técnica dela EM y su preparación.

Tepoxaline, metabolito y Standard interno Provistos por: 'Ihe RWJohnson
para la Tepoxaline Pharmaceurical Research Institute

4-Acetamidophenol Sigma:

Acetylsaucyuc Acid Sigma

Diclofenac Sigma

Mrofen Sigma

nunmn ¿msm por:Hospitalveterinariode

Ibuprofen Sigma

indomethacin Sigma

Ketaprofen Sigma

Medofenamíc Acid Sigma

Materiales y métodos
-75­
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MefenamicAcid Sigma

MEFRUSIDE INT STD CHUV

Nabumetone Sigma

M" Sigma

Phenyzbrm Sigma

Msaücyhzte Sigma

Suxibuzone Sigma

Sulimm ¡figppágtroariodel Control del Doping

Tolfmmk Acid ¡lá-2232:3110del Control del Daping

TiapmfenicAcid lágp‘gzïáio del Control del Daping

NaOH¿N Pm. deNaOHpellets
Llevar a 500 ml con agua bidestilada

Reactivo THAHS (0, 2 M tetrahexylamonio- Pesar 20g de NaOH pellets
hydrogensulfato en NaOH lN)

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

Pesar 0,9gr. de THAHS

Agregar 10ml de agua bi destilada (abd)

Preparación de la columnas Bio-beads Enjuagar la resina bio-beads 3 veces con
metano]

En el fondo de una columna de vidrio Bio­
Rads (30cm. de largo por 1 cm. diámetro)
colocar un poco de lana de vidrio y luego
la resina SMM7de Bio Rad previamente
enjuagada ( aprox 2 cm. de resina)

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

Luego de usarlas enjuagar 3 veces con me­
tanol para remover impurezas, dejarlas en
metanol
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Tabla IV- g. Listado de material utilizado en la EM, marca y N° de artículo

NaOH Merck 6495250

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, CR. 9623

ACN Merck, HPLC 14291

ALLÁ_L_LS_LS_E_N_Q_C-_M_S_D

Tabla IV- h. Descripcion del equipo y condiciones de trabajo

Instrumento: Cromatógrafo Gaseoso Hewlett- Packard 5890 con inyector automá­

tico 7673, detector de masa 5971

Data system: HP 59970CChemstation. 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 : Presión en la cabeza dela columna: 12 psi

Temperatura del inyector: 300°C

Modo de inyección: Splitless 0, 75 min

Materiales y métodos
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Tabla IV-h.(conlinuadón)

Temperatura del detector: 280°C

Programa de temperatura del homo:

Temp. inicial =190°Cdurante 1 minuto

Temp. final = 320°Cdurante 5 minutos

Rampa =25°C/min

SelectedIonMonitoring (SIM), para los dos iones más abundante deModo:

cada substancia

Para el Std. Interno: Iones m/z=298, 283

Para Ia Tepoxaline: Iones m/z= 339, 399

Para el metabolito: Iones m/z: 311,370W
Para la detección de la Tepoxalinese realizó una extracción metilativa (Lisi 1992), la cual

no resultó útil como se esperaba pese a los resultado obtenidos en la metilación directa (Tabla IV­

a) y a su estructura que parecía de fácil metilación.

El límite de sensibilidad encontrado fue de 0, 5 ¡tg/ml; resultando muy mala la

resolución.

QQBLCLJLSLÓJEL

Se modificaría la técnica de extracción conservando la metilación como método de

derivatización, hasta obtener una técnica que ofreciera una mejor respuesta.
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Para lograr una sensibilidad mayor, se hace una modificación de la extracción metilativa.

Las variables que pudieran ejercer cierta influencia en Ia extracción podrían ser: 1) tiempo de

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

Definiremos aquí el término standard interno, ya que en la descripción de los pasos de

optimización se recurrirá con frecuencia a su uso.WW
El standard interno (Std. int.) es un componente agregado, en una concentración conocida,

a la matriz biológica a analizar antes de realizar la extracción y que actúa como factor normaliza­

dor del procedimiento. Una concentración constante del mismo es agregado a las muestras a

Cuantificary a las muestras que conformarán la curva de calibración. Debe además cumplir con

ciertas condiciones tales como:

- ser químicamente semejante a la substancia a analizar

- preferentemente pertenecer a la misma clase de substancias dela substancia a analizar

Ventajas del método del Std. int.

- las variaciones del equipo son equilibradas por el Std. int.

- los errores de manipulación son igualmente equilibradas

- los efectos adversos de la preparación de la muestra son mínimos si el Std. int. y la muestra son

semejantes

Mata'hlaymado! -79­
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En el análisis 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 dela molé­

cula y se asegura un comportamiento prácticamente idéntico a la Substancia a detectar durante el

procesamiento de la muestra.

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

con excelente repetitibilidad.WM
En el procedimiento del Std. int. la concentración del compuesto a cuantificar y la del Std.

int. se relacionan entre sí a través de los factores tales como "superficie relativa del compuesto

desconocido" y "concentración relativa del compuesto desconocido" los cuales son calculados de

la siguiente manera:

superficie del compuesto (mm2)
superficie del Std. intemo (mmz)

Sup ' rel = superficie relativa del compuesto =

' se puede utilizar la altura del pico

concentración del compuesto
concentracióndel Std. interno' 'Conc rel = concentración relativa del compuesto desconocido:

" Por convención se le asigna un valor igual a l

-80- cun'uw IV
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La curva de calibración se realiza con los valores de dichos cocientes

A
¡up ral

y std 2

y(?)

y stdl
kV

o x stdl X(?) x std2
cone rol

Superficie relativa
a (pendiente de la recta) = _ _concentraaón relativa

De la ecuación 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 (7)es igual a la concentración relativa de un compuesto desconocido, y (?) es igual 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
'7 7=M dedondeseobtiene: =M

y”) x(Sld.) y(Std.)

Como a la concentración del standard interno se le asignó la unidad, la concentración re­

lativa coincide con la concentración buscada.

Mala-¡ala y métodos -81­
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En la técnica descripta por Lisi (1992),el tiempo de agitación para la extracción es de 20

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

para comprobar que toda la quoxalinc fuera extraída en un único paso de extracción.

ESTABILIDAD DEL STA NDARD INTERNO A LA VARIACION DELTIEMPO DE D(TRACCIÓN:

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

de las área del Std Int. Los re5ultados obtenidos muestran que el área del mismo varía ligera­

mente al aumentar el tiempo de extracción. Se podría considerar tal variación 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 cálculo de áreas relativas .

Tabla IV- i. Variación de las superficies de las señales con el aumento del tiempo de extracción ‘

muestra Std. int. superficie Std. int. (4 muestras por ensayo)

EM3hs 51878 í: 5329425

54966 C0ef.Var.: 2.589
52503

n: 4
53830

EM 6hs 54631 í: 60376.5
Coef. Var.: 6.394

61618 n: 4

62695

62562

EM 24hs 62148 í: 64715.25
Coef. Var.: 2.827

65408 n: 4

64874

66431

-82- CAPITULDIV
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE TEPOXALINE CON ELTIEMPO

Tabla IV- j. Resultados obtenidos para la Tcpoxaline, realizando una EM y reextracción, variando
el tiempo de a itacnón

muestra super superficie cociente concen- cociente tepox/ St 339 final.
orina fortifi- ficie tepox/Std. tración t. reextracción

cada con Std. ion 339: Im. ¡lg/ml Sumn de las áreas
Int. Tvpomlim' obtenidas en las 2

TEPOXALINE extracciones

E M 3 h s 51878 0 O 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 0,33] 0,744

10.0

E M 6 h s 5463] 0 0 0 o o

BLANCO

EM 6hs Std. 61618 1809 0,029 1 0 o
1.0

EM 6hs Std. 62695 12997 0,207 5 0 0

5 .0

EM 6hs Std. 62562 34231 0,547 10 0 0

10.0

EM 2 4 h s 62148 0 0 0 o o

BLANCO

EM 24hs Std. 65408 3334 0,051 1 0 0

1.0

EM 24hs Std. 64874 24557 0,379 5 0 o

5.0

EM 24hs Std. 66431 51884 0,781 10 o o

10.0

Materials y métodos
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE LA SEÑAL DEL METABOLITO CON EL TIEMPO

Tabla IV- k. Resultados obtenidos para el metabolito (mtb), realizando una EM y reextracción,

variando el tiempo de agitación

muestra orina fortifi- superficie superficie cociente C9ncentra- superficie
cada con metabolito Std. lnt. ion 311 met/Std. C‘Ó“lis/ml metabolito

metabo- int. reextracción
lito

EM 3hs BLANCO 59568 0 0 0 0

EM 3hs mtb 1 ¡ig/ml 55315 10199 0,184 1 0

EM 3hs mtb 10 pg/ml 59126 50214 0,849 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 1 0

EM 6hs mtb 5 ug/ ml 60210 46012 0,764 5 0

EM 6hs mtb 10 pg/ ml 54307 66241 1,22 10 0

EM 24hs BLANCO 57885 0 0 0 0

EM 24hs mtb 1 ug/ ml 62997 14409 0,229 1 0

EM 24hs mtb 5 pg/ ml 70643 60012 0,850 5 0

EM 24hs mtb 10 ug/ ml 70856 92547 1,306 10 0W
Se observa que:

0 a mayor tiempo de extracción, mayor es la recuperación de la Tepoxaline

en la reextracción durante 3 horas se encuentra Tapoxalineen cantidades cuantificables

0 la suma de las superficies de las 2 extracciones a 3hs, y la superficie encontrada a 24 horas

de extracción son equiparables.

0 para el metabolito no existe una gran variación en la superficie de las señales del mismo

según el tiempo de extracción. Al realizar una segunda extracción no se encontró ni siquiera tra­

zas de metabolito, lo que nos indicaría que es más fácil de extraer que la Tepoxaline.

C_Q_N.SLLJ.J_S_LÓ_N_

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

taje de recuperación de Tepoxaliney de su metabolito.

-84- CAPITULOlV
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ESIAEILIQAQDELWWW
Se utilizó la solución de Tqioxalinede 1 mg/ml en ACN. A 1 ml de orina y a 2 ml de

plasma ( ya diluido al 1/2 con solución fisiológica), se le agregó 10¡1|de dicha solución y 10 pl de

Std. int. (1 mg/ml) y se procedió según se describe en la tabla IV- c, pero con un tiempo de agita­

ción de 24 horas y en la oscuridad.

A 1 ml de orina se le agregó una concentración 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 según la técnica de la extracción

metilativa descrita en la tabla IV-c con la modificación del tiempo de extracción que se mencionó

en el punto anterior, elijiéndose la extracción de 24 horas.W
Tabla IV- l. Variación de la superficie del Std. int. vn 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 113330520

EM 24 horas luz 105314632 EM 24 horas oscuridad 115727203

C.Q.N_C_LJJ_S_LÓ_N_

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

la luz durante las 24 horas de extracción.
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VARIACION DE LA SUPERFICIE DE L A SEÑAL DEL METABOLITO EN CONDICIONB DE

LUZ YOSCURIDAD

Dos muestras de orina y dos de plasma fueron procesadas de la misma forma que el

Std. int. tal como se describiera en el párrafo anterior (EMdurante 24 horas).

RLSJLLlA_D_O_S

Tabla IV- m. Variación de la superficie relativa de la Tepaxalinesegún las condiciones de luz u
oscmidad

muestra luz oscuridad

sup tepox/sup Std. int. su te x/sup Std. int.

orina 1 o, 565 o, 356

orina 2 0,685 0,490

plasma 1 0' 581 0' 336

Plasma 2 o, 624 o, 549

C_Q_N_C_L_U_S_LÓ_N_

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

ticas condiciones entre las diferentes extracciones.W
Este parámetro no se modificó. 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 climatización

que posee el laboratorio.
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LJ_N_E_A_RJJ2A_D_Y_S_E_N_S_I_B_LL_LQA_D_DE_L_M_É_T_O_D_Q

EXTRACCION METILATIVA EN PLASMA

Se utilizó la solución de Tepoxaliney 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 más compleja que la orina.

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

tabla, diversas concentraciones de Tepoxaliney de su metabolito. De esta manera se determinó

una curva de calibración para asegurar que los re5ultados obtenidos fueran satisfactorios.

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

TEPOXALINE

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

plasma se procesaron como se describe a continuación:

Materialsymllodas .37­
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Tabla IV- ñ. Bquema dela EMpara la quxajne en plasma

A 1 ml de plasma + 1 ml de solución fisiológica

agregar 30 pl de NaOH 6 N, vortex 5 seg.

agregar 150pl de THAHS 0.2 M, vortex 5 seg.

agregar 5 ml de solución ICHa/tolueno (30ul/ ml)

agitar 24horas a temperatura ambiente y en oscuridad

centrifugar a 2500r.pdurante 10 min.

pasar la fase orgánica por las columnas bio-beads (previamente acondicionadas. Ver

Tabla IV- f)

evaporar a seco bajo nitrógeno

retomar en 50 ul de tolueno

traspasar a los microviales

inyectar
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El primer paso realizado en el análisis cleresultados fue determinar los espectros de ma­

sas de cada compuesto, quoxalinc , metabolito y Std. int. Luego se integraron las señales de los

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

Tabla IV- o. Áreas y áreas relativas correspondientes a la Trpoxulíne y al metabolito para
diferentes concentraciones de los mismos

muestra superficie superficie superficie (ug/ ml) superficie superficie

ion 298 ion 339 ion 311 concentradón relativa relativa

Std. in- Tepomum metabolito Twoxaune y Tepoxalin metabo­

terno metabomo e lito

plasma 73542342 0 0 0 0 0

blanco

Std. 0, 01 72432930 no detectable 11730 0, 01 0 0, 0002

Std. 0, 05 73145776 26700 37690 0, 05 3, 650E-4 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 5, 0 0, 117 0, 007

Std. 10, 0 80134482 19156155 1132980 10, 0 0, 239 0, 014

Se elaboró una curva de calibración representando los valores de las superficies relativas

vs. la concentración. (ver Anexo Capítulo 4: "Cálculo de resultados")
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Los gráficos presentados a continuación son el resultado del análisis de los datos (de las

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

Gráfico IV- a. Curva de calibración para la Tepoxaline, obtenida con todos los valores dela Tabla

lV- o.­

y = 0,024x - 0.004. r2 = 0.997

tepox/intstd

RSU'I

V tepox/Std. Int. '

-.025 . 1 . . . .

-/o 2 4 6 a 1o 12
concentración (ng/ml)

-90- camuva
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Gráfico IV- b. Curva de calibración de la Tepoxaline, obtenida con los valores de la Tabla IV- o

tomando solo los standards O,01; 0, OSLO, 10

y = 0,008x - 3,205E-5, r2 = 0,991

tepox/¡ntstd

A 'oO rnL

'I'U'I‘I'I'I'I'f

3.00E-4

2.005-4

10054 v tepox/Std.Int.

0 v

-1.os-4 / . . . . . í
-.o;/ o .02 .04 .06 .03 .1 .12

concentración
(ug/ml)



Gráfico IV- c. Curva de calibración para el metabolito, obtenida con todos los valores dela Tabla
IV- o.

y = o,oo1x + 2,35254, r2 = 0.998

.016 . . . . . /

.014 ­

.012 ­

.01 ­

.008 ­

mtb/intstd .006 q

.004 ­

.002 - n metab/Std. Int. '

-.002 . . . . .
-2 0 2 4 6 8 10 12

concentración (pg/ml)
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Gráfico IV- d. Curva de calibración para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla lV- o
para los standards 0,01; 0,05j 0,10 ¡1571/ml

y = 0,004x + 1,235E-4, r2 = 0,642

.001 ­

.001 ­

4.00E-4 ­

' 3.00E-4 ­

mtb/Intstd

2.00E-4 ­

1.00E-4 ­
El metab/Std. Int. .

0- -——T-1.0E-4 .
0-.02 .012 .54 .o's .o'a .i Ï'a

concentración (pg/ml)



Gráfico IV- e. Curva de calibración para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla lV- o
para los standards 0, 01; 0, 05 y O,50 Eg/ ml___

y = 0,002x + 1,882E-4, r2 = 0,905

.001 - ' ' ‘

u .001 - '
.6" ­

E .001 - ­
E .
’É' .001 - :

.001 - '
n n

4 COE-4 '

2-00E-4 - El metab/Std. Int. '

o.

-2.0E-4 . . . . 1 . .
-.1 0 .1 .2 .3 .4 .5 .6

concentración (pg/ml)



Gráfico IV- f. Curva de calibración para el metabolito, obtenida con los valores de la Tabla IV- o

para los staniqrds 0, 5; 1, 0; 5, 0 y 10,0 Eg/ml

y = o,oo1x + 2,35254, r2 = 0.998

.016 a . . .

.014 . ­

.012 . i

.01 - 1

.ooa 1 1

mtb/intstd .006 ­

.004 ­

.002 - n metab/Std. Int.

-.002 , . . . . . . 1
-2 o 2 4 6 e 1o 12

concentración (pg/ml)
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Los standards Tepoxalinepresentan una respuesta lineal con la extracción metilativa. Para

el metabolito en cambio se observa que a igual concentración que la Tepoxalinela respuesta es

menor, por lo tanto los standards de 0,01 a 0,05 y 0,1 ng/ ml no presentan muy buena respuesta.

Dado que la señal 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 concentración la respuesta es lineal. Para la validación de la técnica se elegirán patrones

del metabolito Cuyaconcentración mínima sea 100ng/ml.

PRECISIWW
Como se definiera en la introducción de esta capítulo la precisión del método se

chequeará procesando la misma muestra un determinado número de veces. Para que este este

ensayo fuese completo se incluyeron dos determinaciones:

La variación diaria (lntraday Variation)

La variación "entre días" (Interday Variation)

Variación Intraday

Se preparó plasma spide en una concentración de 0,75 ¡13/ml de Tepoxaline,otra muestra

de plasma se preparó spikedcon 1,0pg/ ml del metabolito.

A tres alícuotas de cada uno se les realizó la EM.

Cada extracto se inyectó dos veces (6 valores).

La variación intraday está entonces representada por 6 valores los que se analizan a

continuación:

-96- CAPITULOIV
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Tepoxalinc/ Concentración de Tepoxalíne/std. Concentración de
std. interno Tqualínc intemo Tepoxaiinc

ml

INTRADAY TEPOXALINE

Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:

.749 .021 .009 4.353E-4 2.787 6

N° Tepoxaline/ Concentración de N° Tepoxaline Concentración de
metabolito Tepoxaline metabolito/ Tepoxaline
std. interno metabolito std. interno metabolito

¡Lg/ml ¿El ml

1 0,398 1,001 13 0,419 1.054

2 0,399 1,0003 14 0,422 1,062

3 0,401 1,008 15 0,427 1,075

INTRADAY TEPOXALINE METABOLITE

Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:

1.034 .034 .014 .001 3.2244 6

Variación Interdny

Se preparó plasma spikeden una concentración de 0,4 ¡lg/ml de Tepoxaline,otra muesta de

plasma se preparó wikedcon 0,9 ¡lg/ml del metabolito.

A cuatro alícuotas de cada uno se les realizó la EM.

Cada extracto se inyectó dos veces (8 valores).

Esta operación se repitió tres veces con tres curvas de calibración diferentes.

Mattn'ala y métodos '97­
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La variación interdny está entonces representada por 24 valores los que se analizan a

continuación:

Tepoxaline/ Concentración de N° Tcpoxaline/std. Concentración de
std. interno Tepoxaline interno Tepoxaline

INTERDAY TEPOXALINE

Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Var.: Count:

.406 .035 .007 .001 8.525 24
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Tepoxalínc/ Concentración de Tepoxaline Concentración de
metabolito Tepoxaline metabolito/ Teyoxaline
std. interno metabolito std. interno metabolito

406

407

12

INTERDAY TEPOXALIN E M ETABOLITE

Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coef. Van: Count:

.921 .068 .015 .005 7.409 22

QQBLCLLLSJQN

Para la validación de una técnica,se establece que el el coeficiente de variación de los

valores determinados para establecer la precisión del método, no debe ser mayor al 15%-20%.

