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Abstract

El control antidopaje requiere metodologias capaces de
detectar simultdneamente un elevado nimero de
sustancias con diversas propiedades fisicoquimicas en
matrices biolégicas. En este contexto, el tratamiento de
muestra constituye una etapa critica, ya que, debido a las
implicaciones de los resultados, se requieren
procedimientos rapidos, exactos y simples. En este
estudio se revisa el potencial de los disolventes
supramoleculares (SUPRAS) para simplificar la etapa de
tratamiento de muestra en el control antidopaje. Su
naturaleza nanoestructurada proporciona distintos
microambientes de polaridad y multiples mecanismos
de interaccién para la solubilizacién simultdnea de
compuestos  estructuralmente no relacionados.
Asimismo, su disefio ad hoc permite integrar la
extraccion de los analitos y la eliminacion de
interferentes en una Unica etapa. La versatilidad de los
SUPRAS para desarrollar tratamientos de muestra
aplicables a matrices bioldgicas liquidas y sélidas en el
area de las ciencias forenses se ilustra mediante
distintas aplicaciones desarrolladas en orina y cabello
humano.

1. Introduccion

La Lista de Prohibiciones es un documento publicado
anualmente por la Agencia Mundial Antidopaje (World
Anti-Doping Agency, WADA) que incluye un elevado
numero de compuestos distribuidos en diferentes
categorias, incluyendo ademas sus metabolitos,
biomarcadores y cualquier sustancia estructuralmente
analoga o con un efecto biolégico similar [1]. Como
consecuencia, cientos de compuestos son considerados
de interés en los programas de control antidopaje.

Esta elevada diversidad constituye uno de los
principales desafios desde el punto de vista analitico, ya
que los laboratorios de control del dopaje deben
disponer de metodologias capaces de detectar
simultaneamente sustancias que abarcan un amplio
intervalo de polaridades y funcionalidades quimicas. De
acuerdo con las directrices de WADA, en primer lugar, el
control del dopaje se centra en el cribado de las

sustancias incluidas en la Lista de Prohibiciones
mediante los procedimientos de analisis iniciales (Initial
Testing Procedures, ITP) [2]. A continuacién, aquellas
muestras con resultado adverso en los ITP son
sometidas a procedimientos confirmatorios
(Confirmation Procedures, CP) [2]. La sensibilidad y la
selectividad son parametros analiticos esenciales en
ambas etapas, ya que una sustancia no detectada
correctamente durante la etapa de cribado no sera
posteriormente sometida a un analisis confirmatorio

[2].

Una de las principales técnicas instrumentales
empleadas en los laboratorios analiticos es la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tdndem (LC-MS/MS). Esta técnica ofrece una
elevada  sensibilidad 'y
especialmente adecuada para la determinacién
simultanea de un elevado nimero de sustancias [3]. Sin

selectividad, siendo

embargo, la gran complejidad de las matrices biolédgicas
limita la aplicabilidad de la técnica en el control del
dopaje, ya que sus componentes provocan
frecuentemente efectos no deseados sobre la respuesta
analitica (efecto matriz), especialmente cuando se
emplea una fuente de ionizacién por electrospray (ESI).
En este escenario, el tratamiento de muestra es una
etapa critica, que debe garantizar la selectividad y la
exactitud de la determinacion.

En los laboratorios de control antidopaje se requieren
estrategias de tratamiento de muestra capaces de
proporcionar extractos purificados y una elevada
eficiencia de extraccion en analisis multiclase. Al mismo
tiempo, estos procedimientos deben ser simples,
rapidos y econdmicamente asumibles por laboratorios
de rutina. En este sentido, las principales
aproximaciones son la dilucién de la muestra seguida de
su inyeccién directa (dilute-and-shoot, D&S), la
extraccion liquido-liquido (LLE) y la extraccién en fase
sélida (SPE). Sin embargo, estas estrategias presentan
importantes limitaciones en términos de simplicidad,
capacidad de extracciéon y eliminacién de interferentes.
Debido a sus limitaciones, con frecuencia se requiere la
combinacién de procesos de extraccién para abordar el
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amplio intervalo de sustancias de interés, asi como la
inclusién de etapas adicionales de purificaciéon o
evaporacién del extracto. Ademas, debido al elevado
consumo de disolventes derivados del petrdleo,
reactivos y/o energia, son metodologias poco
respetuosas con el medio ambiente [4].

