N ATOAGH
R M Wi
Y
Pag, 2 \
e
/

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

g 0

i

FACULTAD DE QUIMICA

“Uso de los diuréticos como agentes enmascarantes
en el dopaje deportivo”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO
PRESENTA

RUDY URIEL CONFESOR RIVERA

i —

MEXICO, D.F. 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente: Liliana Virginia Raquel Saldivar y Osorio
Vocal: Ernestina Cervera Flores

Secretario: Antonio Hernandez Martinez

Primer suplente: Adolfo Garcia Osuna

Segundo suplente: Araceli Patricia Pefia Alvarez

El presente trabajo se desarrollé en el Departamento de Ecologia y Recursos

Naturales. Laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Asesor:

M.en C. Antonio Hernandez Martinez

Sustentante:

Rudy Uriel Confesor Rivera



DEDICATORIAS

A Dios, por todo lo que me ha dado y lo que me ha dejado de dar, para poder

cristalizar este suefio de éxitos y satisfaccion personal.

A mis Padres, Flori y Zefis LOS AMO, gracias por su incondicional amor, carifio,
apoyo, consejo y dedicacién a lo largo de mi vida, inculcandome el camino de la
preparacion, es el que lleva al éxito siempre. Gracias por ayudarme a ser como
soy, los amo, son mi modelo a seguir, tanto como seres humanos, como pareja y

en especial el futuro que seguiran a mis pasos.

A mis Hermanos Sindy y Honter, por todo el cariio y apoyo que me han
mostrado siempre, esperando que este trabajo los inspire a seguir adelante, no
duden que el camino que han elegido los ayudara a ser los mejores y mas

grandes de todos.
A mi Familia, aun a quienes han partido, pues son una bendicion.

A mis amigos, Erick, Walter, Jess, Ever, Aleja, Coca, Dan, Lalo, Itz, Moi, Héctor
por su amistad y lealtad inquebrantable, con ellos he pasado muchisimos

grandes momentos de mi vida y espero poder vivir muchos mas iguales.
A mis maestros, por su invaluable instruccion.

A mis companieros, a todos y cada uno de ustedes Q’s 2002, mil gracias por
formar parte de un equipo de trabajo, que nos llevo a terminar con esta carrera,
con los mejores resultados y ahora formar parte de la vida productiva de este

hermoso pais.



Al Lic. Manuel y familia Romero, por todo el apoyo, consejos y guia que nos han

brindado en estos afnos de conocerlos.

A ti... que desde hace afios nos conocemos, donde todo inicio como una
amistad, paso el tiempo y se transformo en un carifio que dificilmente un dia se
olvidara, gracias por quererme, por aquel lindo amor que por mucho tiempo nos
unio, fuiste y eres parte importante de mi vida y por siempre te llevo en el

corazon, eres esencial en mi vida y eso lo sabes...

A todos los que han estado conmigo, gracias muchas gracias, ya que sin

ustedes no seria como soy ahora... Mil Gracias!!!



AGRADECIMIENTOS

Al mi tutor, M. en C. Antonio Hernandez. Muchas gracias por apoyarme en todo
momento en este maravilloso proyecto, por todos los consejos, por estar siempre
listo para resolver mis dudas y por tu acertada guia que lograron que este suefo

se alcanzara.
A la Dra. Liliana Virginia Raquel Saldivar y Osorio, quien con sus observaciones,

recomendaciones y conocimientos lograron complementar este trabajo.

A la maestra Ernestina Cervera Flores, gracias por sus anotaciones, que

permitieron que este trabajo se complementara satisfactoriamente.

A la Facultad de Quimica, quien me ha brindado conocimientos y una vision

diferente para poder desempefiarme dia a dia.

A la UNAM quien me brindo todo su apoyo, oportunidades y recursos para poder

llevar a cabo este sueno.

A todos quienes me apoyaron, ya sea con sus consejos, tips o conocimientos

que ayudaron a lograr este suefio.



NINGUNA CIENCIA, EN CUANTO A CIENCIA, ENGANA;
EL ENGANO ESTA EN QUIEN NO SABE.
CERVANTES DE SAAVEDRA



indice

INDICE

1. INTRODUCCION. ..ottt 1
2. OBUETIVOS. ... bbb bbbt 3
2.1. ODbjJetiVO PrINCIPAL.......eeiiiieciee e nneas 3
2.2. Objetivos PartiCulares.............cooiiiiiiiiiii e 3
3. ANTECEDENTES ... e 4
3.1. Breve historia del dopaje en el ambito deportivo...........cccccevveiiicicincennen, 4
3.2. La Agencia Mundial Anti-dopaje (WADA; AMA).......cccciiiiiniiiiiiseienienes 11
3.3. Historia del Dopaje y de sus definiCioNes...........cccceveiiiiiiiininiccceeees 12
3.3.1. Programa mundial anti-dopaje...........ccccevveiiiiiiiieiesic e, 15
3.3.2. El codigo mundial anti-dopaje..........ccceveiiiiiiiieieicc e 15

3.4. Los estandares internacionales ... 18
3.4.1. La lista de sustancias y métodos prohibidos. La lista prohibida.......... 18
34,2, PrUEBDES... ..ot 20
3.4.3. Laboratorios .......cccouiiiie i 20

4. QUIMICA DE LOS DIURETICOS ..ot 21
4.1. ASPECIOS GENETAIES ......ccveecvvecreece e re e 21
4.2. Estatus de los diuréticos en el deporte.........cccoovvviievieieiicic e, 25
4.2.1. CompPUESLOS dE INTEIES .....oceeeiiiiiiiieee e 26

4.3. Modo de accion de los diuréticos en el metabolismo humano ................... 27
5. TECNICAS CROMATOGRAFICAS Y ESPECTROMETRICAS..........cccocvvrnene. 28
5.1. La cromatografia ... 28
5.2. Extraccion en fase solida (EFS-SPE) .........c.ccoiiiiiiieee, 30
5.3. Cromatografia de gases (GC)......cccoeviiieiiiiiicie e 33
5.3.1. INStrumentacion .............coov i 34
5.4. Espectrometria de Masas ... 38
5.5. El acoplamiento de la cromatografia de gases a espectrometria de masas
[T O Y S PSSP 43
5.6. El uso del HPLC acoplado EM en el analisis de los diuréticos................... 45
5.6.1 Cromatografia Liquida.............ccccoveiiiiiiicie e, 47
5.7. Disolucién de la muestra y seleccion de la fase movil ..o, 48
5.8. lonizacion de 10S analitos ... 50
5.9. lonizacidn Electrospray (ESI) ... 50
5.10. Electrospray pOSItiVO.........ccccveiiiiiiicie e 51
5.11. Electrospray NegatiVo ...........cccuiiiiiiiiii e 52
5.12. Factores que afectan la ionizacion en ESI............cccociiiiiiiiiinncie e, 52
5.14. Analizador Triple Cuadrupolo (QQQY) .....cccveveeieiiececesee e, 53
6. ANALISIS DE DIURETICOS EN UN LABORATORIO CONTROL DE DOPAJE
........................................................................................................................................... 55
8.1, PrOCESO ...ttt bbb 55
6.2. Condiciones analiticas de l0S €qQUIPOS........ccccuiriieriiienie e, 57
6.2.1. Condiciones de trabajo para el HPLC ...........c.cccooiieiiiiiiccecc e, 57

7. DISCUSION ..ottt ne sttt anaenes 59
8. CONCLUSIONES ...ttt ene e n s 61
9. LITERATURA CITADA ...ttt 62



Capitulo |

1. INTRODUCCION

En el mundo actual, el ambito deportivo ha adquirido cada vez mayor relevancia y
trascendencia en diversos aspectos, especialmente en el econdémico y el social,
donde no soélo es una actividad que observan y practican millones de individuos
alrededor del mundo, sino que ademas, constituye un negocio de miles de
millones de ddlares al afio provenientes de contratos publicitarios, derechos de
transmision televisiva y un amplia gama de intereses financieros que giran
alrededor de este. Un ejemplo de ello es el pasado mundial de Sudafrica 2010
donde se realizd una inversion aproximada de 2,300 millones de ddlares, de

acuerdo a datos proporcionados por la FIFA.

Dada la propia naturaleza competitiva del deporte, asi como la irrefrenable
tendencia de algunos practicantes desleales a la competencia justa,
internacionalmente conocida como “Fair Play”, no han faltado quienes, en miras de
conseguir la victoria en el campo de juego y sus consecuentes beneficios, han
recurrido a sustancias sefnaladas como ilegales por las entidades federativas, asi
como de los reglamentos que se encuentran en el Codigo Mundial Antidopaje, las
cuales, en teoria, aumentan el rendimiento fisico de los atletas, o bien,
enmascaran el uso de este tipo de sustancias, para obtener una ventaja indebida

sobre el resto de sus competidores.

Uno de los grupos importantes que se encuentran prohibidos por las agencias
deportivas es el de las sustancias enmascarantes, en donde la finalidad de su uso
es especificamente para ocultar o enmascarar el uso de otro tipo de sustancias
que aumente el desempeno fisico del deportista. EIl modo de accion que presentan
es diverso, ya que depende del tipo de sustancia utilizada. En este grupo
encontramos a los diuréticos, a los expansores del plasma, a la epitestosterona y

los inhibidores de la 5a-reductasa.
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Considerando la alta prevalencia del dopaje deportivo por los atletas y dado el
poco estudio que se ha realizado en nuestro pais sobre este tema, en el presente
trabajo se presenta la investigacién de la historia, la actividad bioldgica y los

meétodos de analisis de los diuréticos como sustancias prohibidas en el deporte.

El presente trabajo consiste en una recopilacion hemerografica que pretende
servir como una herramienta que apoye al lector en dos niveles; el primero,
sumamente general, que consiste en sensibilizar al lector sobre la trascendencia
social y los peligros que implica el consumo de sustancias ilegales favorecedoras
del rendimiento deportivo y, en consecuencia, la necesidad de su regulacion. El
segundo nivel, estd enfocado a los especialistas en el campo de las ciencias,
presentando antes ellos un trabajo estructurado que sirva como apoyo en la
consulta de informacién relacionada con el estudio del dopaje y que lo auxilie en el

planteamiento de soluciones ante esta problematica mundial.

Por estas razones, en el capitulo 3 se hara referencia a los origenes histéricos de
la practica deportiva y del dopaje, asi como a definiciones de la palabra dopaje en
la actualidad, se presenta una breve semblanza del organismo internacional rector
del dopaje la Agencia Mundial contra el Dopaje (World Anti-Doping Agency
(WADA) por sus siglas en ingles), programas, codigos y estandares bajo los que
regulan y llevan a cabo estudios por parte de este organismo; del capitulo 4, se
tratara este conjunto de sustancias clasificadas como prohibidas en el mundo
deportivo revisando sus generalidades, usos y funciones; en el capitulo 5, se
analizara las principales técnicas cromatograficas usadas para la deteccion de
este tipo de sustancias; Finalmente, en el capitulo 6 se analiza de forma precisa a
los diuréticos, con el objetivo de conocer qué rol desempefian en el tema del

dopaje.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

» Dar a conocer a través de la presente recopilacion hemerografica las
condiciones y aspectos mas importantes en el analisis de sustancias
prohibidas, mediante diferentes técnicas analiticas, para detectar Ila
administracion de los diuréticos y de esta forma contribuir a disminuir el

dopaje deportivo con este tipo de sustancias.

2.2. Objetivos Particulares

» Presentar la reglamentacion y aspectos generales actuales acerca de la

agencia mundial antidopaje (WADA) sobre este tipo de sustancias.

» Describir las diferentes técnicas y procesos empleados para la deteccién de
los diuréticos, asi como proporcionar el método analitico para la
identificacién de estas sustancias.

» Conocer la obtencion y metabolismo de los diuréticos.

