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Resumen

El doping es la utilizacion de sustancias que aumenta el rendimiento en el deportista,
hace que sea una practica prohibida por organizaciones deportivas como el COIl (Comité
Olimpico Internacional) y la AMA (Asociacion Mundial Antidopaje); las cuales buscan
establecer reglamentos y criterios clinicos relevantes que se deben cumplir para reducir
en lo mas minimo posible el fraude por dopaje. Generalmente la deteccidn del doping se
realiza en muestras de orina o sangre, pero el doping ha sofisticado cada vez mas, pues
ya se utilizan sustancias enmascarantes que dificulta la deteccién de estas, por lo que
hace que la tecnologia implementada para la deteccion queden en desventaja; por lo
tanto para este estudio se implemento la resonancia magnética nuclear (RMN), la cual es
una técnica conocida por su capacidad de generar resultados rapidos y certeros, asi
mismo se puede utilizar en casi todas las matrices humanos donde también proporciona
informacion util de todas las sustancias contenidas en una muestra y posiblemente sobre
las formas de enmascaramiento de doping. En este estudio se establecieron condiciones
analiticas para la deteccion y cuantificacion de metabolitos tras el consumo del diurético
Indapamida, incluido en la lista de sustancias prohibidas por la Agencia Mundial
Antidopaje (AMA). Se procedié al andlisis de muestras de orina (placebo, orina
enriquecida con Indapamida y positivo tras el consumo a niveles terapéuticos) con el fin
de obtener evidencias de la sustancia mediante el uso de un espectrometro RMN de 600
MHz, de esta manera se evaluaron los atributos como linealidad, precision y limites de
deteccion y cuantificacién. Se observo que la RMN es una tecnologia idénea para este
fin, pues demostro ser un método robusto que permite la cuantificacion de indapamida a

niveles de eficacia diurética.
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Abstract

Doping is the use of substances that increase performance in the athlete, making it a
practice prohibited by sports organizations such as the I0C (International Olympic
Committee) and WADA (World Anti-Doping Association); they seek to establish relevant
regulations and clinical criteria that must be met to reduce doping fraud as little as
possible. Generally, the detection of doping is performed on urine or blood samples, but
doping has become increasingly sophisticated, since masking substances are already
used that make it difficult to detect them, which means that the technology implemented
for detection is at a disadvantage; therefore for this study, nuclear magnetic resonance
(NMR) was implemented, which is a technique known for its ability to generate rapid and
accurate results, and can also be used in almost all human matrices, where it also
provides useful information on all substances contained in a sample and possibly on forms
of doping masking. In this study, analytical conditions were established for the detection
and quantification of metabolites after the consumption of the diuretic indapamide,
included in the list of prohibited substances by the World Anti-Doping Agency (WADA).
Urine samples (placebo, indapamide-enriched urine and positive after consumption at
therapeutic levels) were analyzed in order to obtain evidence of the substance using a
600 MHz NMR spectrometer, thus evaluating the attributes such as linearity, precision
and limits of detection and quantification. NMR was found to be an ideal technology for
this purpose, as it proved to be a robust method that allows quantification of indapamide

at levels of diuretic efficacy.
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Introduccion

El dopaje o doping es una tactica utilizada por los deportistas profesionales con el fin de
aumentar el rendimiento fisico, esto consiste en la administracion de sustancias
prohibidas o métodos prohibidos. Hay diferentes tipos de sustancias y métodos que
aplican para el doping que causan diversos efectos en |los deportistas (1). Las sustancias
pueden describirse en tres grupos: sustancias nocivas, pero de venta legal, en este caso
son sustancias prescritas medicamente; sustancias nocivas y estrictamente ilegales
como lo son la cocaina; sustancias legales e inofensivas como diuréticos que estan
prohibidos por el Comité Olimpico Internacional (COIl y la AMA (Asociacion Mundial
Antidopaje) (2) (3), estas agencias tiene a disposicion diferentes tecnologias que permite

detectar dichas sustancias.

