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RESUMEN

Introduccion: Uno de los desafios en el analisis de control de dopaje es demostrar la
precision y exactitud de los resultados analiticos. Por ello, es necesario mostrar evidencias
durante el andlisis de las muestras sobre qué exactamente consumid el atleta. La selegilina
es una sustancia estimulante sintetizada a partir de la levo-metanfetamina. Sus metabolitos
fundamentales son la L-anfetamina y la L-metanfetamina las cuales son, ademas,
metabolitos de otras sustancias.

Objetivo: Evaluar la formacion de derivados en el andlisis de anfetamina y metanfetamina,
a través de tres pardmetros cromatograficos, para establecer una estrategia para su
identificacion.

Meétodos: Se evaluaron muestras de orina colectadas antes y después de una administracién
oral de 10 mg de selegilina para verificar la funcionalidad de los métodos. Luego de una

extraccion liquido-liquido con terc-butil metiléter a pH alcalino se obtuvieron derivados R-
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a-metoxi-a-(trifluorometil)-fenilacetilo (R-MTPCI) y N-trifluoroacetamida (TFA) para el
analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas. Se compararon los resultados
sin 'y con formacidn de derivados N-TFA y R-MTPCI.

Resultados: Los derivados N-TFA demostraron no ser una buena opcién en ensayos de
cuantificacion debido a la formacion de derivados maultiples. Sin embargo, su aplicacion en
procesos de identificacion (al igual que el derivado R-MTPCI) permitié la obtencién de
fragmentos de alto valor diagndstico en el espectro de masas. Luego de la eliminacion de los
metabolitos especificos de la selegilina, solo se observaron la anfetamina y metanfetamina.
El uso del derivado R-MTPCI resolvié cromatograficamente los enantiomeros levo y dextro
de ambos compuestos.

Conclusiones: La evaluacion de muestras que contienen anfetamina y metanfetamina-N-
TFA permitié obtener espectros de masas con alto valor diagnéstico, pero no se recomienda
en ensayos de cuantificacion. El uso del reactivo de R-MTPCI incremento la precision en la
identificacion del fa&rmaco original selegilina.

Palabras clave: selegilina; formacion de derivados; metabolismo; espectrometria de
masas.

ABSTRACT

Introduction: One of the challenges in doping control analysis is to demonstrate the
preciseness and accuracy of the analytical results. Therefore, it is necessary to show evidence
during the analysis of the samples about what exactly the athlete consumed. Selegiline is a
stimulant substance synthesized from levo-methamphetamine. Its fundamental metabolites
are L-amphetamine and L-methamphetamine which are also metabolites of other substances.
Objective: To evaluate the formation of derivatives in the analysis of amphetamine and
methamphetamine through three chromatographic parameters to establish a strategy for the
identification of both compounds.

Methods: Urine samples collected before and after oral administration of 10 mg of selegiline
were evaluated to verify the functionality of the methods. After a liquid-liquid extraction
with tert-butyl methylether at alkaline pH, R-a-methoxy-a-(trifluoromethyl)-phenylacetyl
(R-MTPCI) and N-trifluoroacetamide (TFA) derivatives were obtained for analysis by gas
chromatography-mass spectrometry. The outcomes without and with formation of N-TFA

and R-MTPCI derivatives were compared.
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Results: N-TFA derivatives proved not to be a good option in quantification trials due to the
formation of multiple derivatives. However, its application in identification processes (like
the derivative R-MTPCI) allowed the obtention of fragments of high diagnostic value in the
mass spectrum. After elimination of specific metabolites of selegiline, only amphetamine
and methamphetamine were observed. The use of the derivative R-MTPCI
chromatographically resolved the levo and dextro enantiomers of both compounds.
Conclusions: The evaluation of samples containing amphetamine and methamphetamine-
N-TFA allowed to obtain mass spectra with high diagnostic value, but it is not recommended
in quantification tests. The use of the R-MTPCI reagent increased the accuracy in the
identification of the original selegiline drug.

Keywords: selegiline; derivatives formation; metabolism; mass spectrometry.
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Introduccion

La seccion S6 de la “Lista de Sustancias Prohibidas” para los deportistas, de la Agencia
Mundial Antidopaje (AMA) describe a los estimulantes que aumentan la actividad orgéanica
a traves de sus efectos sobre el sistema nervioso central (SNC). Esto influye en un aumento
de la actividad motriz, cardiorespiratoria y de los procesos metabdlicos termogénicos del
organismo, dando lugar a una mayor oxidacién de lipidos en el tejido adiposo.