Estas limitaciones adquieren especial relevancia cuando
se aplican metodologias de determinacién multiclase a
matrices biologicas de distinta naturaleza [5]. En
muestras liquidas, como la orina, las sustancias de
interés pueden encontrarse en un amplio intervalo de
concentraciones, incluso a niveles muy bajos respecto a
los componentes enddégenos, y presentar propiedades
fisicoquimicas diversas, aunque con predominio de
compuestos polares y de polaridad media, lo que
dificulta su extraccidén selectiva. En matrices sélidas, su
propia naturaleza impide la aplicacién directa de
muchas estrategias de extracciéon, por lo que es
necesario incorporar una etapa previa que permita
solubilizar los analitos y transferirlos a una fase liquida.
Por ello, existe un creciente interés por simplificar el
tratamiento de muestra en el control antidopaje,
mediante el desarrollo de metodologias versatiles,
simples, ambientalmente respetuosas y compatibles con
la posterior determinaciéon mediante LC-MS/MS.

2. Disolventes supramoleculares

Los SUPRAS son liquidos nanoestructurados que se
forman espontdneamente a partir de moléculas
anfifilicas mediante procesos de autoensamblaje y
coacervacion. Este proceso tiene lugar en disoluciones
coloidales de anfifilos siguiendo una estrategia bottom-
up, gobernada por el equilibrio entre fuerzas atractivas
y repulsivas, generalmente débiles y de naturaleza no
covalente (Fig. 1). Estos disolventes contienen anfifilos,
habitualmente en concentraciones comprendidas entre
01 y 1 mg pL™, que se organizan formando
nanoestructuras cuya arquitectura puede modularse
mediante la seleccién del anfifilo y/o el control de las
condiciones de coacervacion [6]. De este modo, pueden
obtenerse SUPRAS con
supramoleculares muy diversas, entre las que se
encuentran las estructuras hexagonales (Fig. 2A), tipo
esponja (Fig. 2B), laminares (Fig. 2C) y cubos6micas
(Fig. 2D).

organizaciones

Su conformacién nanoestructurada confiere a los
SUPRAS un conjunto de propiedades de gran interés
para el desarrollo de estrategias de tratamiento de
muestra [7]. Sus nanoestructuras contienen
microambientes de distinta polaridad, y multiples sitios
de uniéon que ofrecen diferentes mecanismos de
solubilizacién a los analitos. En las regiones polares

pueden establecerse puentes de hidrogeno y de
halégeno, interacciones dipolo-dipolo e interacciones
iénicas, mientras que la regiéon hidrocarbonada de la
nanoestructura permite interacciones de dispersion, -
1, CH-1t e hidrofébicas. Esta diversidad de mecanismos
de interacciéon favorece la extraccién simultinea de
compuestos con propiedades fisicoquimicas muy
diferentes, una caracteristica especialmente atractiva
para el desarrollo de tratamientos de muestra multiclase
en el control antidopaje.
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Fig. 1. Proceso general de sintesis de los SUPRAS.
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Fig. 2. Micrografias obtenidas para los SUPRAS
sefialados, basados en A) 1-hexanol, B) decano-1,2-diol,
C) acido decilfosfonico y D) hexano-1,2-diol.