» Dar inicio en un tema de investigacion de relevante importancia en nuestro

pais que ha sido poco estudiado.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Breve historia del dopaje en el ambito deportivo

La practica del uso de sustancias que mejoran el rendimiento deportivo, es tan
antigua como el deporte mismo, donde incluso los antiguos atletas griegos
utilizaban dietas especiales y pociones estimulantes para fortalecerse,
principalmente hidromiel, como estimulante del Sistema Nervioso Central, y vino,
por sus efectos inhibidores y relajantes, todo para obtener un mayor rendimiento
en las pruebas olimpicas de la época. En las Olimpiadas del siglo Il d.C., los
atletas usaban preparaciones a base de extractos de plantas, semillas y hongos,

para favorecer su rendimiento. (Dominguez; et. al., 2011)

Se puede decir, por tanto, que la historia del dopaje se remonta a los Juegos
Olimpicos de la Grecia Clasica, aunque no es hasta la segunda mitad del siglo XIX

cuando comienza su auge.

En 1896 el ciclista Inglés Andrew Linton muere de una sobredosis de drogas dos
meses después de haber ganado la carrera Burdeos-Paris, convirtiéendose en el

primer caso registrado de muerte en los deportes a causa del dopaje.

En el siglo XIX, los ciclistas y otros atletas de resistencia utilizaron estricnina,
cafeina, cocaina y alcohol para mejorar su desempefio. Thomas Hicks, por
ejemplo, logré la victoria en el maratén Olimpico de 1904 en Saint Louis con la

ayuda de huevos crudos, inyecciones de estricnina y dosis de brandy.
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En la década de 1920, se hizo evidente la necesidad de imponer restricciones en
cuanto al uso de drogas en el deporte. En 1928, la Federacion Internacional de
Atletismo Amateur (IAAF, por sus siglas en inglés) (Federacion Internacional de
Futbol Asociacion. Ya en la época de los griegos; et. al., 2010), se convirtié en la
primera federacion deportiva internacional que definié el concepto de dopaje y
prohibi6 el uso de sustancias estimulantes. Muchas otras federaciones
internacionales hicieron lo mismo, pero las restricciones no fueron efectivas dado

que no se les realizaban analisis a los atletas.

El problema empeord a causa de las hormonas sintéticas, creadas entre 1930-
1940 vy su creciente uso durante la década de los 50°s, un caso en particular que
destaca es la sintesis de la testosterona que es lanzada al mercado como un

esteroide inyectable.

Antes de la implementacion de los programas de muestreo de drogas a finales de
1960, el uso de sustancias para aumentar el desempeno fisico por parte de los
atletas era comunmente aceptado dentro de la comunidad deportiva internacional.
Atletas, técnicos y dirigentes usualmente simulaban desconocer el hecho o
simplemente lo practicaban abiertamente. Aunque la droga se reporté como algo
ampliamente usado en los Juegos de Helsinki en 1952 y un poco menos en los
Olimpicos de Melbourne en 1956, los paises eventualmente en esa época
comenzaron a preocuparse por el dafio que estaba causando en los individuos y al

deporte.

En 1960, durante una competencia ciclistica en los Juegos Olimpicos de Roma, el
competidor danés Knut Enemark Jensen, murié debido a una fractura de craneo
producida al caer de su bicicleta. La necropsia del atleta revelo6 restos de Ronicol,
una anfetamina estimulante del sistema circulatorio, hecho que incrementd la

presion politica y social sobre las autoridades rectoras del deporte para la
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introduccidon de programas antidoping. (WADA; Brief History of Antidoping et al.,
2009)

En 1966, la Union de Ciclismo Internacional (UCI), y en 1970, la Federacién
Internacional de Futbol Asociacion (FIFA) estuvieron entre las primeras
federaciones deportivas internacionales que introdujeron las pruebas de dopaje en
sus Campeonatos Mundiales. Al afno siguiente, el Comité Olimpico Internacional
(COl) establecié su primera lista de sustancias prohibidas. Los analisis se
realizaron por primera vez en los Juegos Olimpicos de Invierno en Grenoble y en
los Juegos de Verano de México en 1968, luego de la tragica muerte del ciclista
Tom Simpson durante el Tour de France en 1967. (Federacion Internacional de

Futbol Asociacién. Ya en la época de los griegos; et. al., 2010)

Ya para 1972 en los Juegos Olimpicos de Munich, se realizan pruebas de orina a
los atletas en manera masiva. Siete atletas dan positivo en la prueba de
sustancias prohibidas. A partir de esto la mayoria de las Federaciones deportivas
Internacionales introdujeron los controles antidopaje durante los 70°s. No obstante,
el uso de esteroides anabdlicos se expandia, especialmente en los eventos de
fuerza, sin que hubiera forma de detectarlos. No fue sino hasta 1974 que se

introdujo un método de analisis confiable para detectar esteroides anabdlicos.

El Comité Olimpico Internacional agregé los esteroides a su lista de sustancias
prohibidas en 1975. Esto trajo como consecuencia un aumento significativo en la
cantidad de descalificaciones por consumo de drogas a fines de la década de los
70’s, especialmente en los deportes relacionados con la fortaleza, tales como las

disciplinas de lanzamientos y el levantamiento de pesas.

El trabajo contra el dopaje resultdé complicado en las décadas de los 70's y 80’s
por sospechas de ser financiado por el Estado en algunos paises, particularmente

de la Alemania Federal.



Capitulo Il

El caso de dopaje mas famoso de la década de los 80°s fue el de Ben Johnson,
medalla de oro en los 100 metros, cuya prueba dio resultado positivo por uso del
esteroide anabdlico; el estanazolol, en los Juegos Olimpicos celebrados en Seul
en 1988. El caso de Johnson dirigio la atencion mundial al problema del dopaje a
un nivel sin precedentes. Para 1982 el Comité Olimpico Internacional afiade a la
cafeina y la testosterona a la lista de sustancias vetadas.

Mientras la lucha contra los estimulantes comenzaba a producir resultados, el
frente principal de la batalla antidopaje, cambioé subitamente al dopaje sanguineo o
autotransfusion, cuyo método implica la extraccion de sangre del atleta mientras
entrena en campamentos de una altura elevada sobre el nivel del mar, donde el
nivel de hemoglobina (el elemento transportador del oxigeno en la sangre) se
encuentra incrementado y, subsecuentemente, se procede a la inyeccion de esa
misma sangre antes de la competencia, lo que aumenta la oxigenacién de los
musculos y, por tanto, el rendimiento del atleta. Un ejemplo de este caso lo
protagonizé el equipo de ciclistico olimpico de los Estados Unidos que gano nueve
medallas pero utilizando transfusiones ilegales de sangre para mejorar su

desempeinio.

Para 1988 le son retiradas a la delegacién de Bulgaria dos medallas de oro en
halterofilia por el uso de diuréticos que disimulan el uso de esteroides. No
obstante, a pesar de los esfuerzos de los organismos internacionales rectores del
deporte por combatir estas practicas, otro sector continuaba la busqueda de
formas de incrementar los niveles de hemoglobina; una de ellas fue encontrada en
una hormona llamada eritropoyetina (EPO) la cual fue incluida en la lista de
sustancias prohibidas del Comité Olimpico Internacional en el afno de 1990
provocando serias complicaciones debido a la falta de un método confiable de
deteccion. No fue sino hasta los juegos Olimpicos de Sydney, en el afo 2000,
donde a través de la combinacion de analisis de sangre y de orina, pudo ser

detectada.
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En 1998, la policia encontré una gran cantidad de sustancias prohibidas en una
redada durante La Tour de France, al grado que dicho evento seria conocido
como “La tour de la verguenza”. El escandalo condujo a una reevaluacion
importante de la funcion de las autoridades publicas en los asuntos antidopaje. De
hecho, Francia se convirtié en el primer pais que aprobd una ley antidopaje. Otros
paises siguieron el ejemplo galo, pero la cooperacion internacional en materia de
antidopaje se limité durante mucho tiempo al Consejo Europeo. El escandalo de
La Tour de France, hizo notar la necesidad de un organismo internacional
independiente que estableciera un conjunto unificado de normas para la lucha en
contra del dopaje y que coordinara los esfuerzos de las organizaciones deportivas
y las autoridades gubernamentales. EI Comité Olimpico Internacional tomo la
iniciativa y organizé la Conferencia Mundial sobre el Dopaje en el Deporte en
Lausana en febrero de 1999. A propuesta de la conferencia se cre6 la Agencia
Mundial contra el Dopaje (World Anti-Doping Agency, WADA por sus siglas en
ingles) el 10 de noviembre de 1999. (WADA. Regional Offices; et al., 2011)

El 5 de marzo de 2003 en la segunda Conferencia Mundial sobre el Dopaje en el
Deporte 1200 delegados representantes de 80 gobiernos, el Comité Olimpico
Internacional, el Comité Paralimpico Internacional, las Federaciones
Internacionales de todos los deportes Olimpicos, los comités nacionales Olimpicos
y Paralimpicos, los atletas, las organizaciones nacionales antidopaje y los
organismos internacionales apoyaron el Cédigo Mundial contra el Dopaje como la
base para la lucha contra el dopaje en el deporte. EI Cdédigo comenzé a aplicarse
el 1 de enero de 2004.
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Uno de los instrumentos mas sobresalientes en esta materia es la Convencion
Internacional contra el Dopaje en el Deporte de la UNESCO del 19 de octubre de
2005; un documento politico mediante el cual los gobiernos expresaron su
intencion de armonizar sus esfuerzos en la lucha contra el Dopaje (WADA; Brief
History of Antidoping et al., 2009). En 2007 la velocista norteamericana Marion
Jones, ganadora de 5 medallas en los Juegos Olimpicos de Sidney 2000, por
presiones mediaticas confiesa haber consumido esteroides y le son retiradas sus
preseas. El ultimo acontecimiento que fue muy mencionado en diversos medios
fue el relacionado con el uso de esteroides por parte de los Jugadores de las Ligas
Mayores de Béisbol en los Estados Unidos, el encargado de realizar esta
investigacién fue el ex Senador de Estados Unidos George Mitchell, que presenté
un informe donde se veian involucrados importantes jugadores de la mencionada
liga, entre ellos el pelotero Roger Clemens, quien después de haber negado las
acusaciones, enfrenta dos casos de perjurio ante el Senado de los Estados
Unidos. En la Tabla 1 se muestran los eventos mas significativos en la historia del

dopaje deportivo.
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Tabla 1: Eventos méas significativos en la historia del dopaje

Hace siglos.

Los incas consumian un masticado de coca (Erythroxilon spp),
que ayuda a combatir la fatiga; por otro lado los guerreros
nordicos, comieron hongos que contienen muscarina antes de la
batalla.

Antiguos deportistas
olimpicos.
Principios de 1900

El pan remojado en el opio, las setas, la estricnina.

Nadadores y ciclistas tomando estimulantes.

La Segunda Guerra
Mundial

Anfetaminas para contrarrestar la fatiga entre los soldados y
pilotos.

1950 Los esteroides anabdlicos androgénicos fueron introducido en el
dopaje; Sintesis dianazol inspirado en la gente en el deporte.
1959 Estudios clasicos controlados muestran que las anfetaminas

1960 Olimpiadas

mejoran el rendimiento en disciplinas como nadar y correr a
distancia.

Primera victima mortal dopaje documentada-anfetamina inducida
por golpe de calor.

1964 El Comité Olimpico Internacional (COI) prohibe el dopaje de los
atletas olimpicos

1966-72 Alemania del Este establece un sistema secreto nacional de la
hormona de dopaje de los hombres y las mujeres con
metandrostenolona y el estado fabricados oral-turinabal.

1967 Muerte de dopaje durante el Tour de Francia, la COIl adopta una
politica de analisis de drogas.

1970 Los diuréticos son utilizados para alcanzar el "derecho" de peso y
para diluir la orina antes de la prueba de drogas.

1973 El campedn olimpico Connolly testifica el uso conjunto de los
esteroides anabdlicos entre los atletas a EE.UU. comité del
Senado.

1974 Los esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) se incluyen en la
lista de dopaje.

Hasta 1980 Anfetaminas, la cocaina, la cafeina y estricnina dominan casos de
dopaje

1980 El uso de esteroides anabdlicos androgénicos se extendid a
muchos deportes.

1980 B-bloqueantes son utilizados para mejorar el tiro, aparece un mal
uso de la hormona del crecimiento.

1988 Primera medalla de oro olimpica en atletismo despojado por
dopaje con EAA.

2000 Tetrahidrogestrinona (THG o "el claro"), un EAA disefado para
escapar a la deteccion de
analisis de dopaje, es desarrollado.