Dado que los valores encontrados por esta metodología no superan el 10%,queda validada la

precisión del método en extracción metilativa.

Materials y métodos -99­
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Una vez realizados los distintos ensayos para Ia optimización del tiempo de extracción, se

comprueba que en una segunda extracción metilativa ( habiendo sido la primera EM overnight )

no se detecta substancia . Es por este motivo que no se considró necesario realizar un cálculo de

recuperación, considerando que los resultados encontrados son los óptimos. (Ver Tabla lV-J). En

esta misma tabla, si observamos los resultados con 3 horas de EM,se encuentra Tepoxalinaen una

segunda extracción, por lo tanto para el resto de los NSAle se realizó un cálculo de la

recuperación, ya que la EM se realizó con un tiempo de extracción de 20' .

La metodología utilizada asi como los cálculos y los resultados obtenidos de los NSAIDs

son presentados en el Capítulo V.W
Para la validación de todos los parámetros presentados en este capítulo, 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 análisis de precisión y

de recuperación, se considera que los re5ultados obtenidos en esta validación son precisos y

exactos. Se asegura de esta manera la misma precisión y exactitud de resultados en la

cuantificación de las muestras a analizar.
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SCREENIN G DENSAIDS

Una vez validada la extracción metilativa con la Tepoxaline,se comenzó a trabajar usando

la misma técnica analítica individualmente con cada uno de los NSAle y, finalmente con una

mezcla de los mismos.

A los efectos de incluir este screeningen la rutina del laboratorio, se aplicó la extracción

metilativa tal como se la describiera en la Tabla IV-c,donde el tiempo de agitación (vortex) es de

20 minutos lo cual facilita y agiliza el análisis con respecto a una extracciónavemight.

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

Capítulo IV.

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

número posible de anti-inflamatorios en un mismo análisis el que conformará el screening.

ER_O_C.E_D_LM.LE.N_LO_

Orina spíked:'a 1 ml de orina negativa se le agregó una concentración lo suficientemente

elevada (lOOug)de cada uno de los NSAIDs que se listan más adelante.

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

. Spiked:palabra de origen inglés que significa agregar alcohol a una bebida no alcohólica. Por extensión se utiliza entonces me término
cuando a una matriz libre de '- ' -- '- u T " L L‘ A ’ ‘ ’ ' una matriz artificialmente positiva.

Screening -1(B­
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Se utilizó en ambos ensayos una alta conCentración para poder obtener un espectro de

masas predominante y al menos de intensidad dos veces mayor que la señal del ruido de fondo

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

1- Acetylsalicylíc 7- Nabumetone

2- lbuprofen 8- Mq'enamic Acid

3- (4)- Acetamidophenol" 9- Diclofenac

4- Phenylsalicylatc 10- Meclofenamic Acid

5- Fcnoprofen 11- Phenylbumzone

6- Naproxen 12- lndomethacín

13- Suxibuzone

Con los NSAle aquí 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 continuación:

Plunixin Tiaprofenique

Ketaprofen Oxyphenbutazone

Sulindac Tenoxicam

Tolfenamíc Píroxicam

De todos estos compuestos presentaremos en este capítulo su estructura química, su

espectro de masas y las posibles fragmentaciones de la molécula, se confeccionó también un

anexo para complementar las "posibles fragmentaciones" con los posibles reordenarnientos de las

moléCulas luego de sufrir el impacto electrónico.

En la tabla V-a se agruparon todos los NSAle analizados con los tiempos de retención

absolutos y sus iones principales.

“E 5 u l I ¡.¡nhun ll A I l LI -.....I.I F I l I ' II J ' n- un “¡miss-Im
que no pertenece‘algrupo de los IBA"), ¡ln embath dado su uso mulvo tanto en equlna mino en humanos nos parecióImportante
lnclulrloen el meaning,

-104- CAPITULOv
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C3H9N02= 151,2

ESTRUCTURA UÍMICA DEL PARACETAMOL Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

OH OCHa

EM

0 o
II ll

NH“C —°Ha NH-c —CH3
4-ACEI'AMIDOFENOL 4-ACETAMIDOPHENOL METILADO

PM: 151 pM¿ 165

ïH“
o

o
ll

N—C —CH3

CH3

4-ACETAMIDOPHENOL DIMEI'ILADO
PM: 179
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POSIBLE RUP'I'URA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRONICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

H3

108-14=94

O
108 Il

NH C ÏCHa123
151

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE PARACETAMOL

METILADO

Fi 'ura V-a
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Si se considerara la doble metilación, alguno de los iones detallados en el esquema

siguiente debería encontrarse en el espectro. La ausencia de los mismos, especialmente del que

aparece a 136(análogo al 123de la estructura mono metilada), permite descaer la formación del

derivado dimetilado.

(|3H3o

107 fi

ti: c CH3
CH3

164
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C9H304=180,2

ESTRUCTURA UÍMICA DEL ACETYLSALICYLICACID Y SU VARIACION LUEGO DE LAa

0
II ll

c -OH u EM c -O-CH3 o

0- C-CH3 _> o C_CHs

ACHYLSALICYLIC ACID ACETYLSALICYLICACID METILADO

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

DETECTOR DE MASAS.

Cabe señalar que m este Capítulo se indican las fragmentaciones probables de las

moléculas. La discrepancia en una unidad de masa entre los fragmentos propuestos y las señales

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 Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE ASPIRINE METILADA

Fi 'ura V-b
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C14H11C12N02=295,2

ESTRUCTURA UÍMICA DEL DICLOFENAC Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

0 o
II ||

GHz-C—OH CHz-C—O—CH3

H H
N/ N/

CLÍ ,CI CIÜCI

ESLOFENAC DICLOFENAC METILADO. 295 PM: 309

ïï

üCHz-C—O— CH3CH3N/

Cl Í ,Cl

DICLOFENAC DIMETILADO
PM: 323

-112- CAprruuov
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

K 214

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE DICLOFENAC

METILADO

Fi 'ura V- c
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||
CH2-—C—O—CH3

Podríamos también considerar la doble metilación de la molécula, entonces se buscaron

los picos correspondientes al ion molecular (323),y los iones que pudieran caracterizar la metila­

ción del grupo amino. Ni la señal del ion 323, ni las de los iones 175/178 fueron hallados;

tampoco la señal 256, correspondiente al producto ciclado análogo al fragmento 242 en la

molécula monometilada (ver anexo correspondiente al Capítulo V),lo que nos permite concluir

que la molécula de Diclofenacse metilaría únicamente en el grupo carboxilo. Esta conclusión 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 metilarían.
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ESTR

C15H1403 =242,3

UCI'URA UÍMlCA DEL FENOPROFEN ANTES Y DEPUÉS DE LA EM

CHa o CH3 o
l ll l n

CH—C —oH CH—C -O-CH3

FENOPROFEN METILADO

PM: 256

FENOPROFEN

PM: 242



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUECO DEL IMPACTO ELECTRÓNlCO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH3 0

CH -O- CH3

197

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

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

METILADO

Fi 'ura V- d

UMWMBMW
MMMÚMMEMMMÜJNmm MININMBHW

Till (uh)

8m 2330.616ll'l'l)ofamm SUMO

-118- CAPnuLov



Anti-inflamatorias no esteroides

C 14H11F3N202= 296,2

ESTRUCTURA UÍMICA DEL FLUNIXIN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

COOH

FLUNIXIN l \PM: 296 /
N N CFa

¡El CH3

l EM

o CH3

H¡0’c\
FLUNIXIN MONOMEI'ILADO I
PM:310 N/

leJ cr=3
H CH3

EM

0 CHa

II¡0’c

FLUNIXINDIMEI'ILADOÜPM:325

'¡Ï/ N CF3
CH3 CH3

Sming -119­



Claudia Montes -1998

POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA DIMETILADA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRÓNICO EN EL DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE FLUNIXIN METILADO

Fi a V- e
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Se plantea en este caso la posibilidad de una doble metilación. Aunque con escasa

abundancia,se observa el ion 325 correspondiendo al ion molecular de la Plunixin dimetilada. El

ion 151 incluiría en su estructura al N del anillo piridínico metilado. En el espectro de masas

presentado por Ventura (1996)obtenido por metilación de un extracto acídico, no se evidencia la

doble metilación. Cabe además señalar que los cationes provenientes de moléculas orgánicas

pueden detectarse por cromatografía gaseosa y espectrometría de masa como tales.

Sauning -121­
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2-“-[5QEHIII EHEMIl ¿EBQEIQDHC¿CID

C13H1302=206,3

ESTRUCTURA UÍMICA DEL IBUPROFEN Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

CHa fi (In-¡3 o||
°H_°—°H CH—c—o—CH3

EM_>
CHz-C'H-CH3 GHz-CH-CHaI

CHa CHa

IBUPROFEN IBUPHOFEN MEl'lLADO

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

DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE IBUPROFEN METILADO

Figura V- f
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C19H16C1NO4= 357,8

ESTRUCTURA UÍMICA DEL INDOMETHACIN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

o
l

CH30 GHz-C '0H EM CH3 GHz-g -O-CH3I -—>
r CH3 r CH3

c-Q-cn c ClIl llo o

INDOMETHACIN INDOMETHACIN METlLADO
PM:357 PM2371
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

cnao cua ’0- C":

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



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE INDOMETHACIN

METILADO

Fi aV-g
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C16H1403=254,3

ESTRUCTURA UÍMICA DEL KETOPROFEN Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

O O

H30— CH—C—OH H3C— CH—C—O —CH3

EM—>
‘Iï ‘ñ
C C
\CeH5 \06H5

KETOPROFEN KETOPROFEN METILADO
PM: 254 PM: 268



Anti-inflamatorios no esteroides

POSIBLE RUI’TURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

105

k 181 J

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

correspondiente al Capítqu V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE KETOPROFEN

METILADO

Fi ruta V-h
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Anti-inflamalorias no eslrroidrs

C14H11C12N02= 295,2

ESTRUCTURA UÍMICA DEL MECLOFENAMIC ACID Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

“R ‘¡ï

C-OH Cl C-O-CHa Cl

[JNÚüEM——>

Cl Cl

MECLOFENAMIC ACID MECLOFENAMIC ACID MEI'ILADO
PM: 295 PM: 309

El grupo amino de la difenilamina del Meclofenamíc,al igual que en el Díclofenacno logra

ser metilada con la metodología de trabaio utilizada. Por esta razón se presenta y discute

solamente la molécula monometilada.



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

215

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

correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE MECLOFENAMIC ACID

Fi 'uraV-i
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ESTRUCTURA UÍMICA DELMEFENAMIC ACID Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

O
|I ||
C-OH CH3 -O—CH3 CH3

n CH3 EM n CH3—>

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

Meclofenamicya presentados, no logra ser metilada con la metodología de trabajo utilizada. Por

esta razón se presenta solamente la molécula monomeh'lada.



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE MEFENAMIC ACID

METILADO

Figura V- k
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Los posibles iones específicos de la molécula dimetilada no se encuentran en el espectro

que correspondería a la molécula de Mdcnamic, por lo tanto se ve avalada nuevamente la

conclusión a la que se llegó con el Diclofvnac,donde la metilación se da solo en el grupo carboxilo

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

Il

l
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4-(6-METHOXY-Z-NAPHTALENYL)-2­

C15H1602= 228,29

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

o
CHz-CH2—<‘3—CH3

NABUMETONE
PM: 228

no se produce ninguna modificación



Anti-inflamatorias no rsltroídes

POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

H2 9.

,c 02 C-CHa

o‘ 171/
Hac 185

L-128 ­

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE NABUMETONE

Fi 'ura V-j
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Anti-inflamatorios no rsleroidrs

+ - - - - ­

C14H1403=230,3

ESTRUCTURA UÍMICA DEL NAPROXEN Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

CH3
‘¡ï

Oü CH—C—OH0
Hac’

NAPROXEN
PM: 230 EM

CH3o
I ll

NAPROXEN METILADO
PM: 244

o
Hac’

Screening
-141­



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH3 o

CH C-O-CH3

Hac

141

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE NAPROXEN

Fi ruta V- k
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C19H20N203=342,4

ESTRUCTURA UÍMICA DE LA OXYPHENBUTAZONE Y SU VARlACIÓN LUEGO DE LA

EM

OXYPHENBUTAZONE
PM: 324

CHz-CHz-CHz-CHa

o c/k o\ /
\ C/

\ /

OH

EM

OXYPHENBUTAZONE DIMEI'ILADA
PM: 352

cua CHz-CHz-CHz-CHa GHz-CHz-CHz-CHa
0 0
\ / C4 Oñc)‘ C/O—CH3

\ _ / + \ /

lo loch ch
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE OXYPHENBUTAZONE

METILADA

Fi uta V-l
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En este caso se observa una abundante señal del ¡on 352, correspondiente al derivado

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

correspondiente al ion molecular de la Oxyphenbutazone.
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Anti-inflamalorios no eslcroíllc-s

D_LQ1>LE_

C19H20N202=308,4

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

CHz-CHz-CHz-CHa Haq CHz'CHz'CHz'CHa
o Á o o o\ /
\C\ lc/ \ / C//\ l

N-N N-N

——-——>

PHENYLBUTAZONE PHENYLBUTAZONEMETILADA



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA DIMETILADA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRÓNICO EN EL DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.
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Anlí-inflnmnlarios no rsleroidts

ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE PHENYLBUTAZONE

Fi ma V- m
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La clara metilación dela Phenylbutazoney las señales observadas en su espectro de masas,

aciones propuestas para el derivado dimetilado de su
confirman el tipo de estructura y fragment

metabolito principal, la Oxyphenbutazone.

449­
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C13O3H10=214

ESTRUCTURA UÍMICA DEL PHENYLSALICYLATEY SU VARIACION LUEGO DE LA EM

On

C — O
PHENYLSALICYIATE

OH PM: 214

EM

9

QC —oO mama/queman;METILADO
0‘ PM:228

CH3



Anti-inflamatorios na esteroides

POSIBLE RUPI‘URA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

214

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE PHENYLSALICYLATE

METILADO

Fi 'ura V-n

uma-mmm“
MELSTDSuma 0.1MWG;MGUWMMERQMMÍSJHW ¡mamut-ITMm

m WWm
1mm

I
1.2 1.4 13 1.! u .2 u IS G.0 9.omm.)

amn1omu)unm¡msm¡ul-I:
msum

un.
1m

3° 93 214

Jl I 1:3 ns no í uz zu 311= [h ‘rw v III l III I '| v y v 1'. I tu l I,
a 1m un zm un su



Anti-inflamatorias no esltroídrs

EULOJLLCAM.

C15H13N3O4S= 331,3

ESTRUCTURA UÍMICA DEL PIROXICAM Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

PIROXICAM O O
PM: 331 “S’/ CHa

oll \
/ c—N N

OH H

EM

o o
‘Sí /CH3 OQS/lo/CH3

N /' x" Ü
0 H o 1
I l CH3

PIHOXICAM PIROXICAM
MONOMEI'ILADO: 345 DlMETILADO: 359

Saming '153­



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLECULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH3

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

correspondiente al Capítulo V.
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AnIi-¡nflunurloríos na rslrraírlts

ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE PIROXICAM

DIMETILADO

Figura V- ñ #­¡m
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A pH alcalino (>12) al cual se realiza la EM, el grupo amida es fácilmente metilable. Se

obtiene como resultado luego de la EM del Píroxícam,su derivado dimetilado. Aunque no se

detecte el ion molecular, los iones derivados, 107, 135 y 176, confirman la metilación del grupo

amida y del grupo fenol y por lo tanto la doble metilación dela molécula.
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5.1LL.LALD_A_C_

C20H17FO3S= 356,4

ESTRUCTURA UÍMICA DEL SULINDAC Y su VARIACION LUEGO DE LA EM

Hats-3o Hac-g l

CH3 EM I CH:O o omF 0c-ó-OH
H2

SULÍNDAC SULINDAC METILADO
PM: 356 PM: 370

c-ó-o-CH
H2 3



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

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

correspondiente al Capítulo V.



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE SULINDAC METILADO

Fifllra V-r
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Anti-inflamatorios na rsfrroidrs

5_LLX_LELLZ_O_ALE_

C24N206H26= 438

ESTRUCTURA UÍMICA DE LA SUXIBUZONE Y SU VARIACION LUEGO DE LA EM

fi?
_C_CH2'CH2_C_OH

CH
o 2

ÜJ‘KN o (CH2)3-CH3

SUXIBUZONE

PM: 438

EM

í? ‘R

/O_C_CH2-CH2—0.- 0—CH3
CH

o 2

ÜNxN o (CH2)3'CH3

SUXIBUZONE METILADA

PM: 452

Saurring '159­



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

115

l fi —CH3
(CH2)3'CH3

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

correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLÉCULA DE SUXIBUZONE

METILADA
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ILALCLXLCAJSL

C13N30452H11= 337

ESTRUCTURA QUÍMICA DEL TENOXICAM SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

TENOXICAM o o
PM:337 \‘s’/

TENOXICAM MONOMETILADO TENOXICAM DIMETILADO
PM: 351 PM: 365



POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL

DETECTOR DE MASAS

CH3 107

365-CH3= 350

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

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

METILADO

Fi ra V- t
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Al igual que en el Píroxicam, en las condiciones de trabajo empleadas, en esta molécula se

metila el grupo amida. En este caso el ion molecular es claramente detectable así como el ion

molecular que pierde una unidad metilado (M-15), mostrando así una alta señal a 350. La falta

del ion 107nos podría indicar la fácil desmetilación del grupo amida. Un resultado similar se

puede observar en el espectro del Piroxicam.
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Anli-ín/lamutarios no rslrraidrsW
C1403H128= 260,3

ESTRUCTURA UÍMICA DEL TIAPROFENIC ACID Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

ï
(PI (f-OH ||_O_CH3
c CH-CH3 9

s c fi-CHa

TIAPROFENIC ACID TIAPROFENIC ACID METILADO
PM: 260 PM: 274

P

o CHa
II 3°lCH —O—CH3

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

correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA

D T A
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Anti-inflamatorias na esteroides

LQLLEMMJLALLL

C14H12C1N02= 261,7

ESTRUCTURA UÍMICA DEL TOLFENAMIC ACID Y SU VARIACIÓN LUEGO DE LA EM

CH3

«w ¿e

co n CH3 CO n CHac| Cl

EM

—>

TOLFENAMIC AC/D TOLFENAMIC ACID METILADO
PM: 261 PM: 27s

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 Capítulo V.



Fi ura V-v

' ' ' ' ‘ '¡'¡¡¡':....o,M:M-n*mm-mnu.um i'm-“th
l ¡llama-I u

R E.

aun- 2' Mann“m
1m

¡.¡‘I—r' u v r . _,_¡_' _ v I v ' ‘ v r¡w ‘m "nl' ' fi.“
-- . Tin-m
I.llm
M*'-'°"'I'lmam



Q_O_N_C_L_U_S_LÓ_N_L

Se confirma una vez más la ausencia del compuesto dimetilado por no hallarse los iones

representativos del derivado di metil tolfenamíc.,ya sea el ¡on molecular, 289, y los fragmentos 164

y 154.

9H3
¡64

co EHa CH3
Cl

TOLFENAMIC ACID DIMETILADO
PM: 289



REE IN AIDS

De los resultados aquí presentados hubo tres casos en los cuales la obtención de buenos

espectros no resultó sencilla. Fué necesaria la modificación de las condiciones de la extracción

metilativa y fue necesario analizar y modificar otros factores que podrían influir en la calidad de

los resultados.

