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I. RESUMEN

El proyecto de Maestria propone desarrollar y validar estrategias analiticas para
el analisis confirmatorio de medicamentos veterinarios en muestras bioldgicas
de origen equino para su uso en control de doping. Estas estrategias incluyen el
desarrollo de nuevos métodos de extraccion para el tratamiento de muestra en
matrices bioldgicas de acuerdo a los principios de quimica verde y el estudio y
optimizacidn de patrones de fragmentacion en experimentos de espectrometria
de masa tandem para la deteccion de los analitos de interés. Los métodos
desarrollados deberan cumplir con los requerimientos para la identificacion de
sustancias prohibidas en matrices bioldgicas de acuerdo a normativas

aceptadas en control de doping.

El trabajo fue desarrollado en el Instituto Polo Tecnoldgico de Pando de la
Facultad de Quimica, cuya misidon es la realizacion de proyectos I+D+i con
distintos sectores de la industria. De manera de adaptarse a los requerimientos
del usuario, los métodos desarrollados deben cumplir con el propdsito de ser
adecuados al uso (fit for purpose), incorporando adicionalmente los factores de
la reduccion del impacto ambiental sobre la salud humana vy ser

econdmicamente viables.

En la preparacion de muestra, se trabajé en la reduccién en los tiempos de
procesamiento, disminucion de los volimenes de solventes organicos y de
muestra utilizados y la utilizacién de solventes ambientalmente amigables. En
cuanto al analisis cromatografico con deteccidon por espectrometria de masa, se
buscé la utilizacién de columnas mas cortas, con menor tamafio de particula o
didametro interno. Cada una de las moléculas seleccionadas para el trabajo
representa una clase de compuestos buscados en control de doping. Los
métodos desarrollados, pueden ademas tener aplicaciones en estudios
farmacocinéticos para el monitoreo de drogas veterinarias y en el andlisis de

residuos para asegurar la calidad de productos alimenticios de origen animal.
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II.INTRODUCCION

Al igual que en el caso de la deteccion de residuos de medicamentos
veterinarios en alimentos, la deteccién en muestras bioldgicas para control de
doping requiere métodos analiticos muy sofisticados para asegurar
inequivocamente su presencia. Una de las tecnologias mas utilizadas para esto
es la espectrometria de masa, generalmente acoplada a una separacion
cromatografica previa, donde el método desarrollado debera cumplir con los
requerimientos de normativas internacionalmente aceptadas para métodos

confirmatorios.

Los métodos analiticos mas modernos son capaces de detectar trazas de
moléculas organicas en matrices complejas pero a menudo implican sucesivos
pasos de extraccion y clean up con solventes organicos en cantidades
econdmica- y ambientalmente inaceptables. El auge de la Quimica Verde
(Tlustracién 1), impacta actualmente en los laboratorios analiticos y se ha
desarrollado un interés creciente en métodos de analisis que resulten menos
agresivos para el entorno utilizando muy pequefas cantidades de muestra y de
disolventes no acuosos o incluso eliminando estos ultimos. Anastas y Warner
definieron en 1998, doce principios que guian el trabajo hacia una “quimica
ambientalmente amigable” [1]. A finales de los afos noventa, J. Namiesnik
acuid el término quimica analitica verde, que fue definido por L.H. Lawrence
como el uso de técnicas y metodologias de quimica analitica que reduzcan o
eliminen disolventes, reactivos, conservantes y otros productos quimicos
peligrosos para la salud humana o el ambiente llevando a la generacion de
andlisis mas rapidos y eficientes energéticamente, sin comprometer su

rendimiento [2].

Debido al creciente nimero de muestras para analisis, el control de doping en
diferentes deportes en este caso, en carreras de caballos representa una

oportunidad para el desarrollo de métodos analiticos mas verdes.
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Ilustracion 1. Numero de articulos con la expresion "Green Chemistry" como palabra

clave.
com.proxy.timbo.org.uy:443/home.url. Ultimo acceso 20/08/2013.

(Datos obtenidos de Scopus a través del portal Timbo,

http://www-scopus-

TANIA POSSI-PEzzALL
OcTuBRE 2013

13


http://www-scopus-com.proxy.timbo.org.uy:443/home.url
http://www-scopus-com.proxy.timbo.org.uy:443/home.url

ESTRATEGIAS PARA EL ANALISIS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EN MUESTRAS BIOLOGICAS Y SU APLICACION EN CONTROL DE
DOPING EN DEPORTES EQUINOS

A. CONTROL DE DOPING EN DEPORTES EQUINOS

Las carreras de caballos son un deporte ampliamente difundido en el mundo.
Como en todos los deportes, el uso de sustancias que alteren el rendimiento de
los atletas se encuentra prohibido, por lo que se realizan analisis toxicoldgicos
luego de las carreras para la deteccién de drogas de uso veterinario. Los
animales que participan en competencias deportivas no pueden ser sometidos a
tratamientos veterinarios que provoquen una alteracién no autorizada de su
rendimiento. Cuando se detectan medicamentos veterinarios en muestras
bioldgicas obtenidas después de las carreras (o incluso obtenidas durante los
entrenamientos), los caballos son sancionados y su participacion en futuras

carreras se ve limitada [3, 4].