2007 Marion Jones reconoce haber tomado "el claro", una droga que

mejora el rendimiento, le son retiradas sus medallas.

Tomado de (SJOQVIST; et. al. 2008.)

10



Capitulo Il

3.2. La Agencia Mundial Anti-dopaje (WADA; AMA)

La Agencia Mundial Antidopaje (World Anti-Doping Agency, WADA por sus siglas
en inglés) fue creada bajo forma de fundacion sin fines lucrativos, el 10 de
noviembre de 1999 para promover, coordinar y monitorear la lucha contra el
dopaje en el deporte en todas sus formas. (WADA. Acerca de la agencia mundial

antidopaje; et al., 2012)

Su creacion, como ya se ha dicho anteriormente, fue resultado del compromiso
adquirido en la Declaracion de Lausana de 4 de febrero de 1999, bajo la iniciativa
del Comité Olimpico Internacional, con el respaldo y participacion de
organizaciones intergubernamentales, autoridades Publicas y Deportivas, asi

como otros entes publicos y privados involucrados en la lucha contra el dopaje.

La sede original de la Agencia fue situada en Lausana, pero en el afio 2001, por
acuerdo del Consejo de Fundacion de la Agencia, las oficinas centrales fueron
trasladadas a la ciudad canadiense de Montreal. Ese mismo afio se decidio la
apertura de oficinas regionales que facilitaran la labor de la organizacién. (WADA.
Regional Offices; et al., 2011)

Al momento del traslado de la sede, en abril de 2002, se instauré en Lausana la
primera oficina regional de la Agencia, con competencia sobre todo el continente
europeo. En noviembre de 2003 se abrieron dos nuevas oficinas regionales, la
primera situada en Tokio para que sirviera a la region Asia- Oceania; y la segunda

en El Cabo, Sudafrica, encargada de los asuntos de Africa.

La mas reciente oficina regional, a fin de servir a América Latina, fue abierta en
2005 en la ciudad de Montevideo, por lo que hasta el dia de hoy, existen cuatro
oficinas regionales de la Agencia Mundial Antidopaje. (WADA. Regional Offices; et
al., 2011)

11



Capitulo Il

El lema de la WADA es el del “Juego Limpio” que expresa el espiritu universal del
deporte practicado naturalmente dentro de las reglas y sin el uso de mejoras
artificiales. Los colores de la WADA tienen su significado: el negro indica la justicia
impartida por el arbitro mientras que el verde evoca la imagen de la salud, la
naturaleza y el campo de juego tradicional. (WADA. Acerca de la agencia mundial
antidopaje; et al., 2012)

3.3. Historia del Dopaje y de sus definiciones

La palabra dopaje se deriva probablemente del término holandés “Dop”, el nombre
de una bebida alcohdlica hecha de piel de uva y usada por los guerreros Zulu a fin
de mejorar sus habilidades en batalla. El término entro en uso en el siglo XX,
originalmente refiriendose a las drogas ilegales en las carreras de caballos. La
practica de mejorar el desempefio a través de sustancias exdgenas u otros medios
artificiales, es sin embargo, tan antigua como el deporte mismo. Su empleo se
generalizé para referirse a todo tipo de sustancia alucindbgena y aparecié por
primera vez en un diccionario de lengua inglesa en 1879. (WADA. Acerca de la

agencia mundial antidopaje; et al., 2012)

En enero de 1963 se celebré en Uriage-les-Bains (Francia) el Primer Coloquio
Europeo de Medicina Deportiva, en el que se propuso la siguiente definicion de
dopaje: “La administracion a una persona sana, o la utilizacion por ella misma, de
sustancias extrafias al organismo o de sustancias fisioldgicas, en cantidades o por
vias anormales, con el unico fin de conseguir un aumento artificial del rendimiento

de esta persona al participar en una competicion”. (Barbero; et. al., 2011.)

Posteriormente, la palabra doping fue castellanizada, limitada al ambito deportivo y
finalmente incluida en las ultimas revisiones del Diccionario de la Lengua Espafiola
por la Real Academia, donde es definida como el “...empleo de farmacos o
sustancias estimulantes para potenciar artificialmente el rendimiento de los

deportistas”. (Diccionario de la Real Lengua Espariola; et. al., 2011)
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La primera definicion con caracter extensivo y reconocida de forma oficial durante
20 afios, se elabord en la primera reunion del grupo de estudio especial del
Consejo de Europa, celebrada en Estrasburgo en enero de 1963, reconociéndose
la definicién como la del Consejo de Europa, siendo el tema central “Dopaje en los
atletas”. En esta reunion se establecio como definicion de dopaje la siguiente
definicion: “Doping es la administracion a una persona sana, o la utilizacion por
ella misma y por cualquier medio, de una sustancia extrafia al organismo o de una
sustancias fisiolégica utilizadas en cantidades o por vias anormales, con el unico
fin de aumentar artificialmente y de forma ilegal el rendimiento de esta persona al

participar en una competicion”. (Barbero; et. al., 2011)

Otra definicion importante en la lucha contra el dopaje fue la que se realizé en
1984 por parte de los Ministros Europeos responsables del deporte, los cuales
aprobaron un texto simple, llamandolo la “Definicion de la Carta Europea contra el
dopaje en el deporte”. En esta definicidn se decia que: “El dopaje en el deporte
consiste en emplear, infringiendo los reglamentos de las organizaciones
deportivas competentes, sustancias o categorias de sustancias que estan

prohibidas” (Technische Universitat Munchen; et. al., 2011).

La definicion del Convenio contra el dopaje del Consejo de Europa que fue
elaborado en 1989 y ratificado a partir de esta fecha por diversos Estados
europeos, considera a sus efectos la siguiente definiciéon de dopaje: “El dopaje en
el deporte es la administracién a los deportistas, o el uso por ellos mismos, de
clases farmacoldgicas de agentes dopantes o de métodos de dopaje, prohibidos
por las organizaciones deportivas internacionales competentes y que como tales
figuran en las listas aprobadas por el Grupo de Seguimiento del Convenio”.
(Barbero; et. al. 2011).

13



Capitulo Il

El Comité Olimpico Internacional (C.O.l. por sus siglas en ingles) realizd una
definicion al respecto antes de la fundacién de la WADA, definiéndola como “la
presencia en el cuerpo humano de sustancias prohibidas de acuerdo con la lista
publicada por el Comité Olimpico Internacional y/o a la Organizacién Internacional
del miembro de la Organizacion en cuestion”. (Technische Universitat Munchen;
et. al., 2011).

Todo este conjunto de definiciones antes descritas, pueden resultar insuficientes
para ilustrar la problematica que aborda esta investigacion, es por ello que para
dar una mayor cantidad de certeza y sustentabilidad al presente trabajo, se
presentara la definicién oficial actual de dopaje, basada en el Cédigo Mundial

Anti-dopaje emitida por el maximo organismo rector del dopaje: la WADA.

De acuerdo con la WADA (WADA. The World Anti-Doping Code; et. al., 2011) el
dopaje se define como la ocurrencia de una o varias de las violaciones de las
normas antidopaje. La definicion de dopaje que mas nos interesa menciona que
una violacion al dopaje es: "la presencia de una sustancia prohibida o sus

metabolitos o0 marcadores en la muestra de un atleta”.

En especifico, la regla de antidoping que interesa en un Laboratorio de Prevencién
y Control del Dopaje se establece en el articulo 2.1, el cual habla sobre la
presencia de una sustancia prohibida o de sus metabolitos 0 marcadores en la
muestra de un atleta y menciona que: “corresponde a cada deportista asegurarse
de que ninguna sustancia prohibida se introduzca en su cuerpo”. Los atletas son
responsables de que cualquier sustancia prohibida o de sus metabolitos o
marcadores estén presentes en sus muestras. En consecuencia con esto, no es
necesario que la intencidn, culpa, negligencia o el conocimiento por parte del
deportista con el fin de establecer una violacién al cdédigo de antidopaje, en
especial del articulo 2.1 establecido en el Cédigo Mundial Anti-dopaje (WADA. The
World Anti-Doping Code; et. al., 2011).
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Ademas, otras situaciones también se consideran dopaje como: "(i) la negativa de
eludir la toma de muestras, (ii) violacidon de los requisitos aplicables sobre el atleta
para los controles fuera de competencia, (iii) la falsificacion o intento de alteracién
de cualquier parte del control del dopaje, (iv) la posesion de sustancias prohibidas
y métodos prohibidos, (v) la trata o el trafico en alguna sustancia o método
prohibido y (vi) la administracion, la asistencia, incitacion, contribucion, instigacion,
encubrimiento o cualquier otro tipo de complicidad involucra una violacion de las

reglas antidoping ".

3.3.1. Programa mundial anti-dopaje

Con la finalidad de armonizar 6ptimamente los programas y buenas practicas en la
lucha global contra el dopaje a nivel nacional e internacional, la Agencia Mundial
Antidopaje, ha sintetizado su movimiento en el llamado Programa Mundial
Antidopaje (WADP, World Anti-Doping Program) el cual esta compuesto de tres

elementos principales:

e EI Codigo Mundial Antidopaje

e Los Estandares Internacionales

e Los Modelos de Mejores Practicas (WADA. The World Anti-Doping Code;
et. al., 2011).

3.3.2. El codigo mundial anti-dopaje

Se trata de la generacion de un documento como la primera gran iniciativa de la

Agencia Mundial Antidopaje para armonizar la lucha contra el dopaje.
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La primera version del Codigo sale a la luz el 5 de marzo de 2003 en la
conferencia Mundial sobre el Dopaje en el Deporte celebrada en Copenhague y
posteriormente en la Conferencia Mundial de Madrid en noviembre de 2007
finaliza el proceso de reforma el Cdédigo mediante un proceso de consulta
democratica que inicio en abril de 2006, con el fin de que esta nueva version
entrara en vigor desde el 1°. De enero de 2009.

Desde antes de cumplir los tres afos de existencia, el Cdodigo disfruta de un
reconocimiento casi absoluto: lo acepta el Comité Olimpico Internacional (COI) e
incluso esta citado explicitamente en la Carta Olimpica; toda las federaciones de
deportes olimpicos, incluida la Federacion Internacional de Futbol Asociacion
(FIFA), han aceptado su aplicacién y, mediante la Convencion Internacional contra
el Dopaje en el Deporte, recientemente analizada, se insta a los Estados a adoptar

sus nociones fundamentales.

El Cédigo Mundial Antidopaje expone como su fundamento, el llamado “espiritu
del deporte”, esencia misma que procede del olimpismo, que insta a jugar limpio y

se caracteriza por los siguientes valores:

« Etica, juego limpio y honestidad.

* Salud.

* Excelencia en el gjercicio.

* Desarrollo de la personalidad y educacion.
* Diversion y alegria.

* Trabajo en equipo.

* Dedicacién y compromiso.

* Respeto por las normas y las leyes.

* Respeto por uno mismo y por los otros participantes.
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Estos valores, los cuales se consideran inherentes al deporte mismo, son dignos
de ser protegidos y al ser el dopaje una practica contraria a las mismas, se

encuentran absolutamente justificados los alcances de su prohibicion.

También hay que hacer notar que el Cédigo Mundial Antidopaje opta por alejarse
de las determinaciones ambiguas y genéricas que definen al dopaje como el

consumo de “...cualquier sustancia o empleo de todo método dirigido a
incrementar artificialmente el rendimiento de los deportistas”, (WADA. The World
Anti-Doping Code; et. al., 2011) y en su lugar, hace referencia a una lista de
sustancias, conforme al articulo 4° del documento que establece la Lista
Prohibida, publicada por la Agencia Mundial Antidopaje, al menos una vez al afio.
Con base en esto se debe mencionar que la Lista de Prohibiciones para el ano
2012 y las de varios afnos anteriores, si bien incluyen una extensa lista de
sustancias, se clasifican con base en diversos criterios, como por ejemplo: la
temporada en que se encuentran prohibidas (en todo momento o s6lo durante la
competencia) o la familia quimica a la que pertenecen, estructura quimica y
efectos bioldgicos (Farquhar; et. al., 1989) lo cual podria vulnerar en determinado

momento la seguridad juridica del deportista.