Las substancias en cuestión son: lndomethacin, Tenoxicam,y Piroxicam.

lndamctlmim

Se observó que en diferentes extracciones Ia Substancia se "perdía obteniéndose entonces

"falsos" resultados negativos. Se observó también que esto siempre sucedía cuando la orina

positiva a la Indomethacin, se hallaba entre los últimos tubos de la serie. Esto indicaba un

problema de estabilidad de Ia substancia a analizar. Se ensayó entonces disminuyendo el tiempo

transcurrido entre los pasos de preparación de la orina spiked, la extracción y la inyección. De este

modo se obtuvieron los resultados anteriormente presentados. No se logró obtener valores

estadísticamente aceptables para la reproducibilidad de la EM en este caso. La presencia en su

estructura de un anillo indólico con su doble enlace fácilmente oxidable explicaría su

inestabilidad y fácil descomposición por oxidación.

Screening '17].­
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3m: MES. E. . I .

La situación de los oxicanes fue diferente respecto a Ia de la lndomethacíne,. En primer

lugar, no se han descriptos métodos de detección de los mismos por CC. Los métodos

desarrollados se basan en HPLC. Sin embargo se aplicó Ia misma metodología utilizada para la

Tepoxaline, la cual como ya se discutió en el capítulo correspondiente se trata de una Substancia

de difícil detección. Se repitió exactamente la técnica descripta y se obtuvieron los espectros que

se muestran en este Capítulo. Sin embargo no se lograron buenos resultados con respecto a la

reproducibilidad de los espectros de masas obtenidos.

La presencia de la unidad 802 en su estructura tomaría más sensible estos compuestos a

variaciones de temperatura en la cámara de ionización del detector y en las zonas de la interface

entre el cromatógrafo gaseoso y el detector. Además, las pequeñas variaciones en el voltaje de

aceleración del haz de electrones. producirán modificaciones en los modos de fragmentación de

la molécula.



Swing
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Figura V- w. Total Ion Chromatogmm (TIC) de una mezcla de NSAIDs

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

Del análisis por GC-MSDde las muestras de orinas estudiadas se obtuvo como ejemplo

REE I AID
AMM-inflamatorios uu estrroídrs
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Tabla V-a. MSD los la EM.

SUBSTANCIA Tiempos de retención ¡ones obtenidos por MSD

Acid

Mamb 2

Flunixin

Píroxicam

-174- W
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LINEABIQAQ X SENSHQHJQA”

La linearidad y sensibiiidad de este método se controló según el siguiente procedimiento:

se tomó al menos 1 integrante de cada grupo

se prepararon orinas con el agregado de cada droga a diferentes concentraciones, (10ng;

50 ng; 100 ng; 1,0 ug; 10,0 pg)

cada muestra fue preparada por duplicado e inyectada por duplicado cada uno de ellas

con lo que se obtuvieron cuatro valores para cada concentración.

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

no se incluyó la As'piríneen este ensayo de linearidad ya que la misma en el organismo se

metaboliza rápidamente a ácido salicílico,y no se encuentra la substancia madre en las orinas

del estudio de excreción.

no se incluyeron tampoco en este ensayo ni al grupo de los indoles (Indomethacin)ni de

los oxicanes, dado que como se detalló anteriormente la EM no pudo validarse para estos

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

Se halló una respuesta lineal en los siguientes casos:

Derivados del Ac. Antram’lico: MeclofenamicAcid

y=.088x-.007,r2=.995. . . . . I

n

O Modoístdintn

n

“0+Ñb+?b%@@ú

¡EN
u9882883

swmola/mpmint ¡upmichel)stdtm é i é á {o 1:
Concentración pg/ml

o.'1.'2.'3.'4.3.é.:¡.á.éi1.
Concentración pg/ml

Derivados del Ac. Fem'lacétíco: Diclofenac

= ‘047x + .001, r2 = .999 = .(B7X - 1112,r2 = .999Y Y.es + 4 A -/ .e

3.5.
3.035. É ‘4­.03u 3.\ozs. g ‘
É 02. a .2­

ms. ODicioIStd.int a 1* oDioloiStd‘int
É .01. ‘

.oos- a '-‘

0.1.2.3.4.5.6.7.8.911.1 -:z o 2 4 6 81012
Concentración ug/ml Concentración ug/ml
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Derivados del Ac. Propíóm'co: Naproxen

y =.151x-.003,r2=99s / y= .136x+ .002,r2= .998
1.3 13 + L A

1.4' ° .14.

EL?" ‘ 3.12­
€ 8: ’ E .1- h

' .081 ­
3 .s- É ,
Ü ‘4. i h °.%' . ‘

s 2. 0 NapmlStd. Int . go... 0 NaprolStd. Int .

a c am- ­
-.2 . . . . . c . . . . . . . . . .

4’ 0 2 4 6 8 '10 12 0 .1 .2 .3 .4 .5 .6 .7 .8 .9 1 1.1

Concentración pglml Concentración pglml

Pírazoles: Phenylbutazone

y = 7.061x - .019, r2 = .965 y = 5.56x + .437, r2 = .984
4

mm

“238

y

o phenylbuvstd int Z ¿1 o pnenytmustd int

gamma/mpmm

_."¡DffiígïfspO-chü

é

Eoiábáitz -2oé¿éá1b12
concentración (pg/ml) concentración (pg/ml)

En la concentración de 10 ng/ ml no se detectó señal alguna para las substancias

estudiadas, salvo para la Phenylbutazonedonde la señal se díferenciaba del ruido de fondo

claramente.
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C.Q_l>LC_L_U_S_LÓ_N_

Se halló una respuesta directamente proporcional a la concentración dela droga para cada

droga de los grupos testeados. No fue posible realizar buenas curvas de calibración ni con los

grupos de los oxicanes ni con los indoles. Como se describiera anteriormente, probablemente

debido a su estructura química estos compuestos no sean estables ya sea a temperatura ambiente

como en el caso de la lndomethacin o a la temperatura del inyector como los oxicanes. El límite

inferior de cuantificación se fijó en 50 ng/ml ya que en este valor la señal de cada substancia en

cuestión fue dos veces mayor a la señal producida por el ruido de fondo, lo que por definición

valida este resultado para la cuantificación.

RECUIZEBAQIQN:

Con el mismo criterio con el que se eligieron las substancias para las curvas de

calibración, se ideó un ensayo para calcular la recuperación luego de la EM. El mismo se llevó a

cabo con el siguiente criterio:

° Se compararon los patrones en las orinas spikedluego de la EM con patrones a los

que se les realizó una "metilación directa" es decir no hubo extracción.

La Superficie obtenida de estos patrones sin extracción se la consideró como el

100%, y en base a esa superficie se calculó el porcentaje de recuperación en los patrones

extraídos.

superficie del patrón no extraido% 'ó =
recupera“ n sup del patrón luego de la EM
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RESULIADQS

Mcclofcnamic Acid: 91%

Mtfi'namíc Acid: 91%

lbuprofen: 3()"..

Phcnylbutazonc: 89.5%

Diclofenac: 99%

Naproxen: 99%

C_Q_N_C_L_U_S_ID_N

Se obtuvieron muy buenos valores de recuperación. ' El lbuprofen dió 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 límites requeridos (lpg/ ml). En caso de

querer aumentar la sensibilidad de detección se podría aún modificar la adquisición del MSD y

realizarla en el modo SlM (Selected lon Monitoring), también se podría programar la inyección de

la muestra con programación de presión en la cabeza de columna, lo que permite inyectar un

volumen de hasta 3 ul.
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REE I AID

"MACRO" PARA LA OBTENClÓN DE LOS DATOS ENWM
A fin de establecer una rutina en la obtención de resultados por CC-MSD se preparó la

macro correspondiente.

Una macro es simplemente una lista de comandos (órdenes) escritas en un orden especí­

fico. Cuando se ejecuta (se utiliza también el termino "correr una macro", que proviene de la

traducción 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 diseñarla y aplicarla en la rutina

de estos análisis es el de agilizar la lectura e interpretación de resultados.

En el caso del presente trabajo la macro se escribió 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

inyección de la muestra, así como el nombre del operador.

Es importante destacar que la macro es simplemente un agilizador de la obtención de

resultados, y que en caso de obtener una señal significativa en una ventana, se deberá 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 ¡nforme final no puede basarse,

únicamente, en lo obtenido en la macro.
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Figura V- x- Macro diseñada para el análisis de resultados del screeningextracción metilatíva para
NSAle
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Figura V- y. Macro diseñada para el análisis de resultados del screeningextracción metilatíva

¡File exme.mac:recherche substances apree extraction

methylative

lPath: lohan/toxmacros/exme..mac

¡Lie aun fichier: ¡Chen/toxmacros/meti

l lchem/toxmacros/nsai

l Ichem/toxmacros/reete

lEcrite le 13.02.6***M.Ansburger et C. Grunauer***

lEntete et information de l'echantillon

l

l

l

l

NAMEentete

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

print #1
print iiiiitiiiittttttiiiitttútttifú
print #1 **

print #1 ** Laboratoire de Toxicología annlytique

print #1 **

print#1 ttttúttttitttttüittttttttttiütt
print #1

print #1

print #1 "Methods: nsaidsoz

print #1
close#1

return
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l

l Tempsde retention, definition des variables textes

¡Premiere partie: TICa fenetres du std interne

NAMEvariable

ITV IO.7S l DEMI-INTERVILLE

RTMEF - mefruside

lAINS

l Deuxiemepartie: screening des xenobiotiques presentes par
fen

window3.0.034::0.65,0.65,0.70:1.00

window4.0.034::0.65,0.65.0.70:1.00

window5.0.034::0.65,0.65,0.70:1.00

window6.0.034::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

ch RTindo-ITV:RTINDO+ITV, 180
graphics xaxis,, indomethacin. ion 139
integrate, RTIB-ITV:RTIB+ITV

Sauning '183­
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ch RTKETO-ITV:RTKET+ITV, 209
graphics xaxis,, ketoprofen. ion 209
integrate, RTKET-ITV:RTKET+ITV

graphics init
ch RTMEF-ITV:RTMEF+ITV, 223
graphics xaxis,, msfenamic. ion 223
integrate, RImeF-ITV:RTmeF+ITV

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

ch RTAhP-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

Jü- awmuw
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NAMEglobal

cpstop on

entete
variable
sitic
antinfl
autres

imp

printfile "/chem/toxmacros/meti","/chem/toxmacros

cpstop off
return

¡THEEND

CÁlNSUaUEJÉU1_

Con los ensayos de linearidad y de recuperación; con los espectros de identificación de

cada substancia correctamente interpretados (teniendo en cuenta fragmentaciones y

reordenamientos propios dela estructura en cuestión) y con la macro escrita y funcionando en las

computadoras de los equipos GC-MSDse validó la técnica para este grupo de NSAIDs.

De esta manera este screening fue incluído en la rutina del laboratorio para el control del

doping, se lo utilizó para los análisis especiales solicitados por los veterinarios y se lo incluyó

también como técnica de gran utilidad en el laboratorio de toxicología legal del mismo centro de

investigación.

-135­
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CAPÍTULO VI

CINÉTICA DE LOS MEDICAMENTOS EN EL QRGANISMO

Los medicamentos son administrados por diferentes vías (oral, intravenosa, intramuscu­

lar y subcutánea entre otras). La velocidad de ingreso al organismo dependerá de la vía elegida.

Una vez dentro del organismo la substancia en cuestión pasa a la corriente sanguínea, será distri­

buida por todo el organismo y alcanzará así el blanco de acción. Pueden asociarse a las proteínas

plasmáticas presentes en la sangre y formar "complejos de transporte". Hay varias proteínas im­

plicadas en este proceso. La principal es la albúmina, en menor escala le siguen las B-globulinas y

las glicoproteinas ácidas. Hay otras proteínas que intervienen también en el transporte de sub­

stancias específicas teniendo una capacidad selectiva para realizar un transporte determinado

(transferrina, Globulina de la tirosina etc.). Una vez que la substancia penetró en el caudal san­

guíneo, no solo alcanzará su tejido u órgano blanco, sino que a través de la vena porta, la sangre

la hará pasar por el hígado, que es el principal órgano donde se metabolizan los medicamentos.

Las células hepáticas, denominadas "hepatocitos", contienen en los Retículos Endoplasmáticos,

Liso y Rugoso (RELy REC) de sus mitocondrias, un gran número de enzimas que participan en

el proceso de metabolización de las drogas. Las enzimas del REL utilizando oxígeno molecular,

realizan reacciones de óxido- reducción 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 RELreductasas y transferilglucuronidasas, las que realizan el aco­

plamiento de las drogas al ácido glucurónico. Entonces, las drogas lipofílicas pasan rápidamente

de la sangre a la célula hepática y se ponen en contacto con las hidroxilasas y/o oxidasas de la

membrana del retículo endoplasmático, podrán por ejemplo adquirir un grupo -OH, y tendrán

por lo tanto carácter hidrofílico. A este tipo de reacción se lo denomina reacción de FASE I del

metabolismo. Ahora, en presencia de NAD las reductasas y transferilglucuronidasas catalizarán

la reacción de conjugación con el ácido glucurónico llamándose a ésta la FASE Il del metabo­
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lismoiíos podranpasarnuevamentealasangreopodránsersecre­

tados en la bilis, dado su carácter hidrofílico podrán ser facilmente eliminados por orina.

En la figura Vl- a se muestra el camino que sigue la substancia incorporada por el orga­

nismo, la cual es transportada en el flujo sanguíneo e ingresada al interior del hepatocito. La

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

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

METABOUTO

J‘

O-gl uc uró nido

Una vez que la droga es asimilada por el organismo se la eliminará por diferentes vías. La

concentración de una droga en un momento determinado en el organismo dependerá del flujo de

ingreso a] organismo y de la velocidad de eliminación. La cinética plasmática es entonces la com­

binación de tres procesos: entrada, distribución y eliminación; superponiéndose estos procesos en

el tiempo.

-190- CAPITULOVI
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Según el modo de administración de la droga, observaremos distintos tipos de curvas de

eliminación. La Figura VI- b muestra distintas curvas según la administración de la medicación.

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 farmacología como ley de las superficies

equivalentes).

Figura VI- b. Cinética plasmática y modos de aplicación de una substancia.

INTRAVENOSA

INTRAMUSCULAR

Una vez introducida la substancia en el organismo aumenta su concentración en sangre.

A medida que la droga es transportada por la sangre y llega a los órganos y/o tejidos, es captu­

rada por lo mismos, y por lo tanto la concentración en sangre disminuye. El flujo de entrada de

los medicamentos en el hígado y en los riñones representa una entrada de la substancia en los

órganos de eliminación, a través de los cuales será posteriormente eliminada.

A continuación explicaremos el trabajo de administración de medicamentos y colección

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

(Excretion Studies= ES).
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TRABALO DE CAMPO (TC) REALIZADO CON EOUINOS

Semedicarondistintosejemplaresdecaballos(EquusCnbnllus)delcampo

en la localidad de Pehuajó (Provincia de Buenos Aires). Por otro lado, en un trabajo conjunto con

el l-laras Federal de Avenches (Cantón de Vaud, Suiza), y con el Hospital Universitario de

Ciencias Veterinarias de la ciudad de Bema, Suiza se medicaron también otros ejemplares con

una dosis única de un sólo anti-inflamatorio no esteroide. Las vías de introducción fueron diver ­

sas: vía 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 Excreción

En el caso de los caballos de Pehuajó, las extracciones se realizaron cada 6 horas y durante

36 hs aproximadamente, con el objetivo de ver el tiempo máximo de presencia del medicamento

en la sangre y su posible detección.

La Universidad de Berna así 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 concentración.

0 Las muestras de sangre completa se obtuvieron utilizando tubos con heparina. Lossueros

fueron separados del coágulo luego de una centrifugación de 10 minutos a 2500r.p. Las muestras

fueron luego fraccionadas en volúmenes de 2, 5 ml e inmediatamente congeladas hasta su

posterior análisis.

o Las muestras de orina se tomaron mediante una sonda urinaria conservando condiciones

máximas de esterilidad e impidiendo de este modo la infeccióndel 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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impedirá el calculo de la concentracir’m total de substancia excretada. Las orinas fueron

fraccionadas en volúmenes de 2, 5 ml e inmediatamente congeladas hasta su posterior análisis.

TRABAIO CON VOLUNTARIOS» HUMANOS

Una sola dosis oral, terapéutica de distintos NSAle fue administrada a un grupo de

voluntarios (una droga por voluntario). El protocolo para dichos ensayos fue aprobado por el

Comité Ético del Hospital Universitario de Lausanne.

Estudios de excreción

Se tomaron las muestras de orina dela siguiente forma:

El voluntario debió colectar la última orina antes de la toma del medicamento (orina

negativa).

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

Los volúmenes de cada micción fueron cuidadosamente medidos. Cada orina

corresponde entonces a un tiempo de excreción preciso (horas).

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

hasta su posterior análisis.
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SUBSTANCIAS ESTUDIADAS

PHENYLB TAZ NE

De esta substancia, ya que es la de mayor uso veterinario consideramos importante des ­

cribir en forma detallada su metabolismo además de describir posibles metabolitos encontrados;

de los otros NSAle estudiados sólo expondremos los resultados (curvas de excreción y concen ­

traciones halladas). Dentro del grupo de los anti-inflamatorios no esteroides, el miembro funda ­

dor fue la aspirina; el segundo más antiguo es la Phenylbutazonetambién llamada butazolidíneo

butadíoneintroducida inmediatamente después en la medicina veterinaria. Estructuralmente se

asemeja a la antípyrine (Figura Vl- a.) un analgésico poco usado en medicina clínica.

Figura VI- c. Estructura de la Phcnylbutazoney dela antypírine

Phenylbutazone Antípyrinc = Phenazone=Analgesine
o (CH2)3—CHa CHa

N

N\ N o CHS'\ oN
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Propiedades:

Es un polvo blanco, con un punto de fusión entre 104- 107oC.

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

Su pKa es de 4,4 a 20 °C

La Phcnyllnimzoneprovoca anemia aplástica y agranulocitosis pudiendo producir la

muerte es por esta razón que su uso está actualmente muy restringido.

Sus efectos secundarios en humanos, incluyen: ulceración gastrointestinal, hepatitis, der ­

matitis exfoliativa y agranulocitosis

Varios casos de intoxicación y muerte han sido descriptos (Bruck, 1954),(Mauer, 1955).

Aún en los años 70 se describen casos fatales relacionados con dosis terapéuticas de

Phenylbutazone (lnman, 1977) .

La Phenylbutazoncha sido una medicación permitida enla mayoría de las jurisdicciones

de carreras de los EEUU. en los últimos años de la década del 50. En los últimos tres años en el

archivo de la Association of Racist Chemists, más de 2000análisis revelan la existencia de

Phenylbutazone (Hyde, 1992)

La Phcnylbutnzonces todavía utilizada en gran escala como agente anti-inflamatorio en

caballos pese a sus serios efectos secundariOS.Para el diagnóstico de sangrado gastrointestinal la

determinación de la concentración de la Phenylbutazonc es importante para esclarecer su uso re ­

ciente (Gupta, 1990)

Su uso es también amplio en bovinos por lo Cual la detección de la Phenylbutazoneen los

productos alimenticios derivados está siendo estudiada (De Veaux, 1996)
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En humanos se transforma por para-hidroxilación de uno de los grupos fenilos en oxy­

phrnbutazone que tiene un efecto farmacológico equivalente al dela Phenylbutazone,la vida media

es de 72 horas y va en un 99% unido a proteínas plasmáticas, al igual que la Phenylbutazone.Un

segundo metabolito surge de la oxidación de la cadena lateral de la Phcnylbutazoncdando la

3'OH-phenylbutazone,(Figura Vl- b) aparentemente no tiene acción farmacológica y su vida media

en plasma es de 12 horas, a partir de la cual se origina la dihydroxyphenylbutazone.Una dosis de

Phenylbutazonese elimina lentamente en orina (aproximadamente 61%).En un período de 2 días

la excreción urinaria muestra las siguientes cifras:

1% de la dosis se excreta como Phenyllmtazonesin cambios; 9 % como Oxyphcnbutazone,

3'OH-phcnylbutazone y dihydroxyfcnylbutazona; 40% son 4C-glucurónidos de Phenylbutazone ; 12%

son de 3'OH-phenylbutazonc (Clarke's 1986).