Ademas, el caracter funcional de los SUPRAS permite
modular sus propiedades mediante la seleccién de la
molécula anfifilica y de las condiciones de coacervacién
[8]. Esta capacidad de disefio resulta particularmente
relevante cuando se trabaja con matrices bioldgicas
complejas, ya que permite desarrollar SUPRAS que,
ademas de proporcionar una extraccion eficiente de los
analitos, reduzcan la presencia en el extracto de los
principales macrocomponentes de la matriz, como
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proteinas, carbohidratos o lipidos. De este modo, la
extraccién de los analitos y la eliminacién de
interferentes pueden integrarse en una Unica etapa. La
combinacién de extraccion multiclase y eliminacion de
interferentes resulta especialmente interesante en
métodos basados en LC-MS/MS, donde los componentes
coextraidos de las matrices biolégicas pueden
comprometer tanto la separacién cromatografica como
la ionizacién de los analitos. Finalmente, los SUPRAS
presentan una elevada compatibilidad con estas
técnicas. Cuando el extracto se incorpora a la fase movil
hidroorganica, los agregados supramoleculares se
desorganizan, quedando los anfifilos en forma
monomérica. En general, estos monémeros no alteran el
comportamiento cromatografico de los analitos y
pueden enviarse a desecho tras la separacion
cromatografica, evitando asi la contaminacién de la
fuente de ionizacion [9].

3. SUPRAS en la determinacion de compuestos
multiclase en matrices liquidas

En el ambito del control antidopaje, la orina constituye
una de las matrices bioldégicas mas empleadas para el
cribado de sustancias prohibidas. Por ello, nuestras
investigaciones se centraron en el desarrollo de un
tratamiento de muestra basado en SUPRAS para la
multiextraccion de 93 sustancias pertenecientes a diez
categorias de la Lista de Prohibiciones en muestras de
orina [10]. El desarrollo de un tratamiento de muestra
para este tipo de analisis multiclase plantea dos retos
principales. En primer lugar, es necesario abordar la
extracciéon simultanea de sustancias estructuralmente
diversas con un amplio intervalo de polaridad, desde
compuestos muy polares hasta apolares (logP -2,4/9,2),
y reducir, al mismo tiempo, la presencia de componentes
enddgenos de la orina responsables de efectos de matriz
en LC-ESI-MS/MS. En segundo lugar, los extractos de
SUPRAS deben ser compatibles con la técnica de
determinacién y no generar interferencias durante el
analisis. En este sentido, los SUPRAS basados en
alcanoles y alcanodioles presentan una elevada
compatibilidad con LC-ESI-MS/MS, ya que los grupos
alcohol no se ionizan mediante ESI.

Para abordar estos retos, se desarroll6 un nuevo
SUPRAS basado en hexano-1,2-diol, sintetizado in situ en
la propia muestra de orina mediante la adicién de sulfato
sodico como agente inductor de la coacervacion. La
caracterizacion fisicoquimica del nuevo SUPRAS revel6
la formacién de cubosomas con tamafios comprendidos
entre 140 y 240 nm, nanoestructuras bicontinuas
constituidas por dominios acuosos y bicapas de anfifilo
organizadas en wuna estructura tridimensional.

Asimismo, estas nanoestructuras albergaban un elevado
contenido en agua, de hasta el 61 % en peso. Los
dominios acuosos proporcionan extensas regiones
hidrofilicas, mientras que las cadenas hidrocarbonadas
del hexano-1,2-diol conforman regiones hidrofébicas.
Esta coexistencia de regiones hidrofilicas e hidrofébicas
proporciona microambientes de distinta polaridad
capaces de solubilizar sustancias con propiedades
fisicoquimicas muy diversas.

Las propiedades del nuevo SUPRAS de hexano-1,2-diol
permitieron desarrollar un tratamiento de muestra
simple y eficiente. El procedimiento consistié en la
adicién de sulfato sédico y 200 pL de hexano-1,2-diol a
1 mL de orina hidrolizada, seguida de 5 min de agitacién
y 10 min de centrifugacién para la separacién de fases.
El extracto de SUPRAS se diluy6 con agua (1/1, v/v)
antes de su analisis mediante LC-ESI-MS/MS.

