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Introduccidan

La Fenilbutazona es una droga antiinflamatoria no esteroidal
ampliamente utilizada ern el tratamiento de problemas

musculoesqueletales en caballos de carreras.

La medicacién previa a un evento deportivo puede afectar directa
0 indirectamente la ejecucidn de cualquier sujeto en competencia.
En la mayoria de las juridicciones alrededor del mundo cualquier
droga clasificada como estimulante, depresor, anestésico local,

tranquilizante o narcético estd prohibida.

La Fenilbutazona estd sujeta a wn programa de medicacidn
controlada en México. Esto significa gque puede serr administrada
en caballos de carreras el dia anterior a la carrera @
inclusive el mismo dia de la carrera. El tiempo de eliminacion
de la Fenilbutazona del sistema bioldgico del caballo es de
aproximadamente 48 horas y generalmente aparecen residuos de esta

droga en el andlisis de sangre y orina que se efectuan para el

control de medicacidn.

Algunos quimicos apalistas de este 4Area. sostienan que la
Fenilbutazona encontrada en orina egquina puede interferir con la
deteccitn de otras drogas. A este fentmeno se le canoce como

enmascaramiento.

Bin embargo, la habilidad que pudiera tener la Fenilbutazona para
enmascarar otras drogas ha sido un punto controvertido.
Actualmente se sostiene que la concentracidn de Fenilbutazona en

la muestra es wun factor determinante para establecer 1a



dad de enmascaramiento.
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En este trabajo se manejan dos de las técnicas analiticas
fraecuentemente aplicadas para la identificacidn de drogas: la
cromatografia en capa delgada y la cromatografia de gases.
Ya que la técnica inicial de deteccion de drogas para lotes
grandes de muestras es la ocromatografia en capa delgada,
fue necesario hacer el estudio de enmascaramiento en esta

técnica.

La cromatografia de ogases es considerada como método de
confirmacidn para la identificacidn de drogas. Aqui, se hizo uso
de colunmnas capilares v  ademas de estudiar el fenédmeno ya
mencionado, el trabajo se enfocd a demostrar que =21 uso de dichas

columnas puede traer una serie de ventajas.



Capltulo I .

antecedentes

t. 1 El Control da la Medi

En México, @l Gobierne Federal a'través de la BSecretaria de
Gobernacidn v en conformidad con la Ley Federal de Jueqos v
Sorteos crea en 1942 la Comision Macional de Carreras de Caballos
v de Galgos. Esta tiene como objeto asagqurrar el cuidado v
vigilancia en la celebracidn de carreras Jde caballoz v aalqos.
como una actividad que fomente el deporte v aumente la corriente

turdstica extraniera.
,

Con @1 fin de asesqurar que las competencias se  verifigquen en

(&[] los criadores,

téarminos que protejan los  inteare
oropietarios, publico en general v el deporte en particular, se

hace necesario, entre olras cosas. el control v regulacion de la

medicacion en los animales. (
Gue la medicacidn de caballes. galgos e inclusive humanos previa

a un evento pude afectar directa o indirectamente la eiecucidn del
sujeto s algo conocido.

Cuslquier sustancia puede ser considerasda como ileaal dependiendo
de las remlas de la juridiccidn. Bn general. intaenacionalmente

timulante,

se prohibe cualqguier droga clasificada como

depresor, anestésico local, tranauilizarbe o narcdiico.

Cualesquiera gue sean las reglas de medicacisan en wvna determinada

Juridiccidn, sc procede  a itomar muastras de  oraina. ARGy

s e drogas

raramente  saliva o sudor que se analiZan en busaued
prohitidas. Estas muestras se analizan en un laborstorio situado

en la pigta o se mandan a un laboratoric discante, para Su

ul



,ahéliﬁis.

El laboratorio generalmente reporta los resultados dentro de 48
hotas después de haber recibido la muestra. Si no se encuentra
infraccidn alguna respecto a las reglas de medicacidén los
premios involucrados pueden ser liberados. Cuando el analista
encuentra indicios de una droga prohibida en wna muestra, se
tiene lo que se conoce como sospechoso. Ya que uwuna muestra
sospechosa no tiene evidencia ante la ley, inicialmente

Unicamente se le pone en aviso al entrenador.

Cuando un analista, en su opinidn, tiene suficiente evidencia
para identificar inequivocamente una sustancia prohibida, se le
llama ‘"positiva" a la droga identificada y se notifica a las
autoridades para que tomen las medidas necesarias. E1 propietario
involucrado estd generalmente representado por un abogado y tiene
la posibilidad de apelar ante las autoridades.

De ahi que sea tan importante contar con técnicas anallticas lo
suficientemente confiables para poder dar un positivo que este
respaldado por datos bien fundamentados. El dar un positivo sin

suficiente evidencia puede tener serias implicaciones legales.
lLa medicaciédn puede administrarse con diversos fines como se

observa en la tabla I.

Tabla I

Categorias de la medicacidn

1. Medicacidn para ganar:

a) Estimulantes de accidn rdpida: amfetamina, cocaina, narcdticos

b) Cronica, dosis repetidas por semanas: vitaminas, anabdlicos



esteroidales.
c) "Animales nerviosos': pequeflas dosis de tranquilizantes
Cualquiera de éstas se consideran ilegales.

2. Medicacidn para pender

a) Depresores: altas dosis de sedantes o tranguilizantes (ilegal)

F.. Medicacion paka restaurar una ejecucidon normal

a) Drogas antiinflamatorias no eEtePDidaleé, como la
fenilbutazona y sus congéneres. BGeneralmente estan permitidas
por debajo de un limite de concentracidn.

b) Corticoesteroides: para controlar el dolor en articulaciones,
permitidos ocasionalmente.

c) Anestésicos locales: bloquean conexiones nerviaosas para
eliminar el dolor (ilegal).

4. Administracidn accidental: drogas presentes en el alimento

(cafelina).

9. Medicacitn para enmascarar otras drogas: administracidn de

dipirona, tiamina o fenilbutazona en grandes dosis.

6. Medicacidn pata dilulr drogas, diurétices: furosemide,

acido etacrinico, hidroclorotiazida, etc.

En la incidencia actual de medicacidn ilegal, los datos
pstadisticos mds confiables y completos son los de la AORC
(Association of Official Racing Chemiszts) que tiene los reportes

de todas las drogas detectadas paor sus miembros desde 1947.



Tabla II

pi]

frecuencia por miembros

Drogas reportadas con ma

2iet

de la ADRC (1982-1986)

in

Droga Veces repartada
Fenilbutazona 2349
Frocaina s44
Cafeina 4731
Flunisin 400
Furosemide a8
Oxifenbutazona 264
Dimetilsulfaorido 262
Polietilenglicol 259
Teobromina 202
Benzocaina 171
Frednisolona 130
NaproMen a8e
Teofilina 84
Dipirona 83
Etorfina 69
Apomorfina 68
Dexametazona b6
Fenilpropanolamina 63
Acepromazina 54
Metilfenidato 39

Mefentermina >

Acido etacrinico

Butorfanol 209
oy

Nalbufine 2=



Tabla 11

Incidencia de Positivos por Nimero Total da Muestras

U.S.A México % Sudémerica Oriente zuropa Total %
y ’ positivos anual  Positivos
Canada México mundial anual
1982
395397 14022 7989 120600 24912 562920
Positivos
1035 1 0.0071 60 109 121 135 0.22
1983
440275 19969 7873 118773 26794 613684
Positivos
1035 27 0.1352 55 109 120 -~ 1346 0.22
1984
538161 22183 6991 123960 21577 712872
Positivos
1459 168 0.7573 33 109 71 1840 0.26
1985
509634 22708 . 6876 146781 22214 708213
Positivos
1224 33 0.1717 45 113 74 1495 0.21
1986
780355 15706 9556 153076 28942 987635
Positivos

1304 38 0.66 76 120 133 167t 0.17



" 81 se analiza la tabla II, 25 sorprendente ver como  la
Fenilbutazona en estos Gltimos afos ha estado a la cabeza de las
~ drogas detectadas, comprensible si  consideramos que la

Fenilbutazona es como la aspirina de los caballos.

En la tabla III se muestran lios datos para el periodo de 1982 a
1984. Se puede observar que la incidencia en violacidn a las
‘reglas de medicacitn es pequefa. estando alrededor de 0.1-0.25 %
del total de muestras analizadas. 8i uno deduce de este ﬁequaﬁc
porcentaje la proporcidn de positivos inadvertidos Vv la
incidencia en la deteccidn aue es totalmente inefectiva, uno
llega a estimaciones de menos de 1| en 1000 del uso de drogas
prohibidas. Este sorprendentemente bajco porcentaje respecto a la
violacidn a las reglas, apova sélidamente la posicion de las
Comisiones de que la medicacidn en caballos estd bastante bien

controlada a nivel global y mundial. (14)

Hace aproximadamente una generacidn, cuando casi todas las drogas
disponibles caian dentro de las cateqorias de estimulantes.
depresores, narcdticos o anestésicos locales, la mavoria de las
drogas no eran adecuadas para su uso en cahalleos de carreras. Sin
enbargo, a partir de entonces el desarrolleo de drogas cono  la
fenilbutazona ha dado lugar a una nueva cateaoria de drooas que

adminiskiran

son claramente benéficas para los animales, cuando

en concentraciones  adecuadas. Este tiro de droges son  agenbes

terapéuticos legltimos. que  se cree earmiten coreer A los

caballos " a toda forma" sin exceder su constitucion real.
La popularidad vy eficacia de estos agentez presienaron & las

autoridades para permitir sy uso en los 397 v 607s, v ooa



mediados = de los 70’ varias juridicciones aplicaron los llamados
programas de medicacidn controlada.

Un programa de medicacidn controlada, es aquel bajo el cual
ciertas drogas son aprobadas para su uso en caballos, el dia

antes de la carrera 2 inclusive 21 mismo dia de la carrera.

Antes de institucionalizar un programa de medicacidn controlada,
2l Comité de Carreras de Caballos en California bhizo un cuidadoso
estudio del problema y elabord los datos estadisticos mas
completos en este sentido. Este comité aprobd e1 uso de

Fenilbutazona en caballos hasta el dia antes de la carrera. (5)

El andlisis de 1los niveles encontrados de Fenilbutazona en
muestras de Estados Unidos, de una poblacidn de caballos que
estan dentro de un programa de medicacidn controlada, muestra
(fig. 1) que el nivel promedio encontrado en plasma es de

? uwg/ml.

Respecto a 1la orina, los niveles encontrados son mayores con
valores maximos de 165 ug/ml.

En México audn no se ha hecho un estudio estadistico respecto a

la concentraciédn de fenilbutazona encontrada en orina.

11



® caballes a cada concentracion
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Concentracion de Fenilbutazona en Sangare de una Poblacidn de

edemplo de uwna droga gntiinflamatoria ne

1.2.1 Generalidades

Un caballo de carretras pronedio, compite alrededor de nueve veces
par  affo y es galopado varias veces mAs. A toda velocidad,

2l caballo de carreras promedio alcanza velocidades de hasha 54

km por  hora, poniendo todo el peso de impulso sobre las ratan

delanteras. Estas son estructuras asombrosamente efectivas para
cargar el peso del animal durante la carrera y a veces las
ireoas en donde se distribuyen estas cargas son teducidas.
aumentando la carga por unidad de drea y la probabilidad de

dafto.