En heces se excreta un 27% por un período de varios días.
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Figura VI- d. Vías metabólicas dela thnyllmtnzone en humanos.
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El metabolismo y la farmacocinética de la Phcnylbutazonehan 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 años de la introducción de la Phenylbutazoneen el mercado, se

continúa acumulando conocimientos básicos en cuanto a la farmacocinética dela misma en el ser

humano (Aarbakke, 1978), (Midha, 1974),(Midha, 1978).

Los datos de estos estudios muestran que al administrar una única dosis de 400 mg de

Phenylbutazonea un voluntario sano de sexo masculino, la misma es eliminada lentamente y se

obtuvieron los siguientes resultados de recuperación de la substancia: 88%es la cantidad total de

la droga recuperada luego de 21 días de su administración. El 61% se encontró en orina y el 27%

en heces.

La estructura de los conjugados fue también analizada, y se observa que solo la

oxyphenbutazonese conjuga como O-glucurónido y el resto se conjuga a través de uniones C-C,

C(4)-glucurónidos, lo que marcaría una nueva categoría de metabolitos (Dieterle, 1976)

Un año más tarde se confirma que para la Oxyphenbutazone la eliminación es

principalmente como O-glucurónidos pero en bajas concentraciones (Aarbakke 1977).

En caballos la Oxyphenbutazoney la hydroxyphenbutazonehan sido descriptos como los dos

metabolitos principales. Sin embargo en los análisis por GC aparece siempre otro pico pequeño y

menos importante, este compuesto en baja concentración es el diazobenceno, que ha sido

identificado por GC-MSD (Jouany, 1985).Hyde W., en 1988estudia la presencia de Phenylbutazone

y sus metabolitos en caninos comparando los resultados obtenidos luego de administrárseles una

dosis única y dosis múltiples durante 24 hs.

Hasta el día de hoy la Phenylbutazoneha sido detectada por diferentes métodos. Burns en

1953desarrolló y mejoró las técnicas para la detección en fluidos y tejidos por espectrofotometría

UV y junto con Wallace, quien describe Su método de detección en 1968,han sido los precursores

de dicha metodología.
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Mc Gilveray en 1974determina Phenylbumzoneen plasma humano por CC-FlD y MSD.

En 1978 se describe un método por CC con detección 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 detección de Phenylbulazone en

plasma, bilis, sangre y orina. Por HPLC varios han sido los métodos descriptos con un límite de

detección del orden de los ng/ml de plasma u orina (Marunaka, 1980),(Aarons, 1980). En 1988

Hyde W., describe un método para detección de Phenylbutazoney sus metabolitos (Hyde, 1988)

usando extracción de par iónico y análisis por HPLC con detector UV-DAD (DiodcArrange

Detectoro detector de arreglo de diodos).

Determinación de Phenylbutazone en plasma y orina.

Previamente al trabajo de campo se prepararó, para facilitar y agilizar esta tarea, un

protocolo que se completaría con los datos necesarios a medida que se iba realizando la

experiencia (Figura VI- e).

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

Medicacíón: Phenylbutazone

Nombre del ejemplar: Urania

Peso: 660 kg.

Edad: 4 años

Sexo: f

Aplicación del medicamento:

Fecha Hora Dosis

10.01 8h05 2,0 g

Modo de administración: oral "Equipalazone",2 g
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RECOLECCIÓN DE ORINA POSITIVA:

Volumen

T2: 11.01 100 ml

T3: 12.01 100 ml

T4: 9h00 100 ml

Recolección de sangre positiva:

ITiempo lO' 15' 30' thora th J7hs J24 hs '48 hs '72 hs I9días

Medicación: Phenylbutazone

Nombre del ejemplar Gürilo

Peso: 590 kg.

Edad: 10 años

Sexo: m

A licacíón del medicamento:

Fecha Hora Dosis

23.03 15h25 4,0 g

Modo de administración: Inyección Intravenosa 20 ml

Recolección de sangre positiva:

Tiempo 0' l 6hs I 12hs I 18hs J24 hs '48 hs —|

Se conservó 1 tubo con sangre y anticoagulante (heparina) en heladera hasta ser

congelados 48 hs más tarde.

Otra serie de tubos se dejó a temperatura ambiente lo que facilita la formación del

coágulo y se centrifugó y se separó el suero en tubos de vidrio, los que fueron congelados 48 hs

más tarde.
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Análisis realizados:

Utilizando la extracción metilativa, se detectó y cuantificó la Phenylbutazone en los

distintos fluídos biológicos. De los metabolitos de la Phenylbutazone,existe sólo como producto

comercial la Oxyphenbutazone,y se lo adquirió para poder utilizarlo de patrón de referencia, para

comparar su espectro de masas con el obtenido en la muestra y además en caso de cuantificarlo

poder realizar una curva de calibración. Otros metabolitos de la Phenylbutazone,fueron solamente

detectados e identificados.

WE
Luego de realizar la EM en orina fortificada con Phenylbutazone se obtuvieron los

espectros ya presentados en el CAPÍTULO V. (ver figura V- o). Estos mismos espectros se

obtuvieron en los animales inyectados.

Para evaluar los resultados de los análisis realizados a todas las muestras obtenidas se

creó, modificando la macro. descripta en el capítqu V, otra macro más sencilla, con el objetivo de

detectar fácilmente la Phenylbutazone y la Oxyphenbutazone.

. Macro:es un programa creado en la computadora que va acoplada al equipo y que permite automatizar la obtención de resultados. En el
caso del presente trabaio la macro fue scrita en lenguaje Pascal y UNIXsegún el equipo.
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‘ ura VI- f. Metilación dela Phcnylbumzom'y sus metabolitos principales durante la EM
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Dado que no se obtuvo el standard comercial de dihydroxyphenyllmtazom'(metabolito de la

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

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

molécula de dicho metabolito.

ESTRUCTURA QUÍMICA DE LA DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE Y SU VARIACIÓN

LUEGO DE LA EM

DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE all-¡lirzROXYPHEN YLBUTAZONE
PM: 340 hefi'28;

QH QCHS
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POSIBLE RUPTURA DE LA MOLÉCULA DE DIHYDROXYPHENYLBUTAZONE LUEGO DEL

IMPACTO ELECTRÓNICO EN EL DETECTOR DE MASAS

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 señal de base, su

abundancia elevada se explicaría por la estabilidad que adquiere la molécula al ciclarse. (Ver

ecuaciones 11, 12y 13del anexo correspondiente al capítulo V). Los iones m/z= 339 y a m/z= 283

son el resultado de la fragmentación y el reordenamiento moleCularluego del impacto electrónico

de 70 eV. Los reordenamientos de estas fracciones formarían estructuras de tipo tropilio y

estructuras policíclicas de alta estabilidad, tal como lo describiéramos para la Phenylbutazoney

Oxyphenbutazoneen el anexo correspondiente al capítulo V
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE A LA MOLECULA DE LA

DIHYDROXYPHENYLBUTA ZONE METILADA

unn-mmm
amqmin-mantillnT-uml­

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

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

3‘HYDROXYPHEN YLBUTAZONE 3'H YDROXYPHEN YLBUTAZONE
M: 324 di-Metilada

PM: 352 CHa
OH ó

l l

Hzc'CHz'fi-CHa ¡420- CH2—S—CH3
O O\\ \\

\,C-O-CH3

¿ii-b— 6"?)

Normalmente en las técnicas de control del dopingen equinos, se utiliza sangre completa

como matriz a analizar. Nos pareció interesante comparar resultados de los análisis realizados en

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

trabajar.

Concentración de Phenylbutazone en suero y sangre

Para la cuantificación se obtuvo una buena curva de calibración con las superficies

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

concentración oxwhc’nbutazo- concentración oxyphcnlmmzo­
ml SANGRE ncSANGRE neSUERO

ORINA

R TA E PAR"."I I "

SUERO
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Figura VI- g. Concentración de PhcnyllmInzom'en suero, sangre completa y orina (ejemplar

"Urania")

Urania, 3 mglkg oral, sangre

1 2 3 4 5 e 7 a 9

tiempo

Urania, 3 mglkg oral, suero

3

_. 2 -»

31
:l.

o l l 1 l l v

1 2 3 4 5 e 7 a 9

tiempo

Urania, 3 mglkg oral, orlna

3

E 2 “ A ‘
¿,1 _

o ' á ‘ :.
1 2 3 4 5 e 7 a 9

tiempo
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Fi ura VI- g'. Concentración de Phenylbutnzoneen suero (ejemplar "Güirilo")

6 GUIRIL0.0.0067 mg/kg intravenosa

5
|—I— suero I

_ 4 ­

É
m 3
12

1

o - l 4 l t .

Ohs 6hs 12hs 18hs 24hs 42hs

Las señales utilizadas para la cuantificación, fue la de m/z= 322 para la Phenylbufazoney

la de m/z= 352 para la Oxyphenbutazone,que son los iones moleculares de cada substancia.

En la comparación de las concentraciones halladas en sangre completa y suero, se ve una

neta diferencia entre los resultados. Podría deberse según lo publicado por Hyde (1992)quien

comprobó que la Phenylbutazoneen contacto con los glóbulos rojos se veía afectada en los ciclos de

congelar y descongelar, pudiendo la concentración de la misma disminuir hasta un 40%con cada

ciclo. La diferencia de concentraciones entre la sangre completa y el suero podría explicarse por

un simple efecto de concentración de la substancia en el suero, ya que inicialmente para un

determinado de sangre se obtiene prácticamente la mitad de suero.

Vkan re
Vkuen7=-———¿L—

Lo apropiado sería: sacar 2 tubos con idéntico volumen, uno de ellos con anticoagulante y

el otro sin él. Extraer el suero y diluirlo con solución fisiológica hasta obtener el mismo volumen

inicial. Otra proposición interesante sería la de trabajar siempre con suero como matriz biológica,
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ya que en primer lugar es una matriz más limpia que la sangre entera, y, por otro lado ya

partiriamos con una mayor concentración de las substancias lo que facilitaría su detección.

En humanos hay publicados valores de referencia, tales como los hallados por Mc

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

plasmáticas:

En el mismo año, Midha, determina para una dosis única de 400 mg (oral), que la

concentración plasmática en humano de Phenylbutnzonese eleva a 60 ug/ ml inmediatamente

luego de la ingestión, y que se la puede detectar durante los 16 días siguientes a la ingestión en

un rango de 1-3 ug/ ml. La Oxyphenbutazoneen cambio, tiene una concentración de 10 pg/ ml

luego de las 72 hs y se mantiene también en un rango de 1-3¡lg/ml luego de 16días.

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

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

ug/nü
ug/ ml ug/ ml Suero Suero
Plasma Urania Cüirilo

Los resultados hallados en suero, y procesados con la misma metodología podrían acep­

tarse como equivalentes, ya que si estimaramos con un muy simple cálculo la concentración que

hallaríamos en Urania si se le hubiese duplicado la dosis, los niveles se acercarían mucho a los

encontrados en Güirilo con dicha dosis. Sin embargo estos re5ultados están muy alejados del des­

cripto por Pipemo. Podríamos justificar esta diferencia simplemente por un problema de concen­

tración diferente de droga en plasma y suero, o por la falta de valor estadístico de estos estudios

ya que sólo se realizaron con un solo ejemplar y por única vez.

QQNLLJLíLQLL

A los fines del análisis de control del daping,o de estudios para diagnóstico veterinario,

basta detectar la presencia de Plienylbumzoney Oxyphenbufazonepara diagnosticar la muestra

como positiva a dicha substancia. Por lo tanto no se insistirá para tal fin en la búsqueda de otros

metabolitos.

La Phenylbutazonees detectable hasta 72 horas luego de la toma de la misma. En orina se

encuentra aún 9 días después de la ingesta.

En cuanto a los estudios de excreción, podríamos concluir que las cantidades detectadas

son particulares para cada individuo, ya que la excreción de la substancia varía de uno a otro

según el metabolismo, entre otras características de cada ejemplar.
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QICLQEENAC

También llamado Díclophmac , es el (2-(2, 6-dichloroanilino)phenylhtceticacid. (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 reumáticas y en el tratamiento

contra el dolor. Tiene una gran actividad anti-inflamatoria en animales, aún en las formas expe­

rimentales de inflamación crónica inducida, y tiene un índice terapéutico más elevado que el del

lndomethacin y la Phenylbutazone, (Stierling, 1979).

Índice terapéutico =IT= es la relación entre la dosis efectiva 50 (DESO)y la dosis letal

50 (DL50). Indica los rangos en IOSque producirá los efectos deseados y expresa la

selecticviddel fármaco.

DESO

Por encima de los valores del índice terapéutico el medicamento podría tener

efectos tóxicos, y por debajo, ser inefectivo.

Figura VI h. Estructura del Diclofenac

II

CHz-C-OH

Cl CI

Q

El Dídoj’maca uno de los inhibidores más potentes de la ciclooxigenasa, la enzima 'pivotal' en la transformación del ácido
araquidónico en prostaglandinas (PCs), trornboxanos (TXs),y prastaciclinas.

Didofenactiene doble efecto regulatorio sobre la producción de leucotrienas y proataglandinm. Parte de estos efectos están
mediadoa por la concentración del ácido araquidónico libre intracelular (mecanismo semejante al ejercido por todos los anti-inflamatorios
steroídes). Esteefecto modulador del dichfimc en monocitoahumanos le dan un rol prinn'pal en el tratamiento de inflamacionescrónica
(Ku, W. ln, H.V. Kolhan', E.F.Kimblt, L Líauw, And I. Tjan. 1985).
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Es un polvo blanco, con un punto de fusión entre 152-158°C

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

Su pKa es de 4, 0 a 25 °C

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

La droga es fácilmente absorbida y la máxima concentración plasmática se encuentra

entre las 0, 5 y 2, 0 horas posteriores a su administración. El tiempo de máxima concentración se

reduce cuando la toma se hace con la comida.

Brogden en 1979y más tarde en 1984,actualizó y resumió los datos publicados hasta en­

tonces. Los mismos indican que las dosis diarias de Diclofenacde 75-150 mg (suministrado 25-50

mg 3 veces por día), son comparables en eficacia a las dosis diarias de aspirina de 3, 0 -5, Ogr. y al

Indomethacinde 75-100mg diarios en la artritis reumatoidea.

Se absorbe bien por vía oral, experimentando luego reacciones de Fase I del metabolismo,

y finalmente pasan la Fase ll para dar metabolitos conjugados. Se excreta principalmente como

metabolito (60%). El 99 % de la droga se une a proteínas plasmáticas para ser transportada. El

Diclofenaces ampliamente distribuido en el organismo y su excreción ocurre en bilis y orina.

Posee una vida media de 3 horas (las mayores concentraciones se encuentran en hígado,

pulmones y sangre), tiene muy buena penetración en líquido sinovial y se excreta aproximada­

mente 60 % en orina y 30 % en materia fecal.

Los arreglos esteáricos de los anillos influencian su acción con el receptor, mientras que el

coeficiente de partición es el responsable del comportamiento cinético, absorción, excreción y la

unión a proteínas y a otros sitios (Martel 1976).
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John en 1979describió que una sola dosis de Díclofennces absorbida rápidamente en ayu­

nas, y el primer pico de concentración en plasma se encuentra 2 ó 3 horas más tarde; en las 2, 5

horas siguientes la concentración baja el tamaño del pico en CC a un 10 °/oy 8 hs más tarde ya es

prácticamente indetectable.

En 1979 Stierling aísla e identifica los principales metabolitos urinarios del Diclofmncen

rata, perro, baboon y en hombre; también identifican los metabolitos biliares de rata y perro. La

substancia maclre y 4 metabolitos fueron detectados en humanos, 3’ hydroxidiclofenac,4' hydroxi­

diclofcnnc,5 hydroxi diclofcnncy 4'-5 dihydroxí diclofcnnc. El 4' y 3' hydroxi diclo tienen práctica­

mente el mismo perfil farmacocinético que el Diclofcnncpero tienen menor actividad (Tabla Vl- a).

La concentración en liquido sinovial y plasma de este anti-inflamatorio fue estudiada por

Fowler en 1983quien señala los siguientes puntos:

-La dosis en plasma alcanza su pico máximo (Tmax) 2 hs después de la administración

oral de tabletas de 50 o 75 mg.

-El Diclofenacen líquido 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 día 8. Lo que indica la

persistencia del Diclofenacen líquido sinovial sin acumulación en plasma.

-El Diclofenacse une a la albúmina, a proteínas séricas y a proteínas del líquido sinovial.

Tabla VI- a. Metabolismo del Diclofenacen distintas especies.

DOSIS Vía de ad- Material biológico % de la dosis ex­

RATA ministración cretada

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

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

2x30 mg/ kg. LV. bilis 0-4hs 85%

Metabolitos identificados

4' hydroxi diclo sulfato 50%

5 hydroxidicloconjugado(no identificado) 20%

Diclofenac 1%

Diclqenac éster glucurónido 50%
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Tabla VI- a. (cont). Metabolismo del Diclofmmcen distintas especies.

DOSIS Vía de Material biológico % de la dosis ex­
PERRO administración cretada

5 mg/ kg. I.V., oral orina 0-96hs 49%

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

Metabolitos identificados

Diclofcnnctaurina coniugado 50%

Diclofenncconjugado( no identificado) 15%

4' hydroxi diclofennc5%

Diclofenacester glucurónido 80%

DOSIS Vía de Material biológico "/ode la dosis ex­
BABOON administración cretada

5 mg/kg. I.V., oral orina 0-72 hs 70%

1 mg/kg. I(intramuscu|ar) orina 0-48hs 70%

Metabolitos identificados

Diclofenacconjugado 20%

4' hydroxi diclo conjugado 20%

5 hydroxi diclo conjugado 20%

3' hydroxi diclo conjugado 10%

DOSIS Vía de Material biológico °/ode la dosis

HOMBRE administración excretada

150 mg oral orina 0-72 hs 60%

Metabolitos identificados

4' hydroxi díclofcnacconjugado

4'5 dihydroxidiclofenac conjugado

Díclofenacconjugado

5 hydroxi diclofenacconjugado
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ESTRUCTURA QUÍMICA DEL DICLOFENAC Y SUS METABOLITOS LUEGO DE LA EM

En 1988,Faigle identifica un nuevo metabolito de Diclofenacen plasma humano. Hasta ese

momento se conocían los metabolitos hidroxilados en diferentes posiciones de los anillos

fenólicos, los derivados conjugados y las indolinas derivadas de los mismos. Este metabolito es el

3' hydroxi 4' methoxy Diclofennc.

Figura VI- í. Diclofcnncy Metabolitos metilados
3' OH DICLOFENAC METILADO 4' OH D/CLOFENAC METILADO
PM: 339 PM: 339

i?
CHz-C- OCH3

i?

CECHz-C-OCHa H

N’H N”

CI Cl cÚcu
OCH3 / OCH3

DICLOFENAC METILADO 3'OH 4' METHOXY
PM 309 DICLOFENAC METILADO

Cl) PM: 369l

CHz-c- OCHa

QCHZ_C_H —>
N/ N’H

c CI C C'

OCH3

OCH3\
° i?II

H3C0ÜCH2’ C-OCHa HacoÚCHz-C- OCHsH H
N’ N“

CÚ CI c CI
OCH3

4' 5 DIOH DICLOFENAC METILADO 5 OH DICLOFENAC METILADO
PM: 369 PM: 339
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DETERMINACIÓN DE DICLOFENAC EN PLASMA Y ORINA.

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

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

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

tomas de sangre, y con un voluntario humano.

Fi ra VI-j. Protocolos para la colección de muestra positiva

Medicación: Voltaren

Nombre del voluntario: MS

Sexo: m

Aplicación del medicamento:

Fecha Hora Dosis

15.01 13h30 50 mg

Modo de administración: oral 1 comprimido

Medicación: Diclofenac

Nombre del ejemplar: Polera

Peso: 480 kg.