La capacidad de este SUPRAS para la extraccién
multiclase se evalué mediante su comparacién con otros
SUPRAS basados en alcanoles y alcanodioles,
constituidos por agregados hexagonales inversos y
estructuras tipo esponja, respectivamente. Esta
comparacién permitié estudiar la influencia de la
nanoestructura y, especialmente, de su hidrofilicidad
sobre la recuperacién de las sustancias analizadas. Los
resultados mostraron una mejora progresiva de la
capacidad de extraccion al aumentar el caracter
hidrofilico de las nanoestructuras, particularmente para
los compuestos mas polares. Asi, mientras que los
SUPRAS basados en alcanoles con estructuras
hexagonales inversas proporcionaron recuperaciones
entre el 70 y el 120 % para aproximadamente el 45-70
% de las sustancias, este porcentaje aumento hasta el 80
% con el SUPRAS de octano-1,2-diol (estructura tipo
esponja) y alcanzé aproximadamente el 90 % con el
SUPRAS cubosémico de hexano-1,2-diol, sin que
ninguna de las sustancias presentara recuperaciones
inferiores al 20 %. Como referencia practica, los
resultados se compararon también con los obtenidos
mediante extraccion con metil isobutil cetona (MIBK),
disolvente organico empleado habitualmente en
procedimientos de control antidopaje, que proporcion6
recuperaciones en el intervalo del 70-120 % para solo
alrededor del 25 % de las sustancias (Tabla 1). La
capacidad de eliminacién de interferentes se evalud
asimismo frente a una estrategia de D&S. La extraccion
con SUPRAS redujo considerablemente los efectos de
matriz respecto a esta estrategia, permitiendo
determinar hasta el 89 % de las sustancias en ausencia
de efecto matriz.
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Tabla 1. Porcentaje de sustancias prohibidas que fueron
recuperadas empleando SUPRAS sintetizados a partir de
alcanoles, alcanodioles y hexano-1,2-dioles, asi como
con el disolvente organico MIBK en la estrategia
convencional.

Tipo de SUPRAS D.O
Alcanoles Alcanodioles 1,2- . MIBK
hexanodiol

%R % Sustancias

70-

120 45-70 65-80 90 25
20-69 18-28 15-25 10 35
0-19 10-35 3-8 0 40
>120 1-5 1-3 0 0

%R: recuperacidn; D.O: disolvente orgéanico.

Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de
la nanoestructura del SUPRAS para ampliar el alcance de
las extracciones multiclase. Mientras que las regiones
hidrofébicas mantienen la capacidad de solubilizacién
de sustancias apolares y de polaridad intermedia, las
extensas regiones hidrofilicas y la elevada superficie de
los cubosomas favorecen la extraccion de los
compuestos mas polares, dificilmente abordables
mediante extraccién liquido-liquido con disolventes
organicos convencionales. La combinacién de esta
elevada capacidad de extracciéon con una eliminacién
eficaz de los componentes responsables del efecto
matriz permitié simplificar el tratamiento de muestra
sin comprometer la amplia cobertura analitica
requerida en los procedimientos de cribado antidopaje.
Finalmente, el método SUPRAS-LC-ESI-MS/MS se valid6
exitosamente para su aplicacién como procedimiento
ITP en el control antidopaje, obteniéndose limites de
deteccién comprendidos entre 0,001 y 4,2 ng mL™%, en
todos los casos inferiores a los valores establecidos por
WADA para las sustancias estudiadas.

Una vez demostrada la capacidad de los SUPRAS
cubosémicos para la extraccion multiclase en
procedimientos de cribado dirigido mediante LC-
MS/MS, se evalud su potencial como tratamiento de
muestra para estrategias de cribado no dirigidas,
basadas en espectrometria de masas de alta resoluciéon
(HRMS) [11]. A diferencia de los métodos dirigidos, en
los que se monitoriza un conjunto previamente definido
de sustancias, la adquisicion en full scan mediante HRMS
permite registrar con elevada resolucién y exactitud de
masa la informaciéon correspondiente a un numero
potencialmente mucho mayor de compuestos,
ampliando asi las posibilidades del cribado. Esta
aproximacion requiere, sin embargo, un tratamiento de
muestra igualmente amplio y poco selectivo, capaz de
preservar la diversidad de sustancias presentes en la

muestray, al mismo tiempo, reducir los componentes de
la matriz que pueden comprometer su deteccidn.