En resumen se puede decir que el Cdodigo refuerza el principio de firmeza y
equidad en el deporte, ejecutando sanciones si se incurren en practicas de dopaje
resultado de tratamientos meédicos o ingestiones sin intencion, teniendo una mayor
flexibilidad en la aplicacién de sanciones ante este ultimo caso pudiendo modificar

sustancialmente la sancién si lo ameritara.
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3.4. Los estandares internacionales

De acuerdo al Condigo Mundial Antidopaje, son cuatro los estandares
internacionales disefiados para “...armonizar diferentes aspectos técnicos y
operativos del antidopaje”, estos deben ser aceptados por los Estados y
organizaciones firmantes. Estos estandares son: La lista prohibida, Excepcién de
uso terapéutico, Pruebas, Laboratorios y Proteccion de la privacidad (WADA.
Prohibited list — List Revision Timeline; et. al., 2011).

A continuacion se describiran brevemente cada uno de ellos.

3.4.1. La lista de sustancias y métodos prohibidos. La lista prohibida

Desde el 2004, como un mandato del Cdédigo, WADA es responsable de la
preparacion y publicacion anual de La Lista. Es una piedra angular del Cédigo y un
componente clave para la armonizacion, identificando las sustancias y métodos

prohibidos en competicion, fuera de competencia y en deportes en particular.

De acuerdo al Codigo Mundial Antidopaje, una sustancia o un método sera
susceptible de ser incluido en la lista de prohibiciones de la Agencia, si cumple con

dos de los tres siguientes criterios:

» Mejorar el rendimiento deportivo
» Amenazar real o potencialmente la salud del atleta y,
» Violar el espiritu deportivo.

(WADA. The World Anti-Doping Code; et. al., 2011)
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La lista de prohibiciones del 2012, distingue tres apartados:

» Sustancias y métodos prohibidos en todo momento (durante y fuera de
competicion).

» Sustancias y métodos prohibidos durante la competicion.

 Sustancias prohibidas en ciertos deportes.

En la Tabla 2 se muestra las clases de sustancias prohibidas para el afio 2012.

Tabla 2: Grupos de sustancias y métodos prohibidos.

CODIGO ESPECIFICACION
SO Sustancias no aprobadas
S1 Agentes anabolizantes
S2 Hormonas peptidicas. Factores de crecimiento y sustancias afines
S3 Beta-2-agonistas
S4 Antagonistas y moduladores hormonales
S5 Diuréticos y otros agentes enmascarantes
S6 Estimulantes
S7 Narcéticos
S8 Cannabinoides
S9 Glucocorticoesteroides
P1 Alcohol
P2 Betabloqueantes
M1 Aumento de la transferencia de oxigeno
M2 Manipulacion fisica y quimica
M3 Dopaje genético
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3.4.2. Excepcidn de uso terapéutico

Se trata de las reglas que deben seguirse para que una organizacion otorgue a un
deportista, la autorizacion de usar cierta sustancia que se encuentra vetada por la
lista de prohibiciones, por ser ésta necesaria para un tratamiento médico. Se
fundamenta en el articulo 4.4.del Codigo.

3.4.2. Pruebas

Este estandar, armoniza la planeacién para una efectiva toma de muestras, con la
intencion de mantener la integridad e identidad de las mismas, desde la
notificacion al atleta hasta su transporte para el analisis. Cabe destacar que se
hace hincapié en el anonimato de las muestras, de tal modo que el encargado del

analisis de laboratorio ignore a qué deportista pertenece la muestra en estudio.

3.4.3. Laboratorios

Este estandar internacional es el mas extenso de todos. EI mismo, especifica con
detalle las caracteristicas y garantias que han de cumplir los laboratorios de
antidopaje acreditados, con el objetivo de asegurar la produccién de resultados
validos de pruebas, reunir datos de evidencia, lograr resultados y reportes

uniformes y armonizados.
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4. QUIMICA DE LOS DIURETICOS

4.1. Aspectos Generales

Los diuréticos son farmacos ampliamente utilizados en la practica clinica,
principalmente en el tratamiento de la hipertensién y en diferentes tipos de edema
(Weiner, et. al., 1990) (Dirks, et. al., 1986.). Los diuréticos aumentan la excrecién
renal de agua y electrolitos, como consecuencia de su accion perturbadora del
transporte idnico en la nefrona. Actuan interfiriendo en la reabsorcidén tubular de
sodio y esto conduce a un aumento de la excrecion renal que se acompana por la

eliminacién de agua.

Los diuréticos pueden ser clasificados de acuerdo a su estructura quimica (Fig. 1),
sSu mecanismo y su sitio primario de accién en la nefrona y a su potencia como
diurético (Tabla 3). Los diuréticos con accién primaria en el tubulo proximal
incluyen los inhibidores de la anhidrasa carbdnica como la acetazolamida y
diclofenamide que son derivados sulfonamidas; su eficacia diurética es baja,
haciendo que la excrecion de sodio sea de menos del 5% filtrado. La maxima
eficacia (excrecion de mas del 15% de sodio filtrado) se alcanza con las drogas
que tienen sus principales actividades en la rama ascendente del asa de Henle por
la inhibicion del sistema electroneutral sodio-potasio-cloro: se trata de derivados
sulfonamidas, como la furosemida, bumetanida y piretanida, y los acidos

fenoxiacético tales como el acido etacrinico.
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En la primera parte el tubulo distal, ubicado en el rifion se produce la reabsorcion
de cloruro de sodio que se ve afectada por diuréticos como la benzotiadiaziina y
compuestos relacionados (clortalidona, indapamida) como su principal lugar de
accion. Se consideran diuréticos de eficacia media (la excrecion de un 5-10% de
sodio filtrado). El sitio principal de accion de los llamados diuréticos ahorradores
de potasio (espironolactona y amilorida y triamtereno) es el tubulo distal tardio y el
conducto colector donde inhibe el intercambio de sodio por potasio e hidrégeno.
Estos farmacos tienen una eficacia diurética baja y se diferencian por su estructura
y su mecanismo de accion. Hay es también un grupo de diuréticos clasificados de
baja eficacia, en donde el mecanismo de accion se basa en el efecto osmdético

(Diuréticos osméticos).

El uso de diuréticos ha sido prohibido por el Comision Médica del Comité Olimpico
Internacional Comité (International Olympic Committee; et. al., Lausanne, 1990)
porque se demostré que eran usados en el deporte por dos razones principales:
para lograr pérdida de peso antes de la competicién, en los deportes donde las
categorias de peso estan involucradas y para enmascarar la ingestién de otros
agentes de dopaje mediante la reduccién de su concentracion en la orina. Este
efecto puede ser llevado a cabo por el aumento del volumen de orina, o
aumentando el pH de la orina (inhibidores de la anhidrasa carbdnica) y, por tanto,

la reduccion de la excrecion en orina basicos de agentes de dopaje.

La familia de los diuréticos incluye compuestos con una amplia diferencia en su
estructura quimica, (Figura 1) y en consecuencia en sus propiedades fisico-
quimicas. En relacibn a su estructura quimica los diuréticos pueden ser

clasificados de tres formas diferentes como se indica en la Tabla 3.
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Figura 1: Estructura de algunos diuréticos.
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El metabolismo y la excrecion urinaria de los diuréticos han sido considerados
para propositos de control del dopaje. Las principales rutas metabdlicas y los
porcentajes excretados del farmaco en orina descrito para algunos diuréticos
después de estudios farmacocinéticos en humanos usando diferentes rutas de

administracion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Clasificacion farmacoldgica de los diuréticos y porcentaje de excrecion
sin cambio en orina

Compuesto % Excrecidn sin Referencia
cambio

1. Diuréticos de alta eficacia

Bumetanida 35-44 Feit; et. al., 1973.
Furosemida 48 Andreasen; et. al., 1981
Piretanida 60-74 Clissold; et. al., 1985

2. Diuréticos de media eficacia

Bendroflumetiazida 30 Beermann; et. al., 1977
Benztiazida 10 Welling; et. al. 1986
Clorotalidona 34-53 Riess; et. al., 1977
Hidroclororiazida 30-64 Williams; et. al., 1987

3. Diuréticos de baja eficacia

Espirolactona 0 Karim; et. al., 1976.

Amiloride 33-43 Williams; et. al. 1987
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4.2. Estatus de los diuréticos en el deporte

En el ambito deportivo los diuréticos son usados por tres principales razones:

» Para enmascarar el consumo de una sustancia prohibida,

» En deportes donde se ven involucradas las categorias de peso vy,

» Para eliminar la retencion de agua provocada por el uso de agentes

anabolizantes.

Los diuréticos han sido prohibidos en los deportes por la Agencia Mundial Anti-
dopaje desde 1988 y este grupo abarca un amplio intervalo de sustancias
quimicamente diferentes que representan un porcentaje importante de consumo a
nivel mundial. En la Tabla 4 se muestran las estadisticas reportadas por la WADA

desde el 2003 al 2010 para todas las sustancias prohibidas.

Tabla 4: Estadisticas del uso de los diuréticos del 2003-2010

CODIGO ESPECIFICACION

S5 Diuréticos y otros agentes enmascarantes

% Reportes analiticos adversos

2010 2009 2008 2007 2006 2005 2004 2003

7.1 5.4 7.9 7.4 6.7 57 48 52
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Como se puede observar en la tabla anterior, la revision de los diuréticos
detectados en los laboratorios acreditados, entre 2003 y 2010, se ha mantenido a
través de estos anos. De forma general, de los resultados de todas las sustancias
detectadas por los laboratorios acreditados se observa que ha disminuido la
deteccion de los esteroides anabodlicos y de los estimulantes. Pero llama
poderosamente la atencion el que este descenso se haya producido por el
incremento de otros grupos y sustancias, de forma que la deteccién de Diuréticos
pasa del 4 al 10%, la de Beta-2-agonistas del 11 al 14%, la de los
Glucocorticosteroides del 4 al 9% vy, finalmente, el Cannabis, que se ha detectado

en este quinquenio ultimo en un 13%, frente al 9.

4.2.1. Compuestos de interés

Para el 2012, la lista de sustancias prohibidas tiene contemplado los siguientes

compuestos como prohibidos para su uso en el ambito deportivo.

Los diuréticos incluyen:
Acetazolamida, amilorida, bumetanida, canrenona, clortalidona, &cido
etacrinico, furosemida, indapamida, metolazona, espironolactona, tiazidas

(e.g. bendroflumetiazida, clorotiazida, hidroclorotiazida), triamtereno;
Y otras sustancias con estructura quimica o efectos biolégicos similares, excepto
drospirenona, pamabrom y dorzolamida topica y brinzolamida los cuales no estan

prohibidos.

El término de “uso tanto fuera de competencia como en competencia” es aplicable

a cualquier cantidad de sustancia sujeta a los valores limites de corte.
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4.3. Modo de accién de los diuréticos en el metabolismo humano

Como ya se menciono anteriormente los diuréticos son productos que ayudan a
eliminar liquidos del cuerpo, causan una pérdida de agua por la paralizacidon
parcial de la reabsorcién de agua; el rindn es el érgano principal a través del que
se excretan estas drogas, por tal razén, las prueba de antidopaje se hacen en
muestras de orina porque es el fluido corporal éptimo para detectar este tipo de

substancias.