Otro  evento que ocurre durante el ejercicio es que el hueso se
ablanda al progresar el desgaste microscopico. Fara romper el
femur . al inicio de una carrera se necesitan alrededor de 78
kg/cmz de fuerza, pero la cantidad de desgaste microscdpico
que ocurre durante la carrera disminuye esta cifra a 4.4
kg/cmz « El1 resultado final de esto es que la presidn de una
carrera rapida causa cambios sustanciales en huesos,
articulaciones y ligamentos en todos los caballos, y no es de
sorprender que un caballo, como cualquier atleta, tenga un dafo

en los tejidos despues de una carrera.

Si se repite el proceso de la carrera y ésta se lleva a cabo en
superficies duras, &1 dafo puede dejar imposibilitado al animal.
l.a imposibilidad sera debida al dolor y a la inflamacidn, por lo
que tendrd que ser tratado con drogas antiinflamateorias. Las drogas
antiinflamatorias utilizadas en medicina veterinaria entran
dentro de dos grupos: los corticoesteroides y las drogas

antiinflamatorias no esterocidales.

El miembro original de este gltimo grupo es la aspirina. E1
segundo mds antiguo es la Fenilbutazona, la cual se introdujo
a la Medicina durante la Segunda Guerra Mundial. Las drogas
antiinflamatorias no esteroidales comparten .una serie de
propiedades que parecen ser requeridas para su accion

antiinflamatoria.

-
7]
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Todas son  drogas con un pK de 4.5 o menor. La naturale:za
adcida de estas drogas significa que todas estan en un  95-99%
unidas a proteinas del plasma. Esta unidn con las proteinas del
plasma es importante ya que es por esto que las drogas de este

arupo no pasan a la saliva, por lo que las pruebas de saliva son
indtiles para su deteccidén.

Farece ser que la naturalera acida les permite acumularse en
tejidos inflamados que también tienden a ser Acidos.

Esta acumulacidn, les permite tener un mayor efecto en Areas
inflamadas que en tejido normal.

Los efectos antiinflamatorios que producen este tipo de drogas se
manifiestan por la inhibicidn de la produccidn de
prostaglandinas. Estas se producen en grandes cantidades en
tejidos inflamados y estan involucradas con cambios del tejido

que causan el enrrojecimiento, calor, hinchazén y dolor que

asociamos con la inflamacidn.

14



Las prostaglandinas tienen otra accidn peculiar, en el sentido de
que actdan hipersensibilizando a los receptores del dolor en el

adrea inflamada wespecto a los agentes que causan el dolor.

En un caballo de tamafo normal (453,46 kg), una dosis de 2-3
gramns de Fenilbutazona intravenosa, o aproximadamente 4 gramos
oralmente, deben producir un efecto antiinflamatorio édptimo. Dos
gramos diariamente deben mantener el efecto. A eedida que se
incremente la dosis, los niveles en sangre aumentan y la vida

media de la droga en el plasma también aumenta (fig. 2). (12

* 29 [459kq

fo0 1 0431454"«3
50 - - 83’454“3
* e

v ~~

4 2 3 4 5 6 A 8 9

Horas Aes?uéa de odministracién

ad v v v

Fig., 2

Niveles de Fenilbutazona en plasma a diferentes dosis




Los niveles de Fenilbutazona en orina son generalmente mavores
que los encontrados en plasma ¥ los niveles de orina se detectan
hasta por lo menos 24 horas después de la administracidn de una

dosis de dos gramns/450 kg (Fig.3) .,

EXCRECION DE FENILBUTAZONA. (2g/1000 [b)

50 -]

40 -

FB! vg/mi

“ur LA} LI} ] LR LS k) L} [} T U T

T T T
6 025 05 |} 2 3 4 S5 € 7 8 9 1 % B A M4

0 alvel en plasma + nlvel en orine

Aunyue la  accidn Farmacnlbg;ca de la Fenilbutazona s prolonga
24 horas, el tiempo aue tarda el animal en eliminar la droga ez
mas largo, come sucede Gon cualquier droga que se adminiztra a un
caballa, Ya que la Fenilhutarona s=e detecta can relativa
@a:ilidad! se puede detectar después de un perlodo  largo. Lo
figura 4 muestra uwn esperimento en el que se administrd o wuao:
d l‘a':.-. Lo

cakallos diversas dacsis de Feni lbutazana haasta paor O

nivelers en plasma empezaron en 20-30 ug/ml,. disminuyeron v funeon



detgctables 8 dias después y en orina hasta 9 dias despues.

100 - ° cdbdllo 1
4 2
4 A "
\* - u 3
40’0 v L] 4
. A4 0 " [2)
_ 104
3 :
x
S ®
5 01 [ ]
4
A
0 2 q 6 8

Dfos despecs de tHima dosie

Fig. 4

Niveles de Fenilbutazona en FPlasma de diversos Caballos

A pesar de que la deteccidn de los tiempos de "eliminacion de
Fenilbutazona depende de los métodos utilizados, se puede decir que
la orina y el plasma estédn libres de Fenilbutazona después de 48—

© 40 horas de que se administrd la ultima dosis.

1.2.2 Metabolismo
Fara poder interpretar los resultados analiticos en una
investigacian toxicoldgica, es necesario tener conocimiento
acerca de la disposicidn y metabolismo de la droga.

Fara que una droga sea absorbida y distribuida a traveés de los

tejidos de un caballo hasta los puntos en los que produce el

17



efecto farmacoldgico debe ser relativamente liposoluble. Ya gque
esta caracteristica es la que hace que una droga no sea excretada.
la maniobra basica en el metabolismo de drogas es la de madificar
la droga de tal forma que sea mas hidrosoluble y menos
liposoluble. Asi, en una forma hidrosoluble puede pasar a través
del cuerpo via los rificnes e higado sin ser reabsorbida.

En la mayoria de los animales el metabolismo de 1las drogas
ocurre predominantemente en el higado. Farte del metabolismo
también ocurre en los rifionesy, pulmones y pared intestinal. En
el caballo, que tiene enzimas esterasas relativamente activas en
el plasma, puede ocurrir una hidrdlisis significativa de drogas

que tengan grupos dster.

En las células del higado ocurren una serie de reacciones que
estdn consideradas en dos fases. En la Fase I el propdsito es
affadir un sustituyente pequeflo que sea adecuado para la droga.
Estas reacciones involucran generalmente la adicidn de grupos

-0H, -NHy o -COOH. Estos cambicos sirven para aumentar la
solubilidad e&n agua y ﬁueden alterar la actividad farmacoldgica

de la droga.

Ademas estos cambios preparan a la molécula para la Fase II  que
consiste en una conjugacién. En ésta la droga se une

con una molecula grande, enddgena hidrosoluble. Los productos
conjugados son invariableﬁente farmacolégicamente inactivos vy

propensos a ser rapidamente excretados.

18



La tabla IV muestra las biotransformacicnesrmés fﬁg:qentes para
las drogas.

Tabla I

Grupo Ester: Hidrdlisis

Anillos aromaticos: Hidroxilacidn

Grupo hidroxilo:

alifdticos oxidacion de la cadena,conjugacion glucurdnica.
ardmatico: metilacidn, conjugacidn.

Grupo carboxilo: conjugacidn glucurdnica.

Grupo aminos:
alifatico: deaminacidn

aromidtico: acetilacidn, metilacidn, conjugacidn.

L.as drogas con un grupo ester o amida son generalmente
hidrolizadas en el plasma por esterasas hepdticas. El primer paso
en el tratamiento de grupos aromdticos es la hidrosilacion del
anillo. La via mas prabable para grupos fendlicos o hidroxilos
aromdticos es la conjugacion glucurdnica. Los grupos amino
alifdticos tienden a ger deamiﬁados, mientras qQE los grupos

aminoaromaticos son conjugados o acetilados.

El metabolismo de la Fenilbutazona en el caballo es” un buen
ejemplo de la hidroxilacidn de un anillo v la cadena lateral en

una droga (fig. 5). (20)
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lLa hidrozilacion en el anillo produce la uifenbutazona, gque

comparte muchas de las caracteristicas farmacoldgicas de la

Fenilbutazona y resulta ser el metabolito mas persistente de la
Fenilbutazona encontrado en la orina. La hidroxilacién de la

cadena lateral da lugar a la Hidrouifenilbutazona.



1.3 Técnicas analiticas en la identificacién de drogas

1.%.1 Extraccion

Los métodos de entraccion toxicolégica han de proporcionar
concentrados o residuos adecuados para aplicar las técnicas de
identificacidn. Estos métodos deben ser capaces de tratar con una
gran variedad de muestras, eficientes a bajos niveles de
concentracion y aplicables a un gran nlmero de diférentes

sustancias.

Métodos de extraccidn directa

Un método tipico de extraccidn directa es:

Transferir un volimen determinado de muestra a uwun embudo de
separacidn, acidificar con HCl 2N y aggegar 10 volumenes de éter.
Agitar por un minuto, separar la fase orgdnica (Fraccidn A).
Alcalinizar la fase acuosa remanente con MHL.0H 2N y extraer con
10 voludmenes de cloroformo(Fraccion B).

‘Las fracciones pueden ser secadas filtradas, - evaporadas y

subdivididas si se trata de una mezcla compleja.

En general los disolventes organicos més utilizados son el
cloroformo y el éter. La separacidn estid basada en la naturalecza
Acida o basica de las drogas.

La desventaja de estos métodos se presenta cuando se ha de

trabajar con grandes lotes de muestras.

Extracciotn con resina no idnica

Cuando se tiene un lote grande de muestras por analizar el uso



de una resina capaz de adsorber sustancias organicas del agua,
puede sustituir la‘eutraccibn convencional con disolventes.

La orina se hace pasar por una columna conteniendo resina del
tipo Amberlita XAD-2, vy el efluente es descartado. Despueés de
lavar la resina con agua, se seca y se eluye con un  disolvente
organico adecuado. El disolvente puede ser filtrado, secado y

evapotrado para aplicar las diferentes técnicas cromatograficas.

Una ventaja de este método es que pasando la orina por la
resina, se extraerdn practicamente todas las drogas. De ahi que
una elucién pueda dar lugar a un extracto que contenga drogas
dcidas, bdsicas y neutras. La desventaja estriba en que no
puede ser facilmente aplicado en sangre, por el gran volumen de

muestha que se requiere.

Métodos de extraccidn por grupo

Este fipo de extraccidn estd diseflado para extraer grupos

particulares de drogas dependiendo de su caracter quimico. Son

utiles para confirmar la presencia de una droga de la que ya se

tiene alguna informacidn. A diferencia de los métodos de

extraccidn directa se pueden utilizar disolventes diferentes a

alcohol, éter o cloroformo. Asi por ejemplo, se usa CHyRCl, para
'

extraer anticonvulsantes, acetato de etilo para diurédticos vy

heptano para fenotiazinas.,

1.3.2 Espectrometria de Ultravioleta

En espectrometria de ultravioleta, si la droga estd presente en
concentracidn suficiente y i absorbe la lugz uv, el

instrumento detectard la absorbancia de la droga en un intervalo
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definido de longitud de nnda(éenéréimeﬁﬁé 360-240nm) . En la fig. .

b4 se muestra el espectro tipico de la Fenilbutazona.
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De la forma de la curva de W y de las longitudes de onda en lasg
que occurren los picos 21 apnalista puede determinar la identidad
de la droga.