Edad: 12 años

Sexo: f

Aplicación del medicamento:

Fecha Hora Dosis

23.03 15h45 3, 5 EL

Modo de administración: inyección intravenosa (dioxaflex) 15ml

Recolección de sangre positiva:

Tíem o 0'

Cínéliaa de los medíannnllas

6hs |12hs 113115 |24hs I48hs I
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Se conservó en heladera una serie de tubos con sangre y anticoagulante (heparina) hasta

ser congelados 48 hs más tarde.

Otra serie se dejó a temperatura ambiente lo que facilita la formación del coágulo y se

centrifugó y se separó el suero en tubos de vidrio, los que fueron congelados 48 hs más tarde.

Las orinas del voluntario se juntaron dela siguiente forma:

Se colectó una orina antes de la toma del medicamento (T0) que se usará como

orina blanco o libre de compuesto.

Se midió el volumen de cada micción.

La duración del estudio fue de 48 horas.

Análisis realizados:

Utilizando la extracción metilativa, se detectó y cuantificó Diclofenacen los distintos

fluidos biológicos.

Hidrólisis (H!)

Como ya mencionáramos, los primeros datos de la biorransformación del Diclofenacen

animales y humanos fueron informados por Riess (1976).En 1978 los mismos autores realizan

análisis en orina y bilis de rata, perro, mono y humanos. Como ya mencionáramos, el

metabolismo del Díclofenacen humanos implica no solo la hidroxilación del mismo sino su

conjugación a grupos glucurónidos y sulfatos.



Anti-inflamatorias na esteroides

En 1981 Schneider cuantifica 4 metabolitos del Díclofenacen orina, con una extracción

metilativa y detección por ECD.

Técnica:

3 ml NaOH 5 N

75°C

30 minutos

extracción alquilativa

Resultados: 4'0Hdíclofenac > 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 (100ul para 1 ml de orina) y luego

inyectadas al HPLC.

Stierling, pone a punto dos nuevas técnicas para la detección y cuantificación.

Stierling, 1979 (a)

Técnica:

Hidrólisis con KOH 40%

100°C

2 horas

ReSultados: En orina humana: 4' hyd roxi diclofenac>5 hydroxi díclofenac>diclofenac

En todas las especies estudiadas se encontraron pequeñas cantidades de metabolitos sin

conjugar, probablemente los ésteres glucurónicos sean hidrolizados en el organismo

(conductos urinarios) ya que se descompones a pH levemente alcalinos.

Resultados: En humanos pequeñas cantidades de Diclofenacsin conjugar fueron detec­
tadas.
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Stierling, 1979 (b)

Técnica

Dado que se produce una hidrólisis "espontánea" 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, extracción con 1, 2 dicloroetano a

pH 5 (buffer acetato). Resultados: compuestos Ver tabla Vl- a.

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

Presencia de ¡ndolina

Consideramos entonces necesario realizar un ensayo de hidrólisis del Diclofenacy analizar

los resultados para determinar si se debiera o no realizar una modificación dela EM.

Ensayos Realizados:

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

descrita anteriormente, preparamos entonces la siguiente experiencia.

Tubo

Tiempo de 0 l hora 1 hora 3 hs 3 hs our-night

Temperatur ambiente ambiente ambiente ambiente ambiente ambiente ambiente

tabla Vl- b.

NaOH 6N ml
H! hora

T

extracción metilativa en plasma equino (tiempo de excreción T3, ejemplar "Polera")

' Hidróliois
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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 zorma Superficie absoluta Superficie absoluta

ion 242 Díclofcnac 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 uL 3 horas H! EM 16495 19884

200 pL 3 horas H! EM 16631 19908

100 uL 24 horas H! EM 14136 15997

200 uL 24 horas H! EM 15077 16937

" H!= hidrólisis

X1:surface dlclo 242
Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coei. Var.: Count:

14818.875 1376.261 486.582 I 1894095.268 I 9.287 TB

Minimum: Maximum: Range: Sum: Sum ot S r.: # Missin :

I 12994 I 16631 |3637 118551 I 1770051117 IO I

X3: 50H dlclo 339
Mean: Std. Dev.: Std. Error: Variance: Coet. Var.: Count:

I 17391.125 |2742.551 |969.638 I7521584.982 I 15.77 la

Minimum: Maximum: Range: Sum: Sum of S r.: # Missin :

l 12623 I 19908 [7285 139129 I2472260925 IO I

muestra: plasma suprficie ion 214 superficie mefru sup re1214/mefru

H!

H! 200

H! ml NaOH

El std interno fue agregado luego de la hidrólisis, es por lo tanto sólo un control de la

extracción es por eso que se compararon las superficies absolutas.
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C_Q_N_CL_LLS_LQN_L

El Díclofenacdetectado en orina, es Diclofcnnctotal, la hidrólisis se produce entonces es­

pontáneamente probablemente a causa del pH alcalino de la extracción metilativa. En plasma el

único producto detectado es el DÍCÍOft’IlflC,(no se encontraron metabolitos) el cual aparentemente

se hidroliza también durante la extracción metilativa ya que las diferencias no nos muestran una

gran diferencia entre total y libre. Fowler en 1983,describe un método en el Cualhidroliza antes

de realizar la extracción. No realiza ninguna comparación entre Diclofcnaclibre y conjugado ya

que lo que buscan es el diclo total. En nuestro caso en plasma la superficie absoluta disminuye

con una hidrólisis a 75°C, pero no diminuye mucho a temperatura ambiente. En caso de querer

asegurar la detección de Diclofenactotal la metodología de hidrólisis a implementar sería a tempe­

ratura ambiente.

TD DEXRI

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Diclofcnacse obtuvieron los espectros ya

presentados en el CAPÍTULO V. Estos mismos espectros se obtuvieron en las muestras analiza­

das.

Para evaluar los resultados de los análisis se creó, tal como se mencionara para la

Phenylbutazone,una macro más sencilla, con el objetivo de detectar fácilmente la substancia

buscada.
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Fi uta VI- k. Variación de la concentración sérica de Diclofmncen el tiempo.

Ann-inflamatorios no vslcroidvs

Estudio de excreción, caballo
(Polera)

concentración¡lg/ml

+ concentraciónpglmlH!04.08.95

_ 0 2 l L l l
0 1 0 2 0 3 0 4 0 S 0

tiempo (horas)

. Gráfico realizado con el programa Cricket Graph para Madnlosh, en su versión inglesa.
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RE TAD M V L TARI H A

Se detectaron y cuantificaron los iones específicos provenientes de la fragmentación de la

molécula de Diclofcnac.Los metabolitos principales solo se detectaron e identificaron pero no han

sido cuantificaclos ya que no se poseían los patrones comerciables disponibles.

Tabla VI- b. de excreción en orina humana

orina tiempo (horas) ml de diclo diclo ug to- ug totales de di­
orina tales clo

200 0 0

T1 210 0 0

T2 180

T3 170

T4 400

T5 140

T7

T8

T9

T10



Figura V'I- l. Variación de la concentración de Díclofennc(diclo) en orina (ml).

diclopg/ml

Estudio de excreción, humano.
(MS)
l I l I l I I l l l I I I I I Í

+ diclopg/ml

l PJ‘J l l ll

6 9 13,1518 124 27 30 33 36 39 42 45 48lempo oras)

. Gráfico realizado con el programa Cricket Graph para Macintosh, en su versión inglesa.
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Figura VI- m. Variación de la concentración de Díclofennc(diclo) en orina (vol total).

pgdiclototal

1200

1000

600

400

200

Estudio de excreción, humano.
(MS)

—O- pgdlclototal

10 20 30

tiempo (horas)

40 50

' Gráfico roaliudo con el programa Cricket Craph para Madmosh, en su versión inglesa.
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Figura VI- n. Concentración de Diclcfinac(diclo) en orina (Curvaacumulativa)'

Estudio de excreción, humano
(MS)

3000 l l I I

0)o
-o
.9
e 2000 '
O
5
2 —O'- excrecióntotalpgdlclo0
.6
U)
:‘L

.7!o
a 1000 "

0 v l J l l
0 10 20 30 40 50

tiempo (horas)

Concentración final de Diclofennc encontrada: 2, 6 mg.

. Gráfico realizado con el programa Cricket Graph para Macintosh, en su versión inglesa.
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Schneider 1981,dosan en orina una única toma de 50 mg de Diclofcnac,en humanos, y en­

cuentran un 5, 2% de la dosis absorbida, lo que daría un valor de 2, 6 mg. El valor encontrado en

el estudio de excreción realizado es de 2, 627 mg totales de Diclofenuc

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 inyección. Siguiendo entonces Io descripto por

Fowler (1983) el Díclofermca las 2 hs de absorción presenta su pico maximo, y 3 hs después este

pico desciende a un 10%del valor máximo. El equino tratado a las 6 horas presenta 0, 958 ¡tg/ml,

entonces 3 horas antes estaría en su máxima concentración la que teóricamente la calcularíamos

en 9, 58 ug / ml. Siguiendo con esta comparación podríamos inducir, que si la máxima concentra­

ción con una dosis de 25 mg fue de O,7 pg/ ml, entonces en la dosis aplicada en nuestro caso (350

mg), podríamos esperar un valor teórico de 1,5 pg/ ml el cual no dista de los 9, 58 pg/ m] espera­

dos encontrar a las 3 horas de su inyección.



ESTRUCTURA UÍMICA DE LOS METABOLITOS 3'HYDROXI' 4'HYDROXI Y 5'HYDROXI

DICLOFENAC LUEGO DE LA EM Y FORMACIÓN DE LA INDOLINA RESPECTIVA

3.O" “CLC’FENAC s'onoICLOFENAc usmADo
40H DICLOFENAC ,
¡OH MCLOFENAC 4 OH DICLOFENAC METILADC
m m 5' OH DICLOFENACMET/LADO

' m: 339

cu COOH °

[:í 2 H2u
EM c —c—o— CH,

H

"’ CE H

CI CI N/

G1 CI Cl
Ho OH

OH ,0 o
Hac o \CH a

I

EM CH a

H,c

CPL-CH °l

"/c=0
CI CI

O
H,c’ °\

CH ,

CH ,

FORMACION DE DÍMEnLINDOLINA (MEHLADA)
PM: 335
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POSIBLE RUPTURA Y REORDENAMIENTO DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRÓNICO EN EL ESPECTRÓMETRO DE MASA

3' OH DICLOFENAC MET-¡LADO
PM: 339

Esta molécula al igual que el Diclojenuccuyas
292309

26 H2 posibles fragmentaciones y reordenamientos sonc- o-cn3
presentadas en el en anexo correspondiente al

capítulo V, originaria fragmentos de alta estabilidad

responsables de las señales de mayor abundancia en

a ‘CHa el espectro de masas.Presentamos a continuación algunas de las

292 estructuras propuestas para dichos fragmentos; para

C¡ Cl mas detalles ver anexo correspondiente al capítulo V.

O CH+

m/ z=272 m/z=244

m/z= 162

Esta fragmentación aplicada a los metabolitos 3', 4' y 5' hydroxidiclofenacda como resul­

tado exactamente los mismos iones y las mismas abundancias relativas entre iones. Pese a tener

tiempos de retención distintos entre si, no podemos con este método distinguir e identificar a cuál

metabolito corresponde cada espectro.
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ESPECTRO ASIGNADO A LOS MONO HYDROXl METABOLITOS

¡su DICLO12: Run at 12:17 PM MFZon Fri Jan 22. 1993
Ahunuar. lou 277.00 amn from NSZ‘I(29A.d

: Ion338.00amu (rom HSZIgsm
50000' /..*o. l\ la) \\
nooo 1? g; / r1’\

Juuuo mi —'«l ¡"z/Fx ‘

‘ ' x z ‘ 's

¿“005% . J-íï’Í/ï»s “K , 5/” Géngo10mi_‘_tÏ/—K ‘‘ ¿NR-f“
e -Í Ï Í I I l I l I I I | I ‘ I Ï—ñ

1| 45 1150

Time (num)

Average 0f11.-'¡47 ln 11.474 min. ¡rom IISZI GSA.“ SUB TRACI'ED

162

244 ¡339

ÏÜS

, , ¿{m l 272 asíIll“ “.Illllul ¿Jill LI ‘MIIII ..J..I....lln'.t...¡. “I’ll... u L .l.u...||i¡ ¡Lulhl ¡drum ¡mui JI ..
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MassIChamo

Se hallaron tres picos a diferentes tiempos de retención (Tr) con idéntico espectro de ma­

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

no se pudo identificar según el tiempo de retención 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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Según los datos de la literatura el metabolito más abundante es el 4'hydroxidiclofenac,

luego seguiría en orden decreciente el 4'5 dihydroxídiclofenac,el 5'hydroxidiclofcnac y el

3'hydroxidiclofcnac,con lo cual concluiríamos que en nuestras experiencias el pico de Tr = 11, 544

correspondería al 4'hydroxidíclofvnac;el pico de Tr = H, 469 al 5'hydroxidiclofenac y el pico a Tr =

11, 625 al 3'hydroxídiclofenuc.
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ESTRUCTURA QUÍMICA DE LOS METABOLITOS 3'HYDROXI 4'METHOXY Y 4' 5 DI

HYDROXI DICLOFENAC LUEGO DE LA EM

3'OH 4‘ METHOXYDICLOFENAC 3'OH 4' METHOXY DICLOFENAC METILADO
PM: 341 PM: 369

fi
CH2-COOH CH2-c- o- CH;

H HN/ N/

CI Cl EM Cl Cl—_‘
OH o-CHg

0 o
I l

CH3 CH3

EM k

“°‘¡’

=o
N/

Ck : ,Clo\
O CH:
l

CH3

FORMACION DE LA DIMETIL INDOLINA (DIMETILADA)
PM : 365
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4'5 D/HYDHOXIDICLOFENAC
PM: 327

O
CHa ll_ _

HO CHg-COOH *o GHz-C O CH3
EM

CÚQ C CI
OH (¡3

CH3

EM

Cia CH
o 3

FORMACION DE DIMETILINDOLINA (DIMETILADA)

4' 5 DlHYDROX/DICLOFENAC METILADO
PM: 369

CAPITULO VI



3 'hydroxi 4 'mcthoxydiclofvnac(metilado) 4 ', 5 di hydroxidiclofcnuc

PM: 369 (metilado) PM: 369

O

II CH uCHzc 3\O
H HN/ N/

Cl Cl CI CI

O'CH3

<.> ‘ï

CH3 CH3

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

mencionado en el capítulo V y en su anexo, el resultado de la fragmentación y del

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

reordenamientos, son análogos presentados en el Anexo correspondiente al Capítulo V.
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ESPECTRO ASlGNADO A LOS METABOLITOS: 3'HYDROXI- 4' METOXY Y 4'J 5 ’ DI

HYDROXI DICLOFENAC METILADOS
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RESHLIAQQS

Ambas señales presentan espectros de masas prácticamente idénticos, y no Sedistingue

ningún ion específico 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 asignación inequívoca.

C_Q_N_C_HLS_LQN

El 4'5 dihydroxidiclojenacsería según la bibliografía uno de los metabolitos más abun­

dantes (Tr 13, 017) con lo cual podríamos afirmar que el pico mayor correspondería al 4'5 dihy­

droxidiclofenacy el pico menor de Tr = 13, 168 correspondería al 3'hydroxi 4'methoxydiclofenac.
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(N- METHYLGLUCAMINESALT OF 2-(2'-METHYL-3'­
T l l Y I TI l .

La meglumina de Flunixin (C7H17N05, C14H11R3N2)es un potente NSAle, muy

utilizado en la práctica veterinaria no solo por su efecto anti-inflamatorio sino por sus

propiedades analgésicas'. Su acción ha sido estudiada y descripta por Vane junto con la de otros

anti-inflamatorios no esteroides en 1971.

Este anti-inflamatorio es más potente que otros ya que en dosis de 1 mg/kg produce

excelentes re5ultados clínicos. Es eficaz en el tratamiento contra los cólicos ya que alivia

rápidamente el dolor. El hecho de ser mucho mas potente que la Phenylbutazoney sus metabolitos,

hace que los niveles necesarios para producir el mismo efecto sean mucho más bajos, lo que

implica para el estudio analítico del daping, la necesidad de llegar a limites de sensibilidad muy

bajos.

El uso clínico de Fluníxin en caballos ha aumentado enormemente en los últimos 5 años.

Diversos casos de intoxicación por ingesta de anti-inflammatorios no esteroides han sido descrip­

tos en personas y animales. Dado que la Fluníxin podría enmascarar los signos endotóxicos

además de tener Su propia toxicidad potencial fue necesario investigar la respuesta de las

prostaglandinas a bajas concentraciones de la meglumina de Fluníxin.Este estudio fue realizado

por Semrad en 1985 quien aplicó diferentes dosis (1, 1 mg/kg.; 0, 25 mg/kg.; 0, 1 mg/kg.) de

Flunixín vía l.V.. Este autor encontró que existía una diferencia significativa en la inhibición del

tromboxane en los tres grupos durante las primeras horas después de la inyección, pero entre las

8-12 horas no hay diferencia significativa entre los dos últimos grupos. El 100%de inhibición del

tromboxano se encuentra con valores de Flunixinde aproximadamente 1 ug/ ml en plasma.

. Es un potente inhibidor de la enzima cicloxygenasa, y ejerce su acción inhibiendo la acción de los eicoaanoides. Es un potente inhibidor de
la conversión del áddo araquidónico a endoperóxidos PGG2y l’GHZy suprime la liberación de substancias químicas ( incluyendo la
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 extracción

metilativa con detección en CC-NPD lo que nos lleva obligatoriamente a analizar los supuestos

casos positivos por un GC-MSD para su confirmación.

Singh (1991)cuantifica 1,16ug/ 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 confirmación de la presencia de Flunixin.

Figura VI - ñ. Estructura del Flunixin

COOH

CH3
I-Z

Propiedades

Se presenta en forma de cristales incoloros de punto de fusión 226-228°C

Soluble en agua y en metanol

Su pKa es de 5,82

M B l

Mucho se ha estudiado con respecto a la acción del Flunixin y sus efectos colaterales, sin

embargo no es abundante la bibliografía con respecto al metabolismo del mismo. Los primeros

trabajos donde se describe la acción del Flunixín 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 últimos tres años 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 Flunixín en camellos.
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Previamente al trabajo de campo se prepararó, como ya hemos descripto para la

Phenylbutazone, un protocolo que se completaría con los datos necesarios a medida que se ¡ba

realizando la experiencia (Fig Vl- o). Se trabajó con un equino al cual se le hicieron sucesivas

tomas de sangre, y con un voluntario humano.

Fi vuraVI- o. Protocolos para la colección de muestra positiva

Nombre del ejemplar. Masita

Peso: 560 kg.

Edad: 13 años

Sexo: f

A licación del medicamento:

Medicación: Bannmíne (Meglumr'nede FIunixin)

Fecha Hora Dosis

23.03 15h35 0,6gr.

Modo de administración: inyección intravenosa (Banamine) 12 ml (50 mg/ ml)

Recolección de sangre positiva:

Tiempo 0'

-24o

J 6hs 112 hs IlBhs |24 hs I48hsï
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'11...‘ ura VI- p. Protocolos para la colección de muestra positiva

Medicación: Finadine (Meglumine de Flunixin)

Nombre del ejemplar: Isadora

Peso: 630 kg.

Edad: 8 años

Sexo: f

Aplicación del medicamento:

Fecha Hora Dosis

10.01 08h10 0, 5 gr.

Modo de administración: inyección intravenosa (Finadine) 10 ml (50mg/ ml)

RECOLECCIÓN DE ORINA POSITIVA:

Volumen

TU: 100 ml

11210.01 11h30 100 ml

TZ: 1 10h20 100 ml

T3: 12.0] mI

T4: 13.01 8h45 100 ml

19.0] 100 ml

Recolección de sangre positiva:

Tiempo 0' 15' 30' I 1 hora 3 hs I 7 hs I 24 hs |48 hs J 72 hs I 9 días

Análisis realizados:

Utilizando la extracción metilativa, se detectó y cuantificó la Flunixin en los distintos

fluidos biológicos.

Cinélicade las medicamentos -241­
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Hidrólisis (H!)