Entre este tipo de sustancias se encuentra la cafeina, efedrina, cocaina, anfetamina,
metanfetamina y selegilina, entre otros.:? Este grupo incluye compuestos de estructuras
quimicas y metabolismo similares. El ejemplo clasico es la anfetamina, pues ademas de
existir como forma farmacéutica por si misma, es también un metabolito comun para
diferentes farmacos como son anfetaminil, mesocarb, clobenzorex, selegilina,
dimetilanfetamina etilanfetamina, entre otros. Una situacion similar ocurre con la

metanfetamina.®%
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Uno de los retos de la analitica del control de dopaje es demostrar la exactitud en los
resultados analiticos, pues de ello dependen las consecuencias para el deportista. Es
necesario mostrar evidencias de lo que ha ingerido el atleta a partir del andlisis de sus
muestras bioldgicas (orina y sangre) colectadas oportunamente. Cuando en una muestra de
orina se demuestra la presencia de anfetamina o metanfetamina, el principal reto es
demostrar cudl es la droga madre (medicamento ingerido) mediante una identificacion
adecuada.

Aunque la introduccidn de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (CL-
EM) ha constituido una solucion a este problema,® y mas recientemente la cromatografia
de fluido supercritico,® la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM) continda siendo un método de eleccion para el anlisis estas sustancias. Este problema
es usualmente resuelto mediante la formacion de derivados. Una reaccion de formacion de
derivados es un paso en el método de ensayo que mejora la detectabilidad de un compuesto
mediante la introduccion de grupos con alta afinidad electrénica que pueden producir un
aumento en la eficiencia de ionizacion.

La insercion de una reaccion de formacion de derivados en un método de ensayo para analisis
por CG tiene como objetivo aumentar la volatilidad y selectividad, reducir la degradacion
de las sustancias aumentando su estabilidad térmica (fundamentalmente en el inyector),
aumentar la respuesta del detector haciendo factible el andlisis de trazas, mejorar la
separacion entre picos cercanos y reducir las colas cromatogréaficas facilitando asi el analisis
de muestras complejas. Ademas, el espectro de masas obtenido brinda mayor informacion
sobre la estructura quimica y los grupos funcionales, con fragmentos de mayor
intensidad.("8910)

Las reacciones de formacion de derivados tienen efectos secundarios como la formacion de
derivados mudltiples con sustancias polifuncionales y la produccién no controlada de
derivados menores si las condiciones de reaccion no estan bien establecidas. Ambos
inconvenientes dificultan la interpretacion de los resultados y pueden disminuir la
sensibilidad del método debido a la formacion de varios derivados para un solo analito. El
procedimiento de formacion de derivados ideal debe lograr rendimientos entre 95-100 %,
ser reproducible y formar productos que se distingan facilmente de la matriz. La reaccion
debe proceder de forma rédpida con una metodologia sencilla y simple, con reactivos y

reacciones que no presenten peligros inusuales.*V
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La formacion de derivados quirales seguida de separacion cromatografica es el método mas
comun para el analisis estéreo especifico de anfetamina y sus derivados. Los reactivos méas
comunes son el cloruro de trifluoroacetil-S-prolilo (TPC) y el cloruro de R-(-)-a-metoxi-a-
(trifluorometil) fenilacetilo (R-MTPCI) también conocido como reactivo de Mosher. EI TPC
es un reactivo econdémico y esta facilmente disponible pero no es recomendado para estudios
cuantitativos debido a su baja pureza enantiomérica. Varios autores han utilizado R-MTPCI
para la deteccion de anfetamina en sangre total y orina con una excelente resolucion y
separacion cromatografica. 21314

La identificacion de sustancias por métodos de espectrometria de masas se basa en la
abundancia relativa (AR) de iones diagndstico en la muestra problema comparado con un
material de referencia (en este caso, las muestras de control). Entre los criterios para realizar
una adecuada identificacion de una sustancia en una muestra problema, estan: la adquisicion
de al menos tres iones diagnostico, la determinacion de la abundancia de iones de diagnostico
a partir del area o la altura del pico en los cromatogramas de iones seleccionados y el ion
diagndstico méas abundante en el espectro de masas es tomado como referencia para el
calculo de las abundancias relativas.