Existen dos problemas principales con los datos de UV como  base
. para identificar drogas. El primero es que varios compuestos
comnparten espectros de absorcidn similares, de tal forma gue ssta
prueba no puede distinguir entre varios agentes. El seoundo
prohlema estriba en que l&a poécién de la regién utilizada es
relativaménte pequefa, 1o que significa que existen a lo mucho
doscientas diferentes valores para los picos de absorcion. 0Gi

consideramns que alrededor del 20 % de los compuestos quimxcé:

conocidos absorben en la teqidn del UV, entonces existen



4000 diferentes candidatos para cada pico de UV. Este problema se
complica aun mas por el hecho de que los extractos de orina
contienen también compuestos desconocidos que absarven en el UV vy
tienden a confundir el panorama. De ah! que los datos de WV
puedan sugerir la presencia de un compuesto pero no  puedan

identificarlo por completo.

1.3.3 Cromatografia en capa delgada

La cromatografia en capa delgada es una de las técnicas
mas utilizadas para la separacién e identificacidn de drogas.

Es aplicable tanto para drogas puras, aquellas extraidas de
‘formulaciones farmacedticas y para muestras bioldgicas. Ha sido
una de las teécnicas analiticas preferidas debido principalmente a
su simplicidad, confiabilidad, bajo costo y selectividad para la

deteccidn.

Es un método cromatogrdfico en el que una fase movil avanza por
accidn capilar a través de una capa delgada uniforme (fase
estacionaria) &e un sédlido finamente dividido y soportado en una
placa. Cuando se aplica una mezcla de drogas a la placa y se
desarrolla con una fase mdévil, las drogas avanzan por la placa en
diferentes grados, dependiendo de su solubilidad y capacidad de

formar FPuentes de Hidrdgeno.

La cromatografia en capa delgada tiene una serie de ventajas
respecto a la cromatografia de gases y la cromatografia de
li{quidos. El1 equipo utilizado es barato y simple. Ademds. se
pueden correr varias muestras simultineamente y debido a la gran

flexibilidad para la seleccidn de fase estacionaria y fase movil,



resulta un método versdtil.

Si bien la cromatografia en capa delgada tiene menor resolucidn y
sensibilidad que la cromatografia de gases o de liquidos, la
cromatografia en capa delgada de alta eficiencia, ha reducido

enormemente estas desventajas.

1.2.3.1 Técnica

Con 1lo que respecta a la preparacidn de las placas, actualmente
resulta mas practico para el -trabajo de grandes lotes de muestra

la compra de placas comerciales.

3

vestras

Aplicacion de las

I

La aplicacidn se realiza a 1 cm de la orilla inferior de la placa
dejande | cm de espacio entre los puntos de aplicacidn. La
aplicacidn de muestra no pasa de 10 ql de volumen., esto se logra
con el uso de micropipetas o tubos capilares. Es importante que
la mancha no tenga mas de 4mm de didmetro. El1 disolvente

utilizado para aplicar la muestra ha de ser volatil.

Desarrollo de las placas

Generalmente se utiliza wuna céamara de vidrio como la que se

muestra en la figura 7.

Figura 7
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"El tanque . se deja equilibrar con el disolvente adecuado por 30
Vminutos. Fasado esto , }a placa se introduce verticalmente.
‘Generalmente se permite que el disolvente ascienda hasta 1 cm
dgl borde superior de la placa, se saca la placa de }a camara. se

seca con aire caliente y se procede a examinar la placa.
Visualizacidn

Ya que la mayoria de los compuestos orgdnicos son incoloros,.
deben hacerse visibles, preferentemente con ayuda de una técnica
no destructiva.

Muchos compuestos pueden setr localizados examinando las placas
bajo luz ultravioleta si la fase estacionaria contiene un

indicador fluorescente.

También se pﬁeden utilizar reactivos especiales de visuwalizacidn,
los cuales dependiendo de su composicidn reaccionan con

determinados grupos Ffuncionales de la sustancia desconocida,
dando un color especifico. Asi, por ejemplo, la prueba de
diazotizacidn se utiliza para compuestos que contengan una amina
aromatica primaria. Consiste =n exponer la placa a vapores de
NQO y posteriormente rociarla con naftiletilendiamina o =-naftol

alcalino. (1)

0]
G- O —
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Factor de retencion, Rf

La - medicidn cromatogrdfica fundamental en cromatografia de capa

fina es el Rf, expresado como:

distancia que recorrid la sustancia desde el origen

R¥ —— - ————

distancia que recorrid el disolvente desde el origen

Este valor puede verse afectado por una serie de {factores que
incluyen la composicidn del disolvente, el tiempo de desarrollo,
el tamafio de la cdmara y el tiempo que el tanque ha sido
equilibrado con el disolvente. De ahi que se tenga que tener

cuidado con la interpretacidn de los valores obtenidos.

1.3.%.2 Comentarios

El nuamero de mancgas que uno puede separar por este medio es

alrededor de 20. Con apro:imiddamente 4.2 millones de candidatos

quimicos (8), uno tiene alrededonr de 210,000 sustancias
posibles para cada mancha. Una reaccidn de color u otra reaccion

marcadora, reduciria este numero 100 veces y dejaria solamente a

2000 candidatos para cada mancha. Ciertas condiciones especificas

de extraccidon podrian reducir este ndmerc adn mas. Este

problema de falta de especificidad, también presente en esta

técnica, impone limitaciones en la confiabilidad de una

identificacién positiva.

Aun la cromatografia de capa delgada de alta eficiencia. que baio

condiciones dptimas es dos veces mas eficiente, es tambieén incapa:

de generar datos suficientemente especificos de identificacion.



Debido a esta falta de especificidad se eligen diferentes
sistemas de cromatografia en capa delgada. para comparatr una droga
estandar y un problema. Si1 nuevamente las manchas migran la misma
‘distancia, la posibilidad de que sea la misma droga se ve
aumentada. En un precedimiento experimental, Sunshine (13
craﬁatografié 138 drogas en 4 sistemas de disolventes
diferentes. Asi, fue incapa:z de separar 25 de estas drogas

en estos 4 sistemas y en experimentos con hasta siete sistemas,

e encontraron todavia sobreposiciones.

Una conclusidn razonable para estos esperimentos es que el nldmero
de sistemas de disolventes requeridos para separar soluciones
puras de sdlo las 4000 drogas de uso comdn, Sin que se

sobrepongan, serid astrondmico e imposible de utilizar en un

laboratorio coman.

También es importante recordar.que este 20% de sobreposicion
obzervado en los experimentos de Sunshine, con cuatro sistemas de
cromatografia en capa delgada, se referia unicamente a soluciones
de drogas puras. Los sistemas multiples para la identificacion dge
drogas en muestras bioldgicas complejas deja arierta otra fuente
de error, aquella debida a positivos parcialmente falsos. Estos
falsos positivos podrédn ocurrir debido a la coincidencia de dos
sustancias inherentes en la muestra bioldgica, de las cuales
ninguna por si sola darf{a lugar a un positivo falso.

De tal forma que la cromatografia en capa delgada es una Pprueba
qule puede probar la ausencia de una droga pero no puede, adn con
el uso de sistemas maltiples, probar su presencia. Asi. no es

considerada como una Prueba suficientemente especifica por  lag



autoridades forenses.

1.3.4 Cromatografia de Gases

La cromatografia de gases, como cualquier otra forma de
cromatografia, es un método de separacidn de meztlas.

La separacidn se lleva a cabo en una columna que contiene uwna
fase estacionaria .sélida o ltiquida, que es mantenida a una
temperatura definida en un horno y que tiene un flujo constante
de gas acarreador (fase movil). Cuando se inyecta una mezcla de
sustancias, cada componente es transportado hacia el detector,
estableciendo un equilibrio de concentracién del componente entre

la fase estacionaria y la fase gaseosa.

Las moléculas que tengan una mayor afinidad porr la fase
estacionaria pasardn mas tiempo en ésta y consecuentemente
tardardn mas en llegar al detector. Este detector produce una
seftal dependiendo de la sustancia que vaya pasando y esta seftal

es alimentada y procesada en un integrador.

La cromatografia de gases puede estar clasificada en
cromatografia gas-sdlido (proceso principalmente adsortivo) vy
cromatografia gas-liquido (proceso de particidn), esto dependerd

de si la fase es un sdlido o un liguido.

1.3.4.1 Columnas capilates

Existen columnas capilares de vidrio, acero inouidable y silice

fundida. El1 didmetro exterior de la columna es generalmente de

=

0.5 mm mientras que el interno puede variar.de 0.05 mm a 0.5 mm

(A

La longitud de la columna puede variar entre § y 100 metros, rero



las{c;hqhéeﬁfe3Qtilizadas estan entre 10 y 50 metros.

81 la suberficie ﬁe la columna estd directamente cubierta con la
fase liquida, entonces se. trata de las columnpas WCOT (wall coated
open tubular) mientras que si la columna tiene una capa inicial
de soporte sdlido , se tienen las columnas SCOT (support coated
open tubular).

Con las técnicas de recubrimiento se pueden producir espesores de
pelicula liquida del orden de 0.1-5.0 um. Las columnas de alta
eficiencia poseen una pelicula delgada, pero tienen una menor

capacidad de carga.

Las columnas capilares ofrecen una serie de ventajas, pero
requieren un disefo de instrumentos mads complejos. La resolucidan
que se obtiene puede ser utilizada para separar mezclas complejas
o aumentar la certeza de que un componente sea correctamente

identificado.

La alta eficiencia lleva a obtener picos finos y delgados, que
permiten aumentar la relacidn de la sefial respecto al ruido y por

ende elevar los limites de deteccidn.

Las columnas cortas (2-10 metros) pueden ser uwtilizadas, dando
resoluciones similares a las columnas empacadas, para obtener

tiempos de andlisis cortos.

1.3.4.2 Introduccidn de la muestra

Técnicas de inyeccion para columnas capilares

Inveccidn con divisor (split)

Un divisor en las entrada del inyector permite que exista un alto

flujo en el inyector, pero mantiene un flujo bajo en la
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columna, eliminando el exceso de gas y muestra hacia la
atmdsfera. La relacidn de los dos flujos (relacidn de divisidn)
es la proporcidn de la muestra inyectada que entra a la columna.
La funciodn del divisor no es solo la de reducir el voldmen de la
muestra, también la de asegurar que ésta entre a la columna
rdpidamente y no sea diluida exponencialmente. El flujo total en
el inyector puede ser de 10-400 ml/min, dando relaciones de
division del orden de 10:1 hasta SG00:1. Un buen divisor debe ser
lineal, es decir que ha de dividir en 1la misma proporcién

caompuestos de alto y bajo punto de ebulliciasn.

Inyeccidn gin divisor (splitless)

La inyeccidn puede ser directa a la columna o utilizando una guia
sin divisién de flujo.

En ambos casos, la parte superior de la columna se mantiene a una
temperatura suficientemente baja para que el disolvente que
contenga la muestra se condense. Este frente de disolvente
condensado actua como una barrera , haciendo que la muestra sea
fuertemente retenida, concentréndose en una banda estrecha. Justo
en este momento, la columna es calentada rdpidamente hasta la
temperatura inicial de operacidn. El disolvente empieza a
evapotrarse y la cromatografia empieza.

Es necesario poner mucho cuidado en la seleccién del disolvente,
pues hay que considerar su punto de ebullicidén, la fase

estacionaria y la composicidn de la muestra.

1.3.4.3 Evaluacion del procesg cromataogrdfico

La evaluacion del funcionamiento de una columna, sea empacada o

capilar est& basada en la eficiencia y 1la farma del pico

(2}
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(simetria del pico). Para la seleccion de una columna adecuada,
es necesario considerar también la selectividad, el factor de

capacidad y la resolucidn de los compuestos por analizar.