Se realizó una hidrólisis en medio alcalino a temperatura ambiente durante 3 horas, en

plasma y orina. En plasma se encuentra diferencia significativa entre la concentración de Flunixt'n

en la muestra con y sin hidrólisis. En la orina en cambio no se encuentra diferencia en la concen­

tración de Flunixínentre la muestra hidrolizada y la no hidrolizada.

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Fluníxin se obtuvieron los espectros de

masas ya presentados en el CAPÍTULOV. Estos mismos espectros se obtuvieron en los animales

inyectados.

Para evaluar los resultados de los análisis realizados a todas las muestras obtenidas se

creó, modificando la macro. descripta en el capítulo V, otra macro más sencilla, con el objetivo de

detectar fácilmente las substancias a estudiar.

. Macro: es un programa creado en la computadora que va acoplada al equipo y que permite automatizar la obtención de resultados. En el
eso del presente trabajo la macro fue escrita en lenguaje Pascal y UNlXsegún el equipo.
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Figura VI- q. Metilación del Plunixin, y de sus metabolitos principales y formación de indoh'nas
al realizar la EM.
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RES!) ¡{IA |2ng
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POSIBLE RUPTURA Y REORDENAMIENTO DE LA MOLÉCULA LUEGO DEL IMPACTO

ELECTRONICO EN EL DETECTOR DE MASAS

Flunixin metilado

Flunixin dimetílado

CF3



ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE AL FLUNIXIN MONOMETILADO
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ESPECTRO DE MASAS CORRESPONDIENTE AL FLLINIXINDIMETILADO
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En base a los resultados obtenidos comparando las diferentes matrices biológicas, se

eligió el suero para analizar el presente compuesto.

Concentración de Plunixin en suero y orina

Para la cuantificación se obtuvo una buena curva de calibración con las superficies relati­

vas del ion 295 de la Flunixín y del ion 44 del Std. lnt.(Naproxen).

Suero

concentración

Concentración encontrada luego de realizar una EM
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Suero

muestra Flunixin concentración en Presencia de SOHfluníxin
SUERO

t7= 48 hs

72 hs

muestra Flum'xínconcentración en Presencia de SOHflunixin
ORINA

Cínflím de losmedicamentos -249­
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Estudio de excreción
Caballo: Isadora
Flunixin: 500 mg I.V. (0.8 mg/kg)
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FLUNIXIN. Isadora.
Finadyne 10 ml i.v.
SERUM

0.8 l l l l l l I

—O— serum = Funixinen suero

0 -6 —- sérum 263 MéVstdint = metabolitoen suero

suero(Fluniymetabolito)superficiesrelat.

tiempo (horas)
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Flunixin, 500 mg (0.8 mg/kg)
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Diversos autores realizaron dosages encontrando los siguientes resultados:

Semrad (1985). Luego de haber realizado una inyección de Flunixín l.V., con una concentración de

1,1 mg/ kg, encuentra en suero las siguientes concentraciones en suero : 17' = 10,0 ; 2 hs = 2,0; 6 hs

= 0,5 ug/ ml

Soma (1992). Luego de haber realizado una inyección de Flunixin l.V., con una

concentración determina en suero las siguientes concentraciones: 1 hs = s 4,0 ; 6 hs = 0,7 ug/ ml.

Welsh (1993) Con una inyección lV y una dosis de 2,0 mg/kg. encuentra: 2' = 35,0; 25' =

20,0 y a las 6 hs ==1,0 pg/ml

Flunixin concentración en SUERO (inyección LV.)
muestra ug/ ml

Isadora Soma

(1992)

Los resultados aquí 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

metodologías y hasta concentraciones inyectadas diferentes. Pese a todas estas diferencias

metodológicas, se observa una cierta regularidad en las concentraciones detectadas.
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QQNLLLLÉUQN

Tanto en suero como en orina la Flunixin es detectada como máximo 22 días después de

su aplicación cuando la vía es intravenosa. Lo cual da un buen margen de tiempo para el análisis

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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NABRQXEN

Es un potente anti-inflamatorio con gran efecto analgésico. Los efectos anti-inflamatorios

lo logran inhibiendo la acción de la ciclooxigenasa y por lo tanto bajando la concentración de las

prostaglandinas en varios tejidos y fluidos.

La inhibición de la prostaglandina trae como consecuencia el micro sangrado

gastrointestinal y una disminución del funcionamiento del hígado. En humanos el Naproxenes

metabolizado al 6-O-desmetylnaproxen en FASE l, y se coniuga en FASEll con ácido gluCurónico.

La concentración aconsejada para pacientes con artritis reumatoidea es de 50ug/ ml en

plasma como mínimo. Como efectos secundarios produce trastornos gastrointestinales como

vómitos náuseas, y trastornos en el SNC como fatiga, dolor de cabeza, depresión etc.

Figura VI- r. Estructura del Naproxen
CH3 o
l //

CH -C -OH

CH30

Propiedades:

Es un polvo blanco o ligeramente cremoso.

Se presenta como cristales sólidos.

Posee un pKa de 2 (25C°)

La sal de sodio de Naproxenes soluble en agua

Es una droga de carácter acídico que se une en gran proporción a la albúmina. Luego de

una toma oral de la misma se absorbe fácil y completamente. El único metabolito detectado en

humanos es el 6-desmetílNaproxen.El Naproxeny su metabolito son excretados principalmente en

-256- CAPITULOv1



Anti-inflnmalorios no esteroides

orina en forma libre y como conjugados primarios. La cinética del Naproxenunido a las albúminas

plasmáticas tienden a disminuir los niveles plasmáticos esperados. Estos niveles aumentan al

aumentar la dosis por encima de 500 mg en tomas de dos veces por día. Segre (1975). La vida

media del anión en plasma humano es de 13 horas aproximadamente. El cociente de excreción

coincide con el dela desaparición dela droga en plasma.

En niños de 5 a 16años de edad con artritis se encontró que los niveles plasmáticos 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 niños y adultos. No se realizaron

estudios en niños menores de 5 años.

La unión del Naproxena la albúmina y su desplazamiento competitivo, podrían ser los

responsables de las interacciones con otras drogas tales como el warfarín o la Aspíríne. Sin

embargo ninguna de estas interacciones parecerían ser clínicamente significativas. (Para

características generales ver: http/ www. NaproxenSodium- Rx Monograph (1997)).

Fig VI- s. Vías metabólicas del Naproxen

NAPROXEN NAPROXEN metabolito

6-o-desmethylnaproxen

CH
| 3 I? (¡Ha 0
CH-C- OH l/

CH- C- OH—>

Cintlim dzlas medimmtnlos -257­
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Determinación de Naproxen en orina

Figura VI- t. Protocolos para la colección de muestra positiva

Medicación: Apramlx

Nombre del voluntario: MS

Sexo: m

Aplicación del medicamento:

Fecha Hora Dosis

05.01 13h00 550 mg

Modo de administración: oral 1 comprimido

Análisis realizados:

Utilizando la extracción metilativa, se detectó y cuantificó Naproxen + metabolito de

Naproxen , (ó-desmelil Naproxen), en orina.

RE LA

Luego de realizar la EM en orina fortificada con Naproxense obtuvo el espectro ya presen­

tado en el CAPÍTULO V. El mismo espectro se encontró en la orina del voluntario.

Para evaluar los resultados de los análisis realizados a todas las muestras obtenidas se

creó, modificando la macro descripta en el capítulo V, otra más sencilla, con el objetivo de detec­

tar fácilmente la sustancia en cuestión.
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Fi VI- u. Meh‘lacióndel Naproxeny de su metabolito durante la EM

NAPROXEN NAPROXEN metabolito

e-o-desmethylnaproxen

CïHa 0 CH3
CH -¿1- OH ' f2CH- C- OH

FASE I—>
CH30 HO

EM

NAPROXEN metilado

NAPROXEN metabolito metilado CH
s-o-desmethylnaproxen ¡ 3 ¡lo

CH- C- O-CHa

CH30

Hidrólisis (H!)

Se realizó un ensayo de hidrólisis de la misma manera que se describiera para la

Phenylbulazoney Diclofenac,. Dado que la diferencia entre la concentración de Naproxen en la

muestra hidrolisizada y la muestra sin tratar no fue significativa, se procedió entonces a analizar

las orinas con la EM directamente.

Cinílím de las medicamentos -259­
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Naproxen
Estudio de excreción con y sln H !

5 - . —O— napro/phenylbut
"'." NAPROHVPHENYLBUT

napro/stdint

Tiempo (horas)

Tiempo Concentración Volumen Concentración Concentración
(horas) Napro+met, pg/ ml de orina (mg) acumulativa
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Naproxen. Estudio de Excreclón
(Apranax 550 mg)

45 I l I Í Í I Í I I I l

40 '

35 + ConcNapro+met.pg/ml
Naproxen + metabolito (O-desmethylated)

Concentración(pg/ml)

l l l l l l l l l l
C)
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Tiempo(horas)

C_Q_N_C_L_U_S_LQ.N_

Diversos trabajos han sido publicados respecto de las reacciones de oxidación lipídica y

formación de otros derivados durante la metabolización del Naproxen. Yokoyama H (1993),

(1994), (1995), (1998). Muy pocos trabajos en cambio han sido publicados con respecto a la meta­

bolización del Naproxen,detección e identificación de sus metabolitos. Segre (1975),Favari (1993);

Marzo (19997).En cuanto a la detección del Naproxenhay literatura que describe las metodologías

clásicas y en los dos últimos años, se cuenta para su detección con metodología 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 Naproxcn de su metabolito, a causa de la metilación utilizada. A los fines de un

-262- CAPITULOv1



Anti-inflamatorios no eslt'raidvs

screeningesta 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

podríamos diferenciar entonces ambos productos Naproxenetilado de Naproxen metabolito

metilado ya que tendrían masas diferentes.

' . VI- v. Diferencia entre NaproxvnXsu metabolito al seguir una Extracción Etilativa.

NAPROXEN NAPROXEN metabolito

6-0-desmethylnaproxen

CIÏHa fio
H

CH3 foCH-c- |
CH-C OH

CH30

=> HO

NAPRO ‘
XEN°"'ad° NAPROXENmetabolito etilado

CH3 6-o-desmethylnaproxen
l /

o

CH- (3/.O-CHz-CHg (¡’Ha j)

00 CH-C-O-CH2.CH3
oCH3-CH2­
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CAPÍTULQ VII

ENSAYOS ADICIONALES

Debido a los problemas de detección y de reproducibiliad de resultados en la analítica de

los NSAle pertenecientes al grupo de los oxicanes, y de la lndomcthacineen particular, se decidió

diseñar un breve ensayo analítico con los mismos, utilizando la Electroforesis Capilar (EC) con

detector de absorción UV- visible con arreglo de diodos, como método de separación y

caracterización de los mismos. La bibliografía en el campo de la EC ha incrementado

notablemente a partir del año 1994.Sin embargo pocos trabajos de screeningpara la detección de

NSAIDs han sido descriptos, (Perrett (1995);Perez-Ruiz (1998);Donato (1998)).

Nuestros ensayos se basaron en la publicación de Plaut (1995)quien trabajó en drogas de

abuso y detectó Diclofcnac en un caso forense. Este trabajo destaca la importancia de la

Electroforesis Capilar Micelar (MEKC=micellar electrokinetic chromatography) en la toxicología.

Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Toxicología Analítica del Instituto de Medicina

Legal, de Lausanne (Suiza). En el momento de realizar estas pruebas el equipamiento acababa de

ponerse a punto para la detección de substancias de abuso en el laboratorio de toxicología, y se

estaba trabajando según la técnica y los parámetros descriptos por Plaut. Por lo tanto por razones

de organización para los análisis de los NSAIDs se utilizaron las mismas condiciones

experimentales. Por otro lado, los primeros ensayos realizados se limitaron exclusivamente a la

detección y separación de tres anti-inflamatorios: Piroxicam,Tenoxicame lndomethacin. De estos

tres NSAIDs, los oxicanes son moléculas neutras, para las cuales la electroforesis capilar micelar,

(MEKC) es la técnica recomendada. La lndomethacin posee un pKa= 4,5; entonces al pH del

tampón utilizado (8,5) la misma está en su estado aniónico, y por lo tanto cabría esperar un

comportamiento diferente al de las moléculas neutras.

Ensayosndiciomls -267­
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M R Y

Equipamiento:

HP 61600 Hewlett- Packard

Chemstation HP. Software versión

Detector DAD: 192 nm-600 nm

Capilar de sílica 56 cm de largo total

47,5 cm de largo efectivo

75 um de diámetro interno (di)

Condiciones de corrida

Los capilares sin uso se acondicionaron de la siguiente forma:

HCl 0,1 N /10 minutos

NaOH 1 M/lO minutos

agua ultradeionizada/S minutos

buffer de corrida/ 20 minutos

El acondicionamiento diario se realizó dela siguiente manera:

NaOH 1 M/5 minutos

agua ultradeionizada/S minutos

buffer de corrida/ 20 minutos

El acondicionamiento entre muestra y muestra se realizó 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

sonicación antes de cada uso.

Temperatura del capilar 30 °C

Voltaje constante a 20 kv

inyección (introducción de la muestra en el capilar por presión positiva) 25 mbar ü 2

segundos

Detección: 214 nrn

Preparación de la muestra para ensayos de separación, identificación y curva de calibración

Se preparó una orina con agregado de 10 ug/ml dePiroxicam, Tenoxícame Indomethaciney

se la procesó dela siguiente manera:

1 ml de orina fortificada

Pasar por las columnas C18 previamente condicionadas con MEOH + HZO(5 ml)

Pasar las orinas

Enjuagar con agua 1 ml x 3

Eluir con metanol 1 ml x 3

Filtrar con filtro 0,45um

Evaporar

Retomar en 100ul de ACN

Se realizó una curva de calibración con orina fortificada a las siguientes concentraciones

3,0; 6,0; 12,5;25,0y 50,0ug/ ml. Las muestras también fueron filtradas antes de ser inyectadas.
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RESLJLIADQS

Fi Era VH- a. Electroferograma de la mezcla de Tenoxicam,Piroxicame Indomethacinen orina.

Tenoxicam : 9,733

Piroxícam: 9,9226

Indometlmcin: 11:963
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Figura VII- b- Espectro UV del Tenoxicampresente en orina.
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Figura VII- b'- Espectro UV de referencia, Tenoxicam en solución metanólica.
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Figura VII- c- Espectro UV del Piroxicampresente en orina.
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Figura VII- c'- Espectro UV de Piroxicamen solución metanólica.
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Figura VII- d- Espectro UV de la lndomellmcin,en solución metanólica (------ --)
y en lamuestradeorina.(_)
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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 solución

metanólica.
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Figura VII- e. Curva de calibración del Piroxicam.
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En ensayos complementarios realizados posteriormente se prepararon soluciones de 10

ug/ ml de los NSAIDs presentados en la siguiente lista, con el fin de registrar sus espectros UV

completos y medir tiempos de detección.

Diclofenac

Flunixin

Flurbíprofen

Ibuprofen

lbuproxan

lndomethacin

Ketarolac

Phenylbutazone

Las soluciones fueron filtradas con filtros de nylon de 0,45 um de diámetro de poro y

luego fueron pasadas directamente por el equipo de EC. Se realizó una inyección de cada

compuesto individualmente con condiciones ligeramente diferentes a las descritas anteriormente

ya que en este caso se utilizó el capilar que estaba ya instalado.

Capilar 48,8 cm de largo total; 40 cm de largo efectivo. 50 pm de diámetro interno.

Temperatura del capilar 30°C Voltajeconstante 20 kv Inyección 250 mbar t segundo

(50 mbar por 5 segundos)
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Tabla VII- a. de detección de los NSAle en EC.

NSAIDs Tiempo de detección

Mi
Como hemos podido observar a lo largo del presente trabajo, existen muchas maneras de

detectar e identificar los distintos NSAIDs. La EM y la detección por espectrometría 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 CC-MSD, tales como:

o presenta tiempos de corrida muy cortos;

podría desarrollarse el método de manera tal donde la orina se inyectase sin

preparación previa;

compuestos de polaridad y estabilidad térmica muy variada pueden ser

analizados simultánea o separadamente, pero con la misma técnica.

En la actualidad la EC como técnica de análisis se está desarrollando en cuanto al uso de

sistemas de detección 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 absorción y emisión, con lo cual se avanzaría 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 serán sin duda los que popularicen e impongan

definitivamente a la EC en el campo de la rutina analítica del laboratorio del control del doping.

Ensayosndicíonals .277­
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Gráfico AI-a.

Las divisiones del sistema nervioso se esquematizan en el siguiente cuadro

SISTEMA NERVIOSO

IPERIFERICO l
CENTRAL
(cerebro y
médula
espinal)

sensorial I I motor I

autónomo somático (hacia
(hacia los músculos lisos, los músculos
cardiaco y glándulas) esqueléticos)

I simpático I I parasimpático I

Gráfico adaptado de:
-BIOLOGÍA, Villée C., Ed. Interamericana, Buenos Aires, Argentina, sexta edición, 1975.
-BIOLOGÍA,Curtis H., Ed. Panamericana, Buenos Aires, Argentina, cuarta edición, 19&5.
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A nivel neuronal, el "micro" funcionamiento del sistema nervioso central implica la

participación de receptores y neurotransmisores los que conforman un complejo sistema con

un preciso mecanismo de acción. Con el siguiente esquema se describe sintéticamente el

funcionamiento de las neuronas del Sistema Nervioso Central (SNC) y el modo de acción de

ciertos estimulantes.

Gráfico AI-b.

Representación del "micro" funcionamiento del SNC

neurotransmisor

terminal nerviosa

receptor

Sitio de acción de los estimulantes: A) amphefamine,B) cocaine,C) cajfeine

Adaptado de: -PHARMACOLOGIE. DES CONCEPTS FONDAMENTAUX AUX APPLICATIONS

THERAPEUTIQUES.Schorderet M. Frison-Roche, Paris/Slatkine, Geneve, Suiza, 1992.
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El sistema nervioso autónomo se divide en dos partes: sistema nervioso simpático y

parasimpático.

El sistema parasimpático es el responsable de controlar ciertas funciones corporales

en estado normal o de reposo.

El sistema nervioso simpático tiene bajo su control el funcionamiento cardíaco, la

presión sanguínea y las manifestaciones somáticas de ansiedad. Es el que prepara el cuerpo

para una respuesta de pelea, vuelo o miedo, por ejemplo, aumenta el ritmo cardíaco,

aumenta la glucosa en sangre, disminuye el ritmo digestivo y hace más lerdo el pasaje de

alimentos en el tracto gastrointestinal. Los nervios simpáticos no van directamente desde la

médula espinal hacia las células blanco o efectores (corazón, pulmones etc.). Estos nervios

hacen sinapsis con neuronas de segundo orden en ciertas estructuras denominadas ganglios.

Estos ganglios están paralelos y adyacentes a la cuerda espinal y se denomina cadena

paravertebral. Los nervios que están entre la cuerda espinal y los ganglios se denominan

preganglionares, los nervios entre los ganglios y los órganos efectores se denominan, post­

ganglionares.
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Gráfico AI- c.

Distribución de adrenoreceptores post y presinápticos

cuerda esp¡na¡ ganglion adrenoreceptor
noractenalina

aoetilcdina alfa2 (¡2 alfa1 al

beta2 [32

nervio .
nerVIo

preganglionar postgangüonar

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 glándulas adrenales. La

adrenalina y noradrenalina actúan sobre diferentes receptores en las células, tejidos y

órganos. Losadrenoreceptores están definidos sobre la base de substancias que los estimulan

(agonistas) y substancias que los bloquean (antagonistas). Los receptores 0Lson aquéllos que

muestran una sensibilidad a los agonistas adrenalina> noradrenalina>>isoprenalina (droga

sintética simpatomimética).

Los receptores G tienen una sensibilidad distinta: isoprenalina> adrenalina>

noradrenalina. Además los adrenoreceptores se han subdividido en al y a2; y 81 y 82, según

la sensibilidad a diferentes agonistas específicos.