La AR de los iones de diagnostico no debe diferir de la ventana de tolerancia maxima para
abundancias relativas, segun establece la Comision Europea para la Implementacion de
Métodos Analiticos. Ademas, en el documento técnico de la AMA se establece que, en caso
de que la cantidad minima de tres iones diagndstico no esté disponible, se debe evaluar la
muestra introduciendo reacciones de formacion de derivados diferentes o una segunda
técnica de ionizacion.!519

La selegilina (fenil-isopropil-metilpropargilamina) pertenece al grupo de las feniletilaminas
y fue sintetizada a partir de la levo-metanfetamina y un grupo propargilo. El enantiomero
levdgiro es quien posee la actividad farmacoldgica y se comenzd a comercializar como
“deprenil”. Este medicamento se absorbe rdpidamente en el tracto gastrointestinal y sufre un
proceso de biotransformacion en el higado a través de la N-desmetilacion, N-dealquilacion,
N-despropilacion e hidroxilacion aromatica (B-hidroxilacion y p-hidroxilacion).

Se han descrito 10 metabolitos fundamentales entre ellos la metanfetamina y la anfetamina.
Debido a la alta enantioselectividad de las enzimas que participan en el metabolismo de la
selegilina, solo se forman los metabolitos L, R, (-)-enantiomeros de la anfetamina y la

metanfetamina. Ademas, ambos analitos reciben el mayor interés en el ambito del control
5
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del dopaje pues son los que han mostrado un mayor tiempo de excrecion, superior a la propia
droga madre (selegilina)."1®)

El presente trabajo tuvo el objetivo de evaluar la formacion de derivados en el analisis de
anfetamina y metanfetamina, a través de tres parametros cromatograficos, para establecer

una estrategia para su identificacion.

Métodos

Material de referencia:la L-(+)-metanfetamina, R(-)-selegilina y la mezcla racémica de
anfetamina se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Alemania) en forma de ampolletas selladas
conteniendo 1 mL de una disolucién metanolica de 1 mg/mL. La difenilamina se utiliz6
como estandar interno y se obtuvo igualmente de Sigma-Aldrich (Alemania) de la cual se
prepard una disolucion en metanol a una concentracion de 1 mg/mL.

Reactivos: terc-butil metiléter pureza > 99 %; metanol pureza 99,93 %; n-hexano pureza
99 %; sulfato de sodio anhidro, pureza > 99.7 %, para analisis y la trietilamina pureza >
99,5 % para sintesis fueron proveidos por Merck (Alemania). Hidréxido de potasio e
hidréxido de amonio; N-metil-bistrifluoracetamida (MBTFA) pureza 97 %, cloruro de (R)-
(-)-a-metoxy-a-trifluorometilacetil (MTPCI, reactivo de Mosher) pureza 99 % para
formacion de derivados quirales se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Alemania).

Muestras de control: las muestras de control se prepararon en matriz orina (pool de orinas de
tres voluntarias de sexo femenino) en las que previamente se verificd la ausencia de
interferencias al tiempo de retencion de los analitos de interés. Se adiciond suficiente
volumen de las disoluciones de anfetamina, metanfetamina y selegilina para obtener una
concentracion final de 500 ng/mL de cada sustancia en orina.

Muestras de orina: las muestras analizadas se colectaron de un voluntario supuestamente
sano (sexo femenino, 22 afos, de 57 kg de peso corporal y actividad fisica moderada) al que
se administrd una dosis Unica de 10 mg de selegilina por via oral (deprenil clorhidrato). Las
muestras de orina se colectaron antes y hasta las 42 horas después de la administracion del
farmaco. Las muestras de orina fueron colectadas segun la necesidad fisioldgica de la voluntaria.
Consideraciones éticas: en el experimento se siguid lo establecido en la Declaraciéon de

Helsinki y las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud para la investigacion
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con humanos. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Medicina
Deportiva.®®

Preparacion de las muestras y controles para su analisis instrumental:

— Meétodo 1: se aplico a las muestras colectadas antes y después de la administracion de
selegilina. A 2 mL de orina se adicionaron 25 pL de estandar interno y se realiz6 una
extraccion liquido-liquido con 5 mL de terc-butil metiléter a pH alcalino (500 pL,
KOH 5 M) y con la adicion de 1 g de sulfato de sodio anhidro para alcanzar el “salting
out”. La mezcla se agitd lentamente (40 rpm) durante 30 min y luego de centrifugar (5
min, 3500 rpm), la fase organica se separo y evaporo bajo corriente suave de nitrogeno.
Los extractos secos se reconstituyeron en 100 puL de metanol y se trasvasaron a
microviales para su analisis instrumental. El grupo incluyé muestras de control.