EFICIENCIA:: La eficiencia depende del grado de ensanchamiento de
la banda relativa al tiempo en que tarda en eluir. Es medida en
platos tedricos (N), por analogia a la destilacidn. El plato

tedrico considera el equilibrio del soluto entre las fases mévil

y la estacionaria. Se expresa como:
2 2
N= 16Ltr/wl o N= S.594Ctr/wil/2]

Donde tr=tiempo que pasa desde la inyeccidn hasta el maximo del
pico.
w=el ancho del pico a la base

wl/2=el ancho del pico a la mitad de la altura

FACTOR DE CAFACIDAD: Expresa la relacidén entre el tiempo que el

soluto permanece en la fase estacionaria y €1 tiempo que
permanece en la fase movil.
k=tr - /tm
Donde tr'=tiempo de retencidn ajustada. Mide el tiempo que el
compuesto esta realmente retenido en la fase
estacionaria.
tr=tr-tm
tm=tiempo muerto. Es el tiempo requerido para eluir un
componente no retenido. Es el tiempo que cualquier

componente estd en la fase movil.

d
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) SELECTIVIDAD L& ) Se expresa como k2/ki, donde k2 y ki

corresponden al factor de capacidad del compuesto 1 y 2. A mayor
valor de & , mds selectiva resulta la columna y por ende se

obtiene una mayor resolucidn entre el compuesto 1 y 2.

RESOLUCION (R): Es una medida cuantitativa del grado de

separacion de dos picos y pude ser edpresada como:
R= 2(tr2-trl) / (Wi+w2)

Tanto la eficiencia como la selectividad y el factor de capacidad
son elementos que afectan a la resolucidn. Esto se ve claramente
en la expresion de la ecuacidn general de la resolucidn:

L]

R=TN /4 (d=1/ct) ( k'/1+k")

1.3.4.4 Comentariaos

Respecto al problema de especificidad, la mayoria de los
lapuratorios de este ramo, utilizan sistemas que posibiliten la
existencia de analisis cortos, del orden de minutos. Con estos
sistemas, se pueden separar mds de 100 compuestos. En vista de
que existen alrededor de 800000  compuestos que pueden ser

volatilizados, puede haber 8000 candidatos por pico

cromatogrdfico.

Debido a este problema, el prucedimientq usual s cambiar la
temperatura de trabajo de la columna y ver si el compuesto sigue
teniendo relacion con el sospechoso. Después se procede a correr
el par, sospechoso-problema, en una columna diferente y a tres
temperaturas diferentes. 8i la relacién resulta ser la misma el

analista pude concluir que ha identificado la droga.

]



Nuevamente, ya que la cromatografia de gases no proporciona dataos
suficentemente especificos, no se pude concluir de un andlisis de
GC que se ha identificado definitivamente la droga. &i bien 1la
cromatografia de gases es mis eficiente que la cromatografia de
capa delgada, no se tiene en claro que tan confiable es
realmente. Algunos analistas sugieren un 104 de error en la
ideﬁtificacién por TLC y BC, mientras que otros sostienen que la
cromatografia en tres diferentes columnas es una buena evidencia
para la identificacidn, considerando que el factor mds importante

es la habilidad del analista.

1.2.5 Generalidades de 1la Cromatograff{d de l.iquidos de Alta

Eficiencia (HFLC)

Es similar a otros tipos de cromatografia. Trabaja con una fase
estacionaria (columna empacada) y una fase movil (eluyente). Su
nombre deriva del hecho de que trabaja con  un ligquido
que funge como eluyente,

Las caracteristicas fisicas de la fase estacionaria otaorgan a

esta técnica alta eficiencia, resolucidn y velocidad.

La cromatografia de liquidos complementa a la cromatografia de
gases y la de capa delgada. La cromatografia de capa delgada requiere
de aparatos relativamente simples y baratos y particularmente es el
método general de identificacidn. Fero no puede competir con la
alta resolucion y sensibilidad que afrecen HPLC y la
cromatografia de gases.

La cromatografia de gases es el método de eleccidn para
compuestos que son altamente volatiles, pero no es adecuada para

sustancias de baja volatilidad o para sustancias con 9grupos
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altamente polares ( metabolitos de drogas, drogas conjugadas,
etc.). Tampoco =5 adecuada para compuestos termolabiles. Fara
estos casos, la opcién es HFLC.

Dentro de estos extremos, existen drogas que pueden se analizadas
tanto por cromatografia de gases o de liquidos, dependiendo de la
disponitilidad del equipo que se tenga.

Una diferencia entre la cromatografia de liguidos y de gases,
concierne también a los métodos con los que la resolucidn v los
tiempos de retencidn puden ser controlados o modificados. En la
cromatografia de gases, la temperatura y la fase estacionaria son
los que tienen un efecto significativo. En HFLC,la composicidn de

la fase méovil puede afectar estos factores.

En si, la cromatografia de liquidos no es un buen métoda de
identificacidn general, pues no existe un sistema universal de
elucidn o un detector universal. La cromatografia de gases
satisface estos requisitos de universalidad con la utilizacién de
fases de baja polaridad ( polidimetilsilosanos ) y el detector

de iognizacidn de llama.

1.7.6 Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas se basa en la ianizacion vy
subsecuente fragmentacidn de las moléculas, determinandose la
relacidn masa/carga  (m/z) vy las abundancias relativas de los
iones que se generan. Los grupos funcionales de la molecula son
los que dirigen la fragmentacién, de tal forma que sabiendo la
estructura de las moléculas es posible predecir el patron de

fragmentacion. Inversamente, si se sabe el patron de



¥Fagmentacién, se puede sugerir la estructura de la molécula
Vbriginal. Adicionalmente, la técnicabpérmite la determinacidn de

la masa molecular.

La wventaja de la espectrometria de masas, sobre las otras
técnicas analiticas utiiizadas, gstrriba en la amplia gama de
muestras qu pueden ser analizadas.. En muchos casos, un solo
espectro de masas. permite la identificacion absoluta de un
compuesto. Ademas, la sensibilidad y especificidad de la técnica,
permiten la cuantificacidn a nivel de picogramos.

Las principales desventajas de este método son su costo y su
complejo manejo. La interrelacidn de los modulos electrdnicos qee
constituyen el equipo, hacen que su manejo se lleve a cabo por un
especialista ademis de que la probabilidad de una falla técnica
siempre estd latente. Un espectrdmetro de masas puede ser muy
tostoso, dependiendo de las facilidades disponibles. Tomando en
cuenta la depreciacian, el mantenimiento, las refacciones, etc.,
el costo minimo de operacidn (1985) era de 150 U.S. ddlares por
hora. En vista de que el andlisis de 2-3 muestras provenientes de
un equipo de cromatografia de gases, se lleva alrededor de una

hora, la técnica resulta ser bastante costesa.

Esto debe considerarse para los resultados que se esperan obtener
y por ende, la espectrometria de masas no debe utilizarse para
andlisis de rutina que podrian ser llevados a cabo con técnicas

menos costosas.

Aun  asi, la espectrometria de masas, ya sea individual o en

combinacion con un equipo de cromatografia de gases es el métado

“l
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mas- efectivo patra la identificacidh:de"drogas y sus. metabalitos.

1.3.7 Inmunoensavos

Este, tipo de ensayos desempeflan un papel importante dentro de
los meétodos de tutina para el andlisis de drogas en fluidos
bioldgicos.

La popularidad que ltienen actualmente este tipo de pruebas esta
basada en la alta sensibilidad que ofrecen. Ademds no necesitan
de un paso preliminar de extraccion.

La técnica de inmunoensayo utiliza un anticuerpo especifico Paré
la droga que se esté analizando y una forma marcada de la misma
droga. El1 método depende de la habilidad que tenga la dirroga para
competir en la reaccidn por el anticuerpo. Idealmente, la droga
marcada deberia participar en la reaccidn como si no estuviera
marcada, peroc en la realidad, se presentan desviaciones.

El marcador puede ser un radioisdtopo,una enzima activa o un
marcador fluorescente,

L.a técnica bésicg, consiste en situar una cantidad determinada de
anticuerpo en un tubo, junto con otra cantidad fija de droga
marcada, contando también con la droga no marcada por analizar.
Los sitios especificos del anticuerpo se unirdn tanto a la droga
marcada (Droga¥),como a las moléculas de la droga no marcada

(Droga).

Droga#-Anticuerpo
Droga#* + Droga '+ Anticuerpo s=s====)

Droga —-Anticuerpo
Utilizando una técnica de deteccién adecuada, los resultados se
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comparan con una curva de calibraciaon.

En el radioinmunoensayn, la medicién se hace en funcion de la
radicmactividad. En aquellos ensayos donde el marcador sea una
enzima activa o una sustancia fluorescente, la deteccidon se hara
con métodos épticos de anadlisis, tales como la espectrometria  de
ultravioleta, fluorometria o luminiscencia.

Actualmente, para el andlisis de grandes lotes de muestras, se
utilizan sistemas totalmente automatizados. Estos instrumentos
,Son  capaces de llevar a cabo analisis rd4pidos de grandes lotes

de muestras.
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apitulo IX

pParte experimental

2:1 Seleccion de drogas

Las drogas que se seleccionaron como candidatos para el estudio
de un posible enmascaramiento por parte de la Fepilbutazena,
fueron escogidas de la lista de dragas que formarpn parte del
examgn  1986—-1987 que llevd & gabe The Assecistion af Offieial

Racing Chemists para sus miembres gn todo el mundo.

se trabajaron con  las
estandares:
aeepromazina
amfetamina
banamina
benzocaina
butorfanol
cafeina
clorfeniramina
clorpromazina
dexametazona-
diflunisal
difilina
diazepam
efedrina

Adcido etacrinico

Se hicieron soluciones

utilizando disolventes

dependiendo de su solubilidad

trogas  de las
fenobarbital
fenilprppanplamina
furpsemide
fenilbutazena
guaifenesin
hidroclorptiazida
ibuprofen
lidocaina
mepivacaina

acido meclofendmico
mefentermina
metocarbamol

naproxen

que se

De esa lista,
pude obtepgtr
pxifenbutazona
promazina
pregniselona
progaina
pirilamina
triglaermetiazida
tenfilina
tetracaina

teobromina

de 0.01 g/m]l de cada una de las drogas,

orgdnicos adecuados

(metanol,

-
-

etanol,

para cada una,

é¢ter, cloroformo



‘y-acetona, grado andlitico).
Para la Fenilbutazona se prepard una disolucidn base de

1000 wg/ml. Todas ellas se mantuvieron en refrigeracion.

2.2 Cromatografia en placa de capa delgada

2.2.1 Cromatografia de drogas puras

Las técnicas de cromatografia de capa delgada fueron las utilizadas
por los Laboratorios Control Quimiceo 5.A. de C.V., miembro de The
Association of Official Racing Chemists.

Se utilizaron placas Macherey-Nagel de silica gel de 10Ox20cm con

L3

0.25 mm de espesor (8il1 &6 28 WV 54)  con indicador de
fluorescencia. Las disoluciones de las drogas puras se aplicaron
directamente utilizando pipetas Eippendorf, cuidando que el
diametro de la mancha aplicada no fuera mayor de 4mm.
Los puntos de aplicacidn se situaron a | cm del borde inferior de
la placa y dejando 1 cm entre cada mancha, dando lugav' a 20
manchas por placa.

Las placas se desarrollaron dejando que el sistema de disolventes

llegara. a 75 mm del borde superior de la placa.

Sistemas de disolventes vy visualizacidn

Se utilizaron dos sistemas para desarrollar las placas:

~-El sistema A consistid en cloroformo:netanol (20:10). Las
placas se desarrollaron en este sistema y se examinaron bajo
radiacion UV (254 y 360 nm). Posteriofmente las placas se
rociaron con elt reactivo Mandelin, consistente de 0.59 de
vanadato de amonio en 100 ml de H,804 concentrado. Las placas se
calentaron en una estufa (100-105°C) por cinco minutos.