Con este objetivo, se desarrollé6 un método basado en
SUPRAS-LC-ESI-HRMS/MS. La  metodologia de
adquisicion no dirigida (full scan-HRMS/MS) se evalu6
inicialmente mediante el analisis de muestras de orina
para el cribado de 80 sustancias de interés en control
antidopaje. Estas sustancias pertenecen a diez
categorias de la Lista de Prohibiciones abarcando un
amplio intervalo de polaridad (logP -2,4/9,2). La
aplicabilidad de la estrategia se comprob6 mediante el
andlisis de 36 muestras de orina anonimizadas
procedentes de un laboratorio de control antidopaje
acreditado por WADA. Los resultados obtenidos
mediante SUPRAS-LC-ESI-HRMS/MS se compararon con
los proporcionados por el laboratorio mediante sus
procedimientos rutinarios de cribado. Siete muestras
con hallazgos analiticos adversos presuntivos (PAAF)
fueron correctamente identificadas mediante la
estrategia propuesta, en concordancia con los
resultados obtenidos por el laboratorio acreditado. Sin
embargo, mientras que el método basado en SUPRAS
permitié detectar en un Unico analisis los siete PAAF, el
laboratorio requirio tres protocolos de cribado, basados
en diferentes tratamientos de muestra y técnicas de
determinacion, para alcanzar esta cobertura analitica.

4. Aplicaciéon para la extraccion de compuestos
multiclase en matrices sélidas

La aplicacién de estrategias de extracciéon multiclase a
matrices biologicas soélidas presenta dificultades
adicionales respecto a las liquidas, ya que los analitos se
encuentran incorporados y fuertemente asociados a la
propia estructura de la matriz. Este es el caso del cabello,
una matriz queratinizada en la que las sustancias
incorporadas a través del torrente sanguineo o de las
secreciones sebaceas quedan fijadas a su estructura. Su
liberaciéon requiere habitualmente tratamientos de
muestra complejos que incluyen etapas de digestion o
incubaciéon prolongadas, ademas de procedimientos
posteriores de extraccion y purificacion [12].

En este contexto, se desarrollé un tratamiento basado en
SUPRAS para la extraccién directa de 13 sustancias de
abuso y metabolitos (logP -0,59/3,93), y su posterior
determinacion mediante LC-ESI-MS/MS. Entre las
sustancias estudiadas se encontraban familias de
compuestos de especial interés en el control antidopaje,
como estimulantes y narcéticos. Se seleccioné el SUPRAS
constituido por 1-hexanol, tetrahidrofurano (THF) y
agua como agente inductor de la coacervacion,
organizado en nanoestructuras formadas por agregados
hexagonales inversos, en los que los grupos alcohol del
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1-hexanol delimitan cavidades acuosas internas
mientras que se orientan hacia el exterior sus cadenas
hidrocarbonadas solvatadas por el THF. Esta
organizacioén proporciona microambientes de diferente
polaridad y mudltiples sitios de interacciéon para la
extraccién de sustancias con propiedades fisicoquimicas
diversas.

Ademas de proporcionar una elevada capacidad de
extraccién, los SUPRAS pueden llevar a cabo
simultaneamente la purificacién del extracto mediante
diferentes mecanismos. En este caso, el THF favorece la
desnaturalizaciéon de las proteinas del cabello, mientras
que su interaccion con el 1-hexanol promueve su
floculacién y eliminaciéon del extracto (Fig. 3A). Los
SUPRAS basados en alcanoles, con estructuras
hexagonales inversas, pueden comportarse como un
material de acceso restringido. En particular, la
proporcion THF/agua empleada para su sintesis
determina la composicién del SUPRAS y el tamafio de las
cavidades acuosas de la nanoestructura, permitiendo
eliminar macromoléculas polares del extracto. La
optimizacién de esta proporciéon permitid, por tanto,
combinar una elevada eficiencia de extraccién de los
analitos con la eliminacion de interferentes
macromoleculares polares (Fig. 3B). Finalmente, una
caracteristica diferencial del SUPRAS de 1-hexanol es su
volatilidad, que permite evaporarlo completamente tras
la extraccién. La posterior reconstitucién del residuo en
un medio adecuado proporciona una etapa adicional de
purificacion, al favorecer la redisolucién selectiva de los
analitos frente a componentes no volatiles coextraidos,
como los lipidos (Fig. 3C).