— Método 2: se aplico a las muestras colectadas antes y después de la administracion de
selegilina. Luego de aplicar el método 1 a las muestras, y antes de evaporar el disolvente,
se adicionaron 75 pL de MBTFA con el objetivo de formar derivados N-
trifluoracetamida (N-TFA) de la anfetamina y metanfetamina. Se incubaron a 60 °C
durante 15 min, y posteriormente se trasvasaron a microviales para su analisis
instrumental.

— Método 3: se aplico a las muestras colectadas antes y después de la administracion de
selegilina, asi como a la muestra de excrecion de metanfetamina. Se sigui6 el mismo
proceder del método 1 con excepcion de la reconstitucion del extracto seco en metanol.
Luego de evaporar el disolvente, los extractos secos se sometieron a una reaccion de
formacion de derivados para compuestos quirales. Se adicionaron 2 mL de una
disolucion de trieltilamina y 20 pL. de MTPCI (reactivo de Mosher) y se incubé la
mezcla a 80 °C durante 20 min Luego de alcanzar la temperatura ambiente, se
adicionaron 10 pL de hidroxido de amonio y se incubd por otros 20 min a 80 °C.
Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 3500 rpm durante 5 min y el sobrenadante
se transfirid a tubos diferentes donde la fase organica se evapord a sequedad bajo
corriente de nitrégeno. Los extractos se reconstituyeron con 50 uL. de hexano y se

trasvasaron a microviales para su analisis instrumental.
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Equipamiento: cromatografo de Gases Hewlett Packard 6890 plus, con inyector automatico
Agilent 7683 acoplado a Espectrometro de Masas Hewlett Packard 5973. Columna capilar
HP-Ultra 2, fase estacionaria fenil-metil-silicona 5 %, 12 m de longitud, 0.20 mm de didmetro
interno y 0.33 um de espesor de pelicula. EI volumen de inyeccién fue de 3 pL en modo
split (relacion 1: 10) y el gas portador fue helio a un flujo de 1 mL/min. La temperatura del
inyector y del detector fue de 280 °C y el modo de adquisicion de datos fue en modo SCAN
en un rango de masas de 50 a 600 Da.

Evaluacion de los datos: los cromatogramas y espectros de masas se obtuvieron con el
software MassHunter Workstation Manager Qualitative Analysis version B.07.00 Agilent
Technologies Inc. 2014. La identificacion de la anfetamina, la metanfetamina y la selegilina
en las muestras de orina se realizé a partir de las muestras control por comparacion del
tiempo de retencion y los espectros de masas segun recomienda el documento técnico
TD2021IDRC de la AMA.(®

Para comparar las concentraciones, el area bajo la curva del pico base en el espectro de masas
de cada metabolito (en cada muestra) se normalizé a la gravedad especifica (g.e.) de la orina
de 1,020. Paraello se calculé el factor de correccion segun recomienda el documento técnico
TD2022DL de la AMA, segtn la siguiente ecuacion: 9

Fc=(1,020 - 1) / (g.e. muestra— 1)

Donde: Fc: es el factor de correccidn; g.e. es la gravedad especifica de la orina, 1: densidad
del agua.

Las concentraciones de anfetamina, metanfetamina y selegilina fueron estimadas a partir de
las muestras control. Se compararon tres parametros cromatograficos: ancho del pico en la
base, altura de la sefial cromatografica y ancho de la sefial a la mitad de su altura.

Se evalu6 la influencia de la formacion de derivados N-trifluoracetamida (N-TFA) en el
analisis de anfetamina y metanfetamina a través de tres pardmetros cromatograficos: ancho
del pico en la base, altura de la sefial cromatografica y ancho de la sefial a la mitad de su
altura (full-width-at-half-maximum, FWHM por sus siglas en inglés). Ademas, se estudio el
uso del reactivo de Mosher (R-MTPCI) para la formacion de derivados quirales. En los tres

casos se establecieron los criterios de identificacion segun los criterios de la AMA. La
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verificacion de la funcionalidad de los métodos se realiz6 con el analisis de muestras de orina

colectadas antes y después de una administracion oral de selegilina.