Las sustancias dopantes han evolucionado desde su aparicion, normalmente el doping
se detecta en sangre y orina, sin embargo el dopaje se ha perfeccionado con el uso de
nuevas sustancias o metabolitos que dificultan su deteccion (3), por lo tanto, es un reto
para la ciencia analitica y para las autoridades que ejercen vigilancia y control del mismo.
Actualmente los diuréticos son uno de los medicamentos mas utilizados por los atletas
por su capacidad enmascarente, pues su administracion reduce la concentracion de otras
sustancias dopantes y sus metabolitos en la orina debido a un aumento en el volumen de
excrecion de liquido, ocasionan que su deteccidn sea mas compleja (4). Cabe resaltar
gue los atletas pueden utilizar los diuréticos en una sola dosis antes de las competencias
pues algunos de estos medicamentos como la hidroclorotiazida reduce su tiempo de vida
media con tan sola una hora de ejercicio intenso, disminuyendo no solo la concentracion
de otros agentes dopantes sino también la propia (5). Por lo tanto estas sustancias

pueden no ser detectadas en muestras tomadas al finalizar las competencias.

Los laboratorios antidopaje han buscado todas las herramientas disponibles para tener
control sobre las sustancias utilizadas para aumentar el rendimiento fisico y aquellas que
permiten su enmascaramiento (6). La cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG-MS) es la técnica con mayor aplicacion pues permite la separacion y
elucidacién de cada uno de los componentes en muestras que pueden estar a una

concentracion minima de detecciéon, su grado de sensibilizacién es muy alta y tiene



diversas caracteristicas que le confiere la capacidad de diferenciar cada sustancia y
realizar un reconocimiento amplio de estas (7). Aunque la técnica sea actualmente la que
mayor confianza genera en el estudio de las sustancias dopantes no hay método
inequivoco para la deteccion del dopaje en todas sus modalidades, es por eso que se ha
hecho el intento de utilizar técnicas nuevas para deteccion de estas sustancias (8) (9).

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica analitica constituida por un
amplio y reconocido espectro de aplicaciones en el campo del andlisis estructural. La
selectividad y la reproducibilidad de los métodos de RMN resulta superior a la de practicas
usuales (10), esta tiene la capacidad de cuantificar varios escenarios con resultados
confiables a diferencia de otras técnicas que no alcanzan una adecuada separaciony en
consecuencia arrojan una notable variabilidad en sus resultados. La RMN puede
proporcionar informacion valiosa cuantitativa a nivel molecular, en relacion con el analisis
de mezclas complejas (estudios in vitro), sistemas biologicos perfundidos (células u

organos) y finalmente los sistemas vivos intactos (estudios in vivo) (11) (12).

Asi mismo, la resonancia magnética nuclear (RMN) genera resultados rapidos y certeros
y ha incrementado en los ultimos afios avances tecnoldgicos que le permite ser mas
sensible y desarrollar aplicaciones multidimensionales para las muestras, en casi todas
las matrices humanas, proporcionando informacién atil de todas las sustancias
contenidas en la muestra y posiblemente sobre las formas de enmascaramiento de
doping (13) (14).

Materiales y Métodos
e Agentes quimicos

El centro de la ciencia y la investigacion farmacéutica — CECIF (Sabaneta, Colombia)
proporcioné estandar de Indapamida (API: 99,4%). El hidréxido de sodio se adquirié de
Merck KGaA (Darmstadt, Germany); los reactivos deuterados como oxido de deuterio
(D20) (S5716966 628) se adquirio de Merck KGaA (Darmstadt, Germany) y acido
trimetilsililpropanoico (TSP) se adquirié de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.); y los
tubos de resonancia (032817A) se adquirid de Wilmad-LabGlass (EE.UU).



e Preparacion de soluciones

Solucion madre de Indapamida: Se pesaron 2.05 mg de estandar y se disolvié en 1 mL
de solucion NaOH-D20 al 0.025N. Se tomé 600 pL del estandar y se llevo a un tubo de
RMN.