Posteriormente se rociaron con NaéNDz (1 g de NagNOy en 99 ml de



agua -+ 1 ml de Ha804 ) v naftiletilendiamina (solucion al 9% en
metanol.

-El sistema B consistid en acetato de etilo:metanol:amoniaco
(85:10:5). Después del desarrollo y la visualizacidn al UV, las
placas se rociaron con ninhidrina (0.5 g de ninhidrina +10 ml- de
HC1 +90 ml de acetona ). Se calentaron (100-105° C) por cinco
minutos y se raciaron con Ludy Tanger ( Sg de carbonato de
bismuto en 15 ml de HCl. Agregar 30 g de KI y 85 ml de’ agua
cuidadosamente. Diluir 1 volumen de esta solucidn con 4
volumenes de agua).

Medicion y datos

Todas las manchas visualizadas en c&alquiera de los dos sistemas
se encerraron en un circulo utilizando un ldpiz, en cada paso de
visulizacién. Ademds se anotaron el color, apariencia y Rfr

(relativo a cafeina) de las manchas.

2.2.2 Cromatografia gn gapa delaada de la Fenilbutazona y la

Oxifenbutazona
Con respecto a la Fenilbutazona, apartir de la solucidn base de
1000ug/ml se hicieron diluciones de 500, 250, 123, 62.5, 31.25,
15.64 y 7.8 ug/ml. Se procedid a tomar 1 ml de cada una de estas
.diluciones y se evaporaron por separado bajo atmosfera de
-nitrdgeno. La aplicacidn, desarrollo y visualizacion de cada
"dilucién se llevaron a cabo como se describe en la seccidn

2.2.1 de esta Parte Euperimental.

Considerando que la Oszifenbutazona es el principal metabolito de
la Fenilbutazona, se procedid a estudiar su comportamiento a 125

ug/ml  y a S0O0ug/ml, compardndole con la Fenilbutazona en las
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mismas concentraciones. Ge procedid a preparar mezclas de FB .y
OFB en estas concentraciones:

Mezcla I: 1ml FB (125 ug/ml) + 1iml OFE (125 ug/ml)

Mezcla II: 1ml FEB_ (S00 ug/ml) + 1iml OFE (500 ug/ml)

El procedimiento de aplicacidn,desarrollo y visualizacidn fue el

mismo que se siguid anteriormente con las diluciones de FR .

2.2.3 Analisis de muestras de orina
De las muestras que ge trabajan rutinariamente en Control OQuimico
5.A. de C.V., se escogieron los casos en los que se visualizo la

presencia de Fenilbutazona.

De cada muestra se tomaron 100 ml de orina y se les aplicd la
técnica de extraccidn que utiliza el Laboratorio. La cual se basa
en el uso de la resina XAD-2. (Veése‘ Seccidn 1.3.1 de 1los
Antecedentes)

Se obtuvieron lar fracciones AR (bdsica) y AA (acida) de cada
muestra, se evaporaron y se trecuperaron con dos gotas de
diclorometano para posteriormente aplicarlas en la placas de

cromatografia.



2.3 Cromatografia de gases
“Inicialmente se trabajd con las disoluciones de las drogas puras
utilirzadas para el andlisis de cromatografia en capa fina.

(Véase Seccidn 2.1 de la FParte Experimental)

2.3.1 Seleccidn de la columna

Con el <fin de encontrar la mejor columna para ftrabajar, se
consideraron los siguientes factores: tiempo de andlisis,
selectividad, eficiencia, factor de capacidad y resolucidn. Este

estudio siempre se hizo en relacidn a la Fenilbutazona.

Se utilizaron tres columnas capilares diferentes:

1. Alltech RBL Z00 (polifenilmetilsiloxanos)fase unida de silica
fundida de 30 m de longitud por 0,25 mm de didmetro. Con
espesar de pelicula de 0.2 u. (polaridad intermédia)

2. Alltech RSL 150 (metilsilicdn) fase unida de silica fundida
.de 30m » 0.Z25 mm; Espesor de pelicula: 0.25 u. (hao polar)

3. HF High performance capillary column. Crosslinked Metil
Silicone. 6.5m % 0.2mm. Espesor de pelicula: 0.33 u.

(Fase no polar)

Condiciones generales de trabajo

Equipo: Hewlett Fackard S990 y 5980
Gas transportador: Hidrogeno
Detector de ionizacidn de llama: Hy :30ml/min, aire: 350mi/min
Ny, :25ml/min
Temperatura: 300°C
Inyector: Temparatura: z00° C.
Tipo de inyeccitn: split (con divisor)

Se trabajd a temperatura isotérmica del horno = 225 C
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Condiciones individuales patra cada columna

Columna HF RSL Z00 RSL 150
tiempo muerto(seq) .6 61.20 61.20
Velocidad lineal de flujo(cm/seg)188.5 49,02 49,02
Volumen de la columna(al) 0.20410 1.4719 1.471%
Flujo en la columna(ml/min) 3.4017 1.4430 1.4430
Flujo en split{ml/min) 100 110 116
Relacidn split 29.39 76.23 80,39

Procedimientg

Dé las dos técnicas de inyeccidn mas frecuentes se optd por
utilizar la técnica con divisor.

Se inyectd 1 4yl de cada disolucidn de las drogas puras en cada
una de las columnas. Con ayuda del integrador se obtuvo tr, &rea y
la relacion area/altura de cada una de las drogas. Datos que
fueron utiles para el cdlculo de 1la eficiencia, resolucion,
selectividad y factor de capacidad de cada caso, respecto a la

Fenilbutazona.

2.3.2 Efecto de la Fenilbutazona en Alta Concentracidn

Se trabajd con la columna HF y con la técnica de inyeccidn con
divisor y un praograma de temperatura : 130° € -» 240°C, 20° C/min,

con un minuto de temperatura final. La temperatura del inyector y

' del detectar fue de 300° C.

Las condiciones de los -gases fueron las mismas que las

mencionadas en la seccidn Z.3.1 de esta Parte Experimental.

Se prepararon soluciones de Fenilbutazona de 100 mg/ml, 4 mg/ml,

24 mg/ml, 9.50 mg/mi y 4.0 mg/ml. Se inyecto | ul de cada una de

las disoluciones y se procedid a analicar los cromatogramas.
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2.3.3 Analisis de muestras de orina con.  contenido de

Fenilbutazona

Nuevamente de las muestras gque se  trabajan rutinariamente en
Control Quimico 8.A. de C.V. se escogieron los casos en los que
se visualizd Fenilbﬁta:ona por cromatografia de capa delgada.

De cada muestra se tomaron 100 ml de orina y se les aplicd 1la
técnica de extraccion que utiliza el Laboratorio. La cual se basa
en el uso de la resina XAD-2. Por cromatografia de capa delgada
se visualizéd cual de las dos fracciones (Acida o basica)
presentaba a la Fenilbuta=zona en mayores niveles y se procedid a
trabajar con el extracto definido para determinar la concentracion
de la misma. Los extractos siempre fueron recuperados con 0.5 ml
de metanol grado analitico.

Se trabajd con lé columna HF y con la técnica de inyeccidn con
divisor. La temperatﬁra del inyector y del detector fue de‘ oo’
C. El programa de Stemperatura fues 130° © -> 240° c, 20° C/min,
con un minuto de temperatura final. Las condiciones de los gases
fueron las mismas gque las mencionadas en la seccidn 2.3.1 de esta
Farte EHperimenﬁal.

Con el método del estdndar externo, utilirzando una curva de
calibracidn, se procedid a determinar las concentraciones en

las diferentes muestras.
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Capitule III

Resultados y Discusion

2.1 Cromatografia en placa de gapa delgada

S.1.1 Cromateqrafia

de drogas puras

La tabla V muestra los datos obtenidos para las drogas puras en
en los sistemas A y B.
Tabla V
SISTEMA A

Droga REr Mandelin Mandelin Diazo uv
acepromazina 0.51 rosa rosa cafeé +
amfetamina - - - - -
banamipa 0.37 - - - -
benzocaina 1.2 - - bugambilia +
butorfanol - - - - -
cafeina (Rf)4.3cm - = - +
clorfeniramina 0.19 - - - +
clorpromazina 0.36 rosa rosa morado +
dexametazona 0.65 amarillo permanece verde +
diflunisal 0.14 azul claro " - +
difilina - - - - -
diazepam 1.23 amatrillo permanece canario +
efedrina 0. 30 beige " violaceo +
ac. etacriniceo 0.25 - - - +
fencbarbital .96 - - - +
fenilpropanolamina - - - - -
furosemide 0.23 - - rosa mex. azul
guaifenesin ©.74 blanquecino " vialaceo +
hidroclorotiazida 0.22 - : - rosa +
ibuprofen - - - - -
lidocaina 1.19 - - violeta +
mepivacaina CG.b7 - . - - +
a.meclofendmico 0.71 morado permanece permanece +

. mefentermina - - - - -
metocarbamol 0.75 gris gris morado +
naproxen Q.76 - café café +

. oxifenbutazona 0.74 amarillo amarillo violaceo +
promazina 0.46 rosa rojizo desaparece -+
prednisolona 0.89 - - - +
procaina 0.3& beige’ bugambilia blanco
pirilamina 0.38 rosa permanece +
triclormetiazida 0.36 - - +
teofilina - - - - -
tetracaina 0.55 - - violeta +
tecbromina - - - - -
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SISTEMA B

Droga Rfr Ninhidrina Ludy Tanger
acepromazina Q.36 amarillo naranja
amfetamina 0,95 morado naranja
banamina 0.22 - naranja
benzocaina 1.61 - rojo
butorfanol 0.57 - rajo
cafeina 4,0cm - rojo
clorfeniramina 0.90 - "
clorpromazina 0.73 rosa "
dexametazona 1.3 rosa trojo claro
diflunisal 0.32 - -
difilina 030 - rojo
diazepam 1.37 verde tenue rajo
efedrina 0.54 bugambilia rojo
ac., etacrinico Q.12 rosa rojo
fenobarbital 0.43 - -
fenilpropanolamina (.48 - natanja
furosemide 0.14 rosa gris
guaifenesin 0.81 - naranja
hidroclorotiazida - - -
ibuprofen 0.1 - rojo,blanco
lidocaina 1.47 - rojo
mepivacalna 26 - naranja
ac. meclofendmico 0.78 - rojo
mefentermina 0.71 rosa rojo
metocarbamol 0,27 - rojo
naprozen 0.12 - -
osxifenbutazona 0.5 - naranja
promazina Q.40 rosa naranja
prednisolona 1.18 - narangja
procaina 1.32 - rojo
pirilamina 1.4 - rojo
triclormetiazida 0.34 - decolora
teofilina 0.3 - rojo
tetracaina 1.25 - roJo
teobromina 0.732 - roja
3.1.2 Cromatografia de la Fenilbutazona y la Oxifenbutazona

Con lo que respe

concentracian tiene

placas, como se puede observar en la figura 8.

cta al sistema A (

cloroformo:

metanol),

g oy
<

IR R R R IR I I I I I I Pt

IR

R R

i
1

la

un efecto claro respecto al desarrollo de las
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cofelna

Desarrollo de la Fenilbutazona

concentraciones

En la tabla VI se muestran los Rfr (relativos a cafeina 4.5

Figura 8

de la fenilbutazona en funcidn de la concentracidn.