La función de los adrenoreceptores depende de su ubicación, por ejemplo, la

estimulación de los receptores al causa vasoconstricción, mientras que los receptores a2

inhiben la liberación de noradrenalina de los nervios postgangliónicos simpáticos.

Los receptores El, aumentan el ritmo y la fuerza de contracción del músculo

cardíaco; los 82 provocan broncodilatación.

ADRENALINA: estimula receptores al, a2, GI, 82.
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Receptor El: aumenta el ritmo cardíaco, aumenta la contractibilidad del músculo del

miocardio etc.

Receptor al: causa vasoconstricción, aumenta la presión sistólica dela sangre arterial.

Receptor {32:en vasos sanguíneos y músculo esquelético provoca vasodilatación, decrece la

resistencia periférica y por lo tanto baja la presión en diástole.

NORADRENALINA: tiene efectos similares a los de la adrenalina sobre los receptores 81 del

corazón, pero es un agonista poco potente sobre los receptores a y tiene poco efecto sobre los

82. Está contraindicada para el asma y está prohibida por el COl aunque su uso en medicina

no es corriente.WWW
HORMONAS HIPOFISIARIAS

Adenohipófisis o hipófisis anterior:

La glándula llamada adenohipófisis secreta siete hormonas distintas de naturaleza

proteica, cuatro de ellas no tienen efecto directo sobre efectores terminales, es decir que van a

actuar sobre otras glándulas endocrinas; a éstas se las denomina estimulinas o tropinas:

Corticoestimulina = hormona adrenocorticotropina = ACTH

Las células corticotrópicas de la hipófisis anterior en todas las especies y las células

melanotrópicas 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

región N- terminal. Este preCursorcomún, se denomina propiomelanocortina (POMC).

La ACTH estimula la síntesis de esteroides corticales, especialmente los

glucocorticosteroides y principalmente cortisol en humanos.

Los glucocorticoides tienen una retroalimentación (feed-back ) negativo sobre la

secreción de ACTH de la glándula pituitaria y también del factor de liberación del

hipotálamo, el cual está involucrado en la liberación de ACTH. Este conjunto CRF (corticoid

Sislnm Nervioso .235.
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releasingfactor) -ACTH-glucocorticoesteroides es uno de los más importantes sistemas

regulatorios que gobiernan la reacción del cuerpo al stress y a los cambios metabólicos.

Tiroestimulina = Hormona tiroideoestimulante = "FSH

Gonadotropinas

Folículoestimulante = FSH

Luteoesh'mulante = LH en las mujeres, en el hombre la LH se

llama hormona estimulante de las células intersticiales (ICSH). La secreción de hormonas

gonadotrópicas en la circulación está controlada por centros hipotalámicos a través de

factores de liberación (releasingfactors: RF) FSH-RF y LH-RF.

Hormona luteotrópica = LTH = prolactina

Las dos hormonas secretadas también por la adenohipófisis y que ejercen su acción

directamente sobre los tejidos efectores son :

La hormona de crecimiento STH = hormona somatotrópica = hGl-l = human growth hormone

El efecto más 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 está compuesta de 190 aminoácidos en una simple

cadena con 2 puentes disulfuro intracatenarios. Esta hormona regula no sólo el crecimiento

de los huesos largos, sino también el metabolismo de la glucosa, de los ácidos grasos y de los

aminoácidos. Muchas de las acciones de la hGH, están mediadas por otras hormonas

sintetizadas en hígado, son las somatomedinas y los factores de crecimiento del tipo de la

insulina (lnsulin likegrowthfactors)

La hormona melanotropa = b-MSH, es la que estimula los melanocitos, células responsables

de la pigmentación de la piel.
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La neurohipófisis o hipófísis posterior:

Secreta dos hormonas que son dos octapéptidos asociados a una proteína transportadora

(neurofisina), estas hormonas son :

La vasopresina = Hormona antidiurética = ADH

La ocitocina.

HORMONAS ESTEROIDES

Tabla l-a. de

HORMONA ORIGEN

placenta

placenta

Como puede observase en el cuadro anterior, las substancias esteroides extraídas 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 análisis de control y dado que los niveles de las mismas en orina están tabulados, se

logra de esta manera determinar si hubo dating según la concentración encontrada.

BIOSÍNTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES.

SistemaNervioso -287­
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Las hormonas esteroides derivan todas del anillo de ciclopentanoperhidro

fenantreno. Su síntesis puede representarse mediante los siguientes esquemas:

SÍNTESIS DE GLUCOCORTICOESTEROIDES

Clándulas suprarrenales. Células de la zona fasciculata --------> pregnenolona ----—­

-------> cortisol y corticosterona.

La cortisona no es el resultado de una secreción adrenal sino que es el producto del

metabolismo hepático del cortisol.

SÍNTESISDE MlNERALOCORTlCOlDES (aldosterona y deoxicorticosterona)

Glándulas suprarrenales. Células de la zona glomerulosa—--——->progesterona----->

corticosterona---------> aldosterona.

SÍNTESIS DE ANDRÓGENOS

Corteza adrenal. Andrógenos adrenales (androstenediona, etc.)

Testículos. Andrógenos testiculares (testosterona)

SÍNTESIS DE ESTRÓGENOS

Ovarios. Androstenediona y testosterona ---> estrógenos = estrona y estradiol

respectivamente.

FUNCIÓN HORMONAL

CORTISOL:(hydrocortisona o compuesto F) lo mismo que la cortisona, interviene en

el metabolismo de los glúcidos:

EFECTOS DEL CORTISOL

Efectos sobre el azúcar y el metabolismo proteico

Efecto principal --—-Hígado ----- estimula glucogenogénesis

El substrato más importante en la glucogenogénesis son los metabolitos de los

aminoácidos. El cortisol favorece la desaminación de aminoácidos y su conversión en

hidratos de carbono; de ahí el nombre de hormona glucocorticoide o proteinoglucídica.
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Actúa induciendo la síntesis de una serie de enzimas que intervienen en este proceso

metabólico. Los aminoácidos metabolizados de esta manera son los derivados del

catabolismo de las proteínas de ciertos órganos tales como músculo, hueso, piel etc.

Por el contrario en hígado el anabolismo de las proteínas se da en presencia de

glucocorticoesteroides.

Efecto general ----—balance de nitrógeno negativo y aumento en la glucemia.

Otros efectos:

-Aumento en la secreción ácida gástrica

-Efecto antivitamina D en el tracto digestivo

-Efectomineralocorticosteroide aunque de manera menos fuerte que la aldosterona.

-Efecto catabólico en el tejido linfático (disminución de anticuerpos)

-Efectoanti-inflamatorio

-Efecto antialérgico

-Excitador del sistema nervioso central

-Efecto permisivo en particular en la acción vasoconstrictora de las catecolaminas

-Actúa también en el metabolismo de las grasas, aumenta la lipogénesis y la restauración de

reservas grasosas.
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Gráfico AI-d. Esquema de acción de los glucocorticoesteroides

HIGADO

glucógeno

gluco-a >1infocito
GLUCOCORTICO­

ESTEROIDES——> L

+ _ v—>piel y
tejido

síntesis 'l' conectivo
enzimática

A —>células +
adiposas

gluconeo-
génesis _ I—>musculo +estriado

aminoácidos<——+—

glicerol+—-—+­
+l-—energia—¿Cidc’g

granos
Adaptado de: BlOLOGY,Curtis H., Worth Publishers, New York, USA, 1983.

El cortisol prepara al organismo para enfrentarse a situaciones de stress. El

entrenamiento físico es uno de los estímulos que elevan la concentración de cortisol en

plasma. Bajo un estado de presión psicológica, los niveles de cortisol, también incrementan.

Por lo tanto muchos atletas utilizarían cortisol en entrenamientos previos a importantes

competencias para ir adecuándose a la verdadera situación de stress.

ALDOSTERONA: deriva de la cortisona, es el mineralocorticoide más activo en la

reabsorción de sodio a nivel de los tubos distales del riñón y secundariamente, participa

también en la reabsorción de agua.
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La secreción de aldosterona a diferencia del cortisol es más o menos independiente

de la ACTH.

EFECTOS DE LA ALDOSTERONA

- Provoca la eliminación de potasio urinario y repercute por lo tanto en el equilibrio ácido­

base.

- Es la principal responsable de la retención de sodio y de la excreción de potasio y de

protones.

- Aumenta la reabsorción de sodio a nivel digestivo y reduce su excreción por glándulas

salivales.

- En las células blanco, se une al receptor mineralocorticoide de membrana y estimula la

síntesis de proteínas encargadas del transporte activo de sodio.

EFECTOS DE LOS ANDRÓGENOS

- Determina los caracteres masculinos secundarios

- Tiene efecto espermatogénico

- Participa en el desarrollo del conducto de Wolff durante el desarrollo embrionario, en la

diferenciación del hipotálamo.

- Estimula la eritropoyesis

- Tiene efecto anabólico en músculo estriado y huesos.

EFECTOS DE LOS ESTRÓGENOS

- Determinan los caracteres sexuales femeninos secundarios

- Modifican el comportamiento sexual

- En glándulas mamarias preparan a la lactogénesis.

SistemaNervioso .291­
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Resumen :

Los glucocorticoides, especialmente el cortisol, son hormonas asociadas al gasto de

energía (catabolismo). El esfuerzo provoca un aumento de la concentración de estas

substancias. La reacción suprarrenal no parecería agotarse después de un esfuerzo

de tres días, sin embargo con esfuerzos más grandes las suprarrenales parecerían

no responder. Ese sería el signo fisiológico para interrumpir el esfuerzo. Al

introducir una hormona corticoide exógena se inhibe la secreción de ACTH de la

adenohipófisis, lo que a su vez inhibe la secreción de corticosteroides. Los

esteroides anabolisantes derivados de las hormonas sexuales masculinas son

utilizados para producir un importante aumento dela masa muscular. Elaumento

de masa muscular es acompañado de un aumcnto de rendimiento solo si hay una

dieta proteica y una intensificación de su entrenamiento.

ERITROPOYETINA

Es un péptido de peso molecular de 30 400, que está altamente glicosilado (39% de

carbohidratos) y que está constituido por un polipéptido de 165aminoácidos. Tiene una vida

media de 6-9 horas.

Esta hormona es secretada por el riñón. Su función es la de aumentar la síntesis de los

reticulocitos, en médula ósea y por lo tanto aumentar el número de glóbulos rojos. Se han

postulado varias hipótesis con respecto al sitio de síntesis de la misma dentro del riñón pero

por el momento ni los estudios inmunohistoquímicos ni la hibridación in situ han podido

aclarar esta situación. 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 tensión de oxigeno disminuye en el

organismo, por lo tanto con su liberación y el consecuente aumento de glóbulos rojos, la

captación de oxígeno de la atmósfera 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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El protocolo en el laboratorio tiene el valor de un documento. La hoja del protocolo, luego

de la validación de la técnica, deberá ser ubicada en la mesada de trabajo, de manera tal que el

operador la tenga a disposición en su mesada de trabajo. De ser posible debería estar expuesta y

sobreelevada para evitar inconvenientes en la mesada de trabajo. Preferentemente la hoja del

protocolo tendrá un color determinado de manera de identificarla rápidamente. Una copia será

guardada en la computadora y otra copia firmada por el responsable integrará el manual de

técnicas del laboratorio. Toda variación en la misma deberá quedar registrada en un nuevo

protocolo.

Un protocolo de trabajo u hoja de ruta será también diseñado para ser completado por el

operador en el momento de realizar la extracción. Estas hojas se archivarán con el objetivo de

tener constancia de la manipulación realizada. Los protocolos presentados a continuación son los

diseñados para la validación de la Tepoxnlínc. En los capítulos precedentes hemos visto otros

protocolos tales como los utilizados en la recolección de muestra, o el protocolo resultante de la

macro para el análisis de resultados.
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II EXTRACCIÓN METILATIVA EN PLASMA(protocolo)

Pipetear 1 m] de plasma
agregar

ml de solución fisiológica
agregar

ul de NaOH 6 N, vortex 5 seg.
agregar

ul de THAI-IS 0,2 M, vortex 5 seg.
agregar

ml de solución ICH3/ tolueno (30pl/ ml)

agitar 24horas a temperatura ambiente y en obscuridad

centrifugar a 2500r.¡ídurante 10min.
pasarla fase orgánica por las columnas bio-beads
(previamente acondicionadas como se describiera

anteriormente Ver Capítulo IV

evaporar a seco bajo nitrógeno

retomar en 50 pl de tolueno

traspasar a los microviales

inyectar en GC-MSD 1 ¡.11

Aprobado por: Firma: fecha:
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EXTRACCIÓN METILATIVA EN PLASMA
(hoja de ruta)

Fecha:

Operador:

Muestras N°:

sn. fisiol.

NaOI-I 6 N

THAHS

solución

tolueno

en GC-MSD 1

COMENTARIOS:

Reordtnnmimtos .297­
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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 ionización (impacto electrónico) del

espectrómetro de masa lograrían sustraer un electrón lábil de alguna parte de la molécula, luego

de Io cual dicha molécula sufrirá una ionización seguida en general de fragmentaciones y/o de

posibles rearreglos o reordenamientos. El lugar de donde parta el electrón será el que presente

mayor posibilidad estabilización de la carga positiva residual, siendo en general en la vecindad

de heteroátomos o del sistema n aromáticos presentes en la molécula. En el caso de una estructura

hidrocarbonada alifática la localización seria preferencialmente en carbonos polisustituídos.

A veces el sitio de localización de la carga positiva no puede ser determinado

exactamente, porque hay varios "loci" posibles. Entonces para su representación escrita es mejor

encerrar a la molécula entre corchetes e indicar la carga neta en el exterior. En los casos que se

tratará de un ion radical de acuerdo con la convención descrita por Shanon,se indicará con mayor

precisión de la siguiente forma (R)+o_

La interpretación de los espectros de masas, pueden ser tomadas desde dos puntos de

vista:

- ' é 'ca.

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 representaría los átomos o grupos de átomos

"eliminados" o diferencia" entre el ion moleCular y los iones de menor peso detectados. El ion de

mayor abundancia se lo denomina pico o señal de base, puede ser un ion perteneciente a una

fracción de la molécula luego del impacto electrónico, o puede en muchos casos ser el mismo ion
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molecular. La elevada abundancia de un ¡on implica una gran estabilidad del mismo, en las

condiciones en las que se realizó la determinación.

mmm
En este caso no sólo se explica la pérdida de átomos o grupos de

átomos, sino que se analiza la moléCulay/o la s fracciones de la misma desde el punto de vista de

los reordenamientos necesarios para dar estructuras" lógicas"de alta estabilidad.

En ciertas aplicaciones de la espectrometría de masas, se comparan espectros de

substancias conocidas, patrones o referencias, con los de las substancias incógnitas que se

analizan. Sin embargo muchas veces no existen patrones comerciales. Así 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 librería o bases de datos comerciales. En estos

casos, con la correcta interpretación de los espectros de masas obtenidos utilizando

principalmente conocimiento sobre el comportamiento de substancias parecidas en el

espectrómetro 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 espectrometría de masas requiere el uso de ambos.

Rmrdrnamiznlos '299­
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FRA ME TA I NE Y RE RDENAMIE T TÍPI

El patrón de comportamiento, fragmentación y reordenamiento, luego del impacto

electrónico de los hidrocarburos aromáticos está bien definido. En primer lugar porque los

núcleos aromáticos constituyen un Centro de estabilización 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

continuación las formas estables resultantes de la fragmentación y reordenamiento de los

compuestos aromáticos las que serán luego utilizadas para explicar los espectros de los NSAle.

Ion tropilio:

C7H7+ (1)

Ion Tropilio

Es un ciclo de siete átomos de carbono. Es una de las especies de mayor importancia en la

espectrometría de masas de compuestos orgánicos bencílicos; es el ion de mayor abundancia

formado como producto de la fragmentación no sólo 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 aromático de seis átomos en su estructura y un

grupo alquilo sustituyente se fragmentaría para llegar a una forma de mayor estabilidad Cuya

estructura es de siete átomos en su ciclo. Los polialquilbencenos, originarán iones

polialquiltropilio o tropilioalquilsustituído.
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También se han propuesto expansiones en los anillos aromáticos, (6 a 7 miembros) en análogos

heteroaromáticos, tal es el caso de los tropilios obtenidos a partir de alquil tiofenos y anilinas,

entre otros.

Alquílbencenos:

El benceno presenta, dada la gran estabilidad del anillo aromático, muy poca

fragmentación. 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 tamaño de la cadena de

carbonos. Los alquilbencenos ramificados pierden en primera instancia su sustituyente que mejor

estabiliza el radical resultante. Los bencenos polialquílicos darán iones tropilio polisustituídos. Si

la cadena lateral es de tipo propilo o lineal más larga se da un reordenamiento de tipo Mc

Lafferty, con fragmentación y reordenamiento de hidrógeno que originará un ion de m/z 92.

+

H + o
C? o CH2

2HC'\,\CH
x H 2

o ¡ CH2=CH2 (2)

m/z: 92

Bifem'los o polifenilos:

Presentan muy poca fragmentación. Si los bifenilos son alquilados originarán iones

tropilio.
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Hidrocarburos policíclicos Aromáticas:

En caso de poseer cadenas laterales estas se rompen en Gdando estructuras que a su vez

se reordenarán dando estructuras de tipo tropilio.

2HC'ROOO +
rn/z: 141 m/z: 115

Difenilmetanos y compuestos relacionados:

Reaccionan como alquilbencenos que al perder un H dan análogos del ion tropilio. Los

derivados serán feniltropilio. Si los compuestos son fenilalquilados se formarán

fenilalquiltropilios sustituidos. Esto sucede siempre y cuando los grupos alquilos estén en

posición relativa m y/o p, si los grupos alquilos estuvieran en posición 0 rhose produciría un

rearreglo de tipo Mc Lafferty (ecuación 2).
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Ion feniltropilio

_ y
Ion benzotropilio

©5350 [Q.Ím

(4)

+

Ion fenilalquiltropilio

Fenoles:

Los fenoles muestran un ion molecular estable, muy bajo M-l, y una abundancia elevada

para el M-18. Esto se explicaría de la siguiente forma:

[fiiïaíü]: [O]:
M-28

[©J“ ‘5
M-29

)
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0 Los cresoles forman iones hid roxitropilio.

Los dimetilfenoles pierden fácilmente un metilo, por lo tanto el pico de base será M-CHJ.

Los fenoles polisustituídos darán análogos del tropilio sustituido y ciclohexanodienona,

compuesto sumamente estable.

Naftol: se pierde CO al igual que en los fenoles.

0+Ése
Bencilalcoholes:

Al igual que todos los compuestos bencénicos presentan union molecular abundante.

Presentarán iones típicos de m/z= 108y 106,pero el de mayor abundancia será el m/z: 105.

_ O t ' o +
CHOH II Ï III 72 CH C

Ó 4: Ü A:
H2 H

L rn/z: 108 m/z: 106 m/z: 105_ L _

-304- ANEXOCAPv



Anli-inflnmnlorias no cslrraidrs

Bencilalcoholesalquilsusfituídos:

Tienden a formar la unidad análoga al tropilio.

OH CH 2'

HzC/N/|H 2I
c R Q 2 (a

H - HO

M-18
si R = H

Hidroxibencílalcoholes (hidroximetilfenoles) :

Pierden fácilmente dos ó tres H, si el compuesto es orthoohidroxi sustituido, se produce

un reordenamiento de forma tal que se origina un ion de m/z=121.