Curva de calibracién Indapamida: Se obtuvieron 5 soluciones a concentracion
decreciente a partir de una solucion intermedia de la solucion madre a una concentracion
de 60 ug/mL. Esta se preparé tomando 30 pL de la solucién madre, se le adicion6 100

ML de D20 y 870 L de orina placebo.

Las 5 soluciones a concentracion decreciente se encontraban a 1.8, 1.2, 1.02, 0.84 y 0.54
Mg/mL, estas se prepararon tomando 30, 20, 17, 14 y 9 uL de la solucion intermedia y se
llevaron a un volumen total de 600 uL con orina placebo. Cada solucion se depositd en
tubo de RMN.

Solucion Limite de cuantificacion (LOQ): Se tomo6 400 uL de la solucion al 0.54 ug/mL
y se le adicion6 500 pL de orina placebo y 100 puL de D20, obteniéndose una solucién a
una concentracion de 0.216 pg/mL; se tomé6 600 pL de la solucion y se llevo a un tubo de
RMN.

Solucién Limite de detencion (LOD): Se tom6 400 uL de la solucion LOQ, se le adicion6
500 pL de orina placebo y 100 uyL de D20, obteniéndose una solucién a una
concentracion de 0.0864 pg/mL; se tomd 600 pL de la solucion y se llevé a un tubo de
RMN.

Orina placebo y orina enriquecida: Se tomé una muestra de orina suministrada por un
hombre joven completamente sano y se prepararon dos soluciones; orina placebo y otra
enriquecida con Indapamida. La primera se prepar6 tomando 500 yL de la orina y se le
adicion6 100 pL de D20. La segunda se prepard tomando 300 uL de orina y se le adiciond
300 pL de la solucion madre de Indapamida. Ambas soluciones se llevaron a tubos de
RMN.

Orina problema: Se tomé una muestra de orina suministrada por una mujer bajo
tratamiento con Indapamida y se prepard una solucion que contenia 500 uL de la orina'y

adiciono6 100 pL de D20. La solucion se llevo a tubo de RMN.



Estandar Interno: Se pesé 1.01 mg de TSP y se disolvi6 en 100 mL de D20,
obteniéndose una solucion 0.01 %P/V. Se tom6 600 pL de la solucion y si dividieron en
volumenes de 50 yL quedando una concentracion 0.72 ug/ pL. Los 50 pL se adicionaron

a las soluciones anteriormente descritas.
e Adquisicion de espectros RMN

Los datos de RMN se midieron usando un espectrometro RMN Bruker Advace Il HD 600
MHz, equipado con una criosonda (Bruker Prodigy TCI 600 S3 H & F-C/N-D-05 Z) y un
cambiador de muestras SampleJet refrigerado automaticamente. El instrumento estuvo
operando de la siguiente manera para la adquisiciéon unidimensional *H de las sefiales en
las muestras, programa de pulso noesygpprld con supresion de la sefial de agua, nUmero
de escaneos: 16, ancho de barrido: 21.0297 ppm, tiempo de adquisicion: 3.2440 s, retraso
de relajacion: 2.5 s, ganancia del receptor: 57, tiempo de permanencia: 39.600 psec,

ampliacion de linea: 0.3 Hz, temperatura: 295 K.

A cada una de las soluciones se le tomaron espectros con un nimero total de repeticiones
congruentes para el analisis estadistico de las mismas. Siendo asi, todas las soluciones
con excepcion de la muestra de orina enriquecida con Indapamida fueron obtenidas a
través de 3 repeticiones cada una. La muestra enriquecida se le tomaron 7 espectros con

el fin de determinar la identificacién inequivoca de la Indapamida en una muestra de orina.