Concentracidn (ug/ml)

7.8
15.6 (1)
(2)
JF1.2501)
2)
&2.5 (1)
(2)
128 (1)
(2)
250 (1)

(2)

T

abla VI
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1.51
1.29

1.51
1.29

1.49
1.29

1.49
1.29

1.44
1.29

en el Sistema A a diferentes

cm)



Concentracidn (ug/ml) Rfr
500 1.29

Cabe mencionat que la Fenilbutactona en este sistema da un color
amarillo crema con Mandelin y un violeta intenso con Diazo, Qque
es @l color final en la visualizacidn.

Es interesante ver también como a partir de la concentracion de
15.6 ug/ml empiezan a aparecer dos manchas intensas para. cada
concentracidn y que a la concentracidn de 500 ug/ml estas dos
manchas se juntan para formar una mancha.

Se podria pensar en una posible contaminacidn del estandar pero
este fue analizado por cromatografia de gases constatando su
pureza. Fuede ‘tratarse de una descomposicidn del estandar al
interaccionar con la silica de la placa, dandoe lugar a dos
manchas producto de la descomposicion de la Fenilbutazona.

En el sistema B, todas las concentracioens dan un color naranja
con Ludy Tanger con un Rfr de 0.1 +/- 0,05,

Con lo que respecta al estudio de la 0xifenbutazona, considerando
la Mezcla I y la Mezcla 11 utilizadas en el experimento, en la

figura ? se muestran los resultados con el sistema A:
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Figura 2

La mezcla 1 presenta cuatro manchas (Rfri= 1.27, Rfr2= 1.02,
ambas de color violeta con Diazo, Rfr3I= 0.84, Rfr4= 0,62 de color
violaceo con contorno amarillo despué; del Diazo).

La mezcla II presenta unicamente dos manchas alargadas con
Rfr1=1.29 y Rfr2= (0.78, donde la mancha 1! por el coleor violeta
corresponde a la Fenilbutazona y la mancha inferior a la
Oxifenbutazona.

Nuevamente aquil ce observa la presencia de dos manchas para el
estandar de Fenilbutazona. El mismo fendmeno se observa para la
Oxifenbutazona.

En el sistema B tanto la mezcla I como la mezcla II presentan una

mancha naranja alargada con Ludy Tanger, de Rfr= 0.2
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3.1.% Cromatograflia en capa delgada de muestras de orina

En las figuras 10 y 11 se muestran los cromatogramas para
diferentes muestras de orina desarrolladas en £1 Sistema A.

Los casos de las muestras 252, 283, 254, 206, 259, 2460, 261,
244, por ejemplo, muestran la presencia de la Fenilbutazona como
una estela violeta despudés de aplicar el Diazo.

También se observa que aun cuando la Fenilbutazona es una droga
dcida, esperandose bbtener mayoritariamente en la fraccidn AA, la

fraccion AR también la muestra intensamente.
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3.2 Cromatografia de Gases

3.2.1 Seleccion de la columna

Cabe . mencionar «que lo mas impertante para la selegecidn de  la
columna es el puntp de vista del analista, en el sentido de gue
es lo que desea si una mayer resplucitn, una mayor capacidad o un

mejor tiempo de andlisis.

En el gaso del analisis de drogas en fprma rutinaria es deseable
un  sistema en el que se puedan analizar una gran variedad de
compuestos con una resplucion .adecuada y en un tiempo de andlisis

corto.

Congsiderando que la reseolucidn estd determinada por la
selectividad, la eficiencia y el factor de capacidad se hace
necesario el analisis de estps puntos para las columnas
estudiadas.

lLas tablas VII, VIII, IX, X y XI muestran los valeres calculados
para la selectividad, la eficiencia, el factor de capacidad,

tiempo de retencidn y resolucidn respectivamente.



Selectividad de las drosas respecto a Feni'butazona
COLUMNA RSL J00 RSL 150 HF
DROGA
acepromazina 11.83 1.30 Q.31
amfetamina - 0.97 C.95
banamina - 2.21 1.87
benzocaina - 10,96 0.89
butorfanol C - - -
cafeina 4.71 5.12 4.16
clorfeniramina 3.49 2.27 1.46
clorpromazina ©.80 0.67 0.68
dexametazona. - - -
diflunisal T.65 2.48 3.07
difilina -~ 1.08 Q.70
diazepam 0.732 .78 Q.47
efedrina 28.53 - 10.27
acido etacrinico - - -
fenobarbital 3.91 3.9% 2.68
fenilpropanolamina - 10,22 10.27
furosemide - - -
guaifenesin 11.02 8.77 6.42
hidroclorotiazida - - -
ibuprofen 24.75 14.62 10.27
lidocaina b6.22 4,135 4.0
mepivacaina 2.90 2.048 1.332
acido meclofenamico - - -
mefentermina - - -
metocarbamol 11.28 2.946 2.33
naproxen 3.13 2.44 2.26
oxifenbutazona - - -
promazina 1.28 1,09 1.07
prednisolona 2 - -
procaina . Z.26 2.72 ‘ 2.39
pirilamina . 2.06 1.22 Q.92
triclormetiazida - - -
teofilina 2.69 . 3.01 2.21
tetracaina 1.39 1.47 2.06
teobromina - - -

Cabe notar gque las drogas que no salieron en ninguna de las
columnas son sustancias que por poseer grupos altamente polares
(dcidos) o por ser termolabiles no pudieron serr analizados por

cromatografia de gases.



COLUMNA

DROGA
acepromazina
.amfetamina
banamina
benzocaina
butorfanol
cafeina
clorfeniramina
clorpromazina
dexametazona
diflunisal
difilina
diazepam
efedrina

adcido etacrinico
fenobarbital
fenilpropanolamina
furosemide
guaifenesin
hidroclorotiazida
ibuprofen
lidocaina
mepivacaina
Acido meclofendmico
mefentermina
metocarbamol
naproxen
oxifenbutazona
promazina
prednisolona
procaina
pirilamina
triclormetiazida
teofilina
tetracaina
teobromina

Tabla VIII
Eficiencia

REL 300

6721.51

21561.33
432.44
20781.34

F020.73

27939.98
?290.45

8290.49

6721.51

36118.50
29640.27
PGI1.47

7847.99
10144.10

10718,.31

256845.79
7834.72

£573.93
38168.14 4

RSL 150

357.57
4454,09
1855.17

10529, 86
21423.94
4769.55
53469, 03

186.94
5220.04
5234, 10
7577.42

922,85
232,79
1019.93

16087.22
446B6.87
2794.93
&361.08
8073.56

4608.76

17649.47
5718. 40
1B851.62

13128.20

HP

155.54
214.95
149.32
138,06

616.414
660.81
313.68

633,16
482.86

31.03
174.68
6.72

597.30

46.73
460.39
o87.13

1782.27
435.36

306.91

440,01
214,29
214,465
400,53

u
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Tabla IX.

Factor de capacidad

COL.UMNA RSL. 200 RSL 150 HF
DROGA

acepromazina 0.41 2.37 32.83
amfetamina - 3.18 10,80
banamina - 1.39 5.5
benzocaina - .28 11.5
butorfanol - - -
cafeina 1.03 0. 60 2.47
clorfeniramina 1.39 gt 7.03
clarpromazina &. 03 4.56 15.13
desiametazona - - -
diflunisal 1.332 0.8= T.39
difilina - 2.84 14.63
diavepam 6,68 .92 15.732
efedrina Q.17 - 1.0
dcido etacrinico - - -
fenobarbital 1.24 3.83
fenilbutazona 4.85 10.27
fenilpropanolamina - 1.0
furosemide - - -
guaifenesin 0.44 0.3235 1.60Q
hidroclorotiazida - 0.69 -
ibuprofen 0.19 - 1.0
lidocaina 0.78 0.74 2.597
mepivacalna 1.67 1.4%9 7.70
4dcido meclofendmico - - -
mefent=rmina - 0.14 -
metocarvamol 0.43 1.06 4.733
naptrosen 1.55 1.28 4.55
oxifenbutazona - - -
promazina 3.79 2.82 Q.60
prednisolaona - - -
procaina 1.49 1.13 4,30
pirilamina 2.35 2.52 11.17
triclormetiazida - -~ -
teofilina 1.80 1.02 4.65
tetracaina 2.36 2.09 7.38
teobromina - - -

k' promediag 2.0 1.4 &.7




COLUMNA
DROGA

acepramazina
amfetamina
banamina
benzocaina
butorfancl
cafeina
clorfeniramina
clorpromazina
dexametazona
diflunical
difilina
diazepam
efedrina

dcida etacrinico
fenobarbital
fenilbutazona
fenilpropanolamina
furosemide
guaifenesin
hidroclarotiazida
ibuprofen
lidocaina
mepivacalina
Adcido meclofendmico
mefentermina
metaocarbamol
naproxen
oxifenbutazona
promazina
prednisolona
procaina
pirilamina
triclormetiazida
teofilina
tetracaina
tecbromina

—

abla X

Tienpo de retencidgn

RSL 300 RSL 150
1.44 I.44
- 4,26
- 2,44
- 1,31
2.07 1.44
2.44 2.40
7.17 5,67
5.38 ;.28
- .92
7.83 5.0
1,19 -
2.28 1.921
5.97 4.16
- 1.32
1.47 1.38
-~ 1.72
1.22 1.23
1.82 1.77
2.72 2.84
- 1.16
1.46 2.10
2.60 2.3
4,89 3.90
2.54 2.17
3.42 3.59
2.86 2,06
3.43 Z.15

HP

(=
.
£
i

tOC 1 O




esolucion de las drogas reseecto a Eenilbutazona

COLUMNA
DROGA

acepromazina
amfetamina
banamina
benzocaina
butorfanol
cafeina
clorfeniramina
clorpromanina
dexametazona
diflunisal
difilina
diazepam
efedrina

acido etacrinico
fenobarbital
fenilpromanalamina
furosemide
gualfenesin
hidroclorotiazida
ibuprofen
lidocaina
mepivacalna
adcido meclofendmico
mefentermina
metocarbamol
naproxen
oxifenbutazona
promazina
prednisolona
procaina
pirilamina
triclormetiazida
teofilina
tetracaina
teobraomina

Tabla XI

RSL FQ0

S6. 3329

45,9583
12,1167
7.68594

33.6199

2.3710
8,307z

34,4796

0o~

48,6745

68. 3340

Z6.8609
20,4479

24,4473
27.4384

RSL 150

1.5426
O.4T3E7
7.9548
22.1846
20.1174
10.2124
5. 92040
4., 2076
1.1351
S.E987
15,3263
14,9659
21,1170
18,2632
. 1460
13,2408
11.2228
1.1937
14,5978
2.89807
10.5704
&.TE0O0

HF

z.7853
0.2706
3.0544
0.4409
9.8178
2.7690
2.0652

8.0985
2,220

1.9282
7.5470

11.8497

8.4563
?.0084
2.0215

7.7793
S.3941

0.3856

5.8598
0.I822
4,3932
2.0889




Es’ necesario mencioharAglas}Eé}g&ﬁéflsficéé }hQMiﬁéles de  las
columnas estudiadas: ’

1. Alltech RSL Z00: cdlumné dé fase unida de silica fundida

(polifenilmetilsiloranos), de polaridad intermedia. Longitud: 30m
Didmetro interno: 0,25 mm. Espesor de pelicula: 0.2 u.

2. Alltech RSL (%0: columna de fase unida de silica fundida
(polidimetilsilosanas), columna na polar. Longitud: 30 m.
Didmetro interno: 0.25 mm. Espesor de pelicula: 0.25 u.