[A. FLOCULACION DE PROTEINAS ] [ B. EXCLUSION DE MACROMOLECULAS POLARES ]

N
‘ Aumento del % de THF en la sintesis del SUPRA?
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Fig. 3. Efecto de la relacion THF /agua y mecanismos de
exclusiony eliminacién de interferentes en el SUPRAS de
1-hexanol.

Estas propiedades permitieron desarrollar un
tratamiento de muestra simple, basado en la extraccién
de 25 mg de cabello pulverizado con 100 puL de SUPRAS

durante 15 min, sin etapas previas de digestiéon o
incubacion [13]. El método proporciond recuperaciones
del 93-107 % y no se observo efecto matriz para ninguna
de las sustancias analizadas, con limites de
cuantificacién de 0,5-1,1 pg mg™. Su aplicabilidad se
confirmé mediante el andlisis de un material de control
de un ensayo de aptitud, obteniéndose resultados
concordantes con los valores asignados.

Posteriormente, se explor6 una estrategia diferente para
simplificar el tratamiento de matrices s6lidas basada en
el SUPRAS cubosémico de hexano-1,2-diol. En este caso,
se evaluo su capacidad para la extraccion directa a partir
de cabello de 23 sustancias pertenecientes a diferentes
familias quimicas, entre ellas estimulantes, narcéticos y
cannabinoides de interés en control antidopaje [14]. El
tratamiento requirié unicamente 300 pL de SUPRAS
para 25 mg de cabello y 10 min de agitacidn, tras los
cuales el extracto se diluyd con agua (1/1, v/v) antes de
su analisis mediante LC-MS/MS. El método proporcioné
recuperaciones superiores al 86 % para las 23
sustancias y efectos de matriz aceptables para el 91 %
de los compuestos estudiados.

La elevada concentracién de anfifilo y la gran superficie
interfacial proporcionada por los cubosomas favorecen,
respectivamente, la disponibilidad de multiples sitios de
interaccion y una rapida transferencia de masa,
permitiendo abordar la extraccion de sustancias con un
amplio intervalo de polaridad (log P -0,3/7,0) utilizando
un reducido volumen de SUPRAS. Los limites de
deteccion y cuantificacién se situaron entre 0,1y 24,2y
entre 0,4 y 80 pg mg™', respectivamente, y fueron
inferiores a los valores de corte recomendados para
todas las sustancias estudiadas excepto uno de los
cannabinoides. Finalmente, el método se aplicé a
muestras reales de cabello, en las que se identificaron
diferentes sustancias y metabolitos, confirmando su
aplicabilidad a este tipo de muestras.

5. Conclusiones

Los estudios revisados ponen de manifiesto el potencial
de los SUPRAS para simplificar la preparacién de
muestra en el control antidopaje, tanto en matrices
liquidas como sdlidas. La diversidad de composiciones y
nanoestructuras disponibles permite seleccionar
SUPRAS con propiedades adaptadas alas necesidades de
cada aplicacién, combinando una elevada capacidad de
extraccién multiclase con caracteristicas adicionales de
interés. Asi, los SUPRAS cubosémicos basados en
hexano-1,2-diol presentan una elevada hidrofilicidad y
permiten desarrollar tratamientos rapidos sin utilizar
disolventes organicos, mientras que los basados en 1-
hexanol aportan propiedades de acceso restringido y
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volatilidad que pueden aprovecharse para integrar
mecanismos de purificaciéon del extracto. Esta
versatilidad ha permitido abordar sustancias con
propiedades fisicoquimicas muy diversas, reducir los
efectos de matriz y desarrollar procedimientos
compatibles tanto con LC-MS/MS como con estrategias
no dirigidas mediante HRMS. En conjunto, los SUPRAS
constituyen una plataforma versatil para desarrollar
tratamientos de muestra mas simples, amplios y
sostenibles, con un elevado potencial para responder a
las crecientes exigencias del control antidopaje.
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