El rindn esta encargado de regular la cantidad de agua, de sodio, de potasio, y de
otros electrolitos en el cuerpo, los diuréticos aumentan la excrecion de sodio, de
potasio y de agua, el peso corporal desciende debido a la pérdida en agua. En
pacientes con fallos cardiacos y otras enfermedades que causan en el cuerpo
excesivo liquido, los diuréticos quitan este exceso. Quimicamente, los diuréticos
son un grupo de compuestos que estimulan o inhiben varias hormonas que se
encuentran naturalmente en el cuerpo para regular la produccion de la orina por
los rifiones. De tal modo que los atletas que usan los diuréticos para perder peso
rapidamente y para tapar la presencia de otras sustancias prohibidas aumentando

el indice de produccion y de expulsion de la orina.
Para manejar este problema las medidas de control antidopaje especifican la

gravedad de la orina en la recoleccion de las muestras y si es demasiado baja se

localiza y se detiene al atleta para obtener otra muestra.
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5. TECNICAS CROMATOGRAFICAS Y ESPECTROMETRICAS

5.1. La cromatografia

En 1906, el botanico Ruso M. Tswett realiz6 un experimento que condujo al
descubrimiento de lo que hoy conocemos como cromatografia. Colocé un extracto
de pigmentos vegetales en la parte superior de una columna de vidrio rellena de
carbonato de calcio (CaCOs). Al agregar éter, observo que la mezcla original se
separaba en diversas bandas coloridas que descendian a través de la columna a

diferentes velocidades.

Un rasgo caracteristico de la cromatografia es la presencia de dos fases;
dispuestas de tal manera que mientras una permanece estacionaria dentro del
sistema (fase estacionaria), la otra se desplaza a lo largo de ella (fase movil). La
clave de la separacion en cromatografia es que la velocidad con la que se mueve
cada sustancia que depende de su afinidad relativa por ambas fases (equilibrio de
distribucion). En el experimento de Tswett, la separacién de los pigmentos
vegetales se logré gracias a que cada uno de ellos tenia una afinidad diferente por
las fases. En general, los componentes mas afines a la fase estacionaria avanzan
lentamente (seran mas retenidos) mientras que los mas afines a la fase movil
(seran menos retenidos) se mueven con mayor rapidez. Por consecuencia, la fase
movil (columna, placa o papel) funciona como un controlador de la velocidad de
cada sustancia que constituye la mezcla, logrando asi su separacion y mediante el

uso de un detector, su caracterizacion quimica. (Garritz; et. al. 2001)
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Existen muchas maneras de clasificar los métodos cromatograficos, por el
mecanismo de retencidn-separacion, es decir el tipo de equilibrio implicado en la
transferencia de los solutos entre las fases donde se puede encontrar la
cromatografia de reparto, de adsorcion y de exclusién. Segun la forma de contacto
entre las fases se denomina la columna o superficie plana como se puede

observar a continuacion En la Tabla 5.

Tabla 5: Tipos de cromatografia plana y de columna

TECNICA FASE MOVIL FASE ESTACIONARIA
Cromatografia plana
Cromatografia en capa fina Liquido (menos polar) | Sélido (polar)
Cromatografia en papel Liquido (menos polar) | Sélido (polar)
Cromatografia en columna
Cromatografia de gases Gas Sélido o liquido
Cromatografia liquida en fase inversa Liquido (polar) Sélido o liquido (menos polar)
Cromatografia liquida en fase normal Liquido (menos polar) | Sélido o liquido (polar)
Cromatografia liquida de intercambio iénico | Liquido (polar) Sélido
Cromatografia liquida de exclusién Liquido Sélido
Cromatografia liquida de adsorcién Liquido Sélido
Cromatografia superfluidos criticos Liquido Sélido

También se puede clasificar teniendo en cuenta la fase estacionaria, la
dimensionalidad, escala fisica y gradientes y finalmente segun su fase movil
clasificandose en esta ultima en Cromatografia de gases que puede ser a través
de dos sistemas, gas- liquido y gas-sdlido y Cromatografia liquida donde el
eluyente es un liquido y puede ser liquido-liquido, liquido-sdlido (Pontificia

Universidad Javeriana; et.al. 2011).
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5.2. Extraccion en fase sélida (EFS-SPE)

En la actualidad la extraccién en fase sdlida es la técnica de pre concentracion
mas utilizada debido a que el consumo de disolventes organicos es reducido, los
tiempos requeridos para la extraccion son cortos y la manipulacion de la muestra

es pequena.

Esta técnica se aplica pasando una disolucion que contiene analitos(s) sobre una
fase solida (o fase estacionaria) que lo(s) adsorbe especificamente. La fase sdlida
suele estar compactada en el fondo de una columna. Después de la adsorcidn, los
analitos se eluyen con una pequefa cantidad de otro disolvente extractor, con el
que interaccionan mas fuertemente que con la fase estacionaria. En este tipo de
extraccion es fundamental la seleccion de la fase sdlida, en funcién de la fase

sélida podemos clasificar la extraccion EFS en diferentes tipos:

e Fase reversa: la extraccion EFS en fase reversa se caracteriza porque la
fase liquida es polar y la fase solida es apolar, de modo que los analitos no-

polares o de polaridad media son retenidos en la fase sdlida.

e Fase normal: la extraccion EFS en fase normal se caracteriza porque la
fase liquida es apolar o de polaridad media (acetona, hexano, disolventes
clorados) y la fase sélida es polar, de modo que son los analitos polares lo

que quedan retenidos en la fase sélida.

e Intercambio idnico: la extraccion EFS de tipo intercambio idnico se
caracteriza porque la fase sélida contiene grupos cargados. La fase liquida
generalmente es acuosa, si bien puede ser también organica. En funcién de
la naturaleza de la fase sélida se distingue entre intercambio aniénico: SAX,
MAX (aminas cuaternarias), WAX (NH2), e intercambio catiénico: SCX,
MCX (acidos sulfénicos), WCX (COOH).
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Ademas todo el proceso de medida puede automatizarse conectando la extraccion
en fase solida en linea con la cromatografia de gases (CG) o con la cromatografia
liquida (CL). Ademas existen diferentes tipos de solventes que se seleccionan en
funcién de los analitos que se quieran determinar, y se comercializan en forma de
discos o cartuchos. Podemos diferenciar cinco tipos: de silices entrelazadas, de
carbén, poliméricos, inmuno solventes, y polimeros de huella molecular. Los
analitos retenidos se disuelven generalmente con volumenes pequefios de un

disolvente organico. (Chafer, et. al., 2006).

Las extraccion en fase sélida se asemeja a un proceso de cromatografia liquida en
columna abierta, de hecho algunos de los términos empleados en este proceso
son similares a los empleados en cromatografia. Sin embargo, la extraccion en
fase sdlida no puede ser considerada como un proceso cromatografico en el
sentido de que se obtengan separaciones de diferentes moléculas. La extraccion
en fase sodlida separa grupos de moléculas con propiedades similares. Por
ejemplo: una técnica de extraccion en fase sélida podra separar todas las
moléculas de plaguicidas presentes en una muestra de agua de las moléculas
disueltas con propiedades quimicas (carga y polaridad) diferente a las de
plaguicidas. La separacion e identificacion de las diferentes moléculas de
plaguicidas, inicialmente aisladas en la extraccion, debera realizarse

posteriormente por cromatografia de gases (Sogorb; et.al., 2004.).

La extraccion en fase solida es una técnica de preparacion de muestra que limpia
y concentra muestras antes del analisis y puede ser empleada de dos formas

distintas:

1) La muestra pasa a través de un lecho de fase sélida que retiene los

interferentes mientras que los analitos eluyen (menos comun);
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2) La muestra pasa a través de un lecho de fase sdélida que retiene los analitos
y, posiblemente, algunos interferentes. Estos se eliminan del lecho y
después se eluyen los analitos. La elucion puede ser realizada con un
pequeio volumen de disolvente para concentrar la muestra, aumentado los

limites de deteccion y simplificando el analisis (mas comun).

Para su aplicacion practica se emplean dispositivos comerciales que contienen
entre 50 y 1000 mg de particulas porosas. Cuando la disolucion que contiene los
analitos pasa a través del adsorbente activado, se produce una retencion de éstos
junto con compuestos interferentes de los diferentes tipos de muestras.
Seguidamente se realiza una etapa de lavado con la que se pretende eliminar los
interferentes que hayan podido quedar retenidos. Finalmente, los compuestos de
interés se eluyen mediante el paso del volumen necesario de una disolucion

adecuada.

El formato mas comun de los dispositivos comercializados para aplicar la
extraccion en fase solida se introdujo a finales de los afios 70 y consiste en
columnas fabricadas principalmente en polipropileno. El adsorbente se mantiene
fijo gracias a dos filtrados que normalmente son particulas de polipropileno
sinterizadas. El tamano de las particulas, que esta entre 40 y 60 pm de diametro,

es tal que permite el paso de liquidos con una ligera succion.

Este formato presenta sin embargo ciertos problemas si el volumen de muestra es
elevado o si contiene particulas en suspension. Para solventar estos
inconvenientes, a principios de los afios 90 se introdujo el uso de discos, de
aproximadamente 0.5 mm de grosor y entre 4 y 96 mm de diametro. La demanda
creciente de dispositivos adecuados con el objeto de permitir el analisis simultaneo
de un elevado numero de muestras, origind en 1997 el disefo del formato de 96
pocitos. En este dispositivo, cada pocito contiene un pequeio disco 0 un

minicartucho, con menos de 50 mg de material adsorbente. Por lo tanto, el
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volumen de eluyente es minimo, entre 100 y 200 pL de disolvente. (Nimer; et. al.,
2006)

Acondicionamiento Pasar la muestra Eliminar Recuperacion

interferencias
' i

’

Figura 2: Pasos en la extraccion en fase sélida.

5.3. Cromatografia de gases (GC)

Esta técnica permite el analisis rapido y exacto de gases, vapores liquidos;
permitiendo identificar los componentes individuales de las mezclas gaseosas.
Fue iniciada a finales de 1952 y se ha desarrollado notablemente en separacion,
identificacion y determinacién de compuestos volatiles (gases y liquidos) de
puntos de ebullicion de hasta 350-400 °C. El método tiene las ventajas de ser
sensible, rapido y sencillo, y si se maneja con suficiente cuidado suministra

informacion cuantitativa exacta con cantidades muy pequefias de muestra.

En cromatografia de gases (GC) la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de una columna cromatografica. La elucién se produce por el flujo de una fase
movil de un gas inerte, cuya Unica funcion es la de transportar el analito a través
de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases: la cromatografia Gas-

Solido (GCS) y la cromatografia gas liquido (GLC).
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La cromatografia gas-liquido tiene gran aplicacion en todos los campos de la
ciencia y su denominacion se abrevia normalmente como cromatografia de gases
(GC). (Skoog, et. al., 2001)

Las areas de aplicacion son muy diversas y abarcan practicamente todas las

actividades en las que interviene la quimica, como por ejemplo en:

» El analisis de drogas y farmacos en fluidos biolégicos como la saliva, la
sangre o la orina;

» En seguir la transformacion de las sustancias responsables de la
transmision neurologica;

» En determinar la presencia de contaminantes en el medio ambiente;

» En realizar el control de calidad de los productos quimicos y farmacéuticos
manufacturados; en fin, la lista de ejemplos es interminable. (Garritz; et. al.,
2001).

5.3.1. Instrumentacién

Los componentes basicos de un instrumento para la cromatografia de gases se
muestran en la figura 3, el caudal de gas se divide antes de entrar en la columna,
este tipo de disposicion se utiliza cuando el detector empleado mide un cambio en
las propiedades de la corriente de gas por la presencia de las moléculas de

analito.

Gas portador. Los gases portadores deben ser quimicamente inertes, se
encuentran el helio, nitrégeno y el hidrogeno. Con el suministro de gas se
encuentran asociados los reguladores de presidn, mandmetros y medidores de
caudal. Ademas el sistema de gas portador contiene a menudo un tamiz molecular
para eliminar el agua u otras impurezas. Los caudales se controlan normalmente

mediante un regulador de presion de dos niveles colocado en el cilindro de gas, y
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algun tipo de regulador de presion o regulador de flujo instalado en el

cromatografo (Figura 3).

Microjeringa
Divisor de fluj T :
’mrli—’i Electrometro
Septum o puente
Regulador ™.
de flujo =
Regulador DAC
de presicn [
T
(A Ordenador

@ 1Dp

Columna

Gas portador

Horno termaostatizado

Figura 3. Esquema del Gas portador.