3. HP High Ferformance Capillary Column: Crosslinked
Metilsilicone (no polar). Longitud: 4.5 m. Diémetro interno:

0.2mm. Espesor de pelicula: 0.33 u.

VLa diferencia entre la columna 1. y 2. es primordialmente el tipo
de fase que las constituye.

Si comparamos la eolumna 2.y 3. el principal  factor de
diferencia es la longitud.

A continuacitdn se presenta el andlisis individual de cada uno de

los factores que afectan a la resolucidn.

3.2.1.1 Factor de capacidad

La tabla XII muestra una serie de datos calculados a partir de la
informacidn obtenida de la tabla IX. A partir de estos datos se
procedid a hacer el siguiente andlisis comparativo:

a) Los valores observados no coinciden con los esperados de
acuerdo a las caracteristicas nominales de las columnas.

b) Cabe sefralar que las columnas RSL 300 y RSL 1350 no eran nuevas
y s posible que hayan perdido fase liquida con lo gque la razon
de fases (p ) y el espesar de la pelicula (df) reales pueden ser

diferentes de los nominales.



Columa

RSL. 300
RSL 150

Longitud

{m)

6.5

Di&metro
intermo
(nm)
0.2
0.25

0.20

Espesor
pelicula
{um)
0.2
0.25

. 033

3 nominal

B 8

Tabla XII

2.0
1.6
6.7

nominal

2.0
1.7

calculado experimen-

12.1
4.2

Al

K300

=
150

tal
1.5

.
Kase

¥iso
caloula-
[¢4]

1.5
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Demostracion:

Si se considera que k' puede eupresarse como:

[solutal en la fase estacionaria

Donde K= coeficiente de reparto=-- - -
{solutol en la fase liquida

volamen fase moévil

P = pazon de fases
volumen fase estacionaria

a) Teniendo en cuenta que para la columna HF y la RSL 150 la fase

es la misma entonces:

Ky = HKiso por lo que:
K 6.7
e Jé@E = mmmm—= 4,72
Kk Pwe 1.6

Comparando con el valor nominal de ——--- se observa que es 2.5

veces mayot.

Ahora bien como:

= didmetro intero
= @spesor de pelicula

ﬁ’ = —Qi-'-—— Donde

[t
df

Se tiene que:

Buso - Fiiso . dbwe y Y
Pue i we dfieo - dfeo

Comparando con la relacidn nominal
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Se

observa que el valor calculado es mayor,

por lo que se tiene

que se ha perdido al menos 60% de la fase de la columna RSL 150

y el espesor de pelicula madximo para ésta es de

Q.1 um comparado .con 0.25 um nominales.

aproximadamente

b Por otra parte analizando las columnas RSL 200 y RBL 150 e
introduciendo la relacién de Snyder, 5i{3|= @z:
Ky Ky (R ~Fy) /2
——— = ———— = 1O F'= polaridad de
k) K, la fase
Se tiene que el valor tedrico de la relacion de las constantes de

reparto en dos tipos de fases es:

Paoo _

220 - 3.6
K ye (5300 (2’ He

Valor éste dltimo que es mucho mayor que el valor nominal con

que

(2.7-1.6)/2

se ha perdido el 85 % de la fase de la columna RSL 300 y

espesot maximo de pelicula es de 0.07 um.

Fara verificar

valores calculados:

P _
o300

la Bltima aseveracidn se calcula

= 3,6 (22)
[C
b :—@1- = 12,1
kaoo
lo
el
[
—————con  los

T.6na4.2

= 1.25

12.1



Comparando cpn'gl'Qéior“expérimentali

ke 2.0

.;.32.0-.— S - = 25
K'so 1.6

Se puede concluir que efectivamente en las columnas RSL 200 'y RSL

150 el espesor de pelicula real es mucho menor que el nominal.

Volviendo a la tabla IX cabe seffalar que los valores de k' para
la columna HF son mayores debido a un espesor de pelicula mucho
mayor (P es menor).

El valor de k' para la columna RSL 200 es algo mayor gue para la
columna RSL 150 debido a su mayor polaridad ( mayor interaccidn
con los solutos polares) a pesar de que el espesor de pelicula en
la columna RSL 300 sea muy pequefo.

Ahora bien, las k' bajas en RSL Z00 y RSL 150 favorecen tiempos

de anadlisis cortos a pesar de que tengan una longitud grande.

S.2.1.2 Eficiencia

Las columnas RSL 300 y RSL 150 se operaron a velocidades de fase
movil (49,02 cm/seg) cercanas a la optima. l

La columna RSL 300 es mds eficiente debido fundamentalmente a un
espesor de pelicula muy pequeflo y a una mejor solubilidad de los
solutos en la fase estacionaria.

La eficiencia maxima observada en la columna RSL 200 es tres
veces menor dque el mAximo tedrico posible (100000-150000). Sin
duda por las aportaciones e:xtracolumna (principalmente del

inyector) sobre 21 ensanchamiento de las bandas.

La eficiencia maxima en la columna RSL 1590 es seis veces menor



que el maximo tedrico debida también a un iinyectnr ineficiente.

5in embargo el valor de la eficiencia es suficiente para obtener

valores altos de tresolucion.

La eficiencia maxima en la columna HF es muy baja, ademds de 1a
ineficiencia del inyector por la muy alta velocidad de la fase

mivil que se utilizd para reducir drasticamente los tiempos de

andlisis.

A pesar de estas observaciones la eficiencia en todos los casos

es suficiente para obhtener resoluciones adecuadas.

3.2.1.7 Belectividad

Como era de esperar la selectividad promedio es mayer para la
columna RSL 300 (fase mas polar) lo que propicia que los tiempos
de analisis sean mayores y también se tenga un mejor resolucidn y

par lo tanto una menor probabilidad de enmascaramiento.

La diferencia de selectividad observada entre la columna R5SL 150
y HP se debe probablemente a que en la RSL 150 los silanoles
libres del tubo de silice fundida son mds accesibles porque el

espesar -de pelicula es mas bajo.

En términos generales en las tres columnas se observa una buena

selectividad.

3.2.1.4 Resalucidn

La resolucion es una medida cuantitativa del grado de separacidn
de dos picos v se establece que se tiene una buena resolucidn

cuandao ésta s mayor a 1.

Cabe sefalar que los valores pbservados son producto del efecto
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QE»las variables yﬁ estudiadas.

En la columna RSL 300 los valores de la resolucidn son  mayores
debido a que la eficiencia y la selectividad son mayores. Estoé
valores de la rasolucion son demasiado grandes ( el mds pequefio
de 7.7) pudiendo reducirse la longitud de la columna hasta 2.5
veces obteniéndose tiempos de andlisis 2.5 veces menores o bien
aumentando la velocidad lineal de flujo lo cual también traeria

consigo una disminucidn del tiempo de analisis.

En promedio en la columna RSL 150 la resolucidn es buena, sin
embargo hay un caso donde R<1 (amfetamina=0.43) pudiendoge
presentar un enmascaramiento. E1 problema podria reducirse si se
considera una operacidon mas eficiente del inyector obteniéndose

una mayor eficiencia.

En la columna HP debido a las condiciones drdsticas de operacidn
(una longitud pequefla de la columna y una velocidad lineal de
flujo alta) la resolucidn se ve afectada. Cuatro son los casos en
los que R<1: amfetamina(0.27), benzocaina(0.44), promazina(Q.39)

y Pirilamina (0.38). Aun asi la resolucidn promedio es adecuada.

A continuacidn presento los cromatogramas de dos de las drogas
arriba mencionadas, que podrian se enmascaradas por la

Fenilbutazona, en la columna HP.



STRT .06 4 disalvente
15 <~ gmfetomion +{<-_nilbo‘\'nmm

SToe

RREAZ
AT AREA TYPE  AAMT AREAY
0.06 4.Y0S5C+07 PP 0.098 Il 748
0.75 1.93176«07 T88 0,154 2%.252

ToTAl ARER= ©,8372E407

Figura 12

~1lul de amfetamina (0.01g/ml) + iul de Fenilbutarona
inyectados simultaneamente. (Temp. isotérmica= 22% ©C)
El pice: en 0O.75 corresponde a la suma de amfetamina v

Fenilbutazona. “lLaramente se tiene aqui  un efecto o=

enmascaramiento.



;_‘_:__ ' 055 +— disclvente
63k ¢— promazino.

sTop

arREAY,
RT AREQ TYPE  NR/HT ARERZ
0.055 2. 19145407 1588 0.04a 97. 685
0.636 519740 f8 0.0 .57

ToTaL AREA= 2 2434E+407

Fiaura

Fromazina. 1ul (0.0lg/ml) (Temp. isotérmice=22% )

1 054 +— disohveste
? 674 — promaina+ .‘zn‘ulb\ﬁumo\
oP

ARENY,
RT_ AREA TYPE  AR/HT AREQY,
0.054 2 4407E407 4588  0.044 95, 575
0.674 1130000 P8 0.1t 4.425

ToTa. AREA= 2, 55478407

Figurs 14
1ul de Fromazina (0.0lg/mld + lul Fenilbutazonal0.Clg il

Inyectados simultaneamente (T= 225 O).

En este caszo el pico on 0,674 represzenta la suma d2 la Promatina

v la Fenilbutazona. Compardndmls con la promaz:na zola, el wice

aumentd aproximaclaments a lo doble de altura.



3:2.1.5 Tiempo de analisis

A temperatura isotérmica de 225° € en todos los casos los tiempos
de anaiisis son bajos: B8 minutos en la columna RSL J0O0, &6 minutos
en la columna RSL 150 y 1 minuto en la colummna HF.

De tal forma se recomendaria una columna corta de
Fenilmetilsilicdn con un espesor de pelicula bajo y utilizando
una velocidad lineal de flujo alta (considerando un inyector
eficiente) para alcanzar el mejor compromiso entre la resolucidn
y el tiempo de andlisis.

El uso de wuna columna con estas caracteristicas permitiria
complementar el andlisis de muestras en las que la Fenilbutazona
interfiriera a nivel de cromatografia de capa delgada.

Pero es importante comentar que si se tienern muestras complejas
(sgcias) la wutilizacidn de un programa de temperatura es
necesario, eliminando las ventajas de tiempos de andlisis bajos
camo los mencionados a temperatura isotérmica.

De ahi que se requieran de métodos de preparacidn de las muestras

que ptovean extractos mas limpios.
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32,2 Seleqcién del tipo de inyeccion

De las dos técnicas mas frecuentemente utilizadas, con divisor y
sin divisor, se optd por utilizar la técnica split(con divisor).
La t&cnica sin divisor neceésita del uso de disolventes de baijos
puntos de ebullicidn (hexano, isococtano)para poder llevar a cabo
el efecto de frente de dislovente, con lo que el uso de cualquier
muestra estd limitado a que éstas sean solubles en este tipo de
disolventes. For otra parte, la inyeccidn directa a la columna
de muestras biolégicas, puede ensuciarla facilmente, con lo que
se treduciria rdapidamente la vida media de una columna y mds aun
si se trabajan lotes grandes de muestras,.

Si bien es cierto que la técnica de la inyecciédn sin  divisor
permite que entre mads muestra a la columna, el linite de
deteccidn se ve también aumentado. Una desventaja de la inyececién
sin  divisor es también, la baja reproductibilidad que ofrece
frente a la inyeccion con divisor.

El 1limite de deteccidn encontrado por la técnica sin divisor fue
de 0.8 ug/ml.