+
0H20H t CHZ

,R CH2

a2 _CÏ_> (9)-HO
-R

M48
gR=H

CHZOH CH2 j

EÏ:rOH EÏJsO;4ü0

um
.H2 M-18

O+
OH

ma=m1
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Aldehídos Aromáficos :

+ +

9 ° +
HC _C: O

-H -co

M_1 m/z=77

La molécula de estilbeno, presenta muy poca fragmentación ante el impacto de 70 eV. En

esta fragmentación pierde un radical metilo. En estudios con moléculas marcadas con deuterio, se

comprueba que uno de los metinos, junto a un H en posición ortho a éste proveniente de

Cualquiera de los anillos, son eliminados.
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H2 H2

(12)

H2
D

l 8:8
V

+ +

o o fiat/oCHo]
fi -CH3 I

CH3

Presentan ciclaciones similares otras substancias, tales como:

el difenilmetano

el ion difenilmetilo

el ion 1,2-difeniletilo

el difenilpropeno

el difenilaminas

Reordenamienlos '307­



Claudia Monlrs - 1998

MT l :l T V

En esta sección postularemos las posibles fragmentaciones y los posibles reordenamientos

de las moléculas de NSAle metiladas, en la cámara de ionización del espectrómetro de masa,

luego del bombardeo electrónico. Dichos procesos originan estructuras cargadas muy estables,

similares a las que se han mostrado en esta breve descripción de la interpretación de espectros de

masas de compuestos aromáticos. La mejor estabilización de la carga residual explica la alta

abundancia de los iones originados en estas fragmentaciones y reordenamientos.

De cada familia de NSAle estudiados en el presente trabajo de tesis se discuten algunos

ejemplos representativos

4-acetamidopheno/ dimetilado
PM: 179

N_C _ CH3

CH3

Para el espectro de masas presentado en el Capítulo V propondremos las estructuras

probables de mayor estabilidad para los iones más representativos de la substancia.
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En el paracetnmol el pico base es el de m/z= 108, para este ion se propone la siguiente

estructura

CH 3 ICHa

Ver ecuación (5)
m/z: 108

Para el ion m/z= 95 las estructuras probables serían:

+ +

Ver ecuación (5)
m/z= 95
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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 podría producirse por un reordenamiento generando un

análogo del tropilio.

_ T +CH3 ° 0

Ü
H2

|

O__

q+
NH2

N

CH3

o

Q
Ver ecuación (1)

m/z=123
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DERIVADOS DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO

Acetylsalicylic Acid

Phanylsalicylatc

R R MI T D AA T I A

ACE TYLSALICYLICACID METILADO

PM: 194
o
II

C -O-CH3 o
ll

o—c-CHa

La señal a m/z: 120es muy intensa. El aporte a esta señal podría estar dado por

diversos iones con reordenamiento y estructura diferente pero con igual peso molecular.

0 +

s ¿í? I! °

0 o o

4» —=»C)

m/z= 120

Ver ecuaciónes (1); (7) y (8)

Reordenamítnlos .3 1 1 ­
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La señal a m/z= 152 le sucede en abundancia . La estructura propuesta para éste es

análoga a la del tropilio. La estructura propuesta para el ion 152,es también análoga del tropilio.

Ver ecuación (1)

(ñ +C-O-CHa _°_°H3

o : OO
m/z=152

El ¡on m/z= 134es de poca abundancia, siendo su posible estructura la siguiente:

O O\\ t|| c-o
c-o-cu2 \

CH_Q_>

m/z= 134

Para la señal a m/z= 92 se presenta la siguiente estructura de gran estabilidad. Ver

ecuación (1)
+

¿MQ
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PHENYLS'ALICYIATEMETILADO

PM: 228

o
uc -o

o
‘CH3

El Phenylsnlicylntc,posee una estructura semejante a la del AcetylsalicylicAcid,y por lo

tanto los reordenamientos serán análogos a los propuestos anteriormente para la dicho

compuesto.

aH + H +
C O

0J" O
""2:121 \\ m/z=121

OH + + +
ll
C o

o Ü
-CO (28) -CO (28)

m/z=121 m/z: 93 m/z=65

Ver ecuaciones (1); (5) y (7).
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DERIVADOS DEL ÁCIDO FENILACÉTICO

Diclofcnnc

QICLQE Efldg;

DICLOFENAC MET/LADO
PM: 309

ïï
CHz-C—O—CH3

H
N/

CI Cl

Las estructuras posibles para los iones que generan las señales a m/z=242, m/z=214 y m/z=179

se presentan a continuación:

Hz o + H2 + H2 2'

CE 4%o e: ÚÜQ-co \NH CI \NH
H Cl

Cl

m/z= 242 m/z: 214 m/z=179

Ver ecuaciones (11); (12) y (13)
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DERIVADOS DEL ÁClDO ANTRANÍLICO

Meclojenamíc Acid

Mefenamic Acid

Plunixin

MECLQEENAMIC A5112

MECLOFENAMIC ACID METILADO
PM2309

(¡3| O,CH3C' Cl
H
N CH3

CI

El ion a m/z=242 provendría del ciclado de la molécula luego de haber perdido el

fragmento -O-CH3, y simultánea pérdida de un Cl para poder generar tal ciclo. Una de las

estructuras posibles presentadas es un análogo del tropilio.

Ver ecuación 12

OH +giga
m/z= 242

ZI
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La posterior pérdida de CO da origen al ion de m/z= 214y la pérdida de CO y de Cl

origina el ion de m/z: 179.De ambas fracciones Sepresentan a continuación las posibles

estructuras de alta estabilidad:

+
H3C ' o

H H CICl

m/z=214

+
HSC o

J» U
H

m/z=l79



MEFENAM/C ACID METILADO
PM: 255

Il

C-O-CHa CH3

CH3

La señal 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

Meclofenamíc.Como puede observarse una de ellas presenta entre sus ciclos un análogo del

tropilio.

0:0I

3 H

m/z= 223

O
II

©3120; cr zoom

Ver ecuaciones (1) y ( 12).
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La pérdida del grupo metilo originaria al ion m/z= 208 de estructura también muy

estable.

+
CH o +O 2 °

\\C_gz CHa ogcl CH a CH3

CLK3 “(I IE a» (I
N N

H H -CH3 H

m/z= 223 m/z= 208

Por pérdida del grupo CO pod ría formarse una estructura análoga a las anteriores pero

en este caso correspondiente al ion m/ z= 180."
Ver ecuaciones (11)); (12); (13) y (1).



AIIlí-ín/lnmalorías no esteroides

ELJLbLLXlAL

FLUNIXIN DIMETILADO
PM2325

O ,CHs
II¡o
C\

l V
l N CF3

CH 3 CH 3

Por pérdida de uno de los grupos metilo se originaria un ion de m/z= 310. (Ver ecuación 12)
0 o
\\ Il +c- o C- 0\

N

l N CF3 ¡ N CF3

CH3 °H3 CH3 ¡L CH3

m/z=310

El ion a m/z= 295 se justificaría a través de estas estructuras cíclicas. (Ver eCuación 12)

o
llc-o

o
IIc-o

(1 _o»o
CF3 N CF3

L CH3 H CH3

m/z= 295

Rtordtmlmicntos '319­
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Estructuras propuestas para los ¡ones a m/z= 278; 263; 235. Ver ecuación (13) para

explicación de la pérdida del grupo metilo.

É 9 -co +ñ w íï" Jai \N/ / /
. CF3 N . CF3 N N CF3

H CH3 -CH3 H ¡a CH3

m/z: 278 m/z= 263 m/z= 235

La fracción con señal a m/z= 182al igual que la m/z= 105pueden representarse con una

estructura análoga a la del tropilio.

+ "N

HNQCFS‘ H3C,N\_H
m/z= 182 m/z= 105

Ver ecuación (1)
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DERIVADOS DEL ACIDO PROPIÓNICO

Fenoprofcn

lbuprofen

Naproxen

Ketoprofm

Tiaprofcnic Acid

¿MM
I-‘ENOPROFENMETILADO

PM: 256 ¡CHa ¡9
CH- C- o- CH3

Oo
La señal de base en este caso es el ion molecular. El que sigue en intensidad es el ion a

m/z= 197.Se explicaría su alta estabilidad con una estructura del tipo tropilio substituído.

Ooó +
m/z=197

Ver ecuación (1).

Para el ion a m/z= 135se postula la siguiente estructura:

m/z= 135



IBUPROI-‘ENMETILADO

PM: 220

Í“ a
CH— c- 0- CH3

GHz-'CH-CH3
CH3

El pico de base a m/z: 161presenta según se propone a continuación una estructura del

tipo alquiltropilio muy estable.

CH3

CHz-CH-CHa

CHa

m/z= 161

Ver ecuación (1).
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Se presentan a continuación para el ion a m/z=177 algunas posibles formas de alta

estabilidad, en todas ellas se observa una estructura análoga al tropilio.

+

II

CH-C-O-CHa CH_ÉÉ_-o-CH3

-°*©
m/z: 177

CH2

Para los ¡ones de baja señal m/z se postulan estructuras que son análogas a la del tropilio.

Ver ecuación (1).

|C|H2 +
CH

m/z: 117

+

m/z: 91

Reardemmimlas .323­
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N A [Z B Q X E N

NAPHOXEN MEI'ILADO
PM: 244

O
CH3

O
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 Ia introducción a este capítulo para los

compuestos policíclicos alquilados. Ver ecuaciones (3) y (4).

m/z=185

La fragmentación que originaría los iones de señal a m/z=141 y 115, está explicada en la

ecuación (3) para los hidrocarburos policíclicosaromáticos.

- - +
CH CH3

oí 3 Hac'o
_0_> +

H3C'o
CH3

,o
H3C

(¡3'43 +CHw g
'CHZ 'Csz

m/z=155 m/z= 141 m/z=115
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KETOPROFEN METILADO
PM: 268

H

Hac-ó—c—o —CH3

o
II
C

El ion más abundante a m/z= 209,presentaría una estructura de tipo tropilio substituído

muy estable.

CH3 +

¡I

m/z= 209

El ion a m/z=105 podría estar representado por las siguientes estructuras:

¿ELó
m/z= 105

Ver ecuación (1) y (7).
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Las estructuras propuestas para los iones a m/z= 181 y a m/z= 195 son estructuras

cíclicasde alta estabilidad.

Ver ecuacion (12)

O=O

m/z= 181

El ion a m/z= 195podría deber su abundancia a la formación de las dos eslructuras presentadas a

continuación:

+mano/5
Ver ecuaciones (12) y (1).
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TIAPROFENIC ACID METILADO
PM: 274

Il

ï-O—CH3
C—CH3

El ion m/z= 215,es la señal base. Esta alta estabilidad podría explicarse mediante lasdiósiguientes estructuras.

I
=o
O

L
m/z= 215

Ver ecuación (12).
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El ion a m/z= 188sería análogo del fenil tropilio sustituido.

Ver ecuación (4).

m/z= 188

El ion a m/z= 105sería análogo del tropilio sustituido. Ver ecuación (7).

o CII]o

Ó —°+Ó
m/z= 105



INDOLES

lndomethacin

Sulíndac

LALQQJMLELILALLAL.

INDOMETHA CIN METILADO
PM:371

II

CH30 GHz-C -°'°Ha

r CH3

llo

El ion correspondiente a la señal base (m/z=139) podría originarse por fragmentación y

reordenamiento dando una unidad estable de tipo fenil-carbonilo de gran estabilidad. Como

resultado del reordenamiento se forma un ion análogo al ion tropilio que generan los compuestos

fenilcarbonílicos, (ver discusión en la introducción de este anexo, ecuación (1) ):¿o
CI +

o=c©rm _C)_>OG
m/z= 139
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En el fragmento de m/z= 312 la molécula se reordenaría en una estructura cíclicade 6 ó 7

átomos y por lo tanto de mayor estabilidad, como las que se muestran a continuación:

0:0­

9
0-2OC.
O

m/z= 312

La señal a m/z= 111,de abundancia elevada, correspondería simplemente a una

estructura del tipo cloro benceno:

m/z=111



SULINDAC METILADO
PM: 370

É
H30-O

lfl
O

c-¿—o—CH3
H2

Esta molécula luego de fragmentarse seguiría reordenamientos del tipo de los

presentados por los hidrocarburos policíclicosaromáticos y de los compuestos relacionados a los

difenilmetanos. Ver ecuaciones (3) y (4).

El ion de m/z= 233 sería un análogo del benzotropilio.

CH3

.] CHao 9
F C-Ó-O-CHa

H2

m/z= 233
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Para el ion a m/z= 297, la estructura proveniente de la simple fragmentación, podría

ciclarse y reordenarse para originar estructuras estables análogas a las de los hidrocarburos

aromáticos policíclicos.

|| ll

“aC-0 HaC-O Hac—c';

_O_. _O__
I Q

L F F F O
m/z= 297



PYRAZOLES

Oxwhmhumzonc

Phrnylbutnzonc

Suxibuzone

OXYPHENBUTAZONE
DIMEI'ILADA
PM: 352

CHz-CHz-CHg-CHs
o 3
\\ÁCO-CH

Hac.o

Posible estructura correspondiente al ion a m/z= 296

P ,CHa _ 0+o\\/\ /oc \c
\ I

o

L /HaC

m/z=296

Reordzmmiemas .333­
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El ion 251 es producto de un reordenamiento y de una ciclación análoga a la presentada en la

ecuación (12).Este reordenamiento le confiere al fragmento una gran estabilidad.

o
\\ ,C o +

C ll
\ c

N—NH \ N—NH

Q © 4» Ó
oI o

H
“C H3C/

m/z=251

Al igual que en la figura anterior, el reordenamiento con ciclación ya mostrado en la

eCuación (12), hace que el ion a m/z= 213 se estabilice como ion tricíclico.

m/z= 213

Para el ion a m/z= 107se puede proponer una estructura del tipo tropilio sustituido.

CH2 +
||
0

C)

m/z= 107
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PHENYUW'I'AZUNI',‘METILADA
PM: 322

H3C CHz-CHz-CHz-CH3

¡I

Las fragmentaciones y reordenamientos de la phenylbutazoneson análogos a los

presentados para la Oxyphenbutazone.El ion a m/z=183 dá la señal base y se explica por el

reordenamiento presentado en la ecuación (12).Para el mismo se puede presentar la siguiente

dió
m/z=183

estructura.

Para el ion de m/z= 266se puede plantear la siguiente estructura:

H3C\ H +0 O °

\ I
N- N

m/z= 266

Reordtnamienlos .335­
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La señal del ion a m/z= 115presenta una intensidad alta. Esto podría ser resultado de la

generación de estructuras cíclicas estables de seis miembros, las que son presentadas a

continuación.

_ CHs _+
+ o

H3c\ CHz-CHZ OO O\ A //
c ’ C °

HaC o

o

m/z= 115
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SUXIHUZONE METILADA

PM: 452 9 9

o CH2

©N\N 0 (CH2)3-CH3

La estructura posible para el ion m/z= 264,sería semejante a la del ion m/z= 296 dela

Oxyphenbutazoncy del ion a m/z: 266 de la Phenylbumzonc.

I
o /

Q o+

m/z= 264

Ver ecuación (12).
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En el caso de la Suxibuzoneel ion a m/z: 183, si bien no es el ion que da la señal base

como en la thylbutazonc , presenta una señal de elevada abundancia. La estructura probable es

la misma que la del mismo ion para la Phanylbutazonv.

K N +

m/z=183

La señal del ion a m/z: 115presenta una intensidad alta. Ésta podría ser resultado de la

generación de estructuras cíclicasestables de seis miembros, las que son presentadas a

continuación.

_ H2 H2 _ +c-c
o
II 9 H0 >=0C-CHg-CH2—C—O—CH3_o_. C_O

H2

C,IOH

m/z=115



OXICANES

Tcnoxicam

Piroxicam

T E fl Q X l C A M

TENOXICAM DIMETILADO
PM: 365

La señal correspondiente a m/z= 350 proviene dela desmetilación del Tenoxicam

dimetilado, para el cual también podríamos proponer un reordenamiento de manera tal de

obtener un ciclo más y aportar por lo tanto mayor estabilidad a la molécula.

0° ¡,0 CH3 + OQSiO ¡CHs +

‘N/ I ÜC­9 / S 'ïl\N
C I o CH3

o ‘N \N
CH3

m/z=350

Reordenamienlos -339­
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El ion que origina la señal a m/z= 270 podría explicarse con las siguientes estructuras

cíclicas originadas en fragmentos provenientes de la molécula original de Tcnoxicam.

CH3 É _ /

EU f) 3'”?"7/ ‘ C‘N N
s N No fi' UO)

o _H s o

m/z=271

-H
+

I I “dc?
s / c-fl ïHaoo N ll

O l ÜRNL [SIC kN: _
mlz=270

m/z=270

Ver ecuación (1); (4); (12).
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PIROX/CAM DIMETILADO
PM: 359

°\\//° cu3S\/N /o
/ C-—N\

I
N

(¡3 CH3

CH3

Al igual que lo propuesto para el Tenoxicam,se produce la pérdida de un metilo,

originando el ion M-15que en este caso corresponde a la señal a m/z= 344. En este caso el

reordenamiento propuesto es la misma ciclación que la presentada para el Tenoxicam.

+

Cos/¡0 CH3 0o 4° CH;\ / S\ /
N Ü No /-°—>

/ ¡í-N\N U |23-NO
o | o l N

0 CH3 CH3

m/z= 344

El ¡on a m/ z= 294 podría representarse mediante la siguiente estructura, la cual por

pérdida de un segundo grupo metilo, originaria el ¡ondela señal a m/z= 264.

+

¡CHg
N N©Q a

C\ s ; / N H
c: ¿I 'r N i
CHa CH3 c? ° CH3

CH3

m/z= 294
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El ion a m/z=294 perdería dos grupos metilo y podría también ciclarse originando

diversas estructuras diferentes, todas muy estable.

¡CHa __ +
N N/ N \ \ I

/ C | I/ I: / N\ \ N a
o II N N O ¿PN o fiN

O o o

m/z=264

Ver ecuaciones (1); (4) y (12).

Los iones a rn/ z= 176y a m/z= 135son comunes a los dos oxicanes presentados en este

trabajo, Tenoxícamy Piroxicmn,los reordenamientos presentados explicarían las señales 135y 176,

comunes a ambos compuestos.

9 Ü + +HaC-N-CH-C-N , ° Ó' NCH3 C/ \ N
. H o/ ¡Y

CH3 H

m/z= 177 m/z= 176

Para el ion de m/z= 135la estructura propuesta sería:

m/z= 135
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DERIVADOS DEL ÁCIDO BENZOICO

Tolfenmm'c Acid

T Q L E E fl A M l g;

TOLFENAMIC ACID METILADO
PM: 275

9Ha
O

l

C0 n CH3 Cl

Posibles estructuras de alta estabilidad que pueden proponerse para los iones

responsables de las señales a m/z=243, m/z= 215y m/z= 181.

CHa +0

n Cl

C
II

O

m/z: 243

CH3 +0 n g.

H o Cl
m/z= 215 m/z= 181

Las mismas pueden explicarse fácilmente por la sucesión de fragmentación (M-Cl-IJO)

seguida de reordenamiento y ciclación (m/z= 243). La posterior pérdida de CO y Cl explican la

formación de los iones a m/z= 215y m/z= 181.

Ver ecuaciones (11); (12) y (13).
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QLRQLBLSAJJZS

NABLIMETQNE

NABUMETONE
PM: 228

H2 9
C—C—C—CH3

H2

o
Hac’

Los reordenamientos propios de los anillos aromáticos como ya se explicara para el

Naproxen,conducen a estructuras de gran estabilidad. En el caso de la Nabumetonc,estas

estructuras aromáticas , explicarían los iones a m/z=171 (¡on base), el ¡on a m/z=128 (mediana

abundancia ) y también otras señales menores características de los compuestos policíclicos

aromáticos (iones a m/z=141 y a m/z= 115). DG+
Hago

m/Z=l7l

A continuación se muestran estructuras representativas de las señales a m/z= 141,m/z= 128y

m/z= 115,típicas de los compuestos policíclicosaromáticos.
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Ver ecuación (3).

[C'ÓÏ+ 3
m/z= l4l m/z=128 m/z= l l5

El ion a m/z: 1&5muy semejante al ion a m/z= 171,sería un análogo del benzotropilio

sustituido.

CH +

CO (CH2)2 I \I/\o 2H3C’o 0
H3C'

m/z= 185

Ecuación (4).
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