Sistema de inyeccion de muestra. La eficacia de la columna requiere que la
muestra sea de un tamano adecuado y que sea introducida como un <tapon> de
vapor, la inyeccion lenta de las muestras demasiado grandes provoca un
ensanchamiento de la bandas y una pobre resolucién. EIl método mas comun de
inyeccion de muestra implica el uso de una micro jeringa para inyectar una
muestra liquida o gaseosa a través de un diafragma o <septum> de goma de
silicona en una camara de vaporizacion instantanea situada en la cabeza de la
columna (la camara normalmente se encuentra a unos 50°C por encima del punto

de ebulliciéon del componente menos volatil de la muestra). (Figura 4).
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Figura 4. Sistema de inyeccion de la muestra

Configuraciéon de la columna y del horno para la columna. En cromatografia
de gases se usan dos tipos generales de columnas, las rellenas, y las abiertas o
capilares. Hasta la fecha la mayor parte de las cromatografia de gases se ha
realizado con columnas rellenas. Sin embargo, en la actualidad esta situacion esta
cambiando rapidamente y parece probable que en un futuro préximo, excepto para
ciertas aplicaciones especiales, las columnas de relleno sean sustituidas por

columnas abiertas mas eficaces y rapidas.

Las columnas cromatograficas varian desde menos de 2 m hasta 50 m de longitud
0 mas y presentan un diametro interior entre 2 y 4 mm. Estan fabricadas con acero
inoxidable, vidrio, silice fundida o teflén. La eficiencia de resolucion de una
columna, a menudo se expresa segun el numero de platos tedricos por analogia
con la destilacion, logrando alcanzar los 500.000 platos tedricos en columnas

capilares.
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La temperatura de la columna es una variable importante, la elevacion de la
temperatura del horno en el que se encuentra la columna aumenta la velocidad de
elucién en cromatografia gas-liquido de la misma forma que el uso de un
disolvente mas polar en la cromatografia de columna, por lo tanto el equivalente
directo del gradiente de elucion es la programacion de temperatura en la que se
puede ir aumentando la temperatura de la columna durante el analisis para
acelerar la velocidad de elucion de los componentes menos moviles de la mezcla,
es por ello la columna normalmente se introduce dentro de un horno de
temperatura controlada, la temperatura 6ptima de la columna depende del punto

de ebullicién de la muestra y del grado de separacién requerido,

Sistemas de deteccion. El detector ideal para cromatografia de gases tiene las

siguientes caracteristicas:

1.- Adecuada sensibilidad

2.- Buena estabilidad y reproducibilidad

3.-Respuesta lineal para los solutos que se extienda a varios 6rdenes de magnitud
4.-Intervalo de temperaturas de trabajo comprendido desde la temperatura
ambiente hasta al menos 400°C

5.-Tiempos de respuesta cortos que sean independientes del caudal

6.-Alta fiabilidad y manejo sencillo

7.-Respuesta semejante para todos los solutos o por el contrario una respuesta
selectiva y altamente predecible para uno o mas tipos de soluto

8.-No destructivo de la muestra.
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5.4. Espectrometria de masas

Inicialmente el uso de la espectrometria de masas (EM) estaba limitado a
laboratorios de investigacion en fisica y quimica, asi como en las industrias del
petréleo y farmacéutica. Desde la década de los afios 60 del siglo XX, se ha
utiizado también en el area de la quimica clinica y en los laboratorios de

diagnostico. (Chace; et. al., 2001)

La EM es una técnica instrumental universal, especifica y altamente sensible que
permite la separacion, identificacién y cuantificacién de moléculas, basada en su
relacion masa/carga (m/z), en diferentes matrices (liquidas, sdlidas), después de

su ionizacion. (Chace; et. al. 2005)

De manera simple, los espectrometros de masas podemos describir como
“‘instrumentos que pesan moléculas”, que son muy pequefas para ser pesadas en
una escala tradicional. Para estimar el tamafo de una molécula de agua podemos
decir que para llenar una cuchara pequefia se necesitan aproximadamente
60x102?" moléculas. Los espectrometros utilizan una propiedad que poseen todas
las moléculas: la masa. Cada molécula tiene una masa unica, por ejemplo, una
molécula de agua pesa 3x10?® gramos; la masa de una molécula de cloruro de
sodio (sal de mesa) es 9.6x10° gramos y la de la sacarosa (aztcar de cafia) es

5.6x102? gramos.

Para explicar como funciona un espectrometro de masas, podemos hacer una
analogia con una maquina contadora de monedas: si hay una mezcla de monedas
de distintas denominaciones (que seria equivalente a la masa), primero las
clasifica, en monedas de 10 centavos seguidas de las de 20 y 50 centavos;
posteriormente habria monedas de 1, 2 y 5 pesos y en ultimo lugar, monedas de

10 pesos. Posteriormente determina cuantas hay de cada denominacion.
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En el caso de un espectrometro de masas, se obtiene el informe de qué moléculas
estd compuesta una mezcla y en qué cantidad esta presente cada una de ellas. El
principio de la espectrometria de masas es la produccion de iones a partir de
compuestos neutros y la observacion de la subsiguiente descomposicion de esos
iones. Estos iones descompuestos (fragmentos que también poseen carga) se
mueven rapidamente y son “clasificados” de acuerdo a su relacion m/z (masa/n°
de cargas del i6n). El espectrdmetro de masas no sol6 clasifican los fragmentos,

sino que ademas mide la cantidad de ellos que se forman.

Cuando a una molécula se le suministra una determinada energia la molécula se
fragmenta siguiendo un patrén concreto en el que se obtienen siempre los mismos
fragmentos y en la misma relacién de intensidad. Este patron concreto se
representa graficamente en el espectro de masas, al que denomina por esta razén
“huella digital de la sustancia”. De esta forma, el espectro de masas permite la

identificacion inequivoca de las moléculas.

Un equipo de espectrometria de masas consta de cinco modulos fundamentales:
1) sistema de introduccién de muestra, 2) fuente de ionizacién, 3) analizador de

masas, 4) detector y 5) procesador de datos (Figura 5). (Chace; et.al., 2002).

[Introduccion de muestra]

A\ 4
|[Fuente de ionizacion ————»|Analizador de masas Detector

Y
IProcesador de datos |

Figura 5. Componentes de un equipo de espectrometria de masas

La funcion de la fuente de ionizacion en un equipo de MS es aplicar energia a la
muestra para generar moléculas cargadas positiva o negativamente, ya que para
medir las moléculas por EM éstas deben estar “eléctricamente cargadas” (iones).
Ver Tabla 6. (Spitzer; et. al., 2008).
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Tabla 6: Tipos de ionizacion.

Siglas

Cl

El

ESI

FAB

MALDI

Tipo de
analito

Volatil,
compuestos
organicos
como
alcoholes,
gases metano,
butano.

Volatil,
moléculas
pequenas
como acidos
organicos,
carbohidratos,
aminodacidos.
No

aminoacidos,

volatil,

acilcarnitinas,
vitaminas,
esteroides.
Carbohidratos,
organometales

, péptidos.

Péptidos,
proteinas,

nucledtidos.

de

ionizacion

Tipo

Suave

Fuente

Suave

Suave

Suave

Modo

ionizacion

de

Colisibn con gas

(metano, amonio) y

aplicacion de
energia  eléctrica
de manera
simultanea.
Aplicacién de
energia  eléctrica
(70eV)

Aplicacién de

energia eléctrica

Bombardeo con un

gas inerte
Aplicacién de
energia mediante
rayo laser.

40



Capitulo V

Existen técnicas de ionizaciéon en las que la energia impartida hace que las
moléculas so6lo adquieran carga (ionizacion suave) y técnicas de ionizacion en las
que la energia impartida es de mayor magnitud, por lo que la molécula se rompe y
forma fragmentos cargados. Las moléculas que soélo adquirieron carga sin ser
fragmentadas se conocen como iones moleculares; las moléculas que ademas de

ionizarse se fragmentaron se conocen como productos o fragmentos iénicos.

Los iones provenientes de la fuente de ionizacidén pasan al analizador de masas,
que tiene como funcion separarlos y ordenarlos de acuerdo a su m/z. El intervalo
de m/z, su precision y exactitud dependen del tipo de analizador que se utilice.
Tabla 7. (Griffiths; et. al. 2001)

Tabla 7: Ejemplos de analizadores de masas con intervalo de masa y exactitud

Analizador de masas Intervalo de masa Exactitud
(Da) (PPM)
Cuadropolo (Q) 2-2,000 100-1,000
Tiempo de vuelo (TOF) 10,000-20,000 10-100
Transformada de Fourier 100,000-1X10° 0.1-1
(FTMS)

Espectrémetro de masa cuadrupolar: son normalmente menos caros y mas
robustos que los de sector magnético, ademas también ofrecen la ventaja de
emplear tiempos de barrido pequenos (<100ms), lo cual es particularmente util
para realizar barridos de picos cromatrograficos en tiempo real. Son, con

diferencia los mas utilizados hoy en dia.

Analizadores de masas de tiempo de vuelo (TOF): en estos aparatos se
producen los iones positivos periddicamente por bombardeo de la muestra con
impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones generados por laser.
Los iones producidos de esta forma son acelerados en un tubo analizador libre de
campo mediante un campo eléctrico pulsante de 103 a 104 V. La separacién de

los iones en funcion de la masa se produce durante su recorrido hacia el detector,
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situado al final del tubo. Estos aparatos presentan ventajas como la robustez,
simplicidad, facil acceso a las fuentes de iones y el virtualmente ilimitado intervalo

de masas, pero tienen no obstante una sensibilidad y una resolucién limitadas.

Transformada de Fourier (FT): Como sucede con los instrumentos de infrarrojo y
de resonancia magnética nuclear, los espectrometros de masas de transformada
de Fourier proporcionan mejores relaciones sefal/ruido, velocidades mayores y

sensibilidad y resolucion mas elevadas.

La parte fundamental de un instrumento de transformada de Fourier es una trampa
de iones en la cual los iones circulan en orbitas bien definidas durante largos
periodos. Tales cavidades se construyen aprovechando el fenémeno de
resonancia ionica ciclotrénica. La resolucidn es espectrometria de masas de
transformada de Fourier esta limitada por la precisibn en la medida de la
frecuencia mas que por las rendijas o las medidas de campo.
Es posible alcanzar una resolucion extremadamente elevada (superior a 106)

dado que las medidas de frecuencia se pueden realizar con elevada precision.

El detector registra y amplifica la sefial proveniente del analizador de masas,
posteriormente la envia al procesador de datos en donde esta informaciéon se
registra en forma de espectro de masas, que es una representacion grafica de los
iones separados por su valor de m/z y ajustados de acuerdo al porcentaje de las

especies mas abundantes en la muestra.

Este espectro de masas del patrén corresponde a la fragmentacion de los
compuestos, obtenido mediante un equipo con fuente de ionizacién por impacto
electronico. Cada pico representa un fragmento de la molécula. Este tipo de MS es
util para la identificacion de compuestos por su patrén de fragmentacion. (Spitzer;
et. al., 2008)
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Las caracteristicas mas importantes de esta técnica son:

¢ Alta sensibilidad: la cantidad de muestra necesaria es pequefisima.
e Elevada resolucion: permite el analisis de mezclas
e Facilidad y comodidad: las muestras pueden ser liquidas o sdlidas o bien

disueltas en disolventes adecuados.

5.5. El acoplamiento de la cromatografia de gases a espectrometria de
masas (GC-MS)

El uso de un espectrometro como el detector en cromatografia de gas fue
desarrollado durante los afos 50 por Roland Gohlke y Fred McLafferty. Estos
dispositivos sensibles eran abultados, fragiles y limitados originalmente a las
dimensiones de los laboratorios. El desarrollo de la tecnologia ha ayudado en la
simplificacion del uso de este instrumento, también mejorando la cantidad de
tiempo que toma para analizar una muestra. Esto ha conducido a su extensa

adopcién en numerosos campos. (Gohlke; et. al. 1993)

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de
conseguir la separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados,
detectados e incluso cuantificados todos los componentes individuales de una
muestra problema, el unico dato de que disponemos para la identificacion de cada
uno de ellos es el tiempo de retencibn de los correspondientes picos
cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca,
sobre todo cuando se analizan muestras con un niumero elevado de componentes,

como es frecuente en cromatografia de gases capilar.
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Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi
inequivoca cualquier sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar
los componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus
componentes, debido a la extrema complejidad del espectro obtenido por

superposicion de los espectros particulares de cada componente.