El limite de deteccidn encontrado por la técnica con divisor fue

de 1.6 ug/ml.
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2.7 Efecto de la Fenilbubtazona en alta concantracion.
A continuacidn, se  presentan  los respectivos cromatogramas

carrespondientes a las concentraciones de 10O mg/sml, 40 ma/ml. 24
mg/ml, .50 mg/ml y 4.00 mg/ml de fenilbutazona.

N ° .
(Fara las condiciones de trabajo vesse la scczidn 2.7.2 de la

Farte superimental)

06

— 4.25

495
REA TYPE  OR/HT AREAY.

7421000 DSB8 0.020 56.704

3677900 W 0,216 e8.103
1953600 vP 0. 088 14, 163

B
Figura 15

En este cromatogtama correspondiente a {0T0aegs/ml,  se observa  un

pico can tiempos de retencion de 4.2% v 4.28!(reel)



RAER TYPE  RA/HT ARG/
0,05 6366700 D588  0.019 16,613

4.13 1682200 vY¥Y 0O.15¢ 40,242
4.15 . 2aljooD ¥vB8 0.022 2 403

ToTAL AREN= 8310200

Eiaura 14
cramatograma * correspondiente a 40mg/ml presenta tamividn o
pleco con tiempos de retencion de 84.17 v 4015

Este

(real)
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= 08

% 4.07

ARERY
RT AREA TYPE  AR/MT ARENA).
0.05 681400 0588 0.019 84 960
4,01 1143700 VP 0.123 14.543

ToTAL AREA- 7864200

Figura 17
Agqui el cromatograma de 24 ml/ml sélo muestra un pico intense
an 4.07. ‘



3.97

ARBAZ.

RT AREN TYPE

0.06 6177600 588

. P8
3.79

3.97 433220 V8

Figura

El pico en 3.%7 correspaonde a ia
je ?.30mg/ml

ARAT
0.0i8

0.089

18
Fanilbutazona en

AREARY,
93.315

6.544

concentracian



- 05
}..
7
3.90

RERZ

AT ARGA TYPE  QR/HTY ARENY,
0.05 5992200 S68 0,01€ 47,703
3.90 40500 P8 0,055 2 291

ToTaL nRen= 6132700

Eiawra 19 '
Finalmente tenemags a la Fenilbutazona en concentracidn e
4.00mg/ml, cuyo pico es el T.91



FPor un lado se ﬁbserva que a menor concéhtrﬁciéﬁ Vlléﬁ'tiempns de
retencidn van disminuyendo Yy a concenfﬁaciones elevadas 155

picos tienen bases muy anchas.

Con réspecto a estas observadiones cabe mencionar que la forma
asimétrica de los picos (“"cabeceado!") corresponde a una isoterma
del tipo antilangmuir por lo que al variar la concentracioén, el
tiempo de retencion vsria, disminuyendo al disminuir la
concentracion.

El frente difuso es comdn para todas las concentracionszs y es una

funciodn de la derivada de la iscterma.

Este comportamiento puede deberse a la incompatibilidad del soluto
con 1la fase estacionaria (baja solubilidad) y/o0 a la baja

temperatura de operacidn.

Ademds este fendmeno es indeseable porque pueden enmascaratrse laos

picos que eluyen inmediatamente después con lo que aumenta la

incertidumbre de la verificacion de la presencia o ausencia de

drogas.

lLa figura 20 muestra la grdafica en la que se reiaciona la

concentracidon con el tiempo de retencidn. En la misma grafica se

consideran los tiempos iniciales y finales de elucidn a cada

concentracion como se muestran en la siguiente tabla XIII.
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Si se observa la figura 20 se pude ver como existe una zona donde
la .probabilidad de enmascaramiento depende francamente de la
concentracidn.

Asi por ejemplo, si A eluye en un tiempo de retencidn de 4.20
podra detectarse si la concentracitn de fenilbutazona es menor de
40 mg/ml, si la concentracidn es mavor de 40 mg/ml, gera

enmascarado.

3.2.4 Andlisis de muestras de orina con contenido de

Fenilbutazona

Con el método del estandar externo, utilizando una curva de
calibracion, se procedid a determinar las concentraciones en
diferentes muestras.

Curva de calibracidn,

Para genetrar la curva de calibracidn se utilizd el area promedio

de tres inyecciones: el volumen inyectado fue siempre de 1ul

Concentraciéon (mg/ml) Area
?.0 317065
4.0 139985
2.0 70850
1.0 34765
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TESIS WO DEBE
SAE?JA DE LA BIBLIOTECA

#muestra Vol. inyectado Area tr Fenilbutazonaiug/ml)
7 " 1?0830 T.99 28.70
] " 17432646 4.00 AR.55
? " 110578 Z.97 S1.42
10 " 1620875 =, 98 Ab. 27

Las concentraciones de fenilbutazena se refieren ya a1 wvolumen
total inicial de orina de 100 ml.
Es importante mencionar agul la diferencia que gxisnte entre la
concentiracion encontrada en el extracto final previo a la
inyeccidn y la gongentracion corresppndiente al veltimen total de
muestra. A=l Ja concentracion correspondisnte a ;pﬁ exvtractps
recuperados a un vplumen de 0.5 ml de metanol es:
# muestra Fenjilbutaspnalug/ml)

1 . 7146.2
14180.0
TA440.9
5965.1
174658.1

8993.4

N > N

5732.4
?906.8

6284.7

o 90 @

1 9234.32

Se observa que la concentracidn en los extractos es del orden de
S5~20 mg/ml y que es esta concentracidn -la que influye en los
resul tados abservados tanto en la placa de capa delgada como en

la cromatografia de gases.

La Figura 22 muestra como ejemplo el cromatograma de una de las
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muestras trabajadas.
por
que pudieran por Si Mismos,

‘que viniesen en concentracion
ser identificado

pudo por

Fenilbutazona 'a diferentes

simetria del pico y el tiempo

una serie de pasos de esutraccidn selectiva,

Como muestra bioldégica, aun después de pasar

pPresenta picos

servir de enmascarantes para drogas

baja. El piro de la Fenilbutazona
la comparacidén con estandares de
concentracianes, considerando 1la

de retencion.

La cuantificacidn de Oxifenbutazona por cromatografia de gases no

fue posible ya que este metabolito contierne un grupo polar

que - impide

su desarrollo por este método.

(=0H)

La opcién para su

cuantificacidén y analisis es la cromatografia de liquidos.



05 - di se‘vzn‘\&
5

2.3
2.69

3.99 «{zn%lbu‘nzonc\

4.62

5.3
.07

oP

fREAY
RT AREA TYPE  AR/HT AREA%
0.05 93403120 0s88 0.022  76.907
0,54 39947 0 PY  0.022 0.327
213 92173 W 0.037 0.753
e 64 182590 PR 0.042 1.492

399 3080 W 0.078 2,54

Cromatoqrama de una muestra de orina de caballo

Figura 2T
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a) Se observa que para el sistema B estudiado, la fenilbutazona y
la ouvifenbutazona dentro del rango de 7.8--500 ug/ml presentan
Rfr< 0.2, De tal forma que en este sistema v en las condiciones
establecidas en este estudio, ambas drogaes arriba mencionadas no
presantan un efecto real de enmascaramiento sohre las drogas
puras.

b)Y En el sistema A la fenilbutazona y la oxifenbutazona presentan
productos de descomposicidn probablemente por interaccidn con  la
placa de sllice. Las Rfrr de la fenilbutazona, la oxifenbutazona y

sus regspectivos productos de descomposicidon son mavores a 0.6.

Es evidente que las productos de descomposicidn  aumentan  la
praobabilidad de enmascaramiento.

Hasandonos en estos Rfr podenns concluir que cualquier droga pura
con un  valor de Rfr menor a 0.4 no  serd enmascarada por la
fenilbutazona, la oxifenbutazona [u} BUS productos de

descomposicidn. Las drogas con Rfr mayor a 0.6 que padirlan  saer

enmascaradas s2 muestran en la tabla XIY.
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Droga : e P Rfr
Een:oéaina T ezt
Cafeina ’ k 1.0Q0
Dexametazona Q.65
Diazepam 1.23
Fenobarbital Q.96
Guaifenesin 0.74
Lidocaina 1.19
Mepivacaina 0,67
Ac. meclofenamico Q.71
Metocarbamol 075
Naproxen Q.76
Frednisolona : 0.89

c) En las muestras de orina la fenilbutazona y la oxifenbutazona
tienden a formar una estela que efectivamente abarca la zona de
Rfr» 0.6. Se podria pensar que por presencia de estas estelas se
estd trabajando con concentraciones mayores a los SO0 ug/ml en el

extracto de aplicacidn.

d) En la cromatografia en capa delgada el principal factor de.
enmascaramiento estd relacionado con el color violeta intenso que
adquieren la fenilbutazona vy la oxifenbutazona después de 1la
diazotizacidn. 5i se considera que ciertas drogas empiezan a dar
colores desde la aplicaciédn del Mandelin ( acepromazina,
metocarbamol, promaczina, clorpromazina, diflunizal. acido

meclofendmico v pirilamina) se padrian identificar antes de la



diazotizacidn,

fng Cro@a£nqvafla‘gg gases

Dé las columnas utilizadas para el presente estudio la RSL 300 y

150 no eran nuevas vy se constatd que hablan perdido un 60 % (RSL

150) y un BS5% (RSL 300) de fase ligquida con lo que los valores de

factor de capacidad, selectividad, eficiencia y resolucion se

vieran afectados.

Aun asi los valores optenidos fueron aceptables camo para llegar

a las siguientes conclusiones:

~La fase de fenilmetilsilicdn es mds selectiva para &l analisis
de draogas.

~-Es posible realizar la determinacitn de drogas en menos de  un
minuto con el uso de columnas capilares en operatczidn de altas
velocidades.

~Utilizando 1la columna HF manejande concentraciones elevadas de
fenilbutazona se presenta el fendmeno de picos cabeceados
correspondientes a isotermas del tipo antilangmuir quer pueden
contribuir al efecto de enmascaramiento.

-Fue necesario utilizar un programa de temperatura para el andlisis
de muestras de orina pues aun no se cuenta con un método optimo
de preparacion de las muestras para poder aplicar un andalisis a
temperatura isotérmica y obtener ventajas en el tiempo de
andlisis.

~Las concentraciones encontradas ®©n las muestras de orina no
excedieron log .§O ug/ml en une dilucidn final de 100 ml de

orina utilizada para el analisis.
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~Se ‘hace- necesario’ ampliar’ el numerc . de muestras de orina

analizadas ‘estadlsticamente los niveles de

- concentracion.  de fenilbutazona en orina de caballos del

programa de medicacidn controlada utilizado en México.

-Tomando en cuenta qné una dosis de gramos diarios de
fenilbutazona para uwn caballo de tamafo normal (450 kg) produce
un efecto antiinflamatorio dptimo y gque para una dosis como la
mencionada los niveles de fenilbutazona encontrada en orina
pueden ser de 70 ug/ml, las concentraciones encontradas en este
estudio se encuentran dentro de este rango.

-El efecto de enmascaramiento debido a las altas concentraciones
de fenilbutarona estd relacionado con lag altas concentraciones
manejadas en el extracto final previo a la inyeccidn al aparato
0 a la aplicacidn en placa.

~Las concentraciones encontradasz en estos extractos varlan de
entre  9-20 mg/ml por lo que las fendmenos de enmascaramiento

observados en este estudio son validos.

Si bien se llegan a estas conclusiones en el presente estudio,
cabe sefialar que en México falta mucho por hacer en el campo de
la Guimica Forense para que en un futurs se  tengan mayores vy
mejores evidencios respecto a la identificacidn de drogas en

actividades deportivas.
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