Resultados

En las muestras de orina extraidas por los métodos 1y 2, se observaron metabolitos de fase
I de la selegilina excretados en forma no-conjugada (ej. N-desmetil-selegilina y p-hidroxi-
desmetil-selegine). Las curvas de excrecion urinaria para la N-desmetil-selegilina
(metabolito especifico de la selegilina), la metanfetamina y la anfetamina se obtuvieron con
las muestras procesadas por los métodos 1 y 2. La eliminacion de la N-desmetil-selegilina
coincidio con lo descrito en la literatura y después de las 28 h no fue detectado mediante la
técnica usada. La concentracion méxima se observo a las 2,5 h estimada en 319 ng/mL, el
intervalo de las 15-24 h se observaron concentraciones menores a 15 ng/mL y a las 28 h se
estimé la concentracion en 2,4 ng/mL. Sin embargo, a las 48 h post-administracion cuando
no se detectd selegilina, se estimaron las concentraciones de anfetamina y de metanfetamina
en 232 y 270 ng/mL, respectivamente. EI método 2 arrojo resultados similares, aunque
alrededor del 40 % de lo observado en el método 1, debido a la formacion de derivados
maultiples para un mismo analito.

Las figuras 1 y 2 muestran el cromatograma obtenido para la anfetamina y metanfetamina,
respectivamente, analizadas por los métodos 1 y 2, sus espectros de masas, estructuras y
propuesta de fragmentacion.

El ancho del pico en la base para anfetamina analizada en el método 1 fue de 0,160 min
mientras que en las muestras del método 2 fue la mitad (0,081 min). En la sefial
cromatogréfica de la anfetamina analizada por el método 1, el FWHM fue de 0,045, mientras
que en la muestra analizada por el método 2 fue de 0,014. Finalmente, la media de la altura
de los picos cromatograficos por el método 1 fue de 42 300 unidades, mientras que en el
método 2 fue de 75 900, es decir 1,8 veces mas alto.

La metanfetamina eluyd en un tiempo de retencion mayor que la anfetamina, a los 2,6 min
(método 1) y 3,7 min (método 2) y en ambos casos fue el metabolito de mayor intensidad en
el cromatograma. La mayor cantidad excretada fue en el intervalo de las 5-24 h posteriores

la administracion de selegilina con concentraciones estimadas entre 2020 y 2 700 ng/mL. En
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la etapa tardia de la eliminacion (25 a 42 horas post-administracion) la metanfetamina se
estimo entre los 200 y 300 ng/mL. En el caso de la metanfetamina, el ancho del pico en la
base y el FWHM en la muestra en el método 1 fue de 0,177 y 0,054 min; mientras que en el
método 2 fue de 0,062 y 0,015 min, respectivamente. La altura de la sefial cromatografica

fue 1,6 veces superior para el caso de las muestras en el método 1.
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Fig. 1 - Representacion del cromatograma iénico, fragmentacion y espectro de masas de la

C

anfetamina (A) cromatograma ionico, fragmentacion y espectro de masas de la anfetamina en
forma de derivado N-TFA, (B) y reaccién de formacién del derivado N- TFA de la anfetamina con
el reactivo MBTFA (C) en la muestra colectada cinco horas posteriores a la administracion de
selegilina.
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Fig. 2 - Representacion del cromatograma iénico, fragmentacion y espectro de masas de la
metanfetamina A) y cromatograma idnico, fragmentacion y espectro de masas de la metanfetamina
en forma de derivado N-TFA,; B) en la muestra colectada cinco horas después de la administracion
de selegilina.