Por lo tanto, la asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS
(“Mass Spectrometry”) da lugar a una técnica combinada GC-MS que permite la

separacion e identificacion de mezclas complejas.

La utilizacion de la cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de
masas requiere sistemas especiales de conexion. En principio, se trata de dos
técnicas que trabajan en fase gaseosa y necesitan una muy pequefa cantidad de

muestra para su analisis, por o que son muy compatibles.

La muestra se inyecta en el cromatdgrafo de gases, se separa en la columna
cromatografica, obteniendo la relacion sucesiva de los componentes individuales
aislados que pasan inmediatamente al espectrometro de masas. Cada
componente es registrado en forma de pico cromatografico e identificado por el

espectrometro mediante sus respectivos espectros de masas.

En este proceso, el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los
espectros, actua como detector cromatografico al registrar la corriente idnica total,
cuya representacion grafica constituye el cromatégrama o “TIC” (total ion current).
En efecto, la corriente ionica generada por todos los iones da lugar a un pico

gaussiano de area proporcional a la concentracién del compuesto detectado.
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En el caso de mezclas complejas, el cromatégrama obtenido puede presentar
muchos picos, algunos de ellos muy proximos, resultando dificil la identificacidon
rapida y fiable de algun compuesto de interés. Cuando se desea explicitamente
localizar la presencia de uno o varios compuestos determinados, de espectro
conocido, con la mayor rapidez o con la maxima sensibilidad posible se recurre a
la técnica de deteccion SIR (“selected ion recording”). En esta modalidad de
trabajo se detectan solamente algunas masas de interés, en lugar de trabajar con
el total de los iones (TIC). De esta forma, se aumenta la selectividad del método,

reduciéndose las interferencias.

5.6. El uso del HPLC acoplado EM en el analisis de los diuréticos

La historia de la Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas (LC/MS)
comienza en los afnos 70 cuando algunos laboratorios decidieron investigar las
posibilidades combinar la cromatografia liquida (LC) y la espectrometria de masas
(MS). Después de mas de 30 afios de investigacion (fundamentalmente en el
campo de las interfaces que permitian el optimo acoplamiento de ambas técnicas)
se pudo conseguir al fin desarrollar instrumentos robustos y capaces de llevar a

cabo analisis rutinarios que rapidamente se comercializaron.

La introduccion de la LC/MS en los Laboratorios de Control de Dopaje como
técnica de analisis fue después de este desarrollo y se llevo a cabo con el fin de
solucionar dos importantes problemas a los que los laboratorios se estaban

enfrentando:

» Por un lado, la dificultad de alcanzar los niveles minimos de concentracion
requeridos (MRPLs) por la Agencia Mundial Antidopaje (WADA).

» Por otro, la dificultad de introducir en los métodos de analisis ya
desarrollados el cada vez mayor numero de sustancias enumeradas en la

Lista de sustancias prohibidas.
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Tradicionalmente los analisis de Control de Dopaje se habian realizado mediante
Cromatografia de Gases Espectrometria de Masas (GC/MS). Sin embargo esta

técnica presentaba algunas limitaciones:

» Derivatizacion: Muchos compuestos que no son volatiles y que poseen
grupos polares deben ser derivatizados para poder ser analizados por
GC/MS, es decir, es necesario transformar la estructura protegiendo esos
grupos polares para hacerlos mas volatiles. Sin embargo algunos
compuestos no derivatizan bien: como es el caso de la tetrahidrogestrinona
(THG) y la gestrinona, que al derivatizarlos con O-trimetilsilano (OTMS)
forman tres derivados diferentes cada uno de los cuales presenta un
espectro de masas distinto; es también el caso de los glucocorticoides, que
poseen multiples grupos hidroxilo susceptibles de reaccionar con los
agentes de derivatizacion mas comunmente empleados; o el caso de los
diuréticos, para los que es imposible obtener derivados metilados

adecuados para algunos de ellos (benztiazida).

» Termolabilidad: Para ser introducidos en el sistema de cromatografia
gaseosa los compuestos deben ser vaporizados a altas temperaturas.
Estas temperaturas degradan los compuestos termolabiles, como es el
caso del estimulante Mesocarbo (Sidnocarbo) un estimulante que se
desarrollo en la URSS en la década de los 70’s, se ha demostrado que
actua como un inhibidor de la receptacion de la dopamina, que es de acciéon

mas lenta pero de mayor duracion y menos toxico que la dextro anfetamina.

» Compuestos de alto peso molecular: La GC/MS no permite analizar
péptidos o proteinas debido a que son compuestos dificiles de vaporizar
porque son pesados, poseen muchos grupos polares y ademas son

termolabiles.
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Esquema 1: Estructura de los tres derivados que forma la gestrinona por GC/MS.

La implementacién de la LC/MS en los Laboratorios de Control de Dopaje ha
permitido resolver algunos de estos problemas faciimente. Ademas la LC/MS ha
permitido ampliar el campo de aplicacion de la Espectrometria de Masas a
moléculas mas polares y mas pesadas. Esto ha abierto nuevas vias de
investigacién en los Laboratorios de Control de Dopaje ya que han empezado a
desarrollarse métodos de analisis por LC/MS/MS para sustancias que hasta el
momento eran indetectables por EM, como las hemoglobinas e insulinas sintéticas

o los expansores de plasma.

5.6.1 Cromatografia Liquida

La Cromatografia Liquida es un método de separacién fisico en el que los
componentes de una mezcla que han de ser separados son distribuidos
selectivamente entre dos fases inmiscibles: una fase mdvil (liquida) y una fase
estacionaria (un sélido empaquetado en una columna). El proceso cromatografico
ocurre como resultado de repetidos pasos de absorcion/desorcion durante el
movimiento de los analitos a lo largo de la fase estacionaria. La fase movil esta
compuesta de una mezcla de disolventes de diferente polaridad, mientras que la
fase estacionaria estd compuesta de un material (como silice, alumina o algun
polimero) que puede sufrir ciertas modificaciones. Existen varios mecanismos de
separaciéon en funcion de como sea la naturaleza de esa fase: La fase normal
(silice no modificada), fase reversa (silice modificada de materiales poliméricos),

intercambio iénico (silice modificada con cargas idnicas fijas).
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La fase reversa es el mecanismo de separacion mas ampliamente utilizado y es
adecuado para el analisis de compuestos con cierta polaridad. Para obtener esta
fase ligada por modificacidon de la silice, se hace reaccionar la superficie de la
silice con un organosilano que posee como ligando una cadena alquilica de 4, 8,

12, o 18 carbonos.

No todos los silanoles (SiOH) de la superficie silice reaccionan con estos ligandos.
Esto ocasiona que los compuestos polares sufran interacciones secundarias con
estos grupos (mayor retencién) y que se observen colas en los compuestos
basicos. Con el fin de evitar estas interacciones se han desarrollado otras técnicas
como “endcaping” (se hace reaccionar un segundo pequefio silano,
trimetilclorosilano, con los silanoles libres de la superficie de silice) o los grupos
embebidos polares (“embedded polar groups”, que son grupos polares embebidos
en la cadena alquilica de 4,8 y 12 carbonos que bloquean la interaccién del analito
con los silanoles libres). El objetivo en ambas técnicas es eliminar las
interacciones secundarias por puentes de hidrogeno entre los analitos polares y

los silanoles que deforman los picos cromatograficos (aparicion de colas).

5.7. Disolucién de la muestra y seleccion de la fase movil

La disolucion de la muestra juega un papel muy importante en la LC/MS. Es
necesario disolver el analito en un disolvente que sea lo mas parecido en
polaridad a la fase movil del sistema cromatografico y ademas es necesario
comprobar que el analito sea soluble en dicha fase movil. Generalmente se utiliza
como fase movil (y como disolvente de la muestra) diferentes proporciones de

agua destilada o algun tampoén con metanol y/o acetonitrilo.

Algunos de los tampones comunmente utilizados en la cromatografia liquida no

deben ser utilizados en LC/MS. Tales aditivos son:
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» Sales o tampones no volatiles (NaCl, fosfatos). Interfieren en la ionizacion y
forman aductos fuertes con los analitos que dificultan el espectro y

minimizan la senal.

> Acidos inorganicos (&cido clorhidrico o sulflrico): Pueden suprimir la sefial.

» Trietielamina (TEA) y acido trifluoroacético (TFA): Son aditivos ampliamente
utilizados en LC y que deben ser evitados en LC/MS ya que ambos
producen un alto ruido de fondo y una supresién de la sefal el primero en

ionizacion positiva y el segundo en ionizacidén negativa.
No obstante, es recomendable utilizar fases mdviles tamponadas con el fin de
mantener el equilibrio en la distribucién i6nica de muchos analitos acidos y

basicos.

En LCMS se utilizan tampones volatiles, algunos de los cuales se describen en la
Tabla 8.

Tabla 8: Algunos tampones volatiles mas comunmente empleados en LC/MS

Buffer pKa Rango pH
Formiato 3.8 2.8-4.8
Acetato 4.8 3.8-5.8
Amonio 9.2 8.2-10.2
Bicarbonato 9.0 8.0-10
Dietilamina 10.5 9.5-11.5
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5.8. lonizacion de los analitos

La combinacion de la Cromatografia Liquida y el alto vacio requerido por la
Espectrometria de Masas ha sido un proceso limitante en el desarrollo de la
LC/MS.

La LC/MS no se empezé a utilizar en analisis rutinarios hasta el desarrollo de
diversos sistemas de ionizacion que solucionaron estas incompatibilidades del
pasado entre la LC y la MS. A diferencia de GC/MS donde la evaporacion del
analito y la ionizacién del mismo ocurren en lugares muy diferenciados (portal de
inyeccion del GC y fuente de ionizacion del EM, respectivamente), en LC/MS estos
dos procesos ocurren en la interface o fuente de ionizacion. Las fuentes de

ionizacion mas utilizadas en analisis de rutina son:

» lonizacion Electrospray (ESI).

» lonizacion Quimica a Presion Atmosférica (APCI).

Aunque es menos utilizado en andlisis rutinario (es una técnica mas cara y cubre
el rango de aplicacion de la GC/MS) también es necesario nombrar la
fotoionizacion Quimica (APPI), que es una variante de la APCI que permite ionizar

compuestos mas apolares.

5.9. lonizacion Electrospray (ESI)

Su principal caracteristica es que permite obtener espectros de masas de grandes
moléculas (proteinas, péptidos, polimeros). Aunque también puede ser utilizado en
el analisis de moléculas de bajo peso molecular. En el proceso de ionizacion no
emplea elevadas temperaturas, por lo que no descompone las moléculas

termolabiles (proteinas, péptidos y otras moléculas de bajo peso molecular).
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La ionizacién se produce en fase liquida, lo que permite obtener espectros en
modo positivo y negativo. Sin embargo, requiere que los iones estén preformados
en disolucion. Esto puede ser favorecido por ajuste del pH de la fase mdévil, por
afinidad de aditivos catidnicos o aniénicos o por inducciéon de carga via la

derivatizacion del analito.

Se obtienen 6ptimos resultados con compuestos que son iones en disolucion
(acidos y bases), compuestos polares a los que se les puede inducir carga,
compuestos con heteroatomo. Sin embargo, no funciona bien con compuestos

apolares.

5.10. Electrospray positivo

ESI es una ionizacidbn suave que produce principalmente iones moleculares
protonados, [M+H]+. Para moléculas de bajo peso molecular el ESI+ produce sélo
un pico el MH+ de masa M+1. Para pequefios péptidos con varias cadenas
aminadas podemos formar iones multicargados: MH+, MH22+y MH33+. Estas
especies pueden analizarse por EM a pesar de que la masa de ellas sea del orden
de 300Dalton porque el espectro de masas determina el valor m/z, esto es la masa

dividida por la carga.