Resultados y Discusion

La Indapamida esta clasificado quimicamente como diurético tipo tiazida, a nivel clinico
tiene potentes efectos en la reduccion de la presién sanguinea y la eliminacién de
liquidos; siendo esta segunda propiedad la que deportistas desleales utilizan con el fin
de generar un enmascaramiento de otras sustancias dopantes, disminuyendo la
concentracion de estos al eliminarlos en la orina. La Indapamida es una sustancia
absorbida rapidamente en el tracto gastrointestinal, consiguiendo concentraciones
plasmaticas maximas en 1-2 horas después de su administracion; se caracteriza por sufrir
un amplio metabolismo lograndose recuperar como farmaco inalterado tan solo un 7% de

la concentracion total (15).



El metabolismo por el cual pasan los farmacos dificulta su identificacion en las muestras
de orina, por lo tanto se hace importante conocer los procesos de transformacion de las
sustancias, teniendo un reconocimiento de sus principales metabolitos. Siendo esto asi,
se procedié a realizar una busqueda a través de base de datos con el fin de hacer un
reconocimiento de estas sustancias del metabolismo de la Indapamida. La figura 1
muestra cada uno de los 6 metabolitos identificados de este diurético, alli se logra
observar cada una de las transformaciones de la Indapamida diferenciando los cambios

estructurales con respecto a la misma.
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Figura 1. Identificacién de posiciones de referencia espectral. Indapamida y sus metabolitos presentes en

muestras de orina humana tras consumo del farmaco.



El conocimiento estructural de la Indapamida y sus metabolitos permitio la realizacién de
una simulacion espectral de proton RMN con el fin de entender los cambios espectrales
que se pueden sufrir con el metabolismo de la molécula. Los datos arrojados por el
simulador (nmrdb.org) estan consignados en la Tabla 1. Este modelo permitio seleccionar
adecuadamente las sefiales caracteristicas que permiten realizar un rastreo de las
sustancias para su posterior identificacion y cuantificacién, siendo seleccionadas en
primera instancia las sefales 1, 9,10 y 11 puesto que son sefiales que permanecen

estables a pesar de los cambios estructurales de la Indapamida.

Sin embargo, las sefiales 1 y 11 fueron las adecuadas para la identificacion y
cuantificacion, gracias a laintensidad de las mismas (Figura 2), esto es importante porque
este tipo de sefales intensas no desaparecen facilmente del espectro al momento de
realizar el andlisis de muestras de orina, las cuales se caracterizan por tener otras

sustancias de desecho del metabolismo normal del organismo.

Tabla 1. Simulacion de espectros H1-RMN 600 MHz (nmrdb.org) para Indapamida y sus metabolitos en
agua deuterada.

Simulacion 1H-NMR 600 MHz
Posicién | Indapamida M1 M2 M3 M4 M5 M6

1 6=1,091 0= 1,087 0=1,273 0= 2,386 0=1,272 0=2,399 0=1,06

2 0=3,084 0= 3,112 - - - 0=6,45 0=2,03

3 6=3,10 0= 3,143 - 0= 6,285 - - 0=1,799
4 0=4,06 0= 4,148 0= 4,985 - 0= 5,044 - 0=4,193
5 0=6,82 - - - 0=7,344 0=7,009 -

6 0=6,87 0= 6,937 0=7,148 0= 6,941 0=7,192 0=6,879 0=5,714
7 0=6,93 0= 6,613 0= 6,956 0= 6,34 0=7,677 0=6,831 0=5,867
8 0=7,09 0= 6,626 0= 7,505 0= 6,703 0=7,526 0=7,32 0=4,052
9 0=7,802 0= 7,802 0=7,803 0= 7,806 0= 7,803 0=7,806 0=7,735
10 0=7,81 0=7,81 0=7,81 0=7,811 0=7,81 0=7,811 0=7,81

11 0=8,66 0= 8,605 0= 8,605 0= 8,606 0= 8,605 0=8,606 0=8,605
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Figura 2. Asignacion de sefiales. Espectro H1-RMN 600 MHz de Indapamida estandar 2.05 mg/ml en agua

deuterada con TSP estandar interno.