La figura 3 muestra la separacion cromatografica de las formas R(-) y S(+) de la anfetamina
luego de la reaccion quiral con el reactivo de Mosher, asi como la reaccion quimica y los
espectros de masas. No se observaron interferencias propias de la matriz o de reactivos al
tiempo de retencion de la anfetamina. Segun lo descrito para el metabolismo de la selegilina,
solo se observd el isébmero R(-). La figura 4 muestra similares resultados para la
metanfetamina. En este caso, la muestra control se contaminé con el isomero D(+) debido a
la disponibilidad en el laboratorio. No obstante, es evidente la diferencia en los tiempos de

retencion entre este isdmero y el detectado en la muestra post-administracion de selegilina

(R()).
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Fig. 3 - Resultados obtenidos con el reactivo de Mosher para derivados quirales. A) Muestra

colectada después de 32 horas de una administracion oral de dosis Unica de selegilina; B) Muestra

control con mezcla racémica R(-)anfetamina y S(+)anfetamina; C) Muestra colectada antes de la

administracion de selegilina.
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Fig. 4 - Resultados obtenidos con el reactivo de Mosher para derivados quirales. A) Muestra

colectada después de 32 horas de una administracion oral de dosis Unica de selegilina; B) Muestra

control con S(+)metanfetamina; C) Muestra colectada antes de la administracion de selegilina.
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Discusion
El analisis de la anfetamina y la metanfetamina por CG-EM tiene la caracteristica de
devolver espectros de masas con una baja abundancia del ion molecular y de los fragmentos
que se generan producto del impacto electronico en la fuente de ionizacion. En general, se
observa un pico base intenso sin otros fragmentos que brinden informacion util en la
evaluacion de la sefial cromatografica. Con el objetivo de obtener una mayor informacion a
través del espectro de masas se han implementado y descrito estrategias de formacién de
derivados, ademaés, para aumentar el nivel de deteccion. Entre los mas usados en el &mbito
de la analitica del dopaje para la deteccion de sustancias estimulantes estan la N-metil-N-
trimetil-sililtrifluoracetamida (MSTFA) y la N-metil-bistrifluoracetamida (MBTFA).?)
Aunque especificos, los metabolitos de la selegilina N-desmetil-selegilina y p-hidroxi-
desmetil-selegina se han descrito como metabolitos de menor importancia debido a las bajas
concentraciones en orina y su rapida excrecion. Diversos estudios relacionados con el
metabolismo de la selegilina en ratas, perros y humanos han demostrado que los metabolitos
mayoritarios formados a partir de la biotransformacion de este farmaco son la R-(-)
metanfetamina y R-(-) anfetamina.t71®
La comparacién de los tres parametros cromatograficos: ancho del pico en la base, altura de
la sefial cromatogréafica y el FWHM demostré la superioridad del método 2 para obtener un
adecuado perfil cromatografico y espectros de masas con fragmentos de valor diagnéstico.
Este resultado también influye en la relacion sefial: ruido y la posibilidad de separar la sefial
de interés de probables interferentes de la propia matriz. Es importante sefialar que el FWHM
es un parametro cromatografico notablemente considerado en el documento técnico de la
AMA TD2021IDCR para la identificacion de sustancias en muestras para el control
antidopaje.®
A pesar de las desventajas de una reaccion de formacion de derivados en procesos de
cuantificacion, se obtuvieron cromatogramas de mayor calidad para la anfetamina y la
metanfetamina con el método 2. La adicion del MBTFA previo al proceso de evaporacion
brindd estabilidad a la molécula obteniéndose un patrén de fragmentacion adecuado para

una identificacion inequivoca.
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Enantioselectividad de la formacion de derivados
Como se comento previamente, la anfetamina y la metanfetamina son metabolitos comunes
a una serie de sustancias como el clobenzorex, selegilina, dimetilanfetamina, etilanfetamina
y famprofazona (entre otros). En estos casos, en la orina se detectan la mezcla racémica de
la anfetamina y la metanfetamina, pero la caracteristica principal del metabolismo de la
selegilina (comercializado solo el enantiomero levdgiro) es la formacion de los enantidmeros
R-(-) metanfetamina y R-(-) anfetamina.
En el &mbito del dopaje las muestras de orina son colectadas puntualmente a los atletas y la
deteccion correcta de la sustancia que fue administrada no siempre es evidente. En el caso
de muestras con presencia de anfetamina y metanfetamina, en la que ya la droga
administrada ha sido completamente metabolizada y eliminada, es necesario aplicar
estrategias que permitan arribar a un resultado méas exacto, en cuanto a la droga madre se
refiere. Debido a la estructura de la selegilina y a la enantioselectividad metabdlica, un
método adecuado es la formacion de un derivado quiral capaz de diferenciar las formas
dextrdgira y levogira.
Los resultados demostraron que, bajo las condiciones del laboratorio, es posible obtener una
separacion satisfactoria de ambos enantiomeros tanto para la anfetamina como para la
metanfetamina. Las estructuras quimicas de la anfetamina y la metanfetamina poseen una
alta volatilidad y una masa de 135,2 g/mol y 149,2 g/mol, respectivamente. El patrén de
fragmentacion de ambos analitos por CG-EM solo muestra el pico base sin fragmentos
adicionales (método 1) que permitan identificar satisfactoriamente en muestras de orina,
segun las buenas practicas de identificacion por métodos de espectrometria de masas.*®
Los espectros de masas obtenidos luego de la formacion de derivados por los métodos 2 y 3
(fig. 2, 3 y 4) muestran iones que facilitan la identificacion inequivoca de los ambos
compuestos aun si su concentracion es baja. Se observaron al menos cuatro iones de valor
diagndstico con una intensidad mayor al 40 % lo cual hace factible su identificacion
inequivoca. La tabla muestra las AR en las muestras control a partir de las cuales se fijaron
las ventanas de tolerancia maxima que permiten una identificacion adecuada de los analitos
en muestras problema. La identificacién de los metabolitos levogiros en la orina permitid