Las drogas y medicamentos en carreras de caballos han sido analizadas desde
1903, por lo que son los ensayos mas antiguamente establecidos y los que se
realizan dentro de marcos regulatorios mas exigentes [5]. Idealmente, los
métodos de deteccidn en deportes equinos deben cubrir un amplio rango de
drogas, ser rapidos, facilmente automatizables y tener limites de deteccion
acordes a las concentraciones esperadas de las respectivas drogas en muestras
reales!. Adicionalmente, deberian ser capaces de adaptarse facilmente a la
deteccion de nuevas drogas [6]. El andlisis de residuos cumple un rol muy
importante en los deportes, donde los resultados analiticos son sometidos al
escrutinio no solo de los técnicos especializados sino también de los demas
actores involucrados en el deporte. Los métodos analiticos deben cumplir
entonces con estrictos requerimientos cientificos de manera de garantizar un
minimo de falsos positivos y determinar, dentro de margenes de incertidumbre
previamente aceptados, la presencia inequivoca de las sustancias prohibidas en

las matrices bioldgicas.

! Muestra Real: muestra recolectada bajo estricta cadena de seguridad antes o después de una

competencia equina para el analisis de doping.
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Segun el reporte anual de la International Federation of Horseracing Authorities
(IFHA), de la cual Uruguay es miembro, las 14 sustancias mayoritariamente
detectadas durante el afio 2010 (Ilustracién 2), representaron el 68% de todas
las sustancias detectadas durante ese afo. Los datos fueron relevados por las
autoridades hipicas de 28 paises, analizandose un total de 308.329 muestras en
un total de 175.335 carreras, siendo un 0.46% de las muestras positivas para
sustancias prohibidas [7]. Tres de las sustancias seleccionadas para este
estudio (flunixina, dexametasona y clembuterol) se encuentran entre las 5
sustancias mas detectadas en 2010. La cuarta sustancia, sildenafil, es una
droga de reciente aparicion en controles de doping en deportes equinos, siendo

detectada por primera vez en Malasia en 2003 [8].

Cada una de las moléculas seleccionadas representa una clase de compuestos
que son analizados en los controles de doping. Desde el punto de vista quimico,
representan diferentes desafios para el desarrollo de métodos analiticos para su

determinacion.

Total de Muestras Positivas
[E=Y
o 8

Fenilbutazona
Flunixina
Metocarbamol
Dexametasona
Clembuterol
Furosemide
Cafeina
Triamcinolone
Prednisolona
Dimetil Sulfoxido
Acepromazine
Testosterona
Boldenone

Metilprednisolona

Ilustracion 2. Sustancias mayoritariamente detectadas en carreras de caballos, afio
2010. Reporte IFHA, muestras tomadas antes o después de las carreras.
http://www.horseracingintfed.com/resources/2010ANNUALREPORTPROHIBITEDSUBSTANCES.p
df
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1. ANALISIS DE DROGAS VETERINARIAS EN MATRICES BIOLOGICAS

Los métodos analiticos utilizados para el monitoreo de drogas veterinarias son
esenciales para la proteccion de la salud humana y animal, para reducir el
impacto de las mismas sobre el medio ambiente y para apoyar los esfuerzos de
las regulaciones en esta materia. Otros factores importantes a controlar son por
ejemplo, la aparicion de microorganismos patdgenos resistentes a antibidticos o

las propiedades de disrupcion enddcrina de residuos en los alimentos.

El desempefio de los métodos de analisis se ha visto incrementado en los
ultimos afos debido principalmente al uso mas generalizado del analisis
multidimensional por espectrometria de masa, que permite mayor grado de
certeza en la identificacion y cuantificacion [9]. Por otro lado, los instrumentos
con analizadores de alta resolucién como el tiempo de vuelo (ToF) [10], han
llevado al desarrollo de anadlisis multiresiduo que superan los 100 analitos en
casos de pesticidas y drogas veterinarias [11]. También hay una tendencia en
realizar andlisis de full scan en lugar de los modos especificos de adquisicidn, lo
que permite un analisis retrospectivo sin necesidad de re-inyeccion de la
muestra. Los limites de sensibilidad alcanzados con estos instrumentos,
representan una poderosa técnica para la identificacion de analitos que no han
sido previamente incluidos en analisis de rutina. La identificacion confiable de
analitos en mezclas complejas necesariamente requiere de espectrometros de
masa robustos con alto poder de resolucién, exactitud en la determinacién de la

masa, sensibilidad y rango dinamico [9, 12].

Para muchas drogas veterinarias u otros contaminantes, existen ensayos
inmunoldgicos muy sensibles para su deteccidon en matrices bioldgicas o
alimentos. Estos métodos se utilizan Unicamente para tamizado (screening) de
muestras con el fin de determinar presuntos casos positivos, ya que carecen de
la suficiente especificidad para diferenciar sustancias similares entre si. Para la

confirmacion de las estructuras moleculares, se utilizan métodos
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cromatograficos, ya sea cromatografia gaseosa o liquida, acopladas a

espectrometria de masa como detector especifico.

2. METODOS DE SCREENING

Son métodos utilizados para detectar la presencia de un determinado analito o
clase de analito, sin confirmar su estructura. Estos métodos generalmente
tienen la capacidad de analizar un gran nimero de muestras de manera rapida
y econdmica. Estan disefiados para minimizar los resultados falsos negativos
[12] y requieren un analisis confirmatorio posterior en las muestras presuntas

positivas.

3. METoDOS CONFIRMATORIOS

Son métodos analiticos que permitan asegurar inequivocamente la presencia de
la droga, la mayor parte de las veces presente en cantidades traza. Una de las
tecnologias mas utilizadas en este campo es la deteccion por espectrometria de
masa, acoplada a una separacion cromatografica previa donde el método
desarrollado debe cumplir con normativas internacionales de referencia para
métodos confirmatorios. Debido a la especificidad y selectividad Unica asociada
a las técnicas de cromatografia liquida o cromatografia gaseosa con