Los desplazamientos experimentales de la Indapamida fueron tabulados (Tabla 2) y

confrontados versus los valores arrojados por la simulacion, la homogeneidad de ambas

series de sefales fue reproducible y una excelente resolucion espectral.
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Tabla 2. Asignacion de sefiales para Indapamida estandar 2.05 mg/ml en agua deuterada con TSP
estandar interno. H1-RMN 600 MHz. Las sefiales marcadas con asterisco fueron consideradas para RMN
de Indapamida (H1) metabolitos (H11).

Estructura Indapamida Posicion oh (ppm) Multiplicidad, J(Hz), Nh

1 1.36 d,j=6.2 Hz, 3H

2 2.69 dd, j=11.3, 15.4 Hz, 1H
3 3.21 dd, j=8,2, 155 Hz, 1H
4 3.85 m, 1H

5 7.25 d,j=7.3Hz, 1H

6 6.92 t,j=7.5Hz, 1H

7 7.17 t,j=7.7Hz, 1H

8 6.70 d,j=7.6Hz, 1H

9 7.92 dd, j=8.3,2.2 Hz, 1H
10 7.90 d,j=8.3Hz, 1H
11* 8.43 d,j=2.1Hz, 1H

Un método experimental debe ser lo suficientemente robusto que permita ser realizado
las veces necesarias y siempre arroje los mismo resultados sin importar cambios del
operador, el dia o el mismo equipo. Para esto se realiz6 un andlisis triplicado de la
solucion madre de Indapamida; los resultados arrojados demuestran la gran
reproducibilidad del método, la figura 3 muestra un triplicado para una muestra, alli se
observa que cada uno de los espectros son una copia idéntica sobrepuesta, no se
generaron diferencias significativas en el desplazamiento y/o intensidad de las sefiales

en las muestras analizadas.
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Figura 3. Ampliacion de la zona de protones aroméaticos en el espectro de la Indapamida. Adecuada
reproducibilidad y resolucién para tres réplicas de indapamida a 2.05 mg/ml en agua deuterada con TSP
estandar interno. H1-RMN 600 MHz.
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Los resultados del analisis estadistico se muestran en la tabla 3, el método instrumental
desarrollado permite la cuantificacion de Indapamida en muestras de orina de personas
tratadas con el farmaco, el rastreo de sefiales las especificadas permite la cuantificacion
de las sustancias sin importar los procesos de biotransformacion a través de la curva de

calibracién, la cual arroja un valor r? estadisticamente significativo.

Tabla 3. Valores de atributos de método analitico para la evaluacién de aptitud de deteccion de
Indapamida mediante H:-RMN 600 MHz en muestras de orina humana.

Las curvas de calibracion proporcionaron ecuaciones lineales: y = mx+b, donde y es la respuesta, x la
concentracion de Indapamida, m la pendiente y b el intercepto con el eje y

Linealidad
Ecuacion de larecta r Precision % (RSD) n:9 LOD (uM) LOQ (uMm)
Indapamida y = 7545.3x + 1.8758 0.9927 <1 0.1527 0.4627

La comparacion de espectros H-NMR de muestras de orina placebo Vs consumo de
Indapamida permitio el reconocimiento inmediato de los metabolitos especificos de la
sustancia. Fueron identificadas facilmente con ayuda de los datos mostrados en la Tabla
1.
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Conclusion

La espectroscopia NMR es una técnica rapida y eficiente que requiere un minimo
tratamiento de muestra y bajo consumo de tiempo durante su fase analitica, permitiendo
la identificacion inequivoca y cuantificacion de sustancias especificas en matrices
complejas como lo son la orina. El presente estudio logré6 demostrar la idoneidad de la
técnica como alternativa tecnologia a ser usada por entes reguladores con el fin de
detectar sustancias dopantes o aquellas que tienen capacidad enmascarante como los
diuréticos. Los resultados arrojados demuestran que la técnica NMR cumple con los
criterios analiticos para iniciar la validacion del método usado para la identificacion y

cuantificacion de Indapamida en muestras de orina.
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