saber cuél fue la droga madre. En este caso, la selegilina.
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Consideraciones finales

Los tres parametros cromatograficos mostraron mejores resultados cuando se analizan los
derivados N-TFA de la anfetamina y la metanfetamina (método 2), con una mejor resolucién
entre picos cercanos. Esto disminuye la posibilidad de coeluciones que dificulten la
interpretacion del espectro de masas y al mismo tiempo permite aumentar la sensibilidad del
método, aunque, no es recomendable en ensayos cuantitativos si no se puede garantizar la
formacion de un solo derivado.

El uso del reactivo de Mosher para la identificacion de los enantiomeros presentes en una
muestra problema funciono bajo las condiciones de trabajo, aumentando la precision en la
identificacion de la droga madre cuando no fue posible detectarla en la orina.

Las abundancias relativas de los iones diagnosticos en los espectros de masas de la
anfetamina y la metanfetamina, aplicando los métodos 2 y 3, permitieron cumplir con las
buenas préacticas para la identificacion de analitos en mezclas complejas mediante técnicas
de espectrometria de masas (tabla). La aplicacion de estas técnicas es posible en otros
campos como la toxicologia forense o en la evaluacion de la pureza enantiomérica de

materias primas en la industria farmaceutica.

Tabla -. lones diagnoésticos, abundancia relativa en los espectros de masas y ventanas de tolerancia
para la evaluacidn de una muestra problema a partir de las muestras control de anfetamina y

metanfetamina

lones Abundancia relativa en el \/e_ntanas de tolerancig Abundancia relativa en el
diagnésticos espectro de masas en la méxima para _abundanuas espectro de masas en una
muestra control relativas muestra problema
Anfetamina, método 1
m/z 44 100 - 100
m/z 91 7 2-12 8,2
m/z 120 2x** --- 18
Anfetamina, método 2
m/z 140 100 --- 100
m/z 118 98 88-118 97,5
m/z 91 45 36-54 45,6
Anfetamina, método 3
m/z 189 100 100
m/z 91 75 65-85 74,5
m/z 260 43 34-52 42,6
Metanfetamina, método 1
m/z 58 100 100
m/z 91 5 Fkk 3,9
15
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Metanfetamina, método 2

m/z 154 100 --- 100
m/z 118 32 26-38 314
m/z 110 30 24-36 31,9
m/z 91 17 12-22 16,8
Metanfetamina, método 3
m/z 189 100 100
m/z 274 66 56-76 56,4
m/z 91 29 23-35 34,9
m/z 119 16 11-21 18,7
m/z 200 7 2-12 6,6

Se muestran datos para los métodos 1,2 y 3.
***: es una exigencia que el ion, aunque presente, debe mostrar una relacion sefial- ruido superior a tres para ser seleccionado como ion

diagnéstico para identificar una sustancia de manera confiable.

Se concluye que la evaluacion de muestras que contienen anfetamina y metanfetamina-N-
TFA permitié obtener espectros de masas con alto valor diagnéstico, pero no se recomienda
en ensayos de cuantificacion. El uso del reactivo de R-MTPCI incremento la precision en la

identificacion del farmaco original selegilina.
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