Algunos ejemplos de sustancias que funcionan bien mediante ionizacién positiva
son las aminas que o bien son basicas y pueden ser facilmente protonables o bien
son ya iones por naturaleza (aminas cuaternarias R4N+). Pero puede funcionar
con otras sustancias como alcoholes (las condiciones fuertemente acidas que
ocurren cuando las gotas de disolucién se evaporan en la fuente de ionizacion
permiten ionizarlos) o con moléculas con enlaces multiples (THG, gestrinona) que

pueden acomodar cargas positivas facilmente.
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5.11. Electrospray negativo

El ESI- produce iones iones [M-H]- de masa M-1. Al igual que la ionizacion positiva
puede producir iones multicargados (en el analisis de ADN). Se obtienen 6ptimos

resultados en la ionizacion de analitos acidos.

5.12. Factores que afectan la ionizacion en ESI

Uno de los factores que mas afecta a la eficacia de la ionizacién ESI es el pH. La
ionizacion negativa esta favorecida a pH basico (acidos desprotonados), mientras

que el ESI positivo a pH acido (bases protonadas).

ITMOSPHERIC PRESSURE coran e FACUUM |
1. Formation of L.

b Coulomis
charged droplets 1

euplosion

2, Exaporation

Figura 6: Mecanismo de ionizacion por ESI

5.13. Analizadores

Después de la ionizacién de la muestra el espectrometro de masas debe llevar a
cabo la separaciéon de los iones producidos. Este proceso ocurre en el analizador
de iones. Los iones formados en la fuente de ionizacion son separados o filtrados

en funcién de su relacién masa/carga mediante campos eléctricos y magnéticos.
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El analizador es la parte esencial de un espectrometro de masas y de la que
dependen en mayor grado las caracteristicas mas importantes del sistema, tales
como la resolucién, sensibilidad, rango de masas, capacidad para la medida

exacta de masas.

Los analizadores mas comunmente acoplados a un cromatografo liquido son:
cuadrupolo (Q), triple cuadrupolo (QqQ), trampa de iones 3D (IT), trampa de iones

lineal (LIT), tiempo de vuelo (ToF).

El Laboratorio de Control de Dopaje de Meéxico actualmente posee varios
analizadores de masas, sin embargo solo se hablara del analizador del triple

cuadrupolo (QqQ).

5.14. Analizador Triple Cuadrupolo (QqQ)

La Figura 7 muestra un esquema de un analizador triple cuadrupolo. Consiste en
tres analizadores cuadrupolares conectados en serie. El cuadrupolo 1 (Q1) y el
cuadrupolo 3 (Q3) estan formados por cuatro barras o polos de seccion cilindrica,
alineadas paralelamente entre si y equidistantes de un eje central imaginario
situado sobre el eje Z. Mediante la aplicacién a cada pareja de barras opuestas de
voltajes variables de corriente continua (DC) y de radiofrecuencia (RF)
superpuestos podemos conseguir que los cuadrupolos puedan realizar las

siguientes funciones:

» Transferir iones: Se minimiza la dispersion de los iones haciendo que el haz
de iones sea lo mas empaquetado posible. Este pasa a través de los
cuadrupolos siguiendo trayectorias oscilantes estables que les conducen al

detector o al siguiente analizador.
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» Escanear iones: Los iones comprendidos en un rango m/z determinado
pasan por las cuatro barras, siguiendo trayectorias oscilantes estables,
mientras que las demas masas, al seguir trayectorias inestables son

desviadas del conjunto de las barras.

» Seleccionar iones: En este caso solo los iones con un especifico m/z siguen

trayectorias oscilantes estables.

Quad Mass Filter (Q1) Quad Mass Filter (Q3)

\ ] | e | | ]
/Il | = | [

lon source

Collision Cell

Figura 7: Imagen de una analizador QqQ.
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6. ANALISIS DE DIURETICOS EN UN LABORATORIO CONTROL DE
DOPAJE

6.1. Proceso

El método de cribado del analisis de los diuréticos involucra la extraccion y pre
concentracion de los analitos en una muestra de orina, para posteriormente formar
los metil derivados y finalmente ser analizados por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas. (Beyer; et. al., 2005) (Morra; et. al., 2006), o
bien, por cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas en
tandem (Deventer; et. al., 2002) (Qin; et. al., 2003) (Sanz-NebotV; et. al., 2001)
(Thieme; et. al., 2001). Hoy en dia, la mayoria de esos métodos de rutina usados
para la detecciéon de diuréticos o para la caracterizacion de sus metabolitos estan

basados en estos conceptos, como se muestra en el Diagrama de flujo No. 1.

La cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas permite la
separacién cromatografica de compuestos polares sin la necesidad de la
derivatizacion y, al menos en el modo de fase reversa, la preparacion de la
muestra se simplifica debido a la compatibilidad entre la muestra acuosa y el
sistema analitico ya que en el analisis de la mayoria de los agentes dopantes en la
prevencion y control del dopaje su utiliza como muestra biolégica una muestra de

orina de los deportistas.

Los métodos rutinariamente usados en el cribado de los diuréticos estan
principalmente enfocados en aquellos metabolitos que son excretados sin
metabolizar en la orina. Previo al analisis de la muestra en los instrumentos
analiticos, a las alicuotas de las muestras, que consisten en 2.5 mL de orina se les
realiza una extraccion en fase sodlida y posteriormente una extraccién liquido-

liquido.
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A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

GRADILLA (identificada: # lote), conteniendo las muestras (1 alicuota de 2.5 mL para cada muestra)

= =2 O 0 ~NOOS

SN

12

29

32
33

43

44
45_

47__

+ 1 tubo con 2.5 mL de orina blanco
+ 1 tubo con 2.5 mL de orina control

[LOTE:
[LOTE:

], identificar como OB
], identificar como OC

voértex 5 seg.

PROCESADOR ESL, identificar: # lote

decantar
muestras

transferir

+ COLUMNAS BOND ELUT CERTIFY Cis, identificadas como los tubos [LOTE: ]
+ 2 mL metanol [LOTE: 1Dl ]

+2 mL H20 Milli Q [DI ]

pasar la muestra

+ 2 mL H2O Milli Q DI ]

+ TUBOS DE de rosca, identificados como las columnas
+ 2 mL metanol [LOTE: ] [DI ]
evaporar a sequedad bajo corriente de N, bafio < 50 [T: °C]
+ 25uL de ISTD

+100 yL NH4CI/NH3 pH 9.5
vortex 5 seg.

+ 0.5 g NaCl [LOTE: ]

+ 5 mL Acetato de etilo [LOTE: 1Dl ]
agitador basculante 120 mov/min, 20 min o vértex 1 min

centrifugar 3000 r.p.m., 5 min
congelar tubos a -45 °C, 15 min

[LOTE:
[LOTE:

11Dl ]
11Dl ]

GRADILLA, identificar: # lote

+ TUBOS, identificar como los otros
fase organica

v

+ Identificar tubo como: BLFM

+ |dentificar tubo como: SOL1

+ 25 L soluciéon SOL1-5a [LOTE: ]1[DI ]

evaporar bajo corriente de Np, T< 40 [T:

OC]
¥+ 100 pL de H20:ACN (90:10) [Sol:

1Dl ]
CAJA SOPORTE VIALES, identificar: # lote

+ VIALES con microvial, identificar como los tubos
transferir contenido tubos

capsular

ANALISIS INSTRUMENTAL

Diagrama de flujo No. 1: Preparacion de la muestra antes del analisis

cromatografico.
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6.2. Condiciones analiticas de los equipos

Las condiciones analiticas en los diferentes equipos que se usan son las

siguientes:

6.2.1. Condiciones de trabajo para el HPLC

El método utilizado se realizé6 en un equipo Agilent 1200 conectado a un QTrap
400 mediante un fuente de ions de “Electrospray” Turbo V™. La aguja del inyector
se lava antes de cada inyeccién. Se utiliza una columna ODS-3 Chromack Intersil
(100%x3 mm i.d., 3 ym tamano de particula), equipada con una guarda columna de
fase reversa. La temperatura de la columna se mantuvo a 28 °C durante todo el

analisis.
El flujo se mantuvo constante a 0.2 mL/min y el gradiente utilizado fue el siguiente:

de 100% A a 100% B en 12 min se mantuvo durante 6 min y a los 18 min el flujo

se cambio a las condiciones iniciales.
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A continuacion se muestran algunos

ejemplos de cromatogramas de algunos

diuréticos.

Nombre Calibracion Muestra control Muestra 200/1224 Muestra 200/1223
Piretinida impura A ‘“.g' ! ‘t.g I -
(estandar interno) 5..,.....&.“

3,00 3.00 3.00
10 10 " 10
Acetalozamida {i 'L M. \La
1.000 1.000 1.00C
. 10 10 \ 10 100
Altizida A g . "
3.00 4.00 0 4.00 3.00 4.00 ) 3.00 4.00
- 100 'Jg n - ! D_Eg ﬂ
Amilorida %3 !|| el
0 o 0 D
1.00 200 1.00 200 0o 20 100 200
o 100 10 . 1 100
Bendroflumetiazida v;} b Vo gﬁ.)k,lu n <
4.00 1.00 2.00 4.00 200
_— 1 1 00, 10
Benzotiazida g ﬁ M ot TIY) § »g g
4.00 4.00 4.00 400
L. 10 101 10
Clorotiazida a ﬁ -E A g ﬁ
1,000 1,000 1.000
_ 100 10 100 1
Furosamida ag I -% i\l“"" ol
300 4.00 4.00 A.00 4.00
- - - L ] 1 L J" I‘I A 1 j
Hidroclorotiazida E E ‘! %& A e 'zj r!
1.000 1.000 1.000 1.000

Tabla 9. Ejemplos de cromatogramas de diuréticos.

(Tomado de Thorngren; et. al. 2008.)
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7. DISCUSION

Con la informacién que se tiene en la actualidad podemos mencionar que:

» Los diuréticos son los compuestos mas ampliamente usados por los
deportistas para enmascarar el consumo de otro tipo de sustancias que
aumentan el desempeno fisico del deportista y son detectados a través de
la combinacion de diferentes técnica cromatograficas y espectrométricas
entre las que destaca y son presentadas en el presente trabajo para el
analisis de diuréticos como lo son la GC/MS y el uso del HPLC/MS/MS.

» Se presento la Normatividad Internacional que dicta la Agencia Mundial
Anti-dopaje y la cual esta compuesta por el programa mundial anti-dopaje,
el cbédigo mundial anti-dopaje y la lista de sustancias prohibidas,
presentando sus aspectos generales y mostrando como la normas son
cada vez son mas estrictas dado que cada vez aparecen nuevos agentes
dopantes en el mercado y pueden ser accesibles para los deportistas.
Lamentablemente, en nuestro pais el tema del dopaje es relativamente

nuevo.

» En el presente trabajo se muestra el analisis de diurético en un laboratorio
de control de dopaje, en el que los analitos de la muestra de orina se
extraen y pre concentran, para posteriormente formar los metil derivados y
finalmente ser analizados por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas o bien por cromatografia de liquidos acoplada a

espectrometria de masas en tandem.
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» Los diuréticos son productos que ayudan a eliminar liquidos del cuerpo,
causan una pérdida de agua por la paralizacion parcial de la reabsorcién de
agua; el rindn es el érgano principal a través del que se excretan estas
drogas, es por esta razon que la prueba se realiza sobre una muestra de

orina.
» Segun lo presentado en este trabajo de tesis, las personas que consumen

una sustancia prohibida daran resultados positivos en los analisis

realizados en un Laboratorio de Control y Prevencion del Dopaje.
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8. CONCLUSIONES

El deseo de realizar una tesis que contemplara un tema poco investigado en
México y que contemplara los aspectos sociales, farmacologicos, toxicoloégicos y

analiticos se cumplié con este trabajo de investigacion.

Se abordaron todos los temas vistos en los objetivos, presentando un panorama
general de la confirmacion de loa diuréticos por HPLC/MS/MS, y con el
resurgimiento de la importancia de la Federacion Deportiva ante el tema del dopaje
y de las medidas estrictas ante las violaciones al codigo mundial del dopaje; fue
importante dar a conocer la reglamentacion actual, asi como las sustancias

prohibidas para este afo